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Zu don sog. antioxydativen Synsrgisten, jenen Stoffen die bei der

Fettoxydatiocn die Wirkung eigentlicher, soz. primidrer Anticxydantizn zu

verstdarken vermozen, chns dass sic seclbst Ubsr einc cntsprachende eigeont-
lich - antioxydative Wirksamkeit wverfilizen, rechnet mon u.a. die Gruppe

der Amincsfurun. Unserc Kenntnisso {ber den Synergismus und dic Wirkung
der einzelnen syncrgistischon Substanzcn sind, von sinigen theoretischen
Grundlagen abgeschon, noch recht begrenzt. Ganz besonders pilt dies
beziiglich der Aminosdurcn. In dem umfangreichen Werk "Biological Anti-
oxidants™ mit Vortrdgen und Diskussionen von amerikanischen Symposien
wihrend der Johrz 1946 —~ 1950 ist z.B. nichts iiber einzelne Aminosiurcn
enthalten (1). In ciner Reihe ven amsrikanischen Patenton werden gowissc
Aminosduren oder ganz allgemein "Aminosiuren als Synergiston genannt (2).

Da der Uffekt der primé@ren Antioxydantien unter Umstinden sehr ven
anwesenden Synergisten abhingig sein kann und nach allgemeiner Ansicht
die Verwendung primidrer Antioxydantien phenolischen Typs, vor allem sol-
cher synthetischer Herkunft, moglichst einzuschrinken ist, crscheint es
wichtig, das Zusammenspiel von primidren Antioxydantien und potenticllen
synergisten bezw. die Wirksamkeit dieser Synergisten klarzulegen. Auch
dies gilt ganz besonders hinsichtlich der Amincsduren, die ja als natiir-
iiche Bestandteile in fast allen Lebensmitteln vorhanden sind.

Bin synergistischer Effckt karnn in verschicdener Weise zustando
kommen: HWinerseits konnen Synergistcen oxydierte primdre Antioxydantien
reduzicren und dadurch regenericren (39 4)5 Anderseits konnen sie in
mehr indirckter Weise wirken, indem sic kitalytisch prooxydativ wirksame
Metallspuren, z.B. durch Chelathildunsz, unwirksnam machon. Was diz Amino-
sduren anbetrifft, so ist bekannt, dass sic dnzu befihigt sind; mit Metallen

Chelate =zu bilden (S)y ferner, dass sic, wie durch Versuche mit Alanin

gezeligt worden ist (6)9 befdhigt sein dlirften, auf dem Waze ihrer oxyda-—
tiven Desaminiecrung oxydierte Anticxydantien zu reduzisren. In wieweit

die Aminosdurcn dabei der Hilfo eincs primdren Antioxydans bediirfen, oder
ob sie dirckt zu cigener antioxydativer Wirkung befdhigt sind, ist bisher

nicht dargclegt worden.



Gelegentlich einer fritheren Arbeit mit Salszheringen (7) haben wir
in diesem spezicllen biologischen System einen Synergismus von Tocopherol
und Aminosdurcn nachgewiesen. Bei Versuchen mit Heringsdlemulsgicnen
zzigte cs gich, dass dic widsserige Phase des Herings eine antioxydative
Wirkung auf das Ranzigwerden des Herings6ls, das durch Bestimmung der
Peroxydzahl verfclgt wurde, hatte. Wurde das Heringsdl "tocopherolfrei®
bezw. - richtiger - "tocopherolarm" gemacht, so war die Wirkunz schr
vicl schwicher. In der wisserigen Phasc wurden Aminosduren nachgewiesen.
Zusatz von Aminosdurcn - anStellc von wisseriger Phasc - ergab ebenfalls
einen antioxydativen "iffekt.

Ts interossicrte uns damals bereits, die Wirkung der verschiedenen
Amincs8@urcen mit einander zu vergleichen und die Trgebnisse sines Vor-
versuchs wurden bereits in genannter Arbeit verdffentlicht. Diese konnts
Jedech zZu Jener Zeit nicht fortgesctzt werden.

Inzwischen wurde iber Versuchc mit cinzelnen Amincsiuren und Toco-
pherol in Schmalz berichtet (8). Die mitgeteilten Trgebnissce basisren
auf Peroxydzahlbestimmungen und Berechnung von sog. Schutzfaktoren (er-
rechnet aus dem Zeitraum bis zum Brreichen der PZ 10). Das Schmalz war
mit Tocopherol in optimaler Konzentration (5 x 1(}-—4 molar) versetzt. Die
15 untersuchten Aminosiuren ergnben unter diesen Umstinden recht unter—
schiedliche Schutzfaktoren: Tinige waren negativ, d.h. sie hatten pro=
oxydativen Bffekt - Cystein und Valin -, widhrend die meistcn cinen anti-—
oxydativen Bffckt von verschiedener Stirke zeitigten, vor allem Scrin,
Iscoleucin, Alanin, Lysin sowiz Hisgtidin.

Wir haben nun unsererseits die Frage der relativen Wirksamkeit der
einzelnen Aminosduren bei der Fettoxydation wieder aufgegriffen. Das
Ranzigwerden wurde nunmehr durch Bestimmung des OE—Vgrbrauchs mit Hilfe
der Warburgopparatur kontinuierlich verfolgt. Unsere Absicht war ur-
springlich lediglich, gewissermassen cine Rangordnung aufzustellen und
die Abhéngigkeit der Wirksamkeit der Aminosiuren wvon gewlssen Faktoroen

-

wic pH und Motallspuren zu untersuchen. Ss ergaben sich jedoch dabei
mancherleci ﬁhorraschungen, insbesconderc individuella Verschiedenhoiten.
thoer ¢inige unsorer Beobachtungen bei dor weiter in Gang befindlichen
Bearbeitung dieser Probleme sei hior kurz berichtet. =~ Bei den Unter—
suchungen kamen zundchst Heringsdlemulsionen, spdter Modellsystome mit

Lincls&ure als Substrat zur Anwondung.



7

Die leringsdlemulsionen enthiclten 33 % 01 und 1 ﬁ Tween 20 als

= )

“mulgator. Dor Zusatz der Aminosdurcn orfolste in 107 10*1 moelarer
Konzentration (bczogen auf dic wisserige Phase)o Untorsucht wurden
hauptsdcnlich solche Amincsdurcn, dic bei frilheren Untersuchungen als
in Figchaen frel vorkommend nachgowiesen wordan waran.

Dag Ranzigwerden der 3 bezw. 4 ml-Ansédtze wurde 3 Stunden lang
durch Bestimmung des OZ—Verbrauchs bei im nllgemeinen 3500 verfolgt,
Der O2~Vorbrnuch der nicht durch irgendwelche Zusdtze beeinflussten
Heringsdlemulsion variisrte von Fall zu Fall etwas. Tr betruz im
Durchschnitt rund 300 mm3/g/Std, Dic Diagramme der DZ—Aufnahmc in
Abh#ingigkeit von der Zeit hatton eine ctwas konkave Form (Fig. 1).

Zur Trfassung der Aminosdure-Wirkung beorechneten wir das Verhilinis

der —=Aufnahme mit und ohne Zusatz von Aminosdure nach Ablauf von 2

%
Stunden.

Ts =rgab sich ein unterschiedliches Verhalten der untersuchten
Aminosduren (Fig. 2). Histidin orwies sich als am wirksamsten. Noch
in 10-4 molarer Konzentration konnte cine deutliche Hemmwirkung wohr-—
genommen werden.

Von den lbrigen untersuchten Aminogduren abweichend wverhielt sich
Cystein, das schon in sehr geringer Konzentration (10_3 molar) eins
starke BEthohung des OE—Verbrauchs bewirktao.

Die Diagramme der Aminosdure-Hemmung in Abhingigkeit vom Loegarith-
mus der Konzentration waren ungefidhr gradlienig. Abweichungen liessen
sich nicht vermeiden, waren Jjedoch nicht{ systematisch.

Im Zusammenhang mit dicesen Untersuchungen war die Frage des Tin-
flusses dos pH auf dic Oxydationsgeschwindigkeit von Interessc. Ts
ergab sich cinc gewisse Srhohung der Geschwindigkeit dor DE-Aufnahme
mit steigendem pH. Bel Zusatz von FPhosphat zum Zwecke der pH-Pufferunsz
zeigte sich,; dass Zusatz von Phesphnt dic Cxydationsgeschwindigkeit
orhdht. In Anwesecnheit von Fhosphat ist ferner der Sinfluss des pH auf
die Geschwindigkcit der OE-Aufnahme gschr wviel grdsser als ohne
Phosphat. Bcechliesslich - und das interessicrt im vorliegenden Zusam—
menhang am meisten — ergab sich auch ein gewisser Einfluss auf dic
Amincsdure-Wirkunges In Anwesonheit von Thosphatpuffer (pH 596) war
die Wirkung nicdriger Aminocsdurc-Konzentrationen geringer, die Wirkung
stéarkerer Zusitze hingegen grisser (Fig. 3). Der Verlauf der Hemmungs-—
diagramme in Gegenwart wvon Phosphat wich daher etwas von dem oben er-—
wihnten ziemlich gradlienigen Form 2b (schwach ausgeprigte abfallende

S-Kurve ).



Gine crneute Untersuchung der Wirkung verschiedensr Aminosiuren
auf dic Oxydation des gleichen Herings&ls wie oben, diesmazl in Gegen—
wart von Phosphat,; ergab &hnliche Resultate wie zuvor (Fig. 4). (Das
Heringsdl war inzwischen iiber ein halbes Jahr lang in gefiillten Ce-
fissen bei 0° verwahrt wordenu) Bei dieser Versuchsreihe wurde auch
Tryptophan untersucht, das sich ebznso wie Histidin durch relativ
starke Wirkung auszeichnete.

Der Tocophorolgehalt des Heringsdls war ectwa 0,01mmolar. Ver-—
suche mit "tocopherolfrei—gemachten Heringsdl wurden wegen gowisser
welter unten angefihrter Schwierigkeiten nicht durchgefiihrt. Bai
Zusatz veon Histidin + o~Tocophorol (x=Tocopherol in 0,001=0,01 mmol.
Konzentration) ergab sich eine dem Produkt der durch einerseits Toco-
pherol und anderseits Histidin allein verursachten Wirkung entsprechende
Hemmung. Dies deutet zwar an, dass die Aminosdure~Wirkung auch chne
Zusatz von Tocopherol von dem notiirlich vorhandenen Tocopherol ab-
héngig sein dlirfte, beweist aber natiirlich nicht, dass Vorhandensein
von Tocopherol einc notwondige Voraussctzung fiir sine Aminosdurc-—

Wirkung ist.

Wic bereits oben erwihnt, sind wir im weiteren Verlauf dicser
Arbeit zu Modellversuchen mit linolsdure iibergegangen. Untersuchunzen
wie dic bisher beschriebenen mit Herings6l haben gegeniiber reinen
Modellsystcmen den Vorteil, dass es sich dabei um praktisch vorkommendes
Substrat handelt. Jedech kann dieses Substrat hinsichtlich Zusammen—
setzung, Oxydationsbereitschaft und Cxydationsgrad sehr variiercn.
Versuche; dic angefiihrten Brgebnisse bei andercen Heringsdlproben zu
bestédtigen, konnten auf Schwicrigkeiten stossen, da die Geschwindigkeit
der OE—Aufnahmo mitunter sehr gering war und dann durch starkec T“rhdhung
der Temperatur fir dic praktische Durchfihrung der Versuche beschleunigt
werden musstie. Auch erschien uns der Nachweis des Freiseing von Toco-
pherol problematisch. Aus dicsen Griinden haben wir es in der Folgce vor-—
gezogen, cin moglichst gonau definiertes Substrat, und zwar Linolsdure,
zu verwenden.

In Anlehnung an eine oben erwihnte Arbeit von Heimann (6) benutz-
ten wir 1 ml Ansdtze mit 5 % Linclsdure bezw. Kaliumlinoleat (Bof fman-—
La Rochc). Nach "Neutralisierung" mit KCOH in stdchiometrischer Mengc
wurde das pH ouf 7;5 eingestellt und kurz homogenisiert. Den Ansdtzen

wurde etwas Alkchol zugesetzt, wodurch eine opalisierende bis opales-—



zente Losung crhalten wurde. Als primires Antioxzydans kam g~Tocophercl
zur Anwendung, aols Aminosduren haupisiichlich das von Hoimann benutzte
Alanin sowic die beiden Aminos&durcn, dic auf Grund der Untersuchungen
mit Heringsdl am intercessantesten erschicnen: Cystein und Histidin.

Die Versuche liefen im allgemeinen otwa 18 Std. bei 30°C. Der
OQ—Verbrauch stieg etwas im Verlauf der Versuche. ur betrag nach stwa
6 Stunden im Durchschnitt 31, nach etwa 18 Stunden im Durchschnitt
38 mmB/Std, per 1 ml 5 % Linolgdureansatsz.

Die ziffermissige Brfassung der Hemmung ist in Anbetracht der
gtwas konkaven Ferm der Kurven des 02—Vorbrauchs problematisch., Wiederum
bedienten wir ung des Quotisnten aus Jg—Varbrauch mit und ohne Amino-
gdurezusatz als Mass fir die Aminogdure-~-Wirkung und zwar srrachnsten wir
sowohl das Verhdltnis zum O,~Verbrauch ohne jodweden Zusatsz (doh. das

2
Verhdltnis zur absoluten Nullprobe) wie zum 0,-Verbrauch bei gewlissen

2
Tocopherol-Zusgata (dwho dag Verhdltnis zur relativen Nullprcbe),

Wos zZundchst Alanin anbelangt, so ergab sich bei 0,002 moclarecr
Konzentration in Abwesenheit von Tocopherol eine sehwach antioxydativoe
Wirkung und in Anwesenheit von Tocopherol ein synergistischer Effekt,
der jedoch j= nach der TocophcrolkonzZentraticn mehr oder weniger stark
zum Ausdruck kam (Pig. 5). Bel dieser konstanten Alaninkeonzentration
zeigte sich mit steigendem Tocopherolgehalt - bis zu etwa 0,06 mmolarer
Konzentration — zundchst ein Ansteigen des synergistischen Wffckts, der
jedoch mit weitercm Zunehmen der TocopherolkonzZentration; d.h. wenn
der Tocopheroleffekt allein schon stark isgt, wiesder relativ geringer
wird.

Dic Wirkung der Aminosdurcn in Abhingigkeit von ihrer Kenzentra-
tion wurde deshalbk in der Folge bel solchen Tocopherolkeonzentraticnen
untersucht, cdic allcin nur cine geringe Hemmung ergaben. Dabei zeigto
es sich, dass dic zur Brieclung einer gewissen schwachen Hennung erfor-
derliche Tecopherclkonzentration von Fall zu Fall variicren konnte.

Sie war im allgemeinen zwischen 0,0015 und 0,006 mmclar. Der unter-
suchte Konzentrationsberecich der Aminosduren war 2,10—5 2= 2.10—1 molar,
wobel Jjedoch nicht in jedem Falle der gesamte Bereich untersucht wurde.

Fir Alanin ergab sich, wie aus den Diagrammen der relativen O,-

Aufnahme in Abhdngigkeit wvon der Alaninkonzentration ersichtlich ist

y)

(Fig. 6 ), in Abwesenheit von Tocopherol im 5.10 & - 2010—2 mol. Bereich

eine schwach anticxydative Wirkung, die bei hoherer Konzentration in

eine prcoxydative Wirkung iberging. In Arwosenheit von Tocopherol

war der antioxydative Tffckt im 5.10 4 _ 2,10 4 mcl. Bereich syner-
gistisch verstédrkt, schlug aber auch wizder bei héhsrsr Kenzentration

in einen prooxydativen Uffekt um.
iz g



Die cntsprechenden Diagramme der Versuche mit Histidin (Fig. 7)

,_-_-,G
zelgen in Abwcsenheit wvon Tocophercl bei 2;10“4 mol. Konzontration
. . . ; =2 ; .
elnen . .doxydativen Tffekt. Bei 2.10 mol. Konzentraticn war dic

Wirkung ausgeprigt prooxydativ. In Anwesenheit von Tocopherol ergab

3

gich im 2.10_4 - 2,10 ° mol. Bereich — stirker ausgeprédgt als im Fallc

des Alanins - eine synergistisch antioxydative Wirkung. Wiederum war
bei 2.10_3 mol. Konzentration die Wirkung stark prooxydativ.
%in andcres Bild ergab sich hingegen mit Cystein (Fig. 8): Hier

war dic Wirkung in Abwesenheit von Tocopherol schon bei 2.1()_4 mol.

Konzentration prooxydativ. Bei dicser Konzentration zeigte sich in

Anwesonheit von Tocopherol ein verhdltnismissig schwach ausge—

3

prégter antioxydativer Effckt,der schon bei 2.10 ° mol. Konzentration
in einc stark prcoxydative Wirkung iiberging. Man kann vielleicht aus
diesen Resultaten als Hypothess den Schluss zichen, dass cs sich bei
dem unterschiedlichen Verhalten von z.B. Cystein und Histidin bei der
Oxydation von Heringsdl nicht um cinen qualitativen sondern einen quan-
titativen Unterschied handelt. Gemdss dicser Hypothese ist diz Frage,
ob der Tffckt pro- oder antioxydativ sein wird,von der Konzentration
abhéngig, und sind die betreffenden Konzentrationsintervalle boi diesen
beiden Aminosduren verschieden. .

Metallspuren und dergleichen Procxydatien konnen bakanntljich - und
wic bereits erwdhnt - bei der sog. Autoxydation eine ausschlaggebende
Rollec spiclen. Da dic Kontreclle dieses Faktcrs in Systemen wie den
oben geschilderten schwierig ist, haben wir in einer dritten Versuchs-—
seric mit cinem System mit definicrtem Katalysatorgehalt gearbeitet.
dAls Katalysatcr benutzten wir hicrbei Hdmoglobin, da dic hi#minkataly-
sierte Linols@ureoxydation als eine der wichtigsten Formon des Fett-
verderbs in Lebensmittcln anzuschen ist (9)n

Der Verlauf der hidminkatalysierten Linolsiurcoxydation ist wvon dom

der beiden oben beschricbenen Oxydationstypen (Heringsbl—@xydation und
Linolsdurc-Autoxydation) sechr verschicden,; indem in diesem Falle cinc
markante Induktion auftreten kann, deren Linge schr empfindlich vom
Tocopherolgahalt abhdngt (Fig. 9). Diec Versuche mit dicsem System
crgaben vororst schwer mit dem oben Geschilderten zu vereinbarcnde
Resultate. Hinsichtlich der beiden uns hier am meisten interessieren-
den Aminosfuren - Histidin und Cystein - ergab sich folgendes:

Bei Zusatz von Histidin wurde cinerseits diecse Induktion verkiirszt,
anderscits die Geschwindigkeit der nach Ablauf der Induktion einsetzen-—
den Oz—Aufnahmc ctwas herabgescets (Figa 10). Cystein hingegen hemmte

unter diescn Umstdnden bereits in schr geringer Konzentration die 02—
Aufnahme schr stark (Fig. 11). Diocsc Cysteoinwirkung war unabhingig von

der Anwescnheit wvon Tocopherol.



Zusammenfassend haben diese Untersuchungen also gezZeigt, dass

Aminosiurcn in Emulsionen von Heringgol einen antioxydativen “ffekt

habten kdnnen, der bel den verschiedenen Aminos@uren verschiocden
gtark ausgoprigt ist, besonders stark bei Histidin. Cystein wirkto
prooxydative

Hinsichtlich der Einwirkung von Aminosduren auf die Autoxydation

von Linolsdurc (bezw. Linoleat) ergab sich, abhingig von der Konzentra-—

tion, entweder einec anti- oder ceine prooxydative Wirkung, die bei
Gegenwart von Tocopherol synergistisch verstérkt sein konnte. Die ein-
zelnen untersuchten Amincsdurcen verhiclten sich jedoch verschieden:

Bei Alanin und — noch stdrker - bei Higtidin war die Neigung zu anti-
oxydativer bezw. synergistisch-antioxydativer Wirkung deutlich, beil
Cystein hingegen nur undcutlich wahrzunchmen. Im letzteren Fall war
vielmehr der prooxydative Lffekt vorhorrschend.

Versuche hingichtlich der Tinwirkung auf die himinkatalysierte

Linclsdurcoxydation crgaben einen andersartigen Verlauf der 02~Auf~

nahme — d.h. einc stark ausgeprigtc Indukticn - und von den obigen

Feststellungen abweichende Aminosdurceffcktes Beli Histidin eine Ver-—
kiirzung der Induktion, bei Cystein eine starke Hemmung der Og—Aufnahme.

Dic mitgeteilten Brgebnisse cerlauben noch keine definitiven
Schlusssédtze hinsichtlich der Prinzipicen, die der Wirkung einzelner
Aminosduren nuf dic Fettoxydation zugrunde liegen.

Sie meigen jJjedoch,

dass es sich hierbei um einen reich facettierten Problemkomplex
handelt,

dass ecs ungenigend - wenn nicht dirckt unzulidssig = ist, in die-
sem Zusammcnhang von "Aminosduren" als Gruppe schlechthin zu sprechen,
und

dass schliegslich die Wirkung ven den Gegebenheiten des Milious,

insbesondere des Substrate, stark abhingig ist.

Piir die Ausfiihrung der Versuchs sci Ing. Kerstin Carlsson auch am

dicser Stelle bestens gedankt.
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0 35,0002 0,000 0,00 ol 30,0002 0,002 0,02 mol. Histidin

02-Aufnahme bei der Linolsdure - Oxydation

bei Zusatz von Histidin und Tocopherol.

Relative Werte, bezogen auf die 02 -Aufnahme

A) ohne Zusatz von Histidin und Tocopherol,
B) ohne Histidin, mit Tocopherol.

1 ml 5% K-Linoleat, pH 7,5, 30°, 18 Stdn.

= ohne Zusatz von Tocopherol,
s = it 0,0015 mmol. Tocopherol ,

__________ = mit 0,003 mmol. Tocopherol.
Fig. 8
A. B.
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0,-Aufnahme bei der Linolsiure-Oxydation mol.Cystein

bei Zusatz von Cystein und Tocopherol.

Relative Werte, bezogen auf die 02 -Aufnahme ohne Zusatz von Cystein und Tocopherol.

A) Ergebnisse eines Versuches,
B) Mirttelwerte der Ergebnisse ven 5 Versuchen.
1 ml 5% K-Linoleat, pH 1,5, 30, A) 6 Stdn. B) versch. Zeiten.

A) 0 Tocopherol B) ——————— =0 Tocopherol

t

0003 mmol Toconheral
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0,0015 mmol. Tocopherol =~  —————— — = versch. Tocopherol- Konzentrationen
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