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Die Spekirophotometrische Bestimmung der Sterine von Colza mit
Hilfe der Enzymreaktionen .

, Sﬁkran' GUMUS

Lehrstuhl fiir analytischen Chemie der Naturwissenschaftlichen Fakultit der Univer-
sitait Ankara

.. Fingegangen 9. September 1980 Akzeptiert 2. Oktober 1980

ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die katalytische Wirkung der Enzyme beniitzt, um die im
Rohsl von Colza sich befindeten Sterine zu bestimmen. Aus unverseifbaren Teil des
Rohdls von Colza durch Chloroform-Extraktion gewonnenen Sterine werden von Cho-
lesterin-Oxydase zu Stenone oxydiert (Gleichung 1). Das bei dieser Reaktion entstehende
H,0, oxydiert das in die Liisung zugesetzte Methanol in Gegenward von Katalase zu
Formaldehyd (Gleichung 2). Formaldehyd bildet mit Acethyl-acetoacetithyl-ester in
Gegenwart von NH, und einige Tropfen Dimethylamin 1,4 Dihydro-3,5 dicarboxy-2,6
dimethyl-Pridineithylester. Nach Oxydation mit konz. HNO, wurde die Ester durch
die alkoholische Ca (HO), Losung hydrolisiert. Die entstebende 2,6 Dimethyl-Pridine
(2,6 Lutidin) wurde auf Grund seiner Absorption im- sichtbaren Bereich bei 405 nm
gemessen. Das Gehalt von Sterine sind #quivalent mit dem Gehalt des 2,6 Di-
- methylpridin,

EINLEITUNG

Die Sterine sind die wichtigste Bestandteil der Lipoide. Sie
l6sen sich in Ole und lipophilen Lésungsmittel gut. Alle bekannten
Pflanzen-Sterine besitzen in C,-Stellung eine OH-Gruppe, die
durch die katalytische Wirkung von Cholesterin-Oxydase mit
Luft-Sauerstoff zu ketone ganz sc\hnell oxydiert.

Vie erste Totalsynthese von Sterinen stammt von R.B. Wood-
ward und Mitarbeitern!2. A, Windaus und A. Welsch® wurden die
Sterine von Colza erstemal isoliert. E. Fernholz und H.E. Stavely®
wurden seine Strukturformel aufgestellt.
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Zur Bestimmungsmethode der Sterine eignen sich bis letzten
Zeit folgende Reaktionen:

1- A. Windaus" stellte fest, daB Sterine mit dem Digitonin
(CNy,0,,) eine schwerlésliche Verbindung bilden. Man kann die
Sterine durch die Féallung mit Digitonin trennen. Diese Methode
verbessert von A. Schramme’.

2- Nachdem Liebermann® und Burchard* zur Erkennung der
Sterine die empfindlichen Farbreaktionen ercffneten, wurde sie
in Ole und in Unverseifbaren durch die Colorimetrie quantitactiv’
bestimmt. Die Sterine trennen gut von fremden Stoffen durch die
Chromatographie. Sie sind auf verschiedenen Schichten: isolierbar.
Zahlreiche Forscher trennten sie aus Ol auf Lufttrockneten Kie-
selgel G-Schichten mit einem frischher-gestellten Losungsmittel-
gemischen mit Erfolgt¥*7,

" Zur chemischen Bestimmung der Sterine sind zahlreiche Farb-
reaktionen bekannt, die unspesifisch und folglich in der Lebens-
mittelanalytik erst nagh sorgfiltiger Abtrennung stérender Subs-
tanzen anwendbar sind.

Enzymatische Lebensmittelanalytik ist ohne aufwendige
Probenaufbereitung im Sinne einer Abtrennung chemisch ver-
wandter Verbindungen méglich. Enzymatische Nachweisreak-
tionen laufen in der Regel auch in Gegenwart anderer Lebens-
mittelinhalts-stoffe Storungsfrei ab'. . ‘

Die zur enzymatischen Analytik bendtigen chemischen und
biochemischen Reagenzien sollen bei Lagerung zuverlissig und
stabil’. Zum Losen von Reagenzien geeignetes Wasser sollte nicht
nur entmineralisiert, sondern auch praktisch frei von Mikroorga-
nismen sein. Man erhilt es durch zweifache Destillation.

Die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktionen hingen
in wifriger Losung von PH-Wert. Die enzymatische Reaktionen
beeinflussende Haubtfaktoren sind: Die Art und der Gehalt von
Mikroorganismen, Temperatur, Feuchtigkeit, Sauerstoff und Licht,
insbesondere UV-Strahlung.
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MATERIAL
Das Ol von Colza: Durch Extraktion von Colzasamen wurde her-
gestellt.
(NH,).HPO, p.a. " Methanol p.a

H,PO, 85 % p.a , Accthyl-acetoacetiithylester,
Die Losung von Katalase (Cat(OH),) Béhringer Mannheim GMBH
Best.-Nr. 15674

Cholésterin-Oxydase: | Bﬁhriﬁger Mannheim GMBH Best.-Nr.
15626

(NH,),SO, p.a, KOH: 10 N wifrig p.a

M Ca(OH), l6sung wafrig p.a

Cholesterin (Merck), Isopropanel
VIS-UV-Spektrophotometer: Beckmann DU

METHODE

Es wurde mit (NH,),HPO,, Methanol und H,PO, eine Pufferls-
sung gemacht. Ihrer PH-Wert wurde 7,0 eingestellt. 20 ml Met- L
hanol und 0,45 ml Katalase wird unter Riihren hinzugefiigt (Lo-
sung 1).

0,3 ml Cholesterin-Oxydase wurde in einem Lésung von 1 ml
M (NH,),SO, Losung gelost. (Lésung 2).

"+ Vorbereitung der Probe: Etwa 10,0 g Ol wurde in einem 50 ml-
Rundkolben genau eingewogen. Es wird 25 min. mit 10 N frisch-
hergestellter Ca. 0,5 N methanolischer Kalilauge unter Riihren
am Riickflusskiibler erhitzt. Die iiberstehende Losung wurde mit
Pipette in einem 25 ml Mefkolben iibergefiihrt. Der Riickstand
wurde zweimal mit je 6 ml Isopropanol am Riickflugkiihler 5 min.
gekoht. Die Lésungen wurden im Mefkolben gesammelt, abkiih-
lenlassen und mit Isopropanol bis zur Marke aufgefiillt. Zum
spektrophotometrischen Test miissen die Losungen klar sein.

Spektrophotometrische Bestimmung der Sterine: Um der
Gehalt der Sterine mit Hilfe der enzymatischen Reaktionen zu
bestimmen, wurde 5,25 ml Pufferlésung (Losung 1), 4,00 ml in
Methanol gelosten Acethyl-acetoacetithylester Losung und 0,75



ml Olprobe in einem 10 ml MeBkolben eingebracht und gut
gemischt. Diese Gemische wurde als Blindprobe gebraucht. 5 ml
von diesem Gemisch wurde in einen anderen Mefkolben mit
Pipette iibergefiihrt und 0,02 ml Cholesterin-Oxydase hinzuge-
fiigt. Beide Kolben wurden 60 min. bei Ca. 35-40°C in einem
Wasserbad gehalten.

N Cholesterin-Oxydase verwendet in dieser Zeit Luftsauerstoff
und katalysiert die Oxydation der Sterine zu Stenon. Im ganzenin
Ol sich befindenen Sterine wurde lier als Brassicasterin genommen.

Brassicasterin 4 0 Brassicastenon-H,0,(1)
Cholesterin-Oxydase

Die entstehende H,0, oxydiert das Methanol durch die kataly-
tische Wirkung von Katalase zu Formaldehyd.

H.O 4 Cat{OH)  mecmee_. (O0H)_ OOKH 4 HDO
22" L > Catlon), 2 (2)

Cat(OH)3OOH + CHOH ~-mmmmmmmmmeem oo »

3 H,0=C+Cat(OH), + H,0

Die in beiden Mefkolben sich befindenen Lésungen wurden im
Zimmertemperatur mit NH, gesiittigt und 15 min. stehengelassen.

= —CO-CH—CO0-0-CH  ——=-=——-==="=
HE= 0+ NHgE 2 CHyCO-CHy 5

H H

N7
PASN
- C-COOC_H (3a)
H,C,00C-C" "¢ s 3,0 |
H_C-C_ C—CH +
3 N 3
1
H

Damit die Enzyme in dieser PH-Bereich ihre Aktivitit ver-
lieren werden, oxydiert der entstehende Mittelstoff unter Gleich-
zeitigen Riihren 1 ml mit dem Gemisch von konz. HNO,+ H,SO,
(1:1). Dann hydrolisiert es mit alkoholischen M Ca(HO). Lésung.

H
H\C/H (';
H.50 .
Hsczooc-q/ ? -C00C )My 2HN03_2_S_£_., Hsczooc—c’ §C—':()(JCZHS
H.C—-C ~CH, _ +
£-CL hll 3C——C\N¢& CH
4 .
2NO, + H.Q .
i H
¢
P N an
HSCZOOC% ? COOCZHS e HC CH
HCC  C-CH + 2Ca(oH), 1 1 +
T HL c\N//c CHy

C:C03+ CZHSOH
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ERGEBNISSE

Die Reaktionen wurden einmal mit reinen Cholesterin und
zweitemal mit Ol von Colzasamen durchgefiihrt. Der Gehalt des
entstehenden 2,6 Lutidin wurde spektrophotometrisch untersucht.
Eichkurven wurden mit den hergestellten 2,6 Lutidin-Losungen
ermittelt, die aus Cholesterin mit Hilfe von Enzmreaktionen ents-
tanden. Extinktionkoeffizient ist aus der Werten der Eichkurve
gemiB ¢ = (E/C.d). 1000 cm? /Mol berechnet.

LE Abb. 1. E Abb.2.
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Abb. 1 Eichkurve Abb. 2. Extink/tionmaxima des

2,6 Lutidins

Abb. 1 zeigt, daB das Gehalt von Sterine mit dem Gehalt des
gebildeten 2,6 Lutidin equivalent ist. Die Extinktionmaxima
der Verbindung wurde im Alkoholextrakt nach 1 h bestimmt.
C = 200 ng Cholesterin /ml, d = 1 cm. Die Messung erfolgt bei
den Wellenléingen 405 nm, bei denen die Absorption Linear mit
steigender S terinekonzentration zunimmt.

Die Auswertung der Sterinegehalt von Colza erfolgt nach
der Formel: ; ,
C=MG.V. A E[e.d.v. 1000 mg/ml, wobei

V = Gesamtvolumen der Lésungen (ml)

v = Probevolumen (ml) ;

MG = Molekulargewicht der Brassicasterin

d = Schichtdicke (cm)

€ = Extinktionkoeffizient des Lutidin- Farbstoffes bei 405 nm

Es wurde als 7,4 ¢cm. [ p. Mol gefunden.
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AE = E,- E,

E: = Extinktion von Probeleerwert

E, = Extinktion von Probe

C = 398.50.0,08 [74.1.0,375. 1000—0062g

Brassicasterin /1t Ollésung

Eine Serie von 6 Olprohen wurde analysiert. Das Resultat
der spektrophotometrischen Bestimmungen stimmten genau mit
dem anderen Methoden iiberein.

OZET

Bu calismada Colza yagmda bulunan Sterinlerin miktarim araétlrmak icin Kolesterin
Oxidaze ve Katalaze (Cat (OH),) enzimlerinin katalitik etkilerinden yarzrlamldi, Koles-
terin-Oksidaze enziminin katalitik etkisi ile Sterinler hava Oksijeni tarafindan yiikselt-
genirken H,0, serbest hale geger (Denklem 1). Cat (OH), enzimi, H,0,’in gozeltiye ilave
edilen CH,OR’ii Formaldehide yiikseltgenmesini katalizler (Denklem 2). Bu iki enzim
katalitik reaksiyonunun brz1 bityiiktiir!. Ugiincii reaksiyonda Formaldehit ortama ilave
edilen NH, ve asetilasetoasit-etilesteri ile 1,4 dihidro 3,5 dikarboksi 2,6 dimetilpridinin
etil esterini olugtarur. Ester HNO, - H,SO0, ile yikseltgendikten sonra Ca (On),
gozeltisi ile hidrolizlenir ve olugan 2,6 dimetilpridinin (2,6 Lutidin) 405 nm de extinksi-
yvonu olgiildii.

Kolesterin-Oksidaze enziminin 3.Karbon atomunda OH tasiyan biitiin Sterinleri
etkiledigi g6z oniinde tutularak, reaksiyon once miktar1 belli Cholesterine uyguland: ve
absorpsiyonun kogullan ve extinksiyon katsayis saptandi. Sonra ham Kolza yagna uygu-
lanarak bilesimindeki Sterin miktar Brassicasterin cinsinden hesaplandi, Bulunan dege-
rin literaturde verilen miktara uygun oldugu goriildii. Ayrica ham yagda bulunan diger
bhesi elementlerinin, tayini bozucu bir etki gostermedikleri de saptand.
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