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Abstract-Peroxidases have been shown to catalyse the degradation of flavonols via 2,3_dihydroxyflavanones 
to benzoic acids. Incubation of (U-‘%I)-kaempferol with pure horseradish peroxidase leads to the same reaction 
products (2,3,4,5,7,4’-pentahydroxyflavanone, p-hydroxybenzoic acid, 14C0,, several polar, water soluble catabo- 
lites) as given by enzyme preparations from various plant species. Further reactions of flavonols and their glyco- 
sides with peroxidases are discussed. All peroxidase isoenzymes of Sirlapis alhu and Cicer arirtinurn, obtained 
by isoelectric focusing, have been shown to degrade flavonols at the same rate. The peroxidase catalysed degrada- 
tion of polyphenols is discussed in relation to IAA oxidase. 

Zusammenfassung-Fiir den friiher mit Enzymen aus hcheren Pflanzen beschriebenen Abbau von Flavonolen 
iiber 2,3_Dihydroxyflavanone zu BenzoesLuren wurden Peroxidasen als verantwortliche Enzyme erkannt. Beim 
Abbau von (U-‘4C)-Klmpferol mit reiner Meerrettich-Peroxidase entstehen dieselben Produkte (2,3,5,7,4’-Penta- 
hydroxyflavanon, p-Hydroxybenzoeslure, 14C0, und mehrere polare, wasserlijsliche Katabolite) wie mit 
Enzymen aus zahlreichen hiiheren Pflanzen. Weitere Reaktionsmijglichkeiten von Flavonolen und ihren Glyko- 
siden mit Peroxidasen werden besprochen. Alle durch isoelektrische Fokussierung erhaltenen Peroxidase-Isoen- 
zyme aus Sinapis alba und Cicer arietinum besitzen vergleichbare FBhigkeiten zum Flavonolabbau. Der Peroxi- 
dase-katalysierte Polyphenolabbau wird im Zusammenhang mit der IAA-Oxidase diskutiert. 

EINLEITUNG 

Flavonole sind in hijheren Pflanzen stoffwechsel- 
aktive Verbindungen [ 11, die fortlaufendem 
Umsatz und Abbau unterliegen. Fiir die katabolen 
Stoffwechselwege der Flavonole KBmpferol und 
Quercetin kiinnen durch Arbeiten mit pflanzlichen 
Enzymen [2,3] wie such mit Zellsuspensionskul- 
turen hiiherer Pflanzen [3] genauere Angaben 
gemacht werden. Der im zellfreien System unter- 
suchte Abbau fiihrt iiber 2,3_Dihydroxyflavanone 
[2] zu einer 5paltung des Flavonoidgeriistes, 
wobei aus dem B-Ring die entsprechenden Ben- 
zoesguren entstehen [3]. Diese enzymatische Akti- 
vittit fiir Flavonol-Umsetzung (“fu-Enzymakti- 
vitPt”) ist im Pflanzenreich offensichtlich weit ver- 
breitet, da sie in allen bisher untersuchten Pflanzen 
[4] nachgewiesen wurde. Offensichtlich gleichar- 
tiger Abbau von Flavonolen erfolgte in pflanz- 
lichen Zellsuspensionskulturen (Cicer arietinum, 

* Teilweise aus der Diplomarbeit von G. Frey, UniversitLt 
Freiburg/Br. (1973). Auszugsweise vorgetragenaufder Herbstta- 
gung in Innsbruck, 2.-5.10.73, vergl. Hoppe-Seyler’s (1973) 2. 
P/zJ&/. Chr,n. 354, 1203. 

Glycine ma-x, Phaseolus aureus, Petroselinum hor- 
tense). Neben den Benzoes%uren aus dem B-Ring 
wurden bei Applikation von “C-Flavonolen 
betrgchtliche Mengen an 14C02 freigesetzt [3]. 
Die weite Verbreitung der fu-Enzymaktivitgl in 
Pflanzen, verschiedene chemische Aspekte sowie 
zahlreiche Hinweise auf die Umsetzung von 
phenolischen Substraten mit pflanzlichen Peroxi- 
dasen [5-lo], veranlal3ten uns, den von uns nach- 
gewiesenen Abbau der Flavonole auf die Einwir- 
kung von Peroxidasen zurtickzufiihren. In der vor- 
liegenden Arbeit berichten wir iiber die Identitgt 
von fu-Enzymaktivitgt mit Peroxidasen sowie iiber 
die Auftrennung von Peroxidase-Isoenzymen und 
deren Fghigkeit zum Flavonolabbau. 

ERGEBNISSE 

Identitiit von,fu-Enzym und Peroxidase 

Inkubiert man Flavonolaglyka, z. B. KBmpferol 
(Kurve A in Abb. 1) mit Meerrettich-Peroxidase 
(abgekiirzt HRP) in Gegenwart von HzOz, so 
kiinnen im Bereich von 200-450nm genau die 



A~ntier~~ngtx dcr I) V-Abmption bcobachtet 
w~rdcn. die fiir die Inkubation von E‘i~ivonolap- 
lyha mit fu-En7)ni beschrieben wllrdcn [2. 31. In 
eincr crsten Rraktion cntsteht das 3.5.7.4’-Pcnta- 
hq’dro~~ll~l~anon (Kurve B in Ahb. 1 ). das im hvci- 
tercn Inki~bations~crlaLifwuiter unigcsc’t/t wird (C’. 
D in Abh. I ). Die L’mwandlung van K5mpfcrol in 
d:15 2.i.5.7.-1’-PentaIi):di-ox~ llavanon vcrliiiift dabci 
\\,ie bci dor fil-~nl~rnatischeii Reaktion wicdcl 
\\csc‘ntlich schncllcr als dosson wcitere I ~mset/iing. 
1 pg HRP sc‘t/tu in 1 min 0.5 pmol K~irnpfcrol in 
~icgc~n~art \wn 0.1 ~uml H,O1 vollstlindig in das 
2..1.5.7.1’-Pcntah\idl-oxql‘favanon urn. das scimr- 
seits in demsclbcn Inkub~ltionsancatz innerhalb 
eon vier Stunden fast vollst5ndig weitcr uingcsct/t 
wurdc. Durch Erhiihung dcr HtO, Konzentration 
konntc die Rcaktionsgcschwindlgkcit weitcr gcstei- 
grrt \vci-den. Bci der- chroi7iatofi-apliis~li~ii l_inter- 
suchung dcs Inkuhations:lns~it~~s am Cndtz &I- In- 
kubation (D in Abb. I) ist aIs Hailptahbalrprodilkt 
dcs B-Rings Lvicdcr die entsprcchcndc 13enmcsiiure 
1131. bci Kiimpfcrol die I)-HIvdt-ox~b~n~-oesaure. 
nachwcisbnr. Wird 2.?.5.7.~‘-Pci;tah~,dr~~~~tl~i- 
vanon (isoliert und gereinigt nnch [2]) mit HRP 
and H,O, vcrsctlt. so zcigt sich dersclbc Verlauf 
\vie in Abbilclung I (R, (‘. D). dcr bcrcits fiir das 
fu-En/>m beschricben wurde [?I. Einc Produkt- 
analyse crgab such in dicscm Fall idcntische 
E,rgehnisse. 

Die IImwandlung der Fla\onolc durch fu- 
En/\m aus Pflanzcn sowie durch HRP findet nur 
in Gegzrn\art van H,02 statt. Katalasc hrmmt 
_jcwcils schon in gcringer Konxntration ( I pg;ml) 
die F‘lavonol-U~nsct~l~~~~~~~ vollstiindig. Die friihcr 
bcschricbencn fi1-eii/vmatischcn Ronktioncn. die 

20 

B 1 

ohm H,O, durchgcfiihrt wordcn uxrcn 12. 31. 
k6nncn durch H1O>-Zusat/ <tar]\ gcstcigcrt 
~~erdcn i~nd cb~\ns~~ kann dcr Vcriiisf an iii-cn/>- 
mntischcr Aktivitat nach Ammonsulfatf~illung. b/l\. 

nach Sephndex G 35 Filtration des Prntcins [I I] 
durch Zusat;/ \on H,O, 11 icdcr \,ollstBndig aufgc- 
hoben wcrden. Die pcnanntcn Griindt’ sprcchcn 
dafiir. dal.3 die en~>nlatischc U mwandlung ~L‘I 
Fla~nolc durch Pcr~>xid;tson katalysiut M ird. 
Quantitative I ‘ntcrsuchungcn dcutcn daral~f hin. 
d;tCS die Rcaktionsg~schwirldigkeit van H,O:- 
Gchalt dcs Inkubationsaiisnt/es vbhiingt. Hf02 
abcr in ciner gcringeren ~11s der stiichiomctrlsch 
notwcndigen Menge f‘iir die Flavonnlumsct/ung 
bcniitigt u ird. 

Bci der I;mwmdlung dcr Fla~~~nolc in die 2.5 
Dihqdroxqflavanonc [2] cntstchcn an den Posit- 
ioncn 2 und 3 dcs Flav~itiongeriistes /\vei as\ mmc- 
trische Kohlcnstoffiltonlc. Im Fnllc einer stcrcospc- 
/ifischen Rcaktion solltc tine optische Aktivitiit 
des cntstchcndcn Produkttx mcBb;lr sein. Gcr- 
einigtes 7.?.5.7.3’-Pentah~~ir~~~~ tl:i\xnon xigte 
jednch kcincrlei optische Aktibitiit. Diesc Tatsachc 
1st nicht iiberraschcnd. da Rcaktioncn \un Pcroxi- 
dascn nicht stcrcospuifisch crfolgen L 121 und 
andercrseits such die qklischc Halbk~talstruktur 
der 7.3-Dihl,dro~);fln\,anoiic leicht rucmisicren 
solltc. 

Bei Inkubation von (l;-‘l(‘)-K~~n?pfi\~-~)l [-iJ mit 
HRP und H,O, konnte am Endc der Inkubation 
(cntsprcchend Spektrum D in Abb. I) folgcnde 
Radioaktivit3tsvcrteilung gcmcsscn bverden: 

(a) Crr I”,, dcr Radioaktivitiit wu~dc im Vcrlauf 
dcr Inkubation als “CO2 freigcset/t. 

(b) Ungefahr iO”,, der Radioaktivitrit lit&n sich 
durch Aether aus dem Inkubatioiisans~~t~ extra- 
hiercn. die Hauptmenge der Radioakti\it$t w;~r 
dabei in I’-Hqdroxqbenrocsaure cnthalten. Auficr- 
dcm war bci Diinnscl~ichtchl-omatopr-aphic dcs 
Aethercxtraktcs eine zwzite. stiirker polnr~ Sub- 
stan;r, allcrdings in bcdeutcnd ~cringcrer Mengc /II 
bcobachtcn. 

(c) Die Radioaktivitiit dcs w3ssrigcn Riickstnnds 
wa1 in mehreren stark polarcn Suhstanren 



Ueber den Abbau von Flavonolen durch Peroxidasen 

enthalten, die offensichtlich keine pheonlische 
Struktur mehr besal3en. Die Strukturen dieser 
Substanzen. die aus dem A-Ring bzw. aus dem 
hetcrozyklischcn Teil dcs Flavonoidgeri,istes 
stammen, sind noch unbekannt, an ihrer A&l%- 
rung wird gearbeitet. 

Der Abbau von (U-‘JC)-KBmpferol mit Peroxi- 
dasen aus der Kichererbse verlief genauso wie mit 
HRP vorstehend beschrieben. 

Auaer den oben beschriebenen Reaktionen be- 
wirken Peroxidasen in Gegenwart von H202 mit 
Fla$onolen offensichtlich such noch weitere 
Umwandlungen. So erfolgt beim Abbau von Quer- 
cetin wahrscheinlich ein weiterer Angriff an der o- 
Dihydroxystruktur des B-Rings. denn Protocate- 
chusgure ist als Abbauprodukt nicht oder nur in 
Spuren nachweisbar. Auf welcher Stufe des 
Abbaus eine Reaktion am B-Ring erfolgt, ist un- 
klar, denn such Protocatechusgure selbst kann mit 
Peroxidase und H,O, reagieren [ 131. 

Die Bildung der 2,3_Dihydroxyflavanone erfolgt 
nur, wcnn die 3-Hydroxylgruppe der Flavonole 
frei vorliegt. Flavonol-3-Glykoside zeigen 

dagegen diese Reaktion nicht [3, I I]. Inkubiert 
man jedoch Flavonol-3-Glykoside mit HRP in 
Gegenwart von H202, so zeigt sich. da13 such sie 
umgewandelt werden, denn es erfolgen deutliche 
Vergnderungen in ihrem UV-Spektrum, wobei vor 

allem das Maximum bei 350nm fast vollsttindig 
verschwindet. Dabei werden Quercetin-3-Glyko- 
side. z. B. Rutin, bedeutend schneller umgesetzt als 
Kgmpferol-3-Glykoside, dies deutet wiederum auf 
einen Angriff der Peroxidase an der o-Dihydroxy- 
struktur hin. Die Reaktionen der Flavonol-3-Glyk- 
oside laufen im Gegensatz ZLI denen der Flavonol- 
Aglyka urn GrBDenordnungen langsamer ab und es 

sind such bedeutend hiihere Konzentrationen an 
Peroxidase und H,Oz notwendig. 

Nachdem der Abbau von Flavonolen iiber 2,3- 
Dihydroxytlavanone durch Peroxidase bewiesen 
war. haben wir durch Auftrcnnung von pflanz- 
lichen Peroxidasen in die Isoenzyme festgestellt. 
ob diese Reaktion eine generelle FBhigkeit von 
Peroxidasen ist oder ob dazu nur einzelne Isoen- 
zyme befghigt sind; eine solche Spezififgt konnte 
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Abb. 2. Schematische Darstellung der Peroxidase-Isocnzyme 
aus Sirlapis u/ha Keimlingen (A) Und Zellkulturen von CiccTr 
urietinun~ (B), aufgetrennt durch isoelektrische Fokussierung 
auf Sephadex G 75 beschichteten Celplatten. Die Auftren- 
nungen erfolgten in zwei voneinander unabhiingigen Lauren. 

die Detektion erfolgte jeweils mit o-Diamsidin. 

bei den Umwandlungen von Scopoletin [7] und 
Ferulasgure [S] durch Peroxidase Isoenzyme von 
Nicotiatm tahmrttt Zellkulturen gezeigt werden. 
Die Peroxidase-Isoenzyme von Sitmpi.s ah [ 141 
sowie von Zellsuspensionskulturen von C’icrt. aric- 
timrtn [3] wurden durch isoelektrische Fokussier- 
ung an Sephadex G 75 superfine beschichteten 
Gelplatten [ 151 aufgetrennt. Die Detektion 
erfolgte einerseits direkt auf der Platte mit o- 
Dianisidin (eine schematische Darstellung der Per- 
oxidase Isoenzymbanden aus den beiden unter- 
suchten Pflanzen zeigt Abb. 2). zum anderen 
wurden die aufgetrennten Isoenzyme mit Puffer 
eluicrt und nach Entfernung der Ampholine die 
Aktivitgt fiir o-Dianisidin und fiir Kzmpferol 
gemessen. Es zeigte sich, da13 alle mit o-Dianisidin 

aktiven Peroxidase-Isoenzyme such mit 

Ksmpferol als Substrat aktiv waren, wobei sich die 
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Tabellc I. Vtxgleich dcr spezifischen--sowie der Gesamtaktivit8t der in Abb. 2 dargestellten Peroxidase-IsoenLqme van. Siurrpu 
~lhtr Keimlingen (A) und Ciw~ trric,fi~uw Zellkulturen (B): K%mpferol und o-Dianisidin dientcn als Substrate. Die Nummerierung 

&I- Isoenrymc entspricht der in Abh. 2 
~________ - ____-_ 

Ewymaktiwtiit mli Kiimpferol En~>maktivit%t mit +Diamaidin 
Protein Spc~. Akt. Gesamtakt. Spcz. Akt. Gesamtakt. 

(Isoenqmc) (/‘“‘“I,‘1 m,n x mg) (~imol~nil) (lJ!I min x mgl (1’ IllI) 

-760 
15 
21 
10.5 
163 

I.5 
2.65 
I.9 

I?00 
512 
393 

89 
175 
50 

h 
-3.5 

9 700 
51-I 
619 

3 I 
62 

2 I 0 
I x0 
33.3 
13 

Isoenzyme in ihrer rclativen Aktivitgt gegen o- 
Dianisidin und K;impferol gleich verhielten. da13 
heiBt hohe Aktivitgt bei o-Dianisidin war mit 
hoher Aktivitgt bei Kgmpferol gekoppelt und 
umgekchrt (Tabelle I). 

Man kann also schliefien, dal( alle Peroxidase- 
lsocnzyme (zumindest die aus S. aIhu und C. uri+ 
tirt~n~) die Fiihigkeit zum Flavonolabbau besitzen. 

Im Hinblick auf die ubiquitgrc Vcrteilung von 
Peroxidascn im Pflanzenreich crscheint es 
vcrniinftig. da13 die Flavonolumwandelnde Enzy- 
maktivitiit in allen friiher untersuchten Pflanzen 
nachgewiesen wurde 141. Die fri_iher in den ver- 
schiedenen Organen der Kichererbsenpflanze 
gemessenc stark unterschiedliche Verteilung dieser 
Enzymaktivittit [4] war jcdoch mit dem generellen 
Vorkommen von Peroxidasc in allen Pflan/cn- 
teilen [ 161 nicht zu vereinbaren. Eine erneute Be- 
stimmung. diesmal allerdings unter Zusatz von 

H,O,, ergab sodann (Tabelle 21, da0 die fu-Enzym- 
aktivitst gleichmgfiig iiber alle Organe der 
Kichererbse verteilt ist. 

Die friihcr gemessene unterschiedliche Vertei- 
lung beruhte offensichtlich auf einem unterschied- 
lichen endogenen H,02-Gehalt der Protein- 

prgparationen, wahrscheinlich bedingt durch unter- 
schiedlich hohe Mengen von Katalase. 

Die Ergebnissc in Abb. 7 und Tabellc I bew- 
eisen, da13 alle Peroxidasen die generelle FShigkcit 
zum Flavonolabbau besitzen. Dabei sind neben 
dem Abbau iiber 2%Dihydroxyflavanone zu Bcn- 
zoesguren und weiteren. noch nicht idcntifi/ierten 
Produkten des A-Rings und des Hetcroz) klus, 

Tabellc 2. Vergleich der spcr~tischen- sowie der Gesamtpcrox- 
idaseaktivitat der verschiedenrn Organe eineb acht Tagc alton 
Keimlings yen c‘~cw trric’~imru. als Suhstrat M urdc Klimpfcl-ol 

Vel-\~endel 

Pflanzenorgan 

Enr)makti\itit mit Kaempfcrol 
Gwtmt:ihtivitiit 

Spez. r\kt. (~cmol I g 
(/Lmol~mg. Prot.) Frisclpw xht) 

Knospen 
Jucngerc 

Blaetter 
Aeltcre 

Blaetter 
Blattstiele 
Stcngel 
Hypokotql 
Kotjledonen 
Wurxln 

9.3 

IO.2 177 
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offensichtlich such noch weitere ReaktionsmGg- 
lichkeiten sowohl bei Flavonolaglyka als such bei 
Flavonolglykosiden mijglich. Der Peroxidase- 
katalysierte Flavonolabbau kann sogar bis zu CO, 
fiihren, wobei jedoch nicht alle Schritte enzyma- 
tischer Natur zu sein brauchen. Insgesamt stellt 
sich der Abbau von Flavonol durch Peroxidasen 
als ein sehr komplexes Bild verschiedener Reak- 
tionsmaglichkeiten dar. Die groDe Breite der 
Reaktionsmiiglichkeiten von Peroxidasen ist ja 
von einer grol3en Zahl phenolischer Substrate be- 
kannt, wobei neben anabolen Stoffwechselwegen 
und Polymerisationsreaktionen (Ligninbildung) 
such Abbaureaktionen vorkommen. So bestehen 
z. B. verschiedene Reaktionsmbglichkeiten bei 
Chalkonen [S, 171, Benzoessuren [13], Auronen 
[ 181, Flavanonen [ 191 und selbstverstgndlich bei 
synthetischen Substraten [lo], wodurch sich unter 
anderem such die Schwierigkeiten bei der Struk- 
turaufklgrung der zahlreichen Reaktionsprodukte 
erkltiren. Der Abbau von Auronen durch Peroxi- 
dase [ 18.201 erfolgt im Prinzip nach dem gleichen 
Schema wie der der Flavonole, da sich vergleich- 
bare Abbauprodukte bilden. 

Die in dieser Arbeit vorgelegten Beweise fiir 
einen Polyphenolabbau durch Peroxidasen sind 
im Zusammenhang mit der mehrfach beschrie- 
benen Schutzfunktion von Polyphenolen auf die 
IAA-Oxidase von Bedeutung. In solchen Fgllen ist 
wohl ein vorrangiger Abbau der Polyphenole an 
Stelle der Indolylessigtiure durch Peroxidase 
anzunehmen 1211. 

In unseren friiheren Untersuchungen haben wir 
fiir den Abbau von Flavonolen durch fu-Enzym, d. 
h. durch Peroxidasen, eindeutig einen Verbrauch 
von molekularen Sauerstoff nachgewiesen [2]. 
Dieser Befund steht im Gegensatz zu den Ergeb- 
nissen von Sano [22], der den Einflul3 von Querce- 
tin auf die kinetischen Daten des oxidativen IAA- 
Abbaus durch Peroxidase aus Pisum sativum un- 
tersuchte und dabei nur fi.ir die IAA-Oxidation 
nicht aber fiir den Quercetinabbau Verbrauch von 
molekularem Sauerstoff feststellen konnte. Auch 
der Hinweis, dal3 Quercetin zu einer blau-violetten 
Verbindung abgebaut wird, steht im vijlligen 
Gegensatz zu unseren Untersuchungen. Da der 
Autor die IAA-Oxidaseaktivitgt durch Messung 
des Sauerstoffverbrauchs bestimmte, berechtigt die 
u. E. falsche Annahme, da13 der Quercetinabbau 
keinen Beitrag zum Sauerstoffverbrauch leistet, zu 

erheblichen Bedenken gegen die Aussagekraft der 
angefiihrten Ergebnisse. 

Ob der in Cicer arietinum gemessene Umsatz 
von Flavonolen [23] oder der in Tabakpflanzen 
beobachtete Flavonolabbau [24] mit der Wirkung 
von Peroxidasen zusammenh;ingt. ist bisher noch 
unklar. Der bei pflanzlichen Zellkulturen 
gemessene starke Abbau der Flavonolaglyka [3] ist 
dagegen mit ziemlicher Sicherheit zum groljen Teil 
auf die Aktivitzt von Per6xidasen zuriickzufiihren. 
Es kann gegenw;irtig noch nicht gesagt werden, 
welche physiologische Bedeutung dem Abbau von 
Flavonolen durch Peroxidasen zukommt. 

Scopoletin und Ferulasgure werden als physio- 
logische Substrate der Peroxidase von Nicotiana 
tahacum, vielleicht im Zusammenhang mit deren 
IAA-Oxidasefunktion, angesehen. da in dieser 
Pflanze spezifische Isoenzyme fiir die beiden Sub- 
strate vorliegen [7, S]. Da wir spezifische Peroxi- 
dase-Isoenzyme der Flavonolumsetzung dagegen 
bei unseren Untersuchungen nicht nachweisen 
konnten, mul3 die physiologische Bedeutung dieser 
Reaktion in weiteren Untersuchungen kritisch 
iiberpriift werden. Dies gilt ebenfalls fiir die bisher 
noch nicht strukturell aufgeklgrten Flavonolkata- 
bolite aus den Peroxidasereaktionen. 

EXPERIMENTELLES 

Chrmikalirn und Grriitr. Meerrettich-Peroxidase 
(E.C. 1.1 1.1.7) Katalase und die Vergleichsproteine fiir die isoe- 
lektrische Fokussierung wurden von der Fa. Boehringer. 
Mannheim, berogen. Die benutzten Phenole stammtcn von der 
Fa. Roth, Karlsruhe. Die Herstellung von (U-‘JC)-KBmpfcrol 
wurde bereits beschrieben [3]. Die Messung der optischen 
Aktivitlt wurde mit einem Polarimeter PI41 dcr FIrma Perkin- 
Elmer durchgefiihrt. die Enzymumsetzungen wurden in einem 
Unicam SP 800- oder einem Zeiss PMQ II-Spektralphotometer 
gemessen. Die isoelektrischc Fokussicrung erfolgte in einer 
Trennkammer der Fa. LKB, Stockholm, mit eincm Steuergerlt 
der Fa. Ortec, Oak Ridge, U.S.A. 

F’jkwzrnwatrrial. Die Keimlinge von Simpis u/h wurden un- 
ter dunkelrotem Lichtangezogen [14] und nach 96 Stunden auf- 
gearbeitet. Anzucht und Haltung der verwendeten Zellkul- 
turen von Cicrr arirtinum entsprachen friiheren Angaben 131. 

Hrrstcllung der Elz-_Jlrilpr~paration. 1 g Frischpflanzenmater- 
ial oder 0,3 g Acetontrockenpulver wurden mit I g Quarzsand 
und 4ml Kaliumphosphatpuffer (0.1 M, pH 7,5) IOmin im 
Miirser homogenisiert und das Homogenat 30 min bei 50000 g 
zentrifugiert. Der Ueberstand wurde bis zu einer Konzentration 
von 0,I M mit dem Katalasehemmstoff 3-Amino-l,2.4-triazol 
(AT) versetzt und 1 Stunde bei Zimmertemperatur inkubiert. 
wodurch Katalase fast vollst&ndig gehemmt wird [25.26]. 
Anschliel3end erfolgte eine Ammonsulfatf~llung bis zu SOS, 
SBttigung. der Niederschlag wurde in Phosphatpuffer (0.05 M, 
pH 7,0, 0, I M an AT) aufgenommen und mit Hille der Zentrifu- 
gentechnik durch Sephadex G 25 fine filtriert. Alle ArbeitsgLnge 



Schrciber vcrglcichbare trgebnissc mit Fla~onolen und Pcroxl- 
dascn crhxlten worden c\xrcn (vergl. ( 1973) ~EH,S-~.<,I~C~~.\ 41, 

50). 
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