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0 Abstract

To develop a number of photometric and fluorimetric procedures for sensitive determination
of lipid hydroperoxides (LHPS) in cuvettes and in HPLC systems, biologically relevant
LHPs were synthesised either isomerically pure or as mixtures of isomers by oxidation of
fatty acids with lipoxidase dO,. The methods of previous work were used as starting points
for the syntheses, but individual steps were substantially improved and the yield of by-
products greatly reduced. The compounds synthesised were identified maiftty Bpd
13C-NMR-spectroscopy.

The detection limits of the various photometric methods for lipid hydroperoxides were
compared with a newly developed procedure. This test is based on “theatadysed
conversion of N,N,N',N'-tetramethyl phenylene diamine to a blue radical cation by LHP. The
detection limit of ca. 8-11 pmol/l was in the region of other well-known methods (e.g. FOX2
test, measurement of thg-absorption). Literature claims that the TBA test does not permit
any quantitative statement about the degree of oxidation of oil or fat samples were
confirmed.

Normal-phase HPLC proved to be an efficient method for separating the hydroperoxide
products of the photosensitised oxidation of fatty acid methyl esters. However, since there
still were no selective detection methods for lipid peroxides in the NP-HPLC system, a
procedure was developed for a post-column reaction of hydroperoxides, followed by
UV/VIS detection. This method is based on the oxidation of the colourless 1,5-diphenyl
carbohydrazide to the red 1,5-diphenyl carbazone with succeeding photometric detection.
The optimisation of the detection included a statistical procedure that made it possible to
vary several parameters at the same time. The detection limit achieved with the system thus
optimised was ca. 17 umol/l, somewhat higher than that of other detectors used in RP-
HPLC.

The use of immobilised microperoxidase-11 for the selective fluorescence detection of
hydroperoxides in RP-HPLC was described for the first time. To this end, MP-11 was
immobilised on micro-porous glass (CPG BEADS) without the use of spacer molecules.
Substantially higher immobilisation and peroxidase activity could be achieved in this way.
Neither the pore dimensions nor the pore volume of the type of beads used had any influence
on the peroxidase activity. Fixed-bed reactors were prepared for use in an HPLC system with
immobilised MP-11. The detection limits achieved with this system, 1-3 pmol/l, were similar
to those of the original system with microperoxidase dissolved in a reagent solution.

The efficiency of the enzyme reactors developed was shown in the investigation of oxidised
oil samples. An attempt was made to confirm a dependency of the oxidation of fats in model
foods on the water content of the sample, as described in the literature. As analytical
methods there were available several photometric test methods and UV/VIS- and
fluorescence-HPLC methods with non-enzymatic post-column derivatisation as well as
enzymatic post-column derivatisation with the newly developed enzyme readwri.

turned out, the effects described in the literature could not be reproduced, but the results
from all the methods used were in agreement, so that the enzyme reactor developed in this
work can be seen as a sensitive and economical means for the selective detection of lipid
hydroperoxides in real samples.

In the study of oxidised oils, the sample preparation was also considerably simplified by the
use of direct transesterification with sodium methylate, so that the complicated and error-
prone removal of non-oxidised sample constituents by solid-phase extraction could be
avoided. The high proportion of non-oxidised fatty acid esters remaining in the samples had
no unfavourable effects on the HPLC analysis.
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1 Einleitung - Vorkommen und Bedeutung von Lipidhydroperoxiden

Neben Kohlenhydraten, Peptiden und Kohlenwasserstoffen spielen die Lipide in der
belebten Natur eine wesentliche Rolle. Als Lipide (griech.: lipos = Speck) bezeichnet man
dabei eine Gruppe von Substanzen unterschiedlicher Strukturen, die sich fast alle durch ihre
Unloslichkeit in Wasser auszeichnen. Amphiphile Lipide kénnen jedoch Kolloide, Micellen
oder flussigkristalline Phasen bildedie Klassifizierung der Lipide kann entweder nach der

Polaritat oder aber auch nach dem Acylrest (bei Fettsdureestern) erfolgen:

Nicht verseifbare Lipide Verseifbare Lipide
Fettsduren ungd Isoprenderivate Zahl der | Verestert Weitere Kompo- | Bezeichnung
. Acylreste mit nenten
Derivate
Terpene Steroide 1 langkettigen O Wachse
Alkoholen
Gesadttigte Retinol Cholesterin 1-3 Glycerin O Acylglyceride
Fettsauren
Ungesattigte| Phyllo- Steroid- 1-2 Glycerin-3-| Serin, Ethanolamin]  Phospho-
N chinone hormone phosphat Cholin, Inositol glyceride
Fettsauren
Essentielle | Tocopherol| D-Vitaming 1 Sphingosin  Phosphorylcholip,Sphingolipide
N Galaktose, Oligo-
Fettsauren :
saccharide
Prostaglanding Dolichol Gallen- 1 Cholesterin O Cholesterin-
sauren ester
Tabelle 1 Klassifizierung der Lipie

Eine grof3e Gruppe innerhalb der Lipide bilden die Fettsduren bzw. deren Ester. Fur diese
Verbindungen soll in dieser Arbeit der Begriff Lipide synonym verwendet werden. Sowohl
Fettsauren als auch Fettsaureester kommen in der freien Natur vor und erfillen dort sehr
unterschiedliche Aufgaben. So sind die Phospholipide wesentliche Bestandteile der Zellmem-
branen, wahrend Triacylglyceride in tierischen Geweben und in Organen bestimmter Pflanzen
gespeichert werden, wo sie als Energielieferant dienen.

Ebenfalls eine groR3e Rolle spielen die primaren Oxidationsprodukte ungeséttigter Fettsauren
und Fettsaureester, die sogenannten Lipidhydroperoxide. In gealterten Lebensmitteln sind
diese Verbindungen und besonders auch deren weitere Abbauprodukte verantwortlich fir ein

ranziges Aroma. Zu den Abbauprodukten zéhlen dabei geruchsaktive Carbonylverbindungen
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(fluchtige Aldehyde, wie z.B. Hexanal, Heptanal, Nonanal, Malondialdehyd), Alkane und
Alkene? Die Lipidhydroperoxide selbst sind aber auch wichtige Zwischenstufen bei der
Biosynthese einiger biologisch hochaktiver Substanzen, wie der Leukotriene. Der entschei-
dende Schritt in der Biosynthese dieser Verbindungen beruht auf der Einwirkung von
5-Lipoxidasen auf Arachidonséure. Dabei wird zundchst 5-Hydroperoxyeicosatetraensaure
gebildet, die dann unter Einwirkung weiterer Enzyme in verschiedene Leukotriene umgewan-
delt wird. Allgemein handelt es sich bei den Leukotrienen um Hydroxyderivate der Arachi-
donsaure, die besonders bei Entzindungsprozessen eine Schlusselrolle spielen. So bewirl
z.B. das Leukotrien Beine Aggregation von Leukocyten, die Freisetzung oxidierender
Enzyme und die Erzeugung von Superoxidradikalen, die ihrerseits entziindungsférdernd und
gewebezerstdrend wirkérf. Man vermutet weiterhin, daR die Leukotriene auch bei Odem-
bildung, Asthma, Hypersensibilisierung, Schmerz und Fieber eine wichtige Rolle Sgielen.

Eine grolRe Bedeutung wird den Lipidhydroperoxiden auch bei der Entstehung von Athero-
sklerose, welche die haufigste Todesursache in den westlichen Industrienationen darstellt,
zugeschrieben. Aufgrund einer Modifikation der im Blut befindlichen Lipoproteine kommt es
dabei zu Veradnderungen der arteriellen GefalRwand. Diese Veranderungen fuhren durch Lipid-
einlagerung, Bindegewebsvermehrung und Verkalkung mit unregelmafgiger Verteilung zur
Wandinstabilisierung, Gefaldverengung und letztendlich zur Ablagerung von Gerinnseln
(atherosklerotische Plaque). Je nach Lokalisation dieser Schadigungen sind Durchblutungs-
stérungen im Gehirn (cerebrovasculare Insuffizienz, Schlaganfall), im Herzen (coronare Herz-
erkrankung, Herzinfarkt) und in den peripheren Arterien (arterielle VerschlufRkrankheit) die
Folge! Die genaue Art der Modifikation der Lipoproteine ist noch nicht genau geklart. Es
wird jedoch allgemein angenommen, dal3 es sich dabei um eine Oxidation von LDL (low
density lipoprotein) durch freie Radikale und/oder Lipoxidasen hahdelt.

Lipidhydroperoxide spielen weiterhin bei der Photocarcinogenese und bei der Zerstérung von
Proteinen und Biomembranen eine RGfl& So kénnen diese Verbindungen z.B. nach einer
Ozonbehandlung von Tabakpflanz&scherichia colund Stratum Corneunder Maus in den
entsprechenden Organismen bzw. Organen festgestellt wertdfin Zusammenhang zwi-
schen der Alzheimerschen Krankheit und dem Auftreten von freien Radikalen, die durch
metallkatalysierten Zerfall von Hydroperoxiden entstehen koénnen, ist ebenfalls diskutiert
worden®*

Allgemein wird die Belastung der lebenden Zelle durch die Anreicherung giftiger oxidierter

Verbindungen, wie z.B. Lipidhydroperoxide, Wasserstoffperoxid oder Sauerstoffradikale,
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unter dem Oberbegriff des "oxidativen Stresses" zusammengefaldt. Die Induktion des oxida-
tiven Stresses kann z.B. durch Strahlungseinwirkung, Xenobiotika, Schwermetallionen oder
zeitweise Unterbrechung der Blutzufuhr eines Organs (IschAmie/Reperfusion) erfolgen. Eine
Schlisselfunktion besitzen dabei besonders die Lipoxidasen, die u.a. bei der Zellverletzung
freigesetzt werden. Sie greifen ungesattigte Fettsauren wie Linol-, Linolen- oder Arachidon-
séaure an und fuhren zur Bildung der entsprechenden Hydroperoxide, die in Gegenwart von
Metallionen, wie F&, zu teilweise sehr reaktiven sauerstoffhaltigen Radikalen zerfallen. Im
weiteren Verlauf kdnnen diese Radikale dann durch Reaktion mit anderen Zellbestandteilen
zu einer Schadigung fihrEnbzw. eine weitere Lipidoxidation im Rahmen einer Radikal-

kettenreaktion hervorrufen (vgl. Abbildung*f).

Startreaktion
Kupferionen | Makrophagen Antioxidantien
Lipoxygenase| Endothelzellen 0O,
HOCI glatte Muskel- idiert
Sauerstoff- | zellen Z)r(wlti:)?(ric?antien
radikale
UV-Licht
Y _
LH > | o LH LOO -
/LO . LOO-
Aldehyde
\J
LOOH ==

Abbildung 1 Oxidation von Lipiden, insbesondere von LDL (nach Sabieraj

LH = Lipid mit mehrfach ungeséttigten FettsaurerilLipidradikal;
LOOZ Lipidperoxyradikal; LOZ Lipidalkoxyradikal; LOOH = Lipid-
hydroperoxid. Der Kreis in der Mitte verdeutlicht die Kettenreaktion
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Aufgrund der grof3en biologischen Relevanz der Lipidhydroperoxide besteht nach wie vor ein
Bedarf an moglichst selektiven und sensitiven Nachweismethoden fiir diese Verbindungen.
Die Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) nimmt dabei in der Analytik von
Lipidhydroperoxiden eine herausragende Stellung ein, da sich mit ihr auch komplexe Proben,
wie z.B. Plasma oder Pflanzenextrakte, mit relativ geringem Aufwand analysieren lassen.

In dieser Arbeit sollten neue Verfahren zum Nachweis von Lipidhydroperoxiden in der HPLC
entwickelt und mit bereits bestehenden Verfahren verglichen werden. Desweiteren sollte ein
bereits bestehendes Verfahren zur enzymatischen Nachsaulenderivatisierung von Lipidhydro-
peroxiden durch Einsatz eines Enzymreaktors verbessert werden, um den Verbrauch des sef
teuren Enzyms zu senken. Die entwickelten Verfahren sollten anschlieBend zum Nachweis
der Lipidoxidation in Lebensmitteln eingesetzt werden.

Fur diese Arbeiten war es zwingend notwendig, entsprechende Referenzsubstanzen auf einfa
chem Wege in guter Ausbeute zu synthetisieren. Dazu sollten bereits bestehende Synthese
wege Uberprift und gegebenenfalls optimiert werden. Die hergestellten Substanzen sollten

dann mittels spektrometrischer und chromatographischer Methoden untersucht werden.
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3 Theoretischer Teill

3.1 Synthesewege fur Lipidhydroperoxide

3.1.1 Autoxidation

Die Synthese der Lipidhydroperoxide erfolgt am einfachsten ausgehend von den entsprechen-
den Fettsduren bzw. deren Estern durch Autoxidation. Hierbei handelt es sich um eine Radi-
kalkettenreaktion, die sich in Start-, Wachstums-, Verzweigungs- und Abbruchreaktion
einteilen lalkt. Im Verlauf des Kettenwachstums werden dabei verschiedene Hydroperoxide
gebildet (Abbildung 2).

Start: Bildung von Peroxy-(R&), Alkoxy- (ROl oder Alkylradikalen (Rl
Kettenwachstum: R+ O, —> ROO k, = 10 Imolg?
RO,(*+ RH —> ROOH +RJ k, = 10 — 60 ol 'S*
RO+ RH —> ROH+RJ
Kettenverzweigung: ROOH ———> RO} HOO
2 ROOH —> RO+ RO+ H,O
Kettenabbruch: 2 RO
R+ RGO — > stabile Produkte
2 ROO

Abbildung 2 Teilreaktionen bei der Autoxidation von Lipitlen

Die Bildung der Radikale erfolgt bei den ungesattigten Fettsauren durch Abstraktion eines
allylischen Wasserstoffes. Aufgrund der Doppelbindung ist das freie Elektron Gber mehrere
C-Atome delokalisiert. Ein Angriff von Sauerstoff kann somit an mehreren Stellen erfolgen,

was letztendlich zu mehreren isomeren Hydroperoxiden fuhrt. Das Verhdltnis der gebildeten
Hydroperoxide ist jedoch nicht immer gleich. Wahrend bei Olsaure und Linolséaure die isome-

ren Hydroperoxide zu annahernd gleichen Teilen entstehen, bilden sich aus der Linolensaure
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vermutlich aus sterischen Grinden bevorzugt die 9- und 16-Hydroperoxyverbindungen (zu
etwa 30 bzw. 46 %57 (Abbildung 3). Aus energetischen Griinden wird allgemein bei der
Autoxidation ungesattigter Fettsauren nur die Bildung von Hydroperoxiden beobachtet, die

ein konjugiertes Doppelbindungssystem aufweisen.

Olsaure:

0, 3
\\ ﬂ— 8-O0H (26-28%)

-allylisches H- / HOO

9
O, ﬂ 10-O0H (22-24%)
o N\
9

VN

-allylisches H- / OOH
7 OOH

\ ﬂ 9-OO0H (22-24 %)

11-O0H (26-28%)

Linolsaure:

OOH

o2 o 12 10

\ / 2 —\ 9-OO0H (ca. 50%)
9 .

/:\/:\ -allylisches H-

—_—

HOQO 0

m 13-O0H (ca. 50%)

11

Linolensaure:

OOH
%

9-O0H (27-35%)

__s 9 -allyli- 13-OO0H (10-13%)
sches H-

HOO

\_ —

16-O0H (41-52%)

OOH
— / —

12-O0H (10-13%)

Abbildung 3 Produktverteilung bei der Autoxidation von Ol-, Linol- und Linolenséure
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Der Radikalkettenmechanismus bei der Autoxidation erklart auch die wesentlich héhere
Oxidationsempfindlichkeit mehrfach ungesattigter Fettsauren. Da der Energieaufwand zur
Abstraktion eines einfach allylischen H-Atoms etwa 322 kJ/mol betragt, wahrend fur ein
zweifach allylisches H-Atom nur 272 kJ/mol benétigt werdenfolgt der Start der Radikal-
kettenreaktion bei mehrfach ungesattigten Fettsauren wesentlich schneller. Dies geht auch aus

nachstehender Tabelle hervor:

Fettsaure Zahl der einfach | Zahl der doppelt Induktions- relative Oxida-
allylischen allylischen periode in tionsgeschwindig-
Protonen Protonen Stunden keit
Stearinsaure 0 0 O 1
(18:0)
Olsaure 2 0 82 100
(18:1 C-9)
Linolsaure 4 2 1 1200
(18:2 C-9,12)
Linolendure 6 4 1,34 2500
(18:3 C-9,12,15)
Tabelle 2 Induktionsperiode und relative Oxidationsgeschwindigkeit von Fettsauren
bei 25 °C

Zur Synthese groRerer Mengen von Lipidhydroperoxiden ist die Autoxidation jedoch nicht
geeignet, da die Reaktionsrate im Vergleich zu anderen Synthesewegen nicht sehr grol} ist.
AulRerdem mufR3 damit gerechnet werden, daf3 sich, obwohl die Lipidhydroperoxide wesentlich
stabiler als die kurzkettigen Alkyl- und Arylalkylhydroperoxide sind, die gebildeten Hydro-
peroxide im Laufe der Reaktionszeit wieder zersetzen. Dies tritt insbesondere dann auf, wenn
zur Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit die Autoxidation bei héherer Temperatur durch-

gefuhrt wird.

3.1.2 Oxidation mit Singulettsauerstoff

Die Reaktion ungesattigter Fettsauren mit Singulettsauerstoff fihrt ebenfalls zu Hydroper-
oxiden. Im Vergleich zur Autoxidation erhalt man mit dieser Methode aus mehrfach unge-

sattigten Fettsduren auch solche Hydroperoxide, die keine konjugierten Doppelbindungen
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aufweisen. Es mul3 jedoch ein Sensibilisator vorhanden sein, der die Anregungsenergie au
das Oxidationsmittel, den Sauerstoff, Ubertragt. Die Reaktionsgeschwindigkeit des Linol-
sauremethylesters mit Singulettsauerstoff ist um den Faktor 1500 gréRRer als mit Triplettsauer-
stoff.*® Der Reaktionsmechanismus ist nicht genau bekannt, es werden jedoch zwei &hnliche
Mechanismen vorgeschlagéh'® bei denen die Anregungsenergie entweder direkt vom
Sensibilisator auf das Sauerstoffmolekil tbertragen wird (Mechanismus 1) oder aber ein
Komplex aus angeregtem Sensibilisator und Sauerstoff gebildet wird. Dieser Komplex Uber-

tragt dann den Sauerstoff auf ein Akzeptormolekul (Mechanismus 2).

Mechanismus 1 Mechanismus 2
Sens hv Seng —1S Sens Sens hv Sen$ IS Sens
Send+ 30,—= Sens- 10, 2 Send+ 30, — = Sens + Sensoz]
1
0, + A — AOQ, [Sensoz] + A—> AO, + Sens

Abbildung 4 Mechanismen der Sauerstoffaktivierung bei der photosensibilisierten Oxi-
dation mit Singulettsauerstdtf

Der weitere Verlauf der Oxidation mit Singulettsauerstoff erfolgt tUber eine spinerlaubte
Addition des Sauerstoffs an die Doppelbindung der Fettsaure im Sinne einer En-Reaktion.
AnschlieRend kommt es zu einer Verschiebung der Doppelbindung unter gleichzeitiger Ande-

rung der Konfiguration votZ) bzw. cis nacifE) bzw. trans (Abbildung 5)7*°

A

RlﬂRz — 2 5 RlﬂRZ RlﬂRZ
o= =0

H H

| |

HOO OOH
RlARZ RIARZ

<o Y
“<0

Abbildung 5 Reaktion von Verbindungen mit (Z)-konfigurierter Doppelbindung mit
Singulettsauerstoff
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Die Bildung konjugierter Diensysteme ist bei der Oxidation mehrfach ungesattigter Fettsauren
mit einem 1,4-Pentadienylsystem dufch energetisch bevorzudt.So bilden sich aus Linol-

saure zu jeweils etwa 33 % die 9- bzw. 13-Hydroperoxyverbindungen, wahrend die 10- und
12-Hydroperoxyverbindungen, die nichtkonjugierte Doppelbindungen enthalten, nur zu
jeweils ca. 17 % gebildet werden. Bei der Linolensaure werden die 9- und 16-Hydroperoxide
zu jeweils ca. 25 % gebildet. Die 10-, 12-, 13- und 15-Hydroperoxyverbindungen entstehen
dagegen nur zu jeweils etwa 12-14 %. Vermutlich spielen auch hier sterische Grinde eine
Rolle, die einen Angriff des Singulettsauerstoffes an der mittleren der drei Doppelbindungen
erschwerer®

Da die Anregungsenergie zur Bildung vi®, nur 96 kJ/mol 1) bzw. 160 kJ/mol'g,"),
(entsprechend 1260 bzw. 760 nm) betfAgtermag fast jeder im Sichtbaren absorbierende
Farbstoff Anregungsenergie auf ein Sauerstoffmolekul zu Ubertragen. Um eine hohe Licht-
ausbeute zu erreichen, werden vorzugsweise solche Sensibilisatoren eingesetzt, die Uber einen
breiten Bereich des Spektrums absorbieren. Als Sensibilisatoren eignen sich sowohl natlr-
liche (Chlorophyll, Phaeophytin, Riboflavin) wie auch synthetische Farbstoffe, hierbei insbe-
sondere Methylenblau, Bengalrosa und Acridinorange. Auf die Produktzusammensetzung hat
die Art des verwendeten Sensibilisators keinen Einflul3. Es gibt allerdings deutliche Unter-
schiede in den Umsatzraten. Dies hangt mit den unterschiedlichen Quantenausbeuten und
Stabilitdten der verschiedenen Farbstoffe gegentber Singulettsauerstoff zusammen. Ebenso
wirkt sich auch die Wahl des Lésungsmittels stark auf die Reaktionsgeschwindigigit aus.
Aufgrund der hohen Reaktivitdt des Singulettsauerstoffes kann insbesondere bei mehrfach
ungesattigten Fettsduren und Fettsaureestern eine Zweitoxidation nicht immer ausgeschlossen
werden. Weiterhin reagiert der gebildete Singulettsauerstoff in der Regel auch mit dem Sensi-
bilisatormolekul. Man erhélt dadurch ein sehr komplexes Produktgemisch, das neben den
gewunschten Hydroperoxiden auch Oxidations- und Zerfallsprodukte des Sensibilisators

enthalt.
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3.1.3 Enzymkatalysierte Oxidation

Zur Synthese isomerenreiner Lipidhydroperoxide empfiehlt sich bei mehrfach ungesattigten
Fettsduren die Oxidation mit Hilfe von Lipoxidasen (EC 1.13.1.13). Mit diesen in pflanz-
lichem und tierischem Gewebe vorkommenden Enzymen kénnen Fettsduren und Fettsédure-:
ester regio- und stereospezifisch in ihre Hydroperoxide uberfiihrt werden. Die Regiospezifitat
hangt dabei stark von der Herkunft des Enzyms und von den Reaktionsbedingungen, insbe-
sondere vom pH-Wert, ab (Tabelle 3).

Peroxidierungsspezifitat
Herkunft pH-Optimum 9-LOOH (%) 13-LOOH (%) Typ
Sojabohne 9,0 5 95 |
Sojabohne 6,5 50 50 Il
Erbse 6,5 50 50 Il
Erdnuf 6,0 0 100 |
Kartoffel 55 95 5 I
Tomate 5,5 95 5 I
Weizen 6,0 90 10 |
Stachelbeere 6,5 45 55 Il
Tabelle 3 Peroxidierungsspezifitaten von Lipoxidasen gegeniiber Linclsaure

Die in Tabelle 3 aufgefiuihrten zwei Lipoxidase-Typen unterscheiden sich sowohl durch ihre
Substratspezifitdt als auch durch ihr Produktspektrum. Beide Typen bendtigen als Substrat ein
(2),(2)-1,4-Pentadienylsystem. Im Gegensatz zu Typ-I-Lipoxidasen, die nur die freien Fett-
sauren umzusetzen vermogen, kénnen Typ-lI-Lipoxidasen auch mit Fettsdureestern reagieren
Dabei wirken sie jedoch mehr als Katalysator einer Autoxidation, was zu einer relativ
geringen Stereospezifitat fihrt. Die Reaktion der Typ-I-Lipoxidasen erfolgt dagegen mit
hoher Regio- und Stereospezifitat, die sich innerhalb gewisser Grenzen durch die Reak-
tionsbedingungen steuern 1&8Der Reaktionsverlauf bei der enzymkatalysierten Oxidation

von Lipiden ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6 Reaktionsschema zur enzymatischen Oxidation von Lipiden mit Typ I-
Lipoxidase (Erklarung siehe TeXtf>

Bei der aeroben Reaktion wird die mehrfach ungeséttigte Fettsdure (I) zun&chst durch ein
enzymgebundenes Nucleophil LO&Beprotoniert und anschliel3end stereoselektiv zu dem ent-
sprechenden Hydroperoxid (l11b) oxidiert.

Die enzymkatalysierte Oxidation hat jedoch den Nachteil, daf3 nur aus Sojabohnen gewon-
nene Lipoxidase in groReren Mengen kauflich ist. MOchte man also andere Isomere als die,
die Sojalipoxidase liefert, in reiner Form darstellen, so mussen die dafir notwendigen
Enzyme zuné&chst mit recht aufwendigen Methoden isoliert werden.

Die Isolierung von Lipoxidasen aus pflanzlichen Materialien erfolgt in der Regel durch
Homogenisierung des Pflanzenmaterials bei 0-4 °C, fraktionierte Proteinfallung mit Ammo-
niumsulfat, Dialyse gegen Pufferldsung und anschlieRende chromatographische Aufreinigung

(GréRenausschluB-, Adsorptions- oder lonenaustauschchromatogfaphie).

3.1.4 Chemoenzymatische Synthesewege fur isomerenreine Lipidhydroperoxide

Neben den vorgestellten Synthesewegen fir Hydroperoxide aus den entsprechenden Fett-
séduren bzw. Fettsaureestern wurde auch die Synthese isomerenreiner 5-Hydroperoxy- und
15-Hydroperoxyeicosatetraensaure auf chemischem Wege beschfigbrrisomerenreiner

Form waren diese Verbindungen aufgrund ihrer geringen Stabilitaét und der begrenzten Ver-

fugbarkeit der entsprechenden Lipoxidasen in gréfRerer Menge nicht herstellbar, obwohl

gerade ihnen als Vorstufen der Leukotriene und anderer biologisch aktiver Verbindungen sehr
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bedeutende biologische Funktionen zukommen. Die Einfuhrung der Hydroperoxygruppe
erfolgte bei diesen Synthesen zwar auf enzymatischem Weg, als Substrate dienten jedocl
Linolsdure bzw. eine nicht natirlich vorkommende Fettsaure. Das erhaltene Hydroperoxid
wurde dann in einer mehrstufigen Synthese jeweils in ein Peroxyenal uberfiihrt, welches im
Rahmen einer Wittig-Reaktion mit dem entsprechenden Ylid zu der gewlnschten Verbindung
gekoppelt wurde. Aufgrund ihrer Komplexitat eignet sich diese Methode jedoch nicht zur
Synthese groRerer Mengen isomerenreiner Hydroperoxide.

Da die Reaktionsgeschwindigkeit der Lipoxidasen mit Fettsdureestern wesentlich geringer ist
als mit den freien Fettsauren, ist die direkte enzymatische Oxidation von Fettsdureestern zur
Einfuhrung von Hydroperoxygruppen ungeeignet. Zur Synthese von Methylestern der Hydro-
peroxyfettsauren hat sich die Methylierung mit Diazomethan bewBihe Methylierung

der Hydroperoxygruppe kann bei Wahl eines geeigneten Ldsungsmittelgemisches ausge-
schlossen werdeft.

Ausgehend von den Hydroperoxyfettsauren lassen sich u.a. Cholesterylester, Triglyceride und
Phospholipide auch durch eine Veresterung mit den entsprechenden Alkoholkomponenten
synthetisierei”>* Hierbei muR jedoch die Hydroperoxygruppe durch Einfiihrung einer
Schutzgruppe an der Reaktion mit dem Veresterungsreagenz Dicyclohexylcarbodiimid (DCC)
gehindert werden. Es kdme sonst zur Ausbildung polymerer Strukturen bzw. zur Laktoni-

sierung. Der Reaktionsverlauf ist in nachstehender Abbildung dargestellt.

H,,C, Lipoxidase Typ |
— — 5 'COOH —— H,C
" SMCOOH
H OOH
. . HllCS /
CH,N, ~ 2-Methoxypropen Lipase oder LiOH 2 — 5 "COOCH
H 00 _ome
0]
Hllc5 / — 5 OR
DCC, DMAP H ‘00 o) THF/H,0/
—_—
() + ROH OMe CH,COOH (4:2:1)
ROH = Cholesterin, Glycerin, Monoglycerid H,,Cs = OR
Diglycerid, lyso-Phosphatidylcholin 3 — 5
H OOH o)

Abbildung 7 Synthese von 13S-9(Z),11(E)-octadecadiensaureestern nach Baba
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3.2 Eigenschaften von Lipidhydroperoxiden

Die physikalischen Eigenschaften der Lipidhydroperoxide gleichen in der Regel denen der
entsprechenden nichtoxidierten Lipide. Wichtige Unterschiede bestehen allerdings in den
chemischen Eigenschaften. So besitzen die Lipidhydroperoxide aufgrund der Hydroperoxy-
gruppe eine oxidierende Wirkung, die man sich besonders bei Nachweismethoden zunutze
macht. Die moéglichen Analysenmethoden werden jedoch durch die thermische Instabilitat der
Hydroperoxide stark eingeschrankt.

Aufgrund der langen Kohlenwasserstoffketten und des geringen O/C-Verhaltnisses sind
Lipidhydroperoxide im Vergleich zu kleineren Alkylhydroperoxiden, wie z.B. Methyl- oder
Ethylhydroperoxid bei Raumtemperatur wesentlich stabiler. Grosch gibt fur Linolséaure-
hydroperoxide in Emulsionen bei Raumtemperatur eine Zerfallsrate von 10 % in 19 Stunden
an>® Auch bei Temperaturen von etwa 50 °C ist die Zerfallsrate noch nicht besonders groR.
So konnte in Distel6lproben, die bei 40 und 60 °C an der Luft gelagert wurden, selbst nach
einer Lagerungszeit von 250 Stunden immer noch eine Zunahme des Hydroperoxidgehaltes
durch Autoxidation beobachtet werdEri® Eine rasche Zersetzung der Lipidhydroperoxide

tritt erst bei Temperaturen tber 100 °C auf. Dabei entstehen in der Regel komplexe Gemische
von Zerfalls- und Polymerisationsprodukf€niVichtige Zerfallsprodukte sind u.a. verschie-
dene fluchtige Carbonylverbindungen und Kohlenwasserstoffe. Sie spielen besonders bei der
Alterung von Lebensmitteln eine grol3e Rolle, da sie zu einem Fehlaroma fiihren und dadurch
auch den Geschmack der Lebensmittel nachteilig beeinflussen.

Die Bildung der Kohlenwasserstoffe und Carbonylverbindungen erfolgt tber einen homoly-
tischen Zerfall der Hydroperoxide. Es handelt sich dabei um einen radikalischen Mechanis-
mus, bei dem zunachst die Abspaltung eines Hydroxylradikals erfolgt. Das verbleibende

Alkoxyradikal zerfallt dann Gber verschiedene Wege (Abbildung 8).
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A ®
HO» | |
R1—— CH—CH—CH—R2 2 R1—— CH—CH-—CH-—R2
@) O
on
R1— CH—CHe + OHC—R2 R1—CH=—CH—CHO + R2
konjugiertes System,
HO. R—H energetisch begiinstigt
R—H
Re .
HO » R
R1— CH—CH—OH R1—CH—CH,
R2—H
\ R1— OH
R1— CH,—CHO

Abbildung 8 Reaktionsschema zum homolytischen Zerfall von Lipidhydroper8Xiden

Die Zersetzung von Hydroperoxiden wird auch durch die Anwesenheit von Metallionen, wie
Eisen, Kupfer, Kobalt und Mangan stark beschleunigt. Sie erfolgt dabei abhangig von der

Oxidationsstufe des Metalls tiber Alkoxy- oder Peroxyradiféale:

ROOH + C4d" — ROOJ+ H + cCd

ROOH + Cii —> RO + OH + Cd'

Die gebildeten Radikale kdnnen dann als Starter fir weitere Radikalkettenreaktionen wirken.
Reaktionen dieser Art zahlen auch zu den Ausldsern des oxidativen Stresses (vgl. Kap.1).
Neben dem Zerfall kann bei hdheren Temperaturen auch eine Isomerisierung der Lipidhydro-
peroxide eintreten. Diese Isomerisierung erfolgt ebenfalls Gber einen radikalischen Mechanis-
mus, wobei sich durch H-Abstraktion zunachst ein Peroxyradikal bildet, welches in moleku-

laren Sauerstoff und in ein Pentadienylradikal zerfallt (Abbildung 9).
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Isomerisierung

Abbildung 9 Isomerisierung von Lipidhydroperoxidne durch Abstraktion eines Wasser-
stoffatoms und Bildung eines Peroxyradifls

Das Pentadienylradikal kann dann mit Sauerstoff wieder zu einem Hydroperoxid reagieren.
Dabei ist gleichzeitig sowohl eine Umwandlung ¢E3%,(Z)Doppelbindungssystems in ein
energetisch stabilerd€),(E)}Doppelbindungssystem als auch eine Wanderung der Hydro-
peroxygruppe maglich.

Wahrend die Lipidhydroperoxide gegentber schwachen Sauren relativ stabil sind, kommt es
in Gegenwart starker Sauren zur Bildung verschiedener Epoxyverbindungen, die dann zu

Folgeprodukten abreagieren (Abbildung 10).

H+
OOH H OOH
OoC
.0 E
/\E/\:/
H,0 CHOH H'
i o = o OCH,
— _AANIES - /\)\z/
.0
w
OCH,

Abbildung 10  Bildung von Epoxiden bei der Reaktion von Hydroperoxiden mit starken
Sauren



3 Theoretischer Tell 17

Auch in Gegenwart von Basen ist die Bildung von Epoxiden beobachtet worden, die dann
unter diesen Bedingungen uber eine Favorskii-Umlagerung in Sauren und Lactone zerfallen
kénnen?? Vorwiegend erfolgt hier jedoch unter Beibehaltung der Stereochemie die Reaktion
zu den entsprechenden Hydroxyfettsauren. Der genaue Mechanismus dafir ist jedoch noct
nicht vollstandig geklat®

Aufgrund ihrer oxidierenden Eigenschaften bilden sich aus den Lipidhydroperoxiden die ent-
sprechenden Hydroxyverbindungen auch in Gegenwart von Reduktionsmitteln, wie z.B.
NaBH,;, LiAIH 4 PPh oder auch’l Diese Reaktionen sind besonders beim Nachweis der

Lipidhydroperoxide von Bedeutung.

3.3 Nachweis von Hydroperoxiden

Da es sich bei den Lipidhydroperoxiden um eine schon langer bekannte und aufgrund ihrer
biologischen Relevanz auch intensiv erforschte Verbindungsklasse handelt, existiert bereits
eine grofRe Anzahl von Nachweismethoden. Diese beruhen in der Regel auf der oxidierender
Wirkung der Hydroperoxygruppe. Durch Oxidation eines zugesetzten Reagenzes ist die Farb-
oder Fluoreszenzénderung einer Lésung oder auch eine Chemilumineszenz mef3bar. Gerad
die spektrophotometrischen Verfahren wurden in der Vergangenheit zum Teil mit Erfolg auch

zur Detektion in der HPLC eingesetzt. Nachstehend sind einige dieser Nachweismethoden

erlautert, sofern sie im Rahmen dieser Arbeit von Bedeutung waren.

3.3.1 Photometrische Methoden

Eine der &ltesten Bestimmungsmethoden ist die iodometrische Titration. Sie wurde schon
1929 und 1931 von L&4" zur Untersuchung des Einflusses von Pro- und Antioxidantien auf
die Lagerung von Fetten und 1932 von Whé&temm Nachweis von Lipidhydroperoxiden in
Mais- und Baumwoll6l eingesetzt. Das Hydroperoxid reagiert dabei mit einer Kalium-

iodidlésung zu lod, welches mit einer eingestellten Thiosulfatiésung zurtcktitriert wird:

ROOH+21+2H —> ROH+HO +
lL+2 S0 — 21+ S0
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Diese Methode kann jedoch zu einem erhéhten Verbrauch an Thiosulfatiésung und somit zu
einer erh6hten PO-Zahl fihren (PO-Zahl = Peroxidzahl: Angabe der in 1 kg Fett enthaltenen
Milliequivalente aktiven Sauerstoffs, die in einem Gemisch aus Chloroform und Eisessig aus
Kaliumiodid elementares lod freisetzen).

So wies Mehlenbach®rauf die Addition des freien lods an Mehrfachbindungen (z.B. bei OI-,
Linol- und Linolen&ure) und die Freisetzung von lod aus Kaliumiodid durch in der Reak-
tionslosung gelésten Sauerstoff als Fehlerquellen hin. Dadurch wird u.a. die exakte Bestim-
mung des Titrationsendpunktes erschwert, weil infolge gelésten Sauerstoffs die Reaktions-
I6sung oft nachdunkelt. Es wurde im Laufe der Zeit versucht, besonders die Oxidation des
lodids durch Luftsauerstoff durch geeignete apparative Methoden, wie z.B. durch Arbeiten
unter Schutzgas, zu minimieren. Auch eine iodometrische Titration mit amperometrischer
Endpunktsbestimmung wurde vorgeschlagfen.

Die klassische iodometrische Titration wird heute kaum noch durchgefiihrt. Da die bendtigte
Probenmenge mit 5-10 g im Vergleich zu anderen Methoden relativ grol3 ist, wurde diese

Methode bald abgewandelt und durch photometrische Verfahren ersetzt.

Eine weitere, ebenfalls schon sehr lange genutzte Bestimmungsmethode ist der sogenannte
Thiobarbitursaure-Test (TBA-Test). Hier macht man sich die thermische Instabilitat der
Hydroperoxygruppe zunutze. Die Probe wird dazu im sauren Medium in Gegenwart von
Thiobarbitursaure erhitzt. Unter diesen Bedingungen zerfallen die Lipidhydroperoxide zu
Malondialdehyd, der mit Thiobarbitursdure eine rosafarbene Verbindung eingeht (Abbildung
11). Die Bestimmung erfolgt spektrophotometrisch bei einer Wellenlange von 532 nm oder

fluorimetrisch.

H N OH N OH HO N SH
S\( N 0 0 ol SY S Z Y
N~ H H AN e e Ua PR\

OH

OH OH

TBA MDA (TBA),-MDA

Abbildung 11  Reaktion von Thiobarbitursdure mit Malondialdehyd (TBA-Test)
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Der TBA-Test ist eigentlich nur auf solche Hydroperoxide anwendbar, die sich von unge-
sattigten Fettsauren mit mindestens drei Doppelbindungen ableiten. Nur solche Verbindungen
haben zur Hydroperoxygrupp@ und y-stdndige Doppelbindungen, die zur Bildung von
Malondialdehyd notwendig sirfd.DaR jedoch auch Hydroperoxide anderer Fettsauren mit
Hilfe dieses Tests gemessen wurden, zeugt von einer hohen Querempfindlichkeit gegenibel
anderen Aldehyden, die ebenfalls beim Zerfall von Hydroperoxiden entstehen. Auch Glucose,
Bilirubin und Sialinséuren (bes. N-Acetylneuraminsaure) kénnen zu Stérungen Tibkée.
Verbindungen, die den TBA-Test stdren konnen, werden unter der Bezeichnung "thiobarbi-
turic acid reactive substances" (TBARS) zusammengefalit. Die Nachteile des TBA-Testes
wurden in der Literatur ausfihrlich diskutiétt? Zur Steigerung der Empfindlichkeit und zur
Minimierung von Querempfindlichkeiten wurde in letzter Zeit statt Thiobarbitursaure
besonders 1,3-Diphenyl-2-thiobarbitursdure (DPTBA) einge3et3o zeigte DPTBA in
HPLC-Versuchen gegeniiber Glucose und Sialinsauren keine QuerempfindfthRest.
Auswertung erfolgte bei diesem Verfahren fluorimetrisch. Die Empfindlichkeit konnte hierbei
im Vergleich zum klassischen TBA-Test um das sechs- (photometrischer TBA-Test) bzw. 25-
fache (fluorimetrischer TBA-Test) gesteig8riund gleichzeitig das Probevolumen stark
reduziert werden.

Trotz der Nachteile wird der TBA-Test auch heute noch angewendet, insbesondere fur die
Untersuchung oxidierter Plasma- und LDL-Proben, aber auch fur die Hydroperoxidbestim-
mung in Lebensmittelr>°

Neben diesen beiden "klassischen” Methoden zur Bestimmung von Lipidhydroperoxiden
wurde schon recht frih eine Reihe anderer, vorwiegend photometrischer Verfahren entwik-
kelt.

a) lodometrische Bestimmung mit photometrischer Auswertung

In Abanderung der Methode von %88 schlugen 1958 Heaton und Uri vor, bei der iodo-
metrischen Bestimmung von Lipidhydroperoxiden einen UberschuR an Kaliumiodid einzuset-
zen?’ Dieser UberschuR reagiert mit dem entstandenen lod zum Triiodid-Anion, welches

dann bei einer Wellenlange von 362 nm photometrisch bestimmt werden kann:

ROOH+21+2H —> ROH+HO + 1,

o+ 1 > |5
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Damit lie3 sich die Empfindlichkeit wesentlich erh6hen, da der molare Extinktionskoeffizient
fur das Triiodid-Anion 2460Qt 250 | Omol* Ocm* bei 362 nm betragt. Fur lod wurde
dagegen nur ein Wert von 525rhol™* Ctm™* bei 485 nm bestimmt.°®

Durch verschiedene Anderungen, welche die Oxidation des Reagenzes durch Luftsauerstoff

verhindern, konnte die Empfindlichkeit der Methode weiter gesteigert watden.

b) Eisen-Thiocyanat-Methode

Auch der Nachweis von Hydroperoxiden mit Hilfe von Eisen-Thiocyanat-Komplexen ist eine
schon lange bekannte Methode. Dieses Verfahren wurde 1943 von Chapman und McFarlane
und 1946 von Hills und Thiel zur Bestimmung der Peroxidzahl in Milchprodukten einge-
setzt®®®! Smith nutzte das Verfahren zur Bestimmung des Peroxidgehaltes in Fleisctsroben.
Der Nachweis beruht auf der Oxidation vorf'Fau F€* durch Hydroperoxide. In Gegenwart

von Thiocyanat-lonen bilden sich dann mitFéefrote Komplexe, die photometrisch bei

einer Wellenlange von 510 nm vermessen werden.

ROOH
—

Fe*
[Fe(HO)s)*" + 3 SCN

Fe’*
[FE(SCN}(H20)3] + 3 H,O

Daneben treten noch Komplexionen anderer Zusammensetzung wie [Fe(80»f(Hund
[Fe(SCNY(H-0)4* auf®® Der Peroxidgehalt in den Probelésungen kann aus diesem Grunde
nicht direkt tlber den molaren Extinktionskoeffizienten des Komplexes bestimmt werden. Es
ist in jedem Fall die Verwendung einer Kalibrierlésung erforderlich.

Diese Bestimmungsmethode wird heute allerdings nur noch selten zur Bestimmung der

Peroxidzahl in Milchprodukten eingeselzt.

c) FOX-Test

Der FOX-Test (FOX = ferrous oxidation in xylenol orange) wurde erstmals von Bupta
sowie Michaels und Hufft zur Gehaltsbestimmung von Wasserstoffperoxidlésungen bzw.
zum Nachweis von Hydroperoxiden in bestrahlten Nukleinsaure- und DNA-Proben einge-

e

setzt. Jiang et &:°® und Nourooz-Zadeh et &l.entwickelten diesen Test zur allgemeinen

Bestimmung von Lipidhydroperoxiden in Plasmaproben weiter.
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Der FOX-Test beruht auf der Oxidation von Eisen(ll) zu Eisen(lll) in Gegenwart von
Lipidhydroperoxiden. Das Eisen(lll) bildet mit dem zugesetzten Xylenolorange einen braun-
roten Komplex, der bei einer Wellenlange von 560 nm photometrisch vermessen wird
(Abbildung 12).

O R = -CH,N(CH,COONa),
Fer —ROOH _ o

SO,Na
X0

F&" 2~ = [Fe-XOP* R ‘ X ‘ R
HO 0

CH CH

3 3

Xylenolorange (XO)

Abbildung 12  FOX-Test (FOX = ferrous oxidation in xylenol orange)

Als Nachweisgrenzen flr den photometrischen Test gaben Jiang et al. fir Wasserstoffperoxid,
Cumolhydroperoxid und tert.-Butylhydroperoxid etwa 25-50 nmol/I’°aiese Werte
scheinen jedoch als zu niedrig angesetzt, wie eigene Untersuchungen ergaben (vgl. Kapite
4.2). Dennoch eignet sich die Methode gut zum Nachweis der Lipidperoxidation z. B. in
Lebensmittelnt:*® Vorteile des FOX-Testes sind die einfache Durchfiihrbarkeit, der geringe
Aufwand und die Verwendung leicht zuganglicher Chemikalien. Die Methode ist jedoch auf
solche Losungsmittelsysteme beschrankt, in denen sich das eingesetzte Ammoniumeisen-(ll)-
sulfat |6st. Die Anwendung des Reaktionssystems zur Nachsaulenderivatisierung in der RP-
HPLC und eine damit verbundene Analyse von Lipidhydroperoxiden in Distel6lproben war
ebenfalls erfolgreicH3°

d) Bestimmung von Hydroperoxiden mit Hilfe von Wurster-Salzen

Der Begriff "Wurster-Salze" ist eine Sammelbezeichnung fur stark gefarbte Salze, deren Bil-
dung erstmals von C. Wurster bei der partiellen Oxidation von N-Alkyl-1,4-phenylen-
diaminen beobachtet wurdeEs handelt sich dabei um Radikalkationen der in Abbildung 13

dargestellten Form.
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Abbildung 13 Grundstruktur der Wurster-Salze

Neben dieser Struktur existieren noch eine Reihe anderer mesomerer Grenzstrukturen, worauf
letztendlich die Farbigkeit der Radikalkationen beruht.

Die Bildung der farbigen Oxidationsprodukte von N-Alkyl-1,4-phenylendiaminen wurde
schon 1972 von Smith und Hill zur Bestimmung von Sterolhydroperoxiden auf Dinnschicht-
platten eingesetZ In Anwesenheit von Metallionen wird die Bildung der Radikalkationen
stark katalysiert. So nutzten Hirayama und Unofasmwie Kolotyrkina et af* diese
Reaktion zum Nachweis geringer Eisen(lll)-Konzentrationen bis zu einer Konzentration von
40 ng/l. Die Katalyse durch Cer(IV)-lonen wurde von Mori et al. bei einer Methode zum
empfindlichen, quantitativen Nachweis von Benzoylperoxid gefutzt.

Im Laufe dieser Arbeit wurde ein photometrisches Verfahren zur Bestimmung von Lipid-
hydroperoxiden entwickelt, in dem N,N,N",N"-Tetramethyl-1,4-phenylendiamin als Reagenz
eingesetzt wird (vgl. Kapitel 4.2). Das Hydroperoxid oxidiert hierbei zunacRszEere",
welches dann die Bildung des blauen Radikalkations bewirkt (Abbildung 14).

2+ ROCH 3+

Fe ——— > Fe

H,C CH, H,C CH, .
3+ \ / \ / 2+
Fe + N N —_— N— N - 3> s s + Fe
/ \ / \
H.C CH H.C CH

Amax= 613 nm

Abbildung 14  Photometrische Bestimmung von Lipidhydroperoxiden mit N,N,N",N"-Tetra-
methyl-1,4-phenylendiamin
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e) Bestimmung von Hydroperoxiden mit 1,5-Diphenylcarbohydrazid
Setzt man 1,5-Diphenylcarbohydrazid in Gegenwart einer Saure mit Hydroperoxiden um, so
bildet sich bei erhdhter Temperatur ein roter Farbstoff (Diphenylcarbazon), der bei etwa

565 nm ein Absorptionsmaximum besitzt.

\k N\L
SARACE HMCARAC

Abbildung 15  Reaktion von 1,5-Diphenylcarbohydrazid mit Hydroperoxiden

Diese Reaktion nutzte 1926 Stamm als erster zum Nachweis von oxidierten’Fettemn.

wurde das Reagenz in Vaseline suspendiert und mit dem zu untersuchenden Fett versetzt. De
Verfahren lieferte jedoch zunéchst nur unbefriedigende Ergebnisse und wurde spater von
Korpaczy wesentlich verbessert, indem er das Reagenz in Tetrachlorethan l6ste und somit det
Nachweis in Lésung durchfiinrfé.Hamm et al. entwickelten auf dieser Grundlage eine
photometrische Bestimmungsmethode fiur Lipidhydroperoxide und erreichten damit eine
Nachweisempfindlichkeit, die in etwa auch mit anderen photometrischen Verfahren erreicht
wurde’® Als Nachweisgrenze gaben Hamm et al. eine Peroxidzahl von 0,003 bei Einsatz von
1 g Fett an. Unter den gegebenen Reaktionsbedingungen entspricht das einer Konzentratiol
von etwa 10 umol/l. Da die Reaktion auch in apolaren, nichtwafirigen LOsungsmitteln
stattfindet, eignet sie sich zur Nachs&ulenderivatisierung bei der Bestimmung von
Lipidhydroperoxiden in der Normalphasen-HPLC.

f) Leuko-Farbstoffe

Als Leuko-Farbstoffe (griech.: leukos = weil3, farblos) bezeichnet man weil3e, farblose oder
nur schwach geféarbte Verbindungen, die in der Regel die reduzierte Form von Farbstoffen
darstellen. Da die oxidierte Form der Verbindungen kraftig gefarbt ist, eignen sich Leuko-

Farbstoffe deshalb als Redoxindikatoren. Aufgrund der oxidierenden Eigenschaften der
(Lipid-)Hydroperoxide ist auch eine Verwendung zum Nachweis und zur Quantifizierung von

Hydroperoxiden denkbar.
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Ueberreiter und Sorge beschrieben 1956 eine Methode zur Bestimmung organischer Peroxide,
bei der Leuko-Methylenblau als Reagenz eingesetzt wurde, das mit den Peroxiden zu
Methylenblau reagierte (Abbildung 16)%° Dieses konnte dann sehr empfindlich photo-
metrisch nachgewiesen werden. Man erreichte damit eine Nachweisgrenze vofl&fg 3
aktivem Sauerstoff (entsprechend 0,095 pumol Peroxid/l). Der grol3e Nachteil besteht jedoch
darin, dal3 das eingesetzte Leuko-Methylenblau zunachst unter erheblichem apparativem
Aufwand hergestellt werden muf3, da es aufgrund seiner Oxidationsempfindlichkeit kommer-
ziell nicht erhaltlich ist und in feuchtem Zustand sehr schnell zum Methylenblau oxidiert

wird.

Abbildung 16  Reaktion von Leuko-Methylenblau-Derivaten mit Peroxiden GR=H
Benzoyl', N-Methylcarbamoyif)

Um dieses Problem zu umgehen, stellten 1959 Eiss und Giesecke ein modifiziertes Verfahren
vor, bei dem Benzoyl-Leuko-Methylenblau als Reagenz eingesetzt {fuliese Verbin-

dung ist im Gegensatz zum Leuko-Methylenblau (R = H in Abbildung 16) kommerziell
erhaltlich und wesentlich unempfindlicher gegeniber der Oxidation durch Luftsauerstoff.
Allerdings geht damit auch eine Verringerung der Empfindlichkeit einher. So entwickelten
Auerbach et al. mit diesem Reagenz eine Nachweismethode fur Lipidhydroperoxide und
erreichten damit eine Nachweisgrenze von etwa 1,6 nmol (entsprechend ca. 32 %imol/l).
Auch der Einsatz anders substituierter Leuko-Methylenblau-Derivate fiihrte zu keiner
Steigerung der Empfindlichkeit. Yagi et®3lund Kanazawa et &f.erreichten durch Einsatz

von 10-N-Carbamoylmethylenblau ebenfalls nur eine Nachweisgrenze von etwa 30 pmol/l.
Der Nachweis peroxidischer Verbindungen mit Hilfe anderer Leuko-Farbstoffe, insbesondere
aus der Gruppe der Triphenylmethan-Farbstoffe (z.B. Leuko-Kristallviolett, Leuko-Malachit-
grin oder Leuko-Patent-Blau-Violett), beschrankt sich in der Regel auf die Bestimmung von

Wasserstoffperoxid. Diese Methoden sollen deshalb hier nicht weiter erlautert werden.
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3.3.2 HPLC-Methoden

Die Bestimmung von Lipidhydroperoxiden mit Hilfe der HPLC gliedert sich in die Trennung
an Normal (NP)- bzw. Umkehrphasen (RP) und die anschlieRende Detektion der eluierten
Lipidhydroperoxide.

Hinsichtlich der Trennleistungen gibt es zwischen der NP- und der RP-HPLC grol3e Unter-
schiede. Wahrend an Normalphasen die Trennung isomerer Lipidhydroperoxide mdglich ist,
eignet sich die RP-HPLC besonders zur Trennung der Lipidklassen. Beide Methoden ergan-
zen sich somit. Beschrankungen in der Verwendbarkeit ergeben sich hauptsachlich durch die
Detektion. Aufgrund der unterschiedlichen Lésungsmittel bei der NP- und RP-HPLC gibt es
jeweils sehr unterschiedliche Detektionsmoglichkeiten. Als universelle Methode eignet sich
die UV-Detektion bei 234 nm (fur Lipidhydroperoxide mit konjugierten Doppelbindungen)
bzw. bei 200 nm (fur Lipidhydroperoxide mit einer bzw. mit nicht konjugierten Doppel-
bindungen). Dabei mul3 jedoch die geringe Selektivitat der Methode berticksichtigt werden.
Besonders bei der Messung von Realproben kann es aufgrund vieler anderer, ebenfalls
UV-aktiver Probenbestandteile zu recht komplexen Chromatogrammen kommen. Der Einsatz
von selektiven Detektionsmethoden ist deshalb vorzuziehen. Aufgrund der Eigenschaften der
eingesetzten Losungsmittel stehen bei der RP-HPLC jedoch ungleich mehr solcher Nachweis-
methoden zur Verfigung als bei der NP-HPLC, obwohl diese bezilglich der Trennleistung

Uberlegen ist.

3.3.2.1 Untersuchung von Lipidhydroperoxiden mittels NP-HPLC

Die bei der Oxidation von Fettsauren und Fettsdureestern entstehenden Gemische isomere
Hydroperoxiden lassen sich mit Hilfe der Normalphasen-HPLC auftrennen. Im Gegensatz zur
RP-HPLC fuhren bei solchen Trennsystemen jedoch schon sehr kleine Veranderungen des
Eluenten (z.B. Erh6hung des 2-Propanol-Anteils im Eluenten um 1-2 %) zu grof3en Verande-
rungen in den Chromatogrammen. Auch Fremdeinflisse machen sich sehr stark bemerkbar
So kdnnen Spuren von Wasser im Eluenten oder auf der stationaren Phase die Trennleistun
deutlich verringern. Der Aufbau eines stabilen Trennsystems ist aus diesem Grunde

schwierig. Auch die langen Konditionierungszeiten bei einem Wechsel des Eluenten wirken

sich nachteilig aus.
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In der Literatur wird an Normalphasen nur die Trennung isomerer Hydroperoxyfettsaure-
methylester beschrieben. Die Trennung der entsprechenden S&uren ist hingegen nicht mog-
lich, da sie zu polar sind und auf den ebenfalls sehr polaren Kieselgelphasen zu stark retar-
diert werden. Dies fuhrt letztendlich zu Gbermafig langen Retentionszeiten und zu einem
Verlust der Trennleistung.

Als Losungsmittel werden in der Normalphasen-HPLC in der Regel binare Gemische aus
Hexan oder Heptan mit einem sehr geringen Zusatz von 2-Propanol, Ethanol oder Diethyl-
ether verwendet (maximal 2 %). Daneben kommen aber auch ternare Gemische mit einem
weiteren Zusatz von z.B. Eisessig zur Anwendtify.Eine Trennung von Konfigurations-
isomeren ((2),(E) bzw. (E),(E) ), wie sie bei der Autoxidation entstehen, wurde ebenfalls

beschriebef

Aufgrund der eingesetzten Losungsmittel ist man bei der Wahl geeigneter Detektionssysteme
in der NP-HPLC sehr stark eingeschrankt. Der hohe Hexananteil schlie3t den Einsatz der
meisten Nachsaulenderivatisierungsreagenzien wegen ihrer geringeren Loslichkeit aus. Auch
die Verwendung enzymatischer Nachséaulenderivatisierungssysteme, bei denen z.B. Cyto-
chrom ¢ oder Mikroperoxidase eingesetzt werden, ist nicht ohne weiteres mdglich, da
Enzyme durch organische Ldsungsmittel wie Hexan oder Chloroform denaturiert werden
konnen®® Weiterhin laufen einige Reaktionen nur in protischen Lésungsmitteln ab oder ver-
langen die Anwesenheit von Wasser. Aus diesem Grunde wurden die in der Literatur
beschriebenen Trennungen isomerer Lipidhydroperoxide an Normalphasen fast ausschlie3lich
mit UV-Detektion bei 234 oder 200 nm durchgefuhrt.

Neben der Trennung isomerer Fettsaurehydroperoxide wurde an Normalphasen auch mehr-
fach die Trennung von Phospholipidhydroperoxiden beschrieben. Im Gegensatz zur Umkehr-
phasen-HPLC kodnnen hier Hydroperoxide verschiedener Phospholipidklassen wie z.B.
Phosphatidylethanolamine, Phosphatidylcholine getrennt wétdEme Trennung in die
isomeren Hydroperoxide innerhalb der Phospholipidklassen ist jedoch nicht mdglich. Wegen
der wesentlich héheren Polaritdt der Phospholipide muf3 fir solche Trennungen auf andere
Eluentensysteme zurtickgegriffen werden als bei der Trennung isomerer Hydroperoxy-
fettsduremethylester. So verwendeten Miyazawa et al. ein Gemisch von Methanol, Chloro-
form, 1-Propanol und Wasser als Eluent zur Trennung verschiedener Phospholipidhydro-
peroxide aus Plasma und LDL-Probér? Die Detektion erfolgte bei diesen Analysen durch

Zudosierung einer Losung von Luminol (5-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion) bzw.
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Isoluminol (6-Amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazindion) und Cytochrom c bzw. Mikroperoxi-
dase und anschlielRender Messung der bei Anwesenheit von Hydroperoxiden entstehendel
Chemilumineszenz. Nach Yamamoto et al. ist die Verwendung von Isoluminol aufgrund des
besseren Signal-Rausch-Verhaltnisses dem Einsatz von Luminol vorzuZi&hatigemein

erlaubt die Chemilumineszenzmessung die Bestimmung sehr geringer Hydroperoxid-
konzentrationen. So gaben Miyazawa et al. bei der Verwendung von Cytochrom c eine
absolute Nachweisgrenze von etwa 7 nmol (entsprechend 0,7 pmol/l) fir verschiedene
Phospholipidhydroperoxide an.Neben der hohen Empfindlichkeit hat die Chemilumines-
zenzbestimmung von Lipidhydroperoxiden in der HPLC den weiteren Vorteil, daf3 sie nicht
nur in Zusammenhang mit Normalphasen, sondern auch in der RP-HPLC eingesetzt werden
kann?®

Die Bildung rot gefarbter Eisen-Thiocyanat-Komplexe (vgl. Kapitel 3.3.1) wurde im Zusam-
menhang mit der Trennung von Phospholipiden an Normalphasen ebenfalls als Detektions-
moglichkeit eingesetZY. Die Trennung erfolgte dabei durch Gradientenelution mit Chloro-
form-Methanol. Die mit diesem Reaktionssystem erreichte Nachweisgrenze lag bei etwa
0,2 nmol (entsprechend ca. 0,01 pmol/l).

Akasaka et al. beschrieben 1987 eine fluorimetrische Bestimmungsmethode fiir Lipidhydro-
peroxide® die spater fiir die Nachsaulenderivatisierung in der NP-HPLC weiterentwickelt
wurde?® Die Detektion beruht auf der Oxidation von Diphenyl-1-pyrenylphosphin durch
Hydroperoxide zu dem entsprechenden Phosphinoxid (Abbildung 17). Dieses zeigte in voran-
gegangenen Versuchen im Vergleich zu anderen aromatischen Phosphinoxiden eine seh

starke Fluoreszen??®

nicht fluoreszierend fluoreszierend
Ay =352 nm A, =380 nm

Abbildung 17  Oxidation von Diphenyl-1-pyrenylphosphin zum fluoreszierenden Phosphin-
oxid
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Die Methode hat jedoch den Nachteil, dal3 das Diphenyl-1-pyrenylphosphin zun&chst durch
Umsetzung von Triphenylphospin mit Lithium und 1-Brompyren synthetisiert werderi®huf3.
Dieses Reaktionssystem wurde erfolgreich zur empfindlichen HPLC-Detektion von Tri-
glyceridhydroperoxiden, Phospholipidhydroperoxiden und Cholesterylhydroperoxiden einge-

setzt%192Dje erreichten Nachweisgrenzen lagen jeweils bei etwa 0,1 pmol/l.

3.3.2.2 Untersuchung von Lipidhydroperoxiden mittels RP-HPLC

Im Gegensatz zur Normalphasen-HPLC ist die Trennung isomerer Lipidhydroperoxide an
Umkehrphasen nicht moéglich. Es &Rt sich hier jedoch gut eine Trennung der Lipidklassen
(freie Sauren, Methylester, Mono-, Di-, Triglyceride etc.) durchflihren. Als stationare Phase
kommen fir diese Trennungen sowohl RP-8- als auch RP-18-Materialien zum Einsatz. Als
mobile Phase werden in der Regel Gemische aus Methanol bzw. Acetonitril und Wasser
verwendet. Aus diesem Grunde steht hier eine grof3e Anzahl verschiedener Reaktionen fir die
Nachsaulenderivatisierung zur Verfigung. Diese Detektionssysteme beruhen zum grof3ten
Teil auf den zuvor beschriebenen photometrischen Verfahren, die an die Bedingungen der
HPLC angepal3t wurden. So wurde der von Gupta vorgestellte FOX2-Test 1990 von Wagner
et al. zum selektiven Nachweis von Thymidinhydroperoxiden in der HPLC géfiutzt.
Heinmdller entwickelte daraus ein Verfahren zur HPLC-Bestimmung von linearen
Alkylhydroperoxiden und Lipidhydroperoxiden und erreichte damit Nachweisgrenzen von ca.
2-5 pumol/*

Auf Grundlage der Wurster-Salze wurde von Boddenberg ein Reaktionsdetektor fir Hydro-
peroxide in der RP-HPLC entwickéft! Der Nachweis beruht dabei auf der Bildung eines
roten Radikalkations aus N,N-Dimethylphenylendiamin nach dem in Abbildung 14 beschrie-
benen Mechanismus. Die Nachweisgrenze betrdgt dabei etwa 0,05 pmol/l fir
Wasserstoffperoxid und ca. 1-5 pmol/l fur langerkettige n-Alkylhydroperoxide. Fur Lipid-
hydroperoxide ist die Methode ebenfalls anwendbar (vgl. Kapitel 4.6).

Auch elektrochemische Detektionssysteme wurden erfolgreich in der RP-HPLC eingesetzt.
Funk et al. entwickelten 1980 ein amperometrisches Detektionsverfahren und bestimmten
damit tert.-Butylhydroperoxid, Cumolhydroperoxid und Hydroperoxyfettsauren mit einer

Nachweisgrenze von ca. 0,7 umdfA:°
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Neben diesen Detektionsmdglichkeiten werden in der RP-HPLC bevorzugt Fluoreszenz-
systeme zur Nachsaulenderivatisierung eingesetzt. Lazrus et al. entwickelten 1985 ein Fliel3-
injektionssystem zur Analyse von WasserstoffperdXidie Detektion beruht auf der durch
Meerrettichperoxidase katalysierten Dimerisierung von 4-Hydroxyphenylessigsaure in
Gegenwart von Hydroperoxiden. Das entstandene Dimer (2,2"-Dihydroxy-5,5"-dicarboxy-

methyl-biphenyl) zeigt im Vergleich zum Monomer eine ausgepragte Fluoreszenz.

COOH
HOOC HO

Peroxidase (HRP oder MP-11)
2 4+ ROOH >

OH COOH

OH

Abbildung 18  Oxidation von PES zum fluoreszierenden PES-Dimer unter katalytischer
Aktivitat von Peroxidase

Hellpointner und Gab erweiterten das Verfahren, setzten es in der HPLC-Analytik von Alkyl-
hydroperoxiden ein und erreichten damit eine Nachweisgrenze von ca. 0,07 fied/.
zeigte sich jedoch, dald bei Einsatz von Meerrettichperoxidase die Detektion sekundarer
Hydroperoxide, also auch der Lipidhydroperoxide, nicht méglicht#8E Ursache ist die bei

der Meerrettichperoxidase auftretende Steuerung der Selektivitat durch einen sogenannter
"ligand access channel". Aufgrund sterischer Hinderungen gelangen verzweigte und langer-
kettige Hydroperoxide nicht mehr zum aktiven Zentrum. Im Gegensatz dazu stellt Mikro-
peroxidase keine sterischen Anforderungen an das Substratmolektl. Das aktive Zentrum liegt
hier frei. Mikroperoxidase MP-11 ist ein Haminundecapeptid, das mit Hilfe proteolytischer
Enzyme aus Cytochrom ¢ gewonnen wird (vgl. Abbildung 39, Seite 84). Daneben gibt es
noch weitere Arten von Mikroperoxidasen, z.B. MP-8 oder MP-9, wobei die Ziffern die
Anzahl der Aminosauren im Molekul anzeigen. In der Analytik von Hydroperoxiden werden
diese Mikroperoxidasen jedoch kaum eingesetzt.

Die freie Zuganglichkeit des aktiven Zentrums fir Substratmolekile nutzte Kurth zum
Nachweis lipophiler Alkylhydroperoxide mittels der HPLC atfsHeinméller entwickelte

das Verfahren weiter, vereinfachte es und nutzte es erstmals zur Nachsaulenderivatisierung
von Fettsdurehydroperoxiden in der RP-HP{@ie Nachweisgrenze lag bei 2 pmol/l fiir

Hydroperoxide der Linol- und Linolensaure und deren Methylester.
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3.3.3 GC-(MS)-Methoden

Die Bestimmung von Lipidhydroperoxiden mittels GC bzw. GC-MS wird in der Literatur aus-
fuhrlich beschrieben. Im Vergleich zur Flissigkeitschromatographie werden hier wesentlich
hohere Trennleistungen erreicht, weshalb die GC-Analyse oft zur Analytik isomerer Lipid-
hydroperoxide aus der Autoxidation von Fettsauremethylédtéfibzw. zur Untersuchung

der Enzymspezifitat von Lipoxidasen eingesetzt witdiE“Ein weiteres Anwendungsgebiet

ist die Bestimmung oxidierter Fette in Ol- bzw. Lebensmittelprdfet® In den letzten
Jahren wurden auch zunehmend biologische Proben, wie z.B. Plasmaproben, mittels GC
untersucht”1*®

Nachteilig bei der gaschromatographischen Untersuchung von Lipidhydroperoxiden ist die
relativ geringe thermische Stabilitdt und der hohe Siedepunkt der Verbindungen. So besitzen
Ol-, Linol- und Linolensaure Siedepunkte von 190-230 °C bei 14 *fdrDie
Siedepunkte der polareren Hydroperoxide durften sogar noch etwas dariber liegen, sofern sie
bei diesen hohen Temperaturen stabil sind. Aus diesem Grunde mussen vor einer GC-Analyse
die Hydroperoxide in thermisch stabile, leichter fliichtige Verbindungen Uberfuhrt werden.
Dazu werden haufig die Fettsduren mittels Diazomethan zu den entsprechenden Methylestern
umgesetzt. Bei der Analyse von Fettsaureestern hoheren Molekulargewichtes, wie Triglyce-
riden oder Cholesterylestern, greift man auf die Umesterung mit Trimethylsulfoniumhydroxid
(TMSH) oder Natriummethylat zuriick. Diese Methoden haben den Vorteil, dal3 sie einfach
durchzufuihren sind und gentigend schnell ablaufen. Auch eine Uberfiihrung in die entspre-
chenden Pentafluorbenzylester anstelle der Methylester wurde zur Untersuchung von Lipid-
hydroperoxiden in Gewebeproben eingesg&tzt*2

In einem weiteren Schritt wird in der Regel die Hydroperoxygruppe mit Reduktionsmitteln,
wie z.B. Natriumborhydrid, Triphenylphosphin oder lodid, zur Hydroxygruppe reduziert, um
thermisch stabilere Produkte zu erhalten. Auch die Hydrierung der Hydroperoxyfettsauren mit
Wasserstoff am P# bzw. Pt-Asbest-Katalysator zu den gesattigten Hydroxyfettsauren
wurde beschrieben. Ein weiterer Derivatisierungschritt ist die Uberfiihrung der Hydroxy- oder
Hydroperoxygruppe (falls vorher keine Reduktion bzw. Hydrierung durchgefiihrt wurde) mit
Hilfe verschiedener Silylierungsreagenzien in Trimethylsilylether. Als Silylierungsmittel
werden u.a. Bis(trimethylsilyl)trifluoracetamid (BSTFA), N-Methyl-N-(trimethylsilyl)trifluor-
acetamid (MSTFA) und ein Gemisch aus Trimethylsilylchlorid und Hexamethyldisilazan ein-

gesetzt. Die Methylierung der Hydroxygruppe mittels Methyliodid ist ebenfalls mdgfich.
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Aufgrund der vielen Kombinationsmdglichkeiten der hier beschriebenen Derivatisierungs-
schritte ist eine umfassende Darstellung der in der Literatur beschriebenen Methoden in
diesem Rahmen nicht moglich.

Trotz der aufwendigen Probenvorbereitung scheint die gaschromatographische Analyse iso-
merer Lipidhydroperoxide der Analytik mittels der Normalphasen-HPLC Uberlegen zu sein,
insbesondere auch deshalb, weil hier mit einer massenspektrometrischen Kopplung ein seh
leistungsfahiges Detektionsverfahren zur Verfligung steht.
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4  Ergebnisse und Diskussion
4.1 Synthese von Referenzsubstanzen

Die Verfugbarkeit von Referenzsubstanzen ist bei der chromatographischen Untersuchung
von Probenmaterialien unbedingt erforderlich, um eine eindeutige Identifizierung der Proben-

bestandteile zu gewahrleisten.

4.1.1 Gewinnung von 9-Lipoxidase aus Kartoffeln; Synthese von 9-Hydroperoxyocta-
decadiensaure
Isomerenreine Lipidhydroperoxide lassen sich, wie bereits erlautert, nur Uber eine enzyma-
tische Oxidation der Fettsauren herstellen. So gelangt man mit Hilfe der leicht verfiigbaren
Sojabohnen-Lipoxidase schnell und einfach zu déxHylroperoxyderivaten der Linol- und
Linolensaure. Die zur Synthese anderer isomerer Hydroperoxide notwendigen Lipoxidasen
sind jedoch nicht ohne weiteres kauflich zu erwerben. Es wurde deshalb die Praktikabilitat
einer Enzymisolierung zur Synthese grofRerer Mengen \®Hy#roperoxydecadiensaure
bzw. -triensdure untersucht. In Anlehnung an ein von Reddanna et al. beschriebenes
Verfahred’” wurde versucht, das erforderliche Enzym aus Kartoffeln zu isolieren. Die
Versuche dazu fanden am Institut fur Biochemische Pflanzenpathologie der GSF in Minchen
Sstatt.

4.1.1.1 Enzymisolierung

Gewaschene Kartoffeln (Hansa; 500 g) wurden bei 4 °C mit 1000 ml Pufferldsung
(Phosphatpuffer 100 mmol/l pH 6,3; Natriummetabisulfit 2 mmol/l; Ascorbinsaure 2 mmol/I;
EDTA 1 mmol/l) versetzt und homogenisiert. Nach Filtration des Homogenisates durch zwel
Lagen Leinentuch wurde 20 Minuten bei 10000 g zentrifugiert. Das sedimentierte Pellet
wurde verworfen und die Uberstehende Flissigkeit zur Peptidféallung (Enzymféallung) benutzt.
Dazu wurde die Flussigkeit bis zu einer 15 %-igen Sattigung mit Ammoniumsulfat versetzt
und der pH-Wert der Losung mit verdinnter Ammoniaklosung auf 6,3 eingestellt. Aus-
gefallenes Protein, welches das gewunschte Enzym enthalten sollte, wurde durch

15-miniitiges Zentrifugieren bei 15000 g abgetrennt. Der Uberstand wurde erneut mit Ammo-
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niumsulfat bis zu einer Sattigung von 45 % versetzt und anschlielend eine Stunde gerihrt.
Das ausgefallene Protein wurde durch weiteres 15-minutiges Zentrifugieren bei 15000 g
abgetrennt, das entstandene Protein-Pellet in 60 ml Phosphatpuffer (40 mmol/l; pH 6,3)
suspendiert und die Suspension 24 Stunden gegen 4000 ml Phosphatpuffer (40 mmol/l;
pH 6,3) mit zweimaligem Pufferwechsel dialysiert. Die so gewonnene Enzymlésung wurde

bei -20 °C gelagert. Eine weitere chromatographische Aufreinigung, wie sie Reddanna et al.

vorschlugerf/ erfolgte nicht.

4.1.1.2 Bestimmung des Proteingehaltes und der Enzymaktivitat

Der Proteingehalt wurde nach einer von Bradfordnd Stoscheék* beschriebenen Methode

an einem ELISA-Reader bestimmt.

Fur die Reagenzlésung wurden 70 mg Serva Blau G im Ultraschallbad in 50 ml Ethanol ge-
[6st und mit 100 ml 85 % Phosphorsaure versetzt. Anschliel3end wurden unter Riihren 850 ml
bidest. Wasser hinzugefligt. Die Losung wurde in einer Braunglasflasche im Kuhlschrank
aufbewahrt. Als Proteinstandard diente Rinderserumalbumin. Durch Verdinnen mit Phos-
phatpuffer (40 mmol/l; pH 6,3) wurden drei Protein-Standard-Lésungen mit einem Gehalt von
0,05 mg/ml, 0,1 mg/ml und 0,15 mg/ml hergestellt. Die Probenlésung wurde im Verhéltnis
1:100 und 1:200 verdinnt. Jeweils 10 ul Standard- bzw. Probenlésung wurden auf einer
Mikrotiterplatte (96 Kavitaten) mit je 200 pl der Reagenzldsung versetzt. Die Platte wurde 15
Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert und anschlieBend in einem ELISA-
Reader bei 590 nm vermessen. Sowohl von den Standard- als auch von den Probenldsunge
erfolgte jeweils eine Dreifachbestimmung (fur die 1:100-Verdinnung wurden 9 Werte
gemessen). Die sich ergebenden Mel3werte und die entsprechende Kalibrierkurve sind
nachstehend aufgefuhrt. Dabei kam es bei der Messung der Proben vermutlich aufgrund vor

Matrixeffekten zu einer gréf3eren Streuung der MelRwerte.
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Bezeichnung MeRwerte in AU Konzentration in mg/ml
Standard 1 0,058+ 0,009 0,05
Standard 2 0,131+ 0,002 0,1
Standard 3 0,186+ 0,003 0,15
Probe 1:100 0,174+ 0,030 0,18+ 0,03
Probe 1:200 0,094+ 0,024 0,1Gt 0,03

Tabelle 4 Bestimmung des Proteingehaltes von Lipoxidase aus Kartoffeln
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Abbildung 19  Kalibrierkurve fir die Proteinbestimmung nach Bradford

Nach Einrechnung der Verdinnungsfaktoren ergab sich somit ein mittlerer Proteingehalt von
(14,56+ 0,35) mg Protein/ml.

Der recht hohe Proteingehalt liel3 jedoch noch keine Rickschlisse auf die Peroxidaseaktivitat
zu. Es wurde deshalb zunéchst versucht, die Enzymaktivitdt nach der von Theorell et al.
beschriebenen "low-Ethanol-Methode" zu bestimifér® Dazu wurden in einer Kiivette

1 ml Boratpuffer (0,2 mol/l; pH 9) mit 2 ml Substratlosung (bestehend aus 50 pl Linolsaure,
geldst in 50 ul Ethanol, mit Wasser auf 50 ml aufgeflllt und anschlieend mit 300 ml

Boratpuffer verdiunnt) und 50 pl Enzymlésung versetzt. Der zeitliche Verlauf der Absorption
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bei 234 nm wurde in einem Spektralphotometer gemessen. Eine Aktivitdt war mit dieser
Methode jedoch nicht feststellbar.

In einem zweiten Versuch wurde eine von Shimizu et al. beschriebene Methode zur Aktivi-
tatsbestimmung eingesetZf.Dazu wurden in einer Kiivette 2 ml Phosphatpuffer (0,1 mol/l;
pH 6,3) mit 50 pl der Enzymlosung und 10 pl einer Losung von 10 mmol/l Linolsdure in
Ethanol vermischt. Nach kurzem Rihren wurde der zeitliche Verlauf der Absorption bei
234 nm gemessen (Abbildung 20). Als Leerprobe diente eine Mischung aus 50 pl Enzym-
[6sung und 2,95 ml Puffer.
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Abbildung 20  Bestimmung der Aktivitat von Lipoxidase tber den Anstieg der Extinktion
bei 234 nm bei der Reaktion mit Linolséaure

Aus dem Anstieg der Extinktion bei 234 nm pro Zeiteinheit wurde die Enzymaktivitat nach

folgender Formel berechnet:

Aktivitat= A5 3 1
At 0,001V

Enzymldsug

Gleichung 1

(Aktivitat in Units/ml Enzymldsundit in min; Venzymissundn M1 Unit fiihrt mit Linols&aure als Sub-
strat in 3 ml Reaktionsvolumen zu einer Erhéhung der Extinktion um 0,001 Einheiten pro Minute bei
25°C))

Die Ergebnisse sind in folgender Tabelle zusammengefal3t:
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Probe-Nr. |AEssinrel. |Atin min | AE.s/At |Vol. Enzym- | Aktivitat der Enzymldsung
Einheiten [6sung in ml in Units/ml

1 0,68 1,57 0,43 0,02 21702
2 0,51 1,52 0,34 0,02 16813
3 0,67 1,27 0,53 0,02 26250
4 0,74 2,33 0,32 0,02 15857
5 0,78 1,43 0,54 0,02 27209
6 0,88 1,73 0,51 0,02 25384
7 0,76 1,30 0,58 0,02 29230

Mittelwert 23207+ 5220

Tabelle 5 Bestimmung der Aktivitat von Lipoxidase aus Kartoffeln

Damit ergab sich mit dem zuvor bestimmten Proteingehalt pro ml Losung eine Aktivitat von
(23207+ 5220)/(14,56t 0,35) = 1594 361 Units/mg Protein.

4.1.1.3 Synthese von $-Hydroperoxyoctadeca-1QE),12(Z)-diensaure mit dem isolier-
ten Enzymextrakt

100 mg (0,36 mmol) Linolsaure wurden in 5 ml einer wafirigen 0,01 %-igen Tween 20-
Losung durch Zugabe von 2 ml 1 N NaOH gelést. Nach Verdinnen mit Boratpuffer
(20 mmol/l; pH 9,5) auf 250 ml wurde mit verdunnter Salzsaure auf pH 9,5 angesauert. Die
Losung wurde daraufhin gekihlt und wahrend dieser Zeit durch Einleiten von Sauerstoff mit
Sauerstoff gesattigt. Nach Zugabe von 10 ml des isolierten Enzymextraktes zu der Substrat-
[6sung wurde bei 0 °C weiterhin Sauerstoff durch den Reaktionsansatz geleitet. Der
Versuchsverlauf wurde mit Hilfe der Diinnschichtchromatographie kontrolliert [Hexan/Ethyl-
acetat 80/20; Produkt) = 0,17-0,2].

Der Versuch wurde nach acht Stunden durch Ansduern der Reaktionslésung mit 2 N HCI auf
pH 3 abgebrochen, obwohl zu diesem Zeitpunkt noch keine vollstandige Umsetzung erfolgt
war, wie die spatere NMR-Untersuchung ergab. Die angeséauerte L6sung wurde dreimal mit
100 ml Diethylether extrahiert. Die etherischen Phasen wurden vereinigt, zweimal mit je
75 ml Wasser gewaschen und anschlie3end Uber Natriumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wurde am Rotationsverdampfer entfernt.

Es wurden etwa 90 mg eines Gemisches von Linolsaure &ity@&operoxy-10E),12Z)-

octadecadiensaure erhalten. Der Peroxidgehalt betrug ca. 60 % (NMR-Auswertung).
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4.1.2 Synthese von 18-Hydroperoxy-octadeca-4Z),11(E)-diensdure und 1%-Hydro-
peroxy-octadeca-9Z),11(E),15Z)-triensdure sowie der entsprechenden Methyl-
ester

Zur Synthese der isomerenreinenStydroperoxide von Linol- und Linolensaure und der
entsprechenden Methylester wurde auf haufig verwendete Standardverfahren zurtickgegriffen.
Die Einfuhrung der Hydroperoxygruppe erfolgte durch enzymkatalysierte Oxidation der Fett-
sauren mittels Lipoxidase aus Sojabohifeli*?® Als Produkte wurden dabei die entspre-
chenden 18-Hydroperoxyfettsauren in jeweils mehr als 98 % Ausbeute erhalten. Anschlie-
Rend wurden die BHydroperoxyfettsauren zu den entsprechenden Methylestern nach der
von Schlenk und Gellermann beschriebenen Methode mit Diazomethan als Methylierungs-
mittel umgesetzt?® Die Ausbeuten betrugen hier jeweils ca. 93 %.

Die Charakterisierung der synthetisierten Substanzen erfolgte mittels NMR-Spektroskopie
(vgl. Kap. 4.1.5.2, S. 44 und Kap. 6.5, S. 134).

4.1.3 Synthese von Hydroperoxyfettsauremethylestern durch photosensibilisierte Oxi-
dation

Da die zur Oxidation von Linol- und Linolensaure eingesetzte Lipoxidase aus Sojabohnen nur
Fettsduren mit einem 1,4-Pentadienylsystem umzusetzen vermag, mufdte zur Synthese vol
Hydroperoxiden des Olsauremethylesters ein anderes Verfahren angewandt werden. Die
Autoxidation schied aufgrund der langen Induktionsperiode und der damit verbundenen lan-
gen Reaktionszeit aus (Tabelle 2, S. 8). Als Oxidationsmittel wurde deshalb Singulettsauer-
stoff gewahlt. Damit wurde bei Verwendung von Olsauremethylester ein Isomerengemisch
verschiedener Hydroperoxide erhalten (vgl. 3.1.2). Analog dazu wurden auch die Methylester
von Linol- und Linolensdure mit Singulettsauerstoff zu den entsprechenden Hydroperoxiden
umgesetzt. Die Synthesen erfolgten in einer Bestrahlungsapparatur mit Auf3enkihlung und
einem wassergekihlten Bestrahlungseinsatz. Als Sensibilisator diente Methylenblau.
Nachdem sich gezeigt hatte, da® der Einsatz einer Hg-Hochdrucklampe zur Zersetzung de:s
Sensibilisators und der gebildeten Fettsdurehydroperoxide filvtede als Lichtquelle eine
handelsibliche 12 V-Halogengliihlampe 100AMa(= 500 nm) verwendet.

Zur Synthese wurden 250 mg Fettsauremethylester in 300 ml Methanol gel6st und die Losung
mit 10 - 20 mg Methylenblau versetzt. Nach Abkihlen des Reaktionsgemisches auf 0 °C

wurde unter Durchleiten eines schwachen Sauerstoffstromes bestrahlt. Der Reaktionsverlauf
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wurde mittels Normalphasen-HPLC verfolgt (vgl. Kapitel 4.3). Nach beendeter Reaktionszeit

wurde das Losungsmittel abgezogen und der Rickstand zur Abtrennung der Produkte vom
Reaktionsgemisch auf einer auf 4 °C geklhlten Kieselgelsdule mit Hexan/Ethylacetat 80/20
(v/v) chromatographiert. Die Bestrahlungsdauer und die jeweils erhaltenen Ausbeuten sind in

nachstehender Tabelle zusammengefalit.

Edukt Bestrahlungsdauer in h Hydroperoxid-Ausbeute in %
Olsauremethylester 40 42
Linolsduremethylester 21 70

Linolenséduremethylester 18 31
Tabelle 6 Bestrahlungsdauer und Hydroperoxid-Ausbeuten bei der photosensibili-

sierten Oxidation von Fettsauremethylestern

4.1.4 Synthese isomerenreiner Triglyceridhydroperoxide

Zur Synthese definierter Hydroperoxyfettsdureester hat sich die von Baba et al. beschriebene
Methodé?3* gut bewéhrt, da die einzelnen Schritte leicht durchzufithren sind und kaum
Nebenprodukte auftreten. Ein weiterer Vorteil der Methode ist der modulare Aufbau (vgl.
Abbildung 7). Das bedeutet, dal} man ausgehend von einer an der OOH-Gruppe geschlitzten
Hydroperoxyfettsaure durch einfache Veresterung sowohl zu den entsprechenden Mono-, Di-
bzw. Triglyceriden als auch zu Phospholipiden und Cholesterylestern gelangen kann.
Unabhangig von dem gewinschten Endprodukt sind die Reaktionsbedingungen fir alle
Schritte annahernd gleich.

Bei Hydroperoxyfettsduremethylestern wurde deshalb zunéchst die Hydroperoxy-Gruppe
geschutzt. AnschlieRend wurde der Methylester zu der entsprechenden Fettsédure verseift, die
dann mit Hilfe von Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und einer Alkoholkomponente
(Diglycerid) zu dem Fettsdureester umgesetzt wurde. Im letzten Schritt erfolgte dann die
Abspaltung der Schutzgruppe. Die Einfiihrung einer Schutzgruppe fir die Hydroperoxyfunk-
tion war deshalb notwendig, da es bei der direkten Umsetzung der Hydroperoxide mit den
Veresterungsreagenzien vermutlich zu einer inter- oder intramolekularen Veresterung kommt,
bei der der aktivierte Ester der Saure mit der Hydroperoxygruppe zu einem Peroxyester

(intermolekular) oder zu einem Perlacton (intramolekular) reafjiert.
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4.1.4.1 Synthese von 13-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadeca-&),11(E)-dien-
sauremethylester

In 20 ml trockenem Dichlormethan wurden 373 mg (1,14 mmdhHBroperoxy-octadeca-
9(2),11(E)-diensauremethylester (FHPOD-Methylester) geldst und unter Rihren mit 99
mg (1,37 mmol) 2-Methoxypropen sowie 45,2 mg (0,18 mmol) Pyridinium-4-toluolsulfonat
(PPTS) versetzt. Der Reaktionsverlauf wurde mittels DC verfolgt (8B{OH 97,5/2,5;
Ri(Edukt) = 0,65; RProdukt) = 0,77). Nach drei Stunden wurden dem Reaktionsgemisch
100 mg KHCQ sowie 2 ml CC] zugesetzt. Nach Entfernen des Lésungsmittels am
Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt an einer gekihlten Kieselgelsaule mit
Hexan/Ethylacetat 80/20 als Laufmittel chromatographiert. Die entsprechenden Fraktionen
wurden vereinigt und das Laufmittel im Vakuum abgezogen. Es wurden 380 mg
13S-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecé&29, 11(E)-diensduremethylester  erhalten
(85 % Ausbeute).

4.1.4.2 13S-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadeca-&),11(E)-diensaure

Die Synthese von 1(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecéZ911(E)-diensaure
durch Verseifung des entsprechenden Methylesters kann nach Bab¥ ehteder mit
Lithiumhydroxid in THF/Wasser (Verfahren A) oder enzymkatalysiert mit einer Lipase

(Verfahren B) erfolgen. Beide Verfahren wurden zur Synthese herangezogen.

Verfahren A:

In 25 ml THF wurden 310,5 mg (0,78 mmol) &@-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octa-
deca-92),11(E)-diensduremethylester geldst und mit 16 ml Wasser bis zum Auftreten einer
Trubung versetzt. Zu dieser Losung wurden 15 mg (0,35 mmol) Lithiumhydroxid-Mono-
hydrat gegeben und der Reaktionsverlauf mittels DC verfolgt [Hexan/Ethylacetat 80/20;
Ri(Edukt) = 0,72; RProdukt) = 0,25]. Die Reaktionsdauer betrug ca. 27 Stunden, wobei die
Reaktionsmischung tiber Nacht bei 10 °C stand.

Zur Aufarbeitung wurde die Mischung mit 0,01 molarer Salzsaure auf pH 6,5 eingestellt, mit
50 ml Wasser verdinnt und anschlieend dreimal mit je 200 ml Diethylether ausgeschuttelt.
Die vereinigten etherischen Phasen wurden zweimal mit je 80 ml Wasser gewaschen und tbe!

Natriumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer
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wurden 289,9 mg Rohprodukt (97 % Ausbeute) erhalten, in dem mittels Dunnschicht-

chromatographie noch geringe Mengen des Esters nachweisbar waren.

Verfahren B:

Zur enzymkatalysierten Esterverseifung wurde zu 100 nfg(I1-31ethoxy-1-methylethyl-
peroxy)-octadeca{¥),11(E)-diensduremethylester eine Losung von 55 mg Calciumchlorid-
Dihydrat in 25 ml Phosphatpuffer (10 mmol/l; pH 7,5) gegeben. Die Losung wurde mit 1 ml
Palatase 20000 L-Enzymlosung (NovoNordisk, Bagsvaerd DK, 20000 Units/g) versetzt und
das Reaktionsgemisch bei Raumtemperatur gerthrt. Der Verlauf der Reaktion wurde mittels
DC kontrolliert [Hexan/Ethylacetat 80/20;(Edukt) = 0,73; RProdukt) = 0,24]. Nach been-
digter Reaktion (ca. vier Stunden) wurde der Reaktionsansatz zweimal mit je 20 ml Diethyl-
ether und einmal mit 20 ml Chloroform ausgeschittelt. Die organischen Phasen wurden
vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des Losungsmittels am Rota-

tionsverdampfer wurden 90 mg des gewiinschten Produktes (ca. 93 % Ausbeute) erhalten.

4.1.4.3 Veresterung von 1%-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadeca-&),11(E)-
diensaure mit 1,3-Dilinolein

125 mg (0,2 mmol) 1,3-Dilinolein wurden in 10 ml Tetrachlormethan geldst und im Eisbad
auf 0 °C abgekuhlt. Nacheinander wurden 25 mg (0,21 mmol) (4-Dimethylamino)-pyridin,
78 mg (0,21 mmol) 13(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecé&£9,11(E)-diensaure

und 46 mg (0,23 mmol) Dicyclohexylcarbodiimid, gelést in 5 ml Tetrachlormethan,
hinzugegeben. Der Reaktionsverlauf wurde mittels Dunnschichtchromatographie verfolgt
[Hexan/Ethylacetat 80/20;:(8&aure) = 0,27; RTriglycerid) = 0,72].

Nach drei Stunden wurde der ausgefallene Harnstoff abfiltriert und das Rohprodukt nach Ent-
fernen des L6sungsmittels am Rotationsverdampfer an einer gekihlten Kieselgelsaule mit
Hexan/Ethylacetat 80/20 chromatographiert. Es wurden 150,3 mg (76 % Ausbeute) des

gewunschten Produktes erhalten.
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4.1.4.4 Schutzgruppenabspaltung von geschitztem Triglycerid-Hydroperoxid

147 mg (0,15 mmol) 2-[13(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecéZ9 11(E)-dienoyl]-
1,3-dilinolein wurden unter Zusatz von 0,3 % BHT in 20 ml einer Mischung von THF/Eis-
essig/Wasser (4/2/1) gelost. Der Ansatz wurde in zwei gleiche Teile geteilt, wobei ein Tell
zwolf Stunden bei 4 °C, der andere Teil in der gleichen Zeit bei Raumtemperatur gerthrt
wurde. Der Reaktionsverlauf wurde mittels DC verfolgt (Hexan/Ethylacetat 80/20;
Rq(Edukt) = 0,65; RProdukt) = 0,54). Da nach ca. Sunden in dem bei 4 °C gelagerten
Ansatz ein deutlich langsamerer Reaktionsverlauf zu beobachten war, und in dem bei
Raumtemperatur gehaltenen Teil keine zusétzlichen Veranderungen erkennbar waren, wurder
beide Teile vereinigt und weitere 60 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. AnschlieRend
wurde das Reaktionsgemisch mit 30 ml Wasser verdinnt und das THF am Rotations-
verdampfer entfernt. Die erhaltene waRrige Phase wurde mit Kaliumhydrogencarbonat
neutralisiert und dreimal mit je 150 ml Diethylether ausgeschuttelt. Nach Waschen der
vereinigten organischen Phasen mit je zweimal 80 ml Wasser wurde uber Natriumsulfat
getrocknet. Das Ldsungsmittel wurde im Vakuum entfernt, und es wurden 119 mg

(88 % Ausbeute) des gewiinschten Produktes erhalten.
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4.1.5 Charakterisierung der synthetisierten Verbindungen

4.1.5.1 Massenspektroskopie

Die mittels Direkteinlald und Elektronensto3ionisation (EI) gewonnenen Massenspektren der
synthetisierten Verbindungen besal3en im allgemeinen nur wenig Aussagekraft. Bei allen
Verbindungen trat eine starke Fragmentierung der Fettsaurekette auf, die auf komplizierte
Umlagerungsmechanismen schlie3en lie3. Typische Signale fiir solche Fragmentierungen
lagen bei m/z = 41, 43, 55, 57, 67, 69, 81, 83 und 95. Daneben konnten fast immer Signale
beobachtet werden, die aus der Abspaltung von Wasser und der Hydroperoxygruppe resultie-
ren. Aufgrund des geringen Informationsgehaltes wurden nur die Massenspektren einiger

weniger Substanzen ausgewertet:

Verbindung m/z | rel. Intensitat in %, bezogen auf | Zuordnung
das hdchste Signal

Hydroperoxide des Olsaure- | 310 ca. 3 [M-H,0]"
methylesters (Isomerengemisch95 36,5 [M-HO,]"

95 50,7 [C/H1]"

83 57,8 [CeH1a]"

81 60,9 [CeHol

69 60,7 [CsHgl"

67 59,3 [CsHA"

57 66,0 [C4Hq]*

55 90,0 [C4H7]"

43 84,1 [CsH7]"

41 100,0 [CaHg]"
Hydroperoxide des Linolsdure: 308 4,0 [M-H,0]"
methylesters (Isomerengemis¢h293 21,8 [M-HO,]"

95 37,1 [CH1]"

83 27,8 [CeH1q"

81 52,8 [CeHo]

69 44,0 [CsHo]

67 69,1 [CsH/"

57 41,3 [C4Ho"

55 96,4 [C4H7"

43 65,8 [CsH;]" oder [CHCOJ

41 100,0 [CaHs]"
Hydroperoxide des Linolen- | 306 4,4 [M-H,0]"
sauremethylesters (Isomeren-| 291 14,8 [M-HO,]"
gemisch) 95 30,3 [C/H1q]"

83 21,9 [CeH1a]"

81 50,5 [CeHg]"

69 43,6 [CsHg]*

67 61,9 [CsHA]"

57 61,6 [C4Hg]"

55 78,1 [C4H7]"

43 44,3 [C3H;]" oder [CHCOJ

41 100,0 [CsHs]”
Tabelle 7 Auswertung der ElI-Massenspektren von Hydroperoxiden einiger Fettsaure-

methylester aus der Oxidation mit Singulettsauerstoff
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Verbindung m/z | rel. Intensitat in %, bezogen auf | Zuordnung
das hdchste Signal

13S-Hydroperoxyoctadeca - 279 3,2 [M-HO,]*
9(2),11(E)-diensaure 95 11,3 [CH1]"

83 13,4 [CeH1q"

81 18,9 [CeHg”

67 34,1 [CsHA]"

55 52,2 [C4HA]"

43 83,0 [CsH;]" oder [CHCOJ

41 100,0 [CaHs]"
13S-Hydroperoxyoctadeca - 293 10,9 [M-HO,]"
9(2),11(E)-diensauremethylester 95 35,4 [CH1q]"

83 17,9 [CeH1a]"

81 59,2 [CeHg]”

67 77,5 [CsHA]"

55 73,9 [C4H7"

43 87,9 [CsH7]" oder [CHCO]"

41 100,0 [CsHs]”
13S(1-Methoxy-1-methylethyl- 293 13,7 [M- (OOC(CHs),OCHg*
peroxy)-octadeca {9),11(E)- 81 24,3 [CeHgl"
diensauremethylester 73 100,0 [(CH3),C-OCH,]" aus der

Schutzguppe

67 32,1 [CsHA]"

55 31,2 [C4HA]"

43 62,9 [CsH;]" oder [CHCOJ

41 38,2 [CaHs]"
13S(1-Methoxy-1-methylethyl-| 279 4,6 [M- (OOC(CHs),OCHg]*
peroxy)-octadeca {2),11(E)- 81 18,3 [CeHg”
diensaure 73 100,0 [(CH5),C-OCH;]" aus der

Schutzgruppe

67 26,57 [CsH/*

55 27,5 [C4HA"

43 80,3 [CsH;]" oder [CHCOJ

41 38,7 [CsHs]”

Tabelle 8

diensaure und abgeleiteter Derivate

Auswertung der ElI-Massenspektren der 13S-Hydroperoxyoctadeca-9(Z),11(E)-




44 4 Ergebnisse undobiskuss

4.1.5.2 NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie erwies sich in dieser Arbeit als eine zur Produktidentifizierung und
zur Reaktionskontrolle besonders geeignete Methode, da strukturelle Anderungen wéhrend
der einzelnen Syntheseschritte mit einer deutlichen Anderung der NMR-Spektren einher-
gingen. Die zur Strukturanalyse bendtigten Informationen lieRen sich aus den tieffeldverscho-
benen Resonzen b&i> 2,5 ppm im'H-NMR und & > 45 ppm im**C-NMR entnehmen.

Diese Resonanzen konnten fast alle eindeutig den entsprechenden Strukturelementen (H- und
C-Atome an den Doppelbindungen, den Schutzgruppen und den Positionen der Hydroperoxy-
gruppen) zugeordnet werden. In den Bereicher 2,5 ppm bzwd < 45 ppm, in denen
jeweils die Resonanzen der Methyl- und Methylengruppen der Fettsadurekette liegen, gelang
eine eindeutige Zuordnung jedoch nicht. Die NMR-Spektren zeigten in diesem Bereich eine
Vielzahl sehr eng beieinanderliegender Signale, die sich besonders im Fallé-NBR-
Spektren zu breiten Multipletts Uberlagerten. Lediglich die Methylgruppen konnten hier
aufgrund ihrer scharfen Resonanzen noch relativ leicht identifiziert werden.

Bei den NMR-Spektren der durch Oxidation mit Singulettsauerstoff gewonnenen Hydroper-
oxyfettsauremethylester war die genaue Zuordnung schwierig. Aufgrund des bei der Oxida-
tion entstandenen Isomerengemisches kam es gerade ifHeldMR-Spektren zu einer
Uberlagerung der Resonanzen, so daR die eindeutige Zuordnung der Signale zu einem
bestimmten Isomer nicht mdglich war, zumal nicht alle Signale aufgeltst werden konnten.
Dennoch konnte aus der Zahl der Signale bei edbva 88 ppm (C-OOR) und = 130 ppm
(-C=C") in den®™*C-NMR-Spektren auf die Anzahl der vorhandenen isomeren Hydroperoxide
geschlossen werden, was auch durch HPLC-Untersuchungen bestétigt wurde.

Da in friheren Arbeiten eine genauere Analyse der Spektren erfolgte, seien im folgenden die

Ergebnisse nur tabellarisch aufgefitir®
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Strukturelement BC{'H} &[ppm] Strukturelement | *H & [ppm]

CH3-CHy- 14,19 CH-CH,- 0,89 - 0,93

13x -CH,- 22,78 - 34,21 (22 Signale) 13 % -CH,- 1,30 - 2,40

-CH=CH- 128,69 129,04 136,68 137,12| _-CH=CH 5,30 - 5,82

-CH-OOH 87,10 CH-OQH 7,81 7,87

-COOCH, 174,43 -COOCH 3,69 3,70

-COOCH; 51,57

Tabelle 9 Auswertung der NMR-Spektren von Hydroperoxiden des Olsauremethyl-

esters aus der Oxidation mit Singulettsauerstoff (vgl. 6.5.2)

Strukturelement BC{'H} & [ppm] Strukturelement | *H & [ppm]
CHs-CH,- 14,10 14,13 14,21 14,32 _68H, 0,87-1,01
11 x -CH,- 22,63 - 34,82 (19 Signale) 11 x -CH,- 1,24 -2,35
-CH=CH- 124,09 124,23 127,59 127,75 |-CH=CH 5,33 - 6,64
128,00 128,26 130,04 130,14
131,31 131,49 132,49 132,66
133,93 134,21 136,84 137,12
-CH-OOH 86,56 86,83 86,88 -CH-OOH 4,33 - 4,42
-CH-OOH 791 7,94 7,98
-COOCH; 51,56 -COOCH 3,66
-COOCH; 174,43 174,51
Tabelle 10 Auswertung der NMR-Spektren von Hydroperoxiden des Linolsauremethyl-

esters aus der Oxidation mit Singulettsauerstoff (vgl. 6.5.3)

Strukturelement BC{*™H} & [ppm] Strukturelement | *H & [ppm]
CHs-CH,- 14,20 14,27 14,32 _GHCH,- 0,95 - 1,06
9 x -CH,- 25,05 - 34,23 (19 Signale) 9 x -CH,- 1,22-2,35
-CH=CH- 123,32 123,97 124,49 126,47 |-CH=CH 5,33 - 6,64

127,04 127,10 127,60 127,71

129,71 129,78 130,07 130,18

130,60 130,72 131,01 131,70

131,75 131,88 131,95 132,70

134,12 134,44 135,78 136,92
-CH-OOH 86,98 86,76 86,29 -CH-OOH 4,35 - 4,47

-CH-OOH 7,30 7,93 7,96 8,00

-COOCH; 51,58 -COOCH 3,70
-COOCH; 174,45 174,53
Tabelle 11 Auswertung der NMR-Spektren von Hydroperoxiden des Linolensaure-

methylesters aus der Oxidation mit Singulettsauerstoff (vgl. 6.5.4)
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Im Gegensatz zur Oxidation mit Singulettsauerstoff wurden bei der enzymkatalysierten Oxi-
dation isomerenreine Verbindungen erhalten, bei denen eine genauere Analyse der NMR-

Spektren mdglich war. Die Strukturformeln dieser Verbindungen sind in Abbildung 21 darge-
stellt.

HOO H O

9S Hydroperoxy-octadeca-1B),12(Z)-diensaur€l)
R,00Q H 0
H3?WWOR1 (I, 1V, VI, Vi)
R,00 H e}
RR=H R,=H 13S Hydroperoxy-octadecaf8),11(E)-diensaurgll)

13S Hydroperoxy-octadecaf8),11(E),15Z)-trienséaurlIl)
R,= -CH;R,=H 13S-Hydroperoxy-octadecaf8),11(E)-diensduremethylestéiVv)
19

13S Hydroperoxy-octadecaf8),11(E),152)-triensduremethylestéY)
21

CH,
R, = -l(él—g R,=—3 02%H3 13S-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecéz9 11(E)-diensduremethylestéyl)
CH,
22
21
CH,
RR=H R, :%ﬁOZC?)H3 13S(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecé29 11(E)-diensaurgVIl)
CH,

22

Abbildung 21 Strukturen synthetisierter Linol- und Linolenséaurederivate (Legende zu
Tabelle 12 und Tabelle 13)

Die entsprechendetH-NMR- und **C-NMR-Signale dieser Verbindungen sind in nachste-
henden Tabellen aufgefihrt.



I Il 11 v Y, \ Wl
Protonen an C-X (Anzahl)
C-2 (2 H) 2,33 ppm (1) 2,37 ppm (1) 2,34 ppm (1) 2,29 ppm (1) 2,29 ppm (t) 2,33 ppm (1) 2,37 ppm (1)
J.3=7,3Hz J.s=7,5Hz J.3=7,5Hz J.s=7,5Hz J.s=7,5Hz J.s=7,5Hz J.3=7,5Hz
C-3(2H) — — 15-1,65ppm(m) — 15-1,7ppm(m) — —
C-3,8(4H) 15-1,75ppm (m) — — — — — —
C-3,14 — 15-1,75ppm (m) — 15-1,75ppm (m) — 15-1,75ppm(m) 1,5-1,7 ppm|im
(4H)
C-4,5,6,7 (8 H) — — 1,15-1,45 ppm (m) — 1,1-1,5 ppm (M — —
C-4,5,6,7,15,16 ,17 (14 H) 1,30 ppm (m) 1,23 ppm (m) — 1,30 ppm (m) 1,29 ppm (m 1,34 ppm (m) 1,35 ppm (m)
C-8 (2 H) — 2,15 ppm (dt) 2,17 ppm (dt) 2,18 ppm (dt) 2,17 ppm (dt) 2,10 ppm (dt) 2,22 ppm (dt)
Y=k 1,2Hz | Jre=do=7 HZ Jrg=J =7 Hz Jrg=J =7 Hz Y=k =69 HZ | Js=%.0=6,9 Hz
C-9(1H) 4,36 ppm (dt) 5,50 ppm (dt) 5,41 ppm (dt) 5,48 ppm (dt) 5,42 ppm (dt) 5,47 ppm (dt) 5,49 ppm (dt)
J.=Xac7 Hz Js.o=7,2 Hz; Js.o=7,6 Hz; Js.o=7,6 Hz; Js.o=7,6 Hz; J5.9=6,9 Hz; Js5.9=6,9 Hz;
J1=11 Hz J1~10,8 Hz J1~10,8 Hz J1=10,7 Hz J1~10,8 Hz J1=11,1 Hz

C-9, 15, 16 (3 H)

5,3-5,5 ppm (m)

5,2-5,55 ppm (n

n —

C-10(1 H) 5,56 ppm (dd) 6,00 ppm (dd) 5,99 ppm (dd) 6,00 ppm (dd) 5,99 ppm (dd) 6,02 ppm (dd) 6,02 ppm (dd)
178 Hz; Jo17dh01F11 HZ | Jacdo1=11 HZ | Joacdioa=11 HZ | Jacdoa1r11,1 HZ| Jo.1mdi01=10,2 HZ| Jo.17d10.1711,1 HZ
J10_11:15 Hz

C-11 (1 H) 6,55 ppm (dd) 6,58 ppm (dd) 6,57 ppm (dd) 6,53 ppm (dd) 6,56 ppm (dd) 6,51 ppm (dd) 6,51 ppm (dd)
\]10_11=15 Hz; \]10_11=11 Hz; \]10_11=11,1 Hz; \]10_11=11,1 Hz; \]10_11=11,1 Hz; \]10_11=11,1 Hz; \]10_11=11,1 Hz;
Ji1.1=11 Hz J11_12:15,3 Hz J11_12:15,2 Hz J11_12:14,2 Hz J11_12:15,2 Hz J11_12:15,2 Hz J11_12:15,2 Hz

C-12 (1 H) 5,99 ppm (dd) 5,61 ppm (dd) 5,58 ppm (dd) 5,56 ppm (dd) 5,57 ppm (dd) 5,62 ppm (dd) 5,64 ppm (dd)
\]11_12:\]12_13:11 Hz \]11_12:15,3 HZ, \]11_12:15,2 HZ, \]11_12:15,2 HZ, \]11_12:15,3 HZ, \]11_12:15,2 HZ, \]11_12:15,3 HZ,

J12_13:7,5 Hz J12_13:8 Hz J12_13:8,2 Hz J12_13:7,8 Hz J12_13:7,4 Hz J12_13:7,4 Hz

C-13(1 H) 5,45 ppm (dt) 4,33 ppm (dt) 4,42 ppm (dt) 4,39 ppm (dt) 4,41 ppm (dt) 4,45 ppm (dt) 4,46 ppm (dt)
121711 Hz; Ji2.17dh3147,5 HZ | 12,1578 Hz; J2.157h31478,2 Hz | J12.157,8 Hz; Jo157h314=7,4 HZ| D215 d13.14=7,4 HZ
Hza~7,5 Hz Ji3.146,7 Hz Ji3.146,7 Hz

C-14 (2 H) 2,18 ppm (dt) — 2,0-2,2 ppm (m) — 2,1-2,3 ppm (m) — —
Jiza47daa57,3 HZ

C-18 (3H) 0,88 ppm (t) 0,92 ppm (1) 0,95 ppm () 0,87 ppm () 0,94 ppm () 0,82 ppm (1) 0,91 ppm ()
7157 Hz J17.16=6,9 Hz h7.157,5 Hz J17.15=6,6 Hz h7.157,5 Hz J17.15=6,8 Hz J17.16=6,7 Hz

C-19 (3 H) — — — 3,66 ppm (S) 3,65 ppm (S) 3,70 ppm (S) —

C-21, 22 (6 H) — — — — — 1,41 ppm (S) 1,41 ppm (s)

C-23 (3 H) — — — — — 3,32 ppm (S) 3,33 ppm (S)

Tabelle 12 'H-NMR-Daten verschiedener Linol- und Linolensaurederivate (vgl. Abbildung 21 und Kapitel 6.5.1 und 6.5.5 bis 6.5.10)

uoISSNYSI pun assiugabig
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[ I M WV, V VI Vil
0 [ppm] 0 [ppm] S [ppm] 0 [ppm] 0 [ppm] S [ppm] 0 [ppm]
Cc-1 179,47 179,29 179,76 174,34 174,38 174,18 179,64
C-2 33,83 33,01 33,85 33,94 33,93 34,06 33,97
C-3 24,47 24,61 24,47 24,73 24,72 24,91 24,63
C-4,5,6 — — 29,21, — 29,21, — —
28,82, 28,78 28,90, 28,86
C-7 — — 30,46 — 30,46 — —
c-8 — — 27,56 — 27,55 — —
C-4, 5, 6, 7,| 25,01-33,87| 32,55 — 32,40 — 33,09 33,08
8, 14, 15, 14 (Signale 31,72 31,61 31,88 31,76
sind nicht | 29,35 29,25 29,52 29,49
eindeutig | 28,93 28,91 29,09 29,05 (2 Sig
zuzuordnen) 28,91 28,88 29,07 nale)
28,86 28,76 29,00 28,96
27,67 27,57 27,72 27,69
24,92 24,85 25,06 25,05
C-9, 10, 11,| — 133,71 — 133,72 — 132,86 132,89
12 131,32 131,19 132,67 132,65
129,83 129,86 128,02 128,03
127,64 127,44 127,87 127,87
Cc-9 86,61 — — — — — —
C-10, 11, |134,01 — — — — — —
12,13 130,98
129,96
127,27
C-14 — — 28,74 — 28,73 — —
c-9, 10, 11,| — — 134,23 — 134,16 — —
12, 15, 16 133,92 133,88
130,21 130,31
130,02 129,50
127,40 127,40
122,95 123,00
C-13 — 86,70 86,07 86,66 86,03 84,62 84,62
C-17 22,39 22,46 20,56 22,37 20,55 22,49 22,48
C-18 13,89 13,93 13,96 13,88 13,96 13,97 13,96
C-19 — — — 51,38 51,39 51,35 —
C-20 — — — — — 104,54 104,57
C-21, 22 — — — — — 22,84 22,82
23,04 23,01
C-23 — — — — — 49,23 49,21
Tabelle 13 13C-NMR-Daten verschiedener Linol- und Linolensaurederivate

(vgl. Abbildung 21 und Kapitel 6.5.1 und 6.5.5 bis 6.5.10)

Bei der Auswertung der NMR-Spektren der Triglyceride bereitete besonders die Zuordnung
der'H-Resonanzen Schwierigkeiten, da es aufgrund der groRen Anzahl &hnlicher Protonen zu
breiten Signalen kam, die sich teilweise auch tberlagerten. Eine genaue Zuordnung und auch
eine Bestimmung von Kopplungskonstanten war deshalb kaum maoglich. Lediglich einige cha-
rakteristische Resonanzen konnten eindeutig bestimmten Strukturelementen zugeordnet wer-
den (vgl. Abbildung 22 und Tabelle 14, 15 auf den folgenden Seiten).
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24
CH,
R, = = OCH, 2-(135(1-Methoxy-1-methyl-ethylperoxy)-octadeca-
CH 25 9(2),11(E)-dienséaure)-1,3-dilinoleif\v111)
3
23

R,=H 2-(13SHydroperoxy-octadecaf8),11(E)-diensaure)-1,3-dilinoleifiX)

Abbildung 22  Strukturen synthetisierter Trilinolein-Derivate (Legende zu Tabelle 14 und

Tabelle 15)
VIl d[ppm] IX  &[ppm]
C-1, C-1" 173,17 172,74 173,22 172,83
C-2,C-2 34,15 34,01 34,22 34,03

C-3,4,5,6,7,8,14,15,16,23,24 |31,78 31,51 29,67 29,59 —
C-3',4,5,6,7,8,14°,15,16 [29,33 29,15 29,10 29,07
29,02 27,19 25,07 24,83
C-3,4,5,6,7,8,14,15,16 — 31,74 31,52 30,33 29,60
C-3,4'5,6,7,8,14 15,16 29,41 29,33 29,16 29,10
29,08 29,02 28,96 28,92
27,19 25,64 24,96 24,84

C-9,10,11,12 132,92 132,59 128,08 127,83 133,69 131,38 127,64 1p5,49

C-9, 107, 12,13 130,21 129,98 127,90 130,22 130,00 129,85 128,09
(8 C-Atome) 127,91 (8 C-Atome)

C-11" 25,63 25,64

C-17,23,24; C-17" 23,04 2285 22,54 22,50 —

C-17, C-17’ — 22,55 22,48

C-19, 21 68,95 68,98

C-20 62,08 62,09

C-18 13,98 14,01 13,96 14,02

C-18

C-22 104,54 —

C-13 84,60 86,70

C-25 49,23 —

Tabelle 14 ¥C-NMR-Daten verschiedener Trilinolein-Derivate (vgl. Abbildung 22 und
Kapitel 6.5.11 und 6.5.12)
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Substanz VI IX
Protonen an C-X (Anzahl)
C-3,4,5,6,7,14,15,16,17 1,2-1,8 ppm (M) 1,2-1,8 ppm (m)
C-2,3,4",5,6°,7,15,16",17" (54 H
Cc-2,8 2,0- 2,5 ppm (m) 2,1-2,5 ppm (m)
C-27,8",11",14" (12 H)
C-9(1H) — 5,52 ppm (dt)
Js.=6,8 Hz; d.1,~11,1 Hz

C-20 — 5,3-5,4 ppm (br m)
C-97,10,12,13" (9 H)
C9,20 5,3-5,5 ppm (br m) —
C-97,10,12",13" (11 H)
C-10(1 H) 6,04 ppm (dd) 6,05 ppm (dd)

Jo-17d04711 HZ Jo.17d04711,1 HZ
C-11 (1 H) 6,55 ppm (dd) 6,61 ppm (dd)

Jio1=11 Hz; 31,715 Hz Jio1=11,1 Hz; 3,.17~15,2 Hz
C-12 (1 H) 5,65 ppm (dd) 5,62 ppm (dd)

J11.1715 HZ; do4577 Hz J11.1715,2 HZ; §p157,1 HZ
C-13(1 H) 4,41 ppm (dt) 4,42 ppm (dt)

Jio.157di3.14=7 HZ Jio.157d314=7,4 HZ
C-18, C-18" (9 H) 0,86-0,94 ppm (m) 0,85 - 0,96 ppm (M)
C-19,21 (4 H) 4,18 ppm (m), 4,33 ppm (m) 4,19, 4,34 ppm (m)
C-23, 24 (6 H) 1,41 ppm (S) —
C-25 (3 H) 3,33 ppm (s) —

Tabelle 15 'H-NMR-Daten verschiedener Trilinolein-Derivate (vgl. Abbildung 22 und
Kapitel 6.5.11 und 6.5.12)

4.1.6 Diskussion der Ergebnisse

Zur Synthese isomerenreiner Hydroperoxyfettsauren hat sich die Oxidation mehrfach unge-
sattigter Fettsauren mit Lipoxidase aus Sojabohnen gut bewahrt. Auf diese Weise lassen sich
in relativ kurzer Zeit grof3e Mengen der SIidydroperoxyverbindungen von Linol- und
Linolensaure synthetisieren. Analog zu Scheller &t®onnten bei Durchfilhrung der Reak-

tion bei pH 10 keine anderen Isomere nachgewiesen werden. Die Synthese der entsprechen-
den $-Hydroperoxy-octadeca-18B),12Z)-diensdure verlief dagegen nicht zufriedenstellend.
Zwar gelang die Enzymisolierung und eine erste Aufreinigung durch Dialyse ohne Probleme,
die Enzymaktivitat reichte jedoch mit 1584361 Units/mg Protein (im Vergleich zu 100000
Units/mg bei der ebenfalls verwendeten Sojalipoxidase Typ I-B) bei weitem nicht aus, eine
hinreichend grol3e Menge Produkt zu isolieren. Eine weitere chromatographische Aufreini-
gung der Proteinlésung im Anschluf3 an die Dialyse wére somit von Vorteil gewesen. Galliard

und Phillip$® sowie und Reddana et Zlbeschreiben nach einer solchen Reinigung eine
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Aktivitatssteigerung um das Sechs- bis Zehnfache der Aktivitat des Rohextraktes.
Gleichzeitig war damit jedoch auch jeweils eine Verringerung der Proteingesamtmenge um
bis zu 95 % verbunden, wodurch letztlich die absolute Menge des gewonnenen Enzyms stark
abnahm. Aufgrund der langwierigen Isolierungsprozedur und der danach benétigten
Aufreinigung stellte sich das Verfahren als nicht effizient heraus, zumal das Enzym nach der
Reaktion nicht wiedergewonnen werden konnte. Ein Ausweg ware hier eine Immobilisierung
gewesen, wie sie verschiedene Arbeitsgruppen beschréfbgn.

Die Synthese definierter Hydroperoxyverbindungen von Trilinolein bereitete keine Schwie-
rigkeiten. Die Einfihrung einer Schutzgruppe erfolgte nach dem von Baba et al. beschrie-
benen Verfahref?** Abweichend von friiheren Versucli&murde die daran anschlieBende
Verseifung von 1S-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecé£9 11(E)-diensauremethyl-

ester zu der entsprechenden Saure mit einem deutlichen Unterschul3 an LiOH in einem THF-
Wasser-Gemisch durchgefiihrt. Die Bildung einer Carbonylverbindung als Nebenprodukt
konnte so vermieden werden. Als alternative und aufgrund der kirzeren Reaktionszeit auch
schonendere Methode wurde die Verseifung zuséatzlich auch enzymkatalysiert durchgefuhrt.
Bei der dazu eingesetzten Palatase 20000 L handelt es sich um eine gereinigte 1,3-spezifisch
Lipase ausRhizomucor mieheiDas Enzym hat ein Aktivititsmaximum bei einem pH-Wert
von 7,5 und einer Temperatur von 40 °C. Mit Hilfe dieses Enzyms konnte bei annéhernd
gleicher Substratmenge die Reaktionszeit zur Esterverseifung in etwa halbiert werden. Bei der
NMR-spektroskopischen Untersuchung der auf chemischem und enzymatischem Wege
hergestellten 13 (1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadecéZ911(E)-diensaure waren
keine Unterschiede zwischen den Produkten nachweisbar.

Zur Charakterisierung der synthetisierten Substanzen hat sich die NMR-Spektroskopie, insbe-
sondere di¢’C-NMR-Spektroskopie, als besonders geeignet herausgestellt. Lediglich bei sehr
groRen Molekilen war die Zuordnung einzelner Signale schwierig, die Resonanzen der bei
den Synthesen betroffenen C-Atome konnten jedoch in allen Fallen gut erkannt werden. Die
massenspektrometrische Untersuchung der Verbindungen durch Direkteinlald und ohne vorhe-
rige Derivatisierung erwies sich fur eine genauere Charakterisierung hingegen als ungeeignet
da sich die erhaltenen Spektren zu sehr &hnelten und sich auch keine eindeutigen Beziehunge
zwischen den Signalen und der Molekdlstruktur finden lie3en. Nur in wenigen Féllen konnten
die [M-H,O]" bzw. die [M-OOH]-Signale als "quasi-Molekiilionen" beobachtet werden.
Weitere Aussagen, insbesondere zur Lage der Doppelbindungen und deren relativer Stellung

zueinander, konnten nicht getroffen werden.
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4.2 Vergleich verschiedener photometrischer Methoden zur Gehaltsbestimmung von
Lipidhydroperoxiden

4.2.1 Voriberlegungen und Vorversuche

Da in der Literatur zur Bestimmung des Gesamtgehaltes von Lipidhydroperoxiden viele
photometrische Methoden beschrieben werden (vgl. Kapitel 3.3.1), wurden einige dieser Test-
methoden (TBA-Test, Messung def-Absorption, FOX2-Test) miteinander verglichen.
Zusatzlich wurde auf Grundlage der N,N’-substituierten Phenylendiamine eine weitere
photometrische Bestimmungsmethode entwickelt. Diese Verbindungen reagieren, wie in
Kapitel 3.3.1 bereits dargestellt, in Anwesenheit von Hydroperoxiden zu farbigen Radikal-
Kationen, den Semichinondiiminen (Wurster'sche Salze). Im weiteren Verlauf kdnnen diese
jedoch zu entsprechenden Chinondiiminen oxidiert werden (Abbildung 23). Im Gegensatz zu
den radikalischen Semichinondiiminen besitzen sowohl die Phenylendiamine als auch die

Chinondiimine keine Absorptionsmaxima im sichtbaren Ber&fth.

+ 2+
Phenylendiamin Semichinondiimin Chinondiimin
(Radikalkation)

Abbildung 23  Oxidation substituierter Phenylendiamine zu Semichinondiiminen und
Chinondiiminen®®

Nach Michaelis und Hit?* synproportionieren Phenylendiamin und Chinondiimin zu dem
entsprechenden Semichinondiimin. Um einen Nachweis von Hydroperoxiden auf Grundlage
der Wurster'schen Salze durchfuhren zu kénnen, mufd daher in der Reagenzlésung ein genu-
gend grof3er Anteil an Phenylendiamin vorhanden sein, damit nach Zugabe des Analyten alle
drei Oxidationsstufen nebeneinander vorliegen. Ein Entfarben der Reaktionsldsung, wie es in
Vorversuchen mit einer N,N-Dimethylphenylendiamin-Lésung geringer Konzentration und
einer grol3eren Menge Wasserstoffperoxid nach einiger Zeit beobachtet werden konnte, kann

bei hohen Konzentrationen von Phenylendiamin zunachst verhindert werden. Es wurde des-
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halb mit konzentrierten LOsungen von N,N-Dimethylphenylendiamin (DMPD) und
N,N,N',N'-Tetramethylphenylendiamin (TMPD) in Methanol gearbeitet (jeweils 5 mmol/l).
Damit ergab sich in den einzelnen Testreihen selbst bei Hydroperoxidkonzentrationen von
100 pmol/l ein 50-facher UberschuR des Reagenzes.

In einem weiteren Versuch wurden zwef Fealtige Lésungen von DMPD und TMPD glei-
cher Konzentration mit jeweils der gleichen Menge tert.-Butylhydroperoxid versetzt. Nach ca.

20 Minuten wurde von beiden Lésungen ein Absorptionsspektrum aufgenommen.

2 4 —— N,N,N",N"-Tetramethylphenylendiamin
| - N,N,-Dimethylphenylendiamin

Extinktion

0 -\</ T T T T T T \~\-77\7;7f’7\ = T T T 1
400 425 450 475 500 525 550 575 600 625 650 675 700 725 750 775 800

Wellenlange in nm

Abbildung 24  Absorptionsspektren im sichtbaren Bereich einer Losung von DMPD und
TMPD (jeweils 2,5 mmol/l) in Anwesenheit von je 0,25 mmol/l Ammonium-
eisen(ll)-sulfat nach Zusatz jeweils gleicher Mengen tert.-Butylhydro-
peroxid

Die ahnlichen Strukturen von DMPD und von TMPD spiegelten sich auch in den entspre-

chenden UV/VIS-Spektren wider. Beide Verbindungen zeigten jeweils zwei um 40 - 50 nm

auseinanderliegende Absorptionsmaxima. Fur TMPD ergaben sich diese Maxima bei
564 und 613 nm. Das DMPD hatte Absorptionsmaxima bei 518 und 557 nm. Weiterhin zeigte
sich bei diesem Versuch, dal3 der molare Extinktionskoeffizient des TMPD-Radikalkations

groRer war als der Wert der entsprechenden DMPD-Verbindung. Dies wurde auch spéater
durch Mori et al. bestatigf, wonach unter gleichen Bedingungen die Reaktion von

Benzoylperoxid mit TMPD ca. 1,5-fach hohere Extinktionswerte lieferte als die
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entsprechende Reaktion mit DMPD. Dementsprechend wurde fir die photometrische
Bestimmung im folgenden nur das N,N,N",N"-Tetramethylphenylendiamin eingesetzt. Eine
Bestimmung des molaren Extinktionskoeffizienten sowohl fur TMPD als auch fur DMPD
erschien nicht sinnvoll, da die genaue Konzentration der entsprechenden farbigen Radikal-
kationen aus oben erlauterten Grinden nicht bekannt war. Eine quantitative Hydroperoxid-
bestimmung konnte somit nur auf der Grundlage einer Kalibriergeraden erfolgen.
Entsprechend der Literatur wurde eine starke Katalyse der Reaktion ddifdbriem festge-

stellt. So stellte sich nach Zugabe einer Hydroperoxyoctadecadiensaure-Lésung (HPOD-
Lésung) zu einer Fé&haltigen Lésung von TMPD in Methanol/Schwefelsaure der Endwert
der Extinktion bei 613 nm schon nach etwa 3 Minuten ein, wahrend in Abwesenheiton Fe
nur ein sehr langsamer Anstieg der Absorption zu beobachten war (vgl. Abbildung 25). Die

Zugabe von F8 zu einer Phenylendiaminldsung fiihrte hingegen zu einer sofortigen Farbung.

0.8+
0 7: mit 0,5 mmol/l (NH),Fe(SQ),
0.6
< O'5i
£ 03
> ,
w 0.2+
0.1- ohne (NH).Fe(SQ).
y s
O T I T I T I T I T T T T T T
0 250 500 750 1000 1250 1500 1750
Zeit in sek

Abbildung 25  Anderung der Extinktion einer Lésung von N,N,N’,N’-Tetramethyl-1,4-
phenylendiamin bei 613 nm nach Zugabe von Hydroperoxyoctadeca-
diensaure ohne und mit FeKatalyse

Die blaue Farbung des TMPD war Uber mehrere Stunden stabil. Eine leichte Abnahme der
Absorption im Laufe der Zeit, wie sie Boddenberg fiir das DMPD besclifibnnte hier

nicht festgestellt werden.

Da die Fé*-lonen bei der Reaktion nur katalytisch wirken, wurde fiir die Reagenzlésung eine
im Vergleich zur TMPD-Menge funffach geringere Konzentration (1 mmol/l in Methanol/

Schwefelsaure) eingesetzt. Die Schwefelsaure wurde bei der Herstellung der Reagenzien-
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ldsung zur Stabilisierung des #egenutzt, um die rasche Oxidation zuntFeurch Luft-
sauerstoff zu verhindern, was eine Verfarbung der Reagenzienlésung und somit eine mogliche
Verfalschung von Me3werten zu Folge gehabt hatte. Trotz Ansduern und kiihler Lagerung im
Dunkeln gelang es aber nicht, die Reagenzienldsung langer als einen Tag zu stabilisieren
Auch die Zugabe von Ascorbinsdure oder BHT als Antioxidantien zeigte nicht die ge-
winschte Wirkung (Abbildung 26).

0.2 4
| —&— Zusatz von 3,2 mg BHT/10 ml Lsg.

] —ll— Zusatz von 4,4 mg Ascorbinséaure/10 ml Lsg.
0.15+

1 —X%— keine Zuséatze

0.1-

Extinktion

0.05p

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Zeit in Stunden

Abbildung 26  Alterung des TMPD-Reagenzes in Abhéngigkeit verschiedener Zusatze

Zwar war nach Zusatz von Ascorbinsaure nach 70 Stunden eine deutlich geringere Verfar-
bung der Reaktionsldsung zu beobachten, eine Nachweisreaktion auf Hydroperoxide gelang
mit dieser Losung jedoch nicht mehr. Vermutlich setzte die Ascorbinsdure als starkes Reduk-
tionsmittel die in der Testldsung vorhandene geringe Hydroperoxidmenge rasch um, so daf3
eine Oxidation des E&zum F&" und somit die Bildung eines farbigen Radikalkations nicht
mehr stattfand. Aus diesem Grunde wurden zur Bestimmung der Hydroperoxide zwei
Reagenzienlosungen (TMPD bzw. Ammoniumeisen(ll)-sulfat enthaltend) jeweils frisch

angesetzt und erst kurz vor der eigentlichen Bestimmung zusammengegeben.
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4.2.2 Durchfiihrung der Messungen

Zum Vergleich der verschiedenen photometrischen Bestimmungsmethoden wurden jeweils
Verdunnungsreihen von Wasserstoffperoxid, tert.-ButylhydroperoxigHy8roperoxyocta-
deca-92),11(E)-diensaure und IBHydroperoxyoctadecaf8),11(E)-diensauremethylester
angesetzt und diese entsprechend vermessen. Die Analyse der Lipidhydroperoxide erfolgte in
methanolischer Losung. Wasserstoffperoxid und tert.-Butylhydroperoxide wurden in waliriger
Lésung vermessen. Die photometrische Auswertung erfolgte an einem Zeiss PM6 Photo-
meter. Aus den erhaltenen Kalibriergeraden wurden Nachweis-, Erfassungs- und Bestim-
mungsgrenze in Anlehnung an die Norm DIN 32645 ermittéie einzelnen Arbeitsvor-

schriften sind nachstehend aufgefuhrt.

4.2.2.1 lodometrische Titration

Zur iodometrischen Titration wurden in einem 100 ml Erlenmeyerkolben mit Schliffstopfen

jeweils 10-15 mg Fettsdurehydroperoxid bzw. 10 ml einer ca. 0,2 %-igen walrigen Losung
von Wasserstoffperoxid oder tert.-Butylperoxid mit 20 ml entgastem Eisessig versetzt. Der
Losung wurde 1 ml einer waldrigen, gesattigten Kaliumiodidlésung zugesetzt und der Kolben
anschlieBend mit Stickstoff ausgeblasen. Die Proben wurden fir 30 Minuten an einen dunklen
Ort gestellt und anschlieBend mit einer 0,05 molaren Natriumthiosulfatiésung unter Zusatz

weniger Tropfen Starkeldsung bis zur Farblosigkeit titriert.

4.2.2.2 TBA-Test

335 mg Thiobarbitursdure (TBA) wurden unter leichtem Erwarmen in 5 ml Ethanol (enthielt
6 mmol/l BHT) gel6st und diese Losung dann mit Ethanol auf 50 ml aufgefillt. Zur Messung
wurden 700 ul der TBA-LOsung mit jeweils 150 ul der Probenlésung und einer 40 %-igen
walrigen Trichloressigsaurelésung versetzt. Die Proben wurden 15 Minuten bei 80° C inku-

biert. Ihre Extinktionen wurden anschlieRend bei 530 nm vermessen.
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4.2.2.3 Bestimmung der k-Absorption

In Analogie zu dem von Cramer et'al.beschriebenen Verfahren wurden 350 pl einer
Mischung aus Eisessig und Dichlormethan (3/2 v/v) mit 0,001 % BHT, 15 ul einer waliriger
Kaliumiodidlésung (1,2 g KI/ml Wasser) und 1 ml einer 0,35 %-igen walrigen,CdSling
zusammengegeben. Dazu wurden 100 ul der Standardlésung pipettiert. Die Proben wurder
drei Minuten im Dunkeln in einem verschlossenen Gefald inkubiert und anschlieRend bei
353 nm vermessen. Anschlie3end wurden zu jeder vermessenen Probe jeweils 10 pl Natrium:
thiosulfatlosung (0,2 mol/l) hinzugegeben und erneut die Extinktion bei 353 nm gemessen.
Dadurch sollte sichergestellt werden, dafl3 keine Stérungen durch andere Substanzen vorlager
die ebenfalls in diesem Wellenldngenbereich absorbierten. Um Stérungen durch Sauerstoff

auszuschliel3en, wurden alle Losungsmittel vor Gebrauch grindlich entgast.

4.2.2.4 FOX2-Test

Die Bestimmung der Hydroperoxide mit dem FOX2-Test erfolgte nach der von Jiang et al.
beschriebenen Methode. Dazu wurden zur Herstellung einer Stammlésung 98,0 mg Ammo-
niumeisen(ll)-sulfat in 14 ml 8Os (175 g/l) gelost. Anschlielend wurden 76,1 mg
(0,1 mmol) Xylenolorange zugesetzt und die LOsung mit tridest. Wasser auf 100 ml
aufgefillt. Zur Messung wurde die Stammldsung im Verhaltnis 1:10 mit einer methanolischen
BHT-L6sung (4 mmol/l) verdiinnt und 900 ul der so erhaltenen Reagenzlésung mit 100 ul der
Probenlosung versetzt. Nach 30 Minuten Reaktionszeit wurde die Extinktion bei 560 nm
gegen eine entsprechende Blindldsung mit gleicher Zusammensetzung, jedoch ohne

Hydroperoxid, gemessen.

4.2.2.5 TMPD-Test

400 pl einer Losung von N,N,N",N"-Tetramethyl-1,4-phenylendiamin in griindlich entgastem
Methanol (5 mmol/l) und 400 pl einer 1 mmol/l Lésung von Ammoniumeisen(ll)-galfat
Methanol/HSO, (175 g/l; 98/2 viv) wurden in einer Kivette zusammengegeben. Zu dieser
Reagenzl6ésung wurden 200 ul der Hydroperoxidstandardldsung gegeben. Nach zehn Minuter

wurde die Extinktion der blau gefarbten Losung bei 613 nm gemessen. Als Blindlésung
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diente eine Mischung aus 400 pl TMPD-L6sung, 400 pul Ammoniumeisen(ll)-sulfatldsung

und 200 pl Wasser bzw. Methanol (je nach Art der zu vermessenden Probe).

4.2.3 Diskussion der Ergebnisse

Die fur den FOX2-Test, den TMPD-Test und die Bestimmung f&bisorption erhaltenen
Werte fur die Nachweisgrenzen sind in Abbildung 27 einander gegeniibergestellt. Die Nach-
weisgrenzen des TBA-Testes lagen mit 694 umol/l (fl&-ABOD) bzw. 801 pmol/l (fur
13S-HPOT) um bis zu zwei GrolRenordnungen dartber. Die einzelnen Werte fur die Kali-
brierfunktionen, Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze sind in Tabelle 16 auf
Seite 62 aufgefuhrt.

30.0
[ Wasserstoffperoxid
250 25.0 [m tert.-Butylhydroperoxid
= [(J13S-HPOD
©
g 20.0 - W 13S-HPOD-Methylester
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[}
& 15.0-
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S °9 65 57 59 6.0 56
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Abbildung 27  Vergleich der Nachweisgrenzen photometrischer Bestimmungsmethoden flr
Lipidhydroperoxide (vgl. Tabelle 16)

Die oben beschriebene iodometrische Titration mit visuell-optischer Endpunktsbestimmung
ist aufgrund des nur sehr schwachen Farbumschlages von hellgelb nach farblos in den
verdinnten Loésungen nur flr Proben mit einem relativ hohen Hydroperoxidgehalt

(> 1 mmol/l) geeignet. Bei der Titration der Lipidhydroperoxide kam es dabei jedoch zu sehr
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groRen Fehlern. Die Titration walriger Wasserstoffperoxidlésungen bereitete dagegen keine
Probleme. Ursache fur solche Fehler war ein Nachdunkeln bereits austitrierter Proben. Da die
Reaktionsgeschwindigkeit des lodids mit den Lipidhydroperoxiden wesentlich geringer als
mit Wasserstoffperoxid ist (Gebicki und Guiflgeben fiir 13-HPOD 25 Minuten und fiir

H>O, nur 3 Minuten an), konnte nicht bestimmt werden, ob die Ursache fir dieses
Nachdunkeln auf einer Reaktion des lodids mit noch nicht umgesetzten Lipidhydroperoxiden
oder mit Luftsauerstoff beruht. Die sich daraus ergebenden Schwankungen des Hydroperoxid-
gehaltes lagen im Bereich von bis zu 20 %. Eine Steigerung der Empfindlichkeit durch
Zugabe von Starkeldsung, wie sie bei der Bestimmung in wafdrigen Medien vorgeschlagen
wird,**” konnte nicht festgestellt werden. Whe&ebeschrieb als Alternative dazu eine
Zweiphasentitration, bei der das in einer Essigsaure/Wasser-Phase gebildete lod zunachst m
Chloroform extrahiert wurde. Bei anschlie3ender Titration mit Thiosulfatlésung verschwand
dann die violette Farbung der organischen Phase. Diese Methode hat aber ebenfalls del
grof3en Nachteil, daf3 auch sie nur fir Proben mit einem hohen Hydroperoxidgehalt bzw. nur
mit relativ groRen Probemengen (3 bis 10 g) befriedigende Ergebnisse liefert. Die iodo-
metrische Titration schien somit zur Bestimmung geringer Hydroperoxidmengen in kleinen
Probenvolumina ungeeignet. Sie deshalb auch nicht weiter mit den photometrischen
Bestimmungsmethoden verglichen.

Auch der TBA-Test erwies sich zur quantitativen Bestimmung von Hydroperoxiden als nicht
geeignet. Wie in Kapitel 3.3.1 erlautert, beruht der TBA-Test auf der Reaktion von Malon-
dialdehyd mit Thiobarbitursdure unter Bildung eines farbigen Produktes. Der Malondialdehyd
bildet sich jedoch nur aus solchen Lipidhydroperoxiden, die uber drei Doppelbindungen
verfigen. Dennoch wurden auch mit SIBydroperoxyoctadecaf8),11(E)-diensaure
(13SHPOD) beim TBA-Test positive Ergebnisse erhalten. Ursache war hier die Bildung
sogenannter "thiobarbituric acid reactive substances” (TBARS), die analog zum Malon-
dialdehyd ebenfalls mit TBA zu gefarbten Reaktionsprodukten fuhrten. Die Probenlésungen
mit Linol- und Linolensdure hatten nach Zugabe von TBA und Inkubation dementsprechend
auch eine etwas unterschiedliche Farbung. Nach dem Auftragen der bei einer Wellenlange
von 530 nm gemessenen Extinktionen gegen die Lipidhydroperoxidkonzentrationen ergab
sich sowohl fur 1$HPOD als auch fur I3HPOT ein linearer Verlauf. Im Falle des
13SHPOD hatte die erhaltene Kalibriergerade jedoch eine deutlich geringere Steigung
(Abbildung 28).
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Abbildung 28  Kalibriergeraden fir 13S-HPOD und 13S-HPOT beim TBA-Test

Zur Summenbestimmung des Hydroperoxidgehaltes in Proben, die verschiedene mehrfach
ungesattigte Fettsduren enthalten, war diese Methode deshalb nicht geeignet, da fur solche
Bestimmungen eine gleiche Reaktivitdt der Hydroperoxide gegentber dem Reagenz gewdahr-
leistet sein muf3. Beim TBA-Test reagieren jedoch nicht die Hydroperoxide selbst, sondern
deren Abbauprodukte, deren Art und Zusammensetzung von den in der Probe vorhandenen
Fettsduren abhangt. Die erforderliche Messung mit Malondialdehyd als externem Standard
wurde deshalb nicht weiter durchgefuhrt. Auf diese Weise hatte zwar eine Korrelation
zwischen den gemessenen Werten und einer Malondialdehydkonzentration hergestellt werden
konnen, eine Ubertragung der Ergebnisse auf Realproben ware jedoch trotzdem nicht moglich
gewesen.

Mit den gemessenen Fettsaurestandards wurden beim TBA-Test im Vergleich zu den anderen
photometrischen Methoden wesentlich gréRere Werte fir die Nachweisgrenze erhalten. Ein
empfindlicher Nachweis von Lipidhydroperoxiden ist mit dem TBA-Test auch aus diesem
Grunde nicht moéglich. Bei Proben mit gleicher Matrix und Fettsdurezusammensetzung kann
mit diesem Test jedoch zumindest eine qualitative Aussage Uber den Grad der Oxidation
getroffen werden. Fir genauere Analysen empfiehlt es sich aber, auf andere photometrische
Verfahren auszuweichen.

Bessere Ergebnisse lieferte die Bestimmung glehdsorption. Aber auch hierbei lag die
Nachweisgrenze mit ca. 23 pmol/l wesentlich Gber den Werten, die fir den FOX2- oder den
TMPD-Test bestimmt wurden (Abbildung 27). Der Zusatz voh*@dllte die Oxidation des



4 Ergebnisse und Diskussion 61

lodids in der Reagenzienlésung verhindern. Eine Stérung durch Luftsauerstoff konnte auf
diese Weise jedoch nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Zur Steigerung der Emp-
findlichkeit stellten Gebicki und Guiltd ein MeRverfahren vor, bei dem die Reaktion des
Hydroperoxids mit dem lodid und die photometrische Messung unter Schutzgas durchgefihrt
werden. Allerdings war aufgrund des dazu notwendigen apparativen Aufwands eine schnelle
und einfache Messung nicht mehr maglich.

Die Bestimmung der Hydroperoxide lieferte sowohl mit dem FOX2-Test als auch mit dem
TMPD-Test annéhernd gleiche Nachweisgrenzen von 6 - 11 pmol/l. Die Art des verwendeten
Hydroperoxides hatte keinen Einflu3 auf die Ergebnisse, wie sich aus der Steigung der ent-
sprechenden Kalibriergeraden ergab (vgl. Tabelle 16 auf Seite 63).

Die von Jiang et dF fiir Wasserstoffperoxid und tert.-Butylhydroperoxid angegebenen
Nachweisgrenzen von 25-50 nmol/l fir den FOX2-Test konnten allerdings nicht bestatigt
werden. Die in dieser Arbeit ermittelten Werte lagen um etwa den Faktor 100-250 daruber.
Die Bestimmung von Hydroperoxiden mittels des TMPD-Testes schien nach diesen
Versuchen eine dem FOX2-Test gleichwertige Methode zu sein. Nachteilig wirkte sich jedoch
die vergleichsweise geringe Stabilitdit der TMPD-Reagenzienlésung aus. Durch den sehr
hohen Methanol-Anteil (> 98 %) bestand beim TMPD-Test jedoch die Mdéglichkeit, auch in
walrigem Medium schwer- bzw. unlosliche Hydroperoxide, wie z.B. Cholesterylester- oder

Phospholipid-Hydroperoxide, zu bestimmen.
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Methode | Hydro- Konz.- | Steigung in| Achsenabschn| R? NG in EGin BG in
peroxid bereich | |[AU/umol | in Extinktions- pmol/l pmol/l pumol/l
in umol/l einheiten (AU)
TBA | 13SHPOD 250- 0,63410* 1,13102 0,998 694 1390 2130
100000
13SHPOT 250- 1,71100* 4,09102 0,989 801 1600 2660
100000
I3 H,0O, 10-250 | 1,1410° 4,1410? 0,997 229 45,8 75,8
tert.-BHP 10-250 &59](}4 337]]02 0,995 25,0 50,1 83,4
13SHPOD 10-250 1'4d]g3 4,44@02 0,996 23,1 46,2 76,4
13SHPOD-| 10-250 | 1 ogi0?® 3.0110?2 0,997 | 20,9 41,9 69,4
Methylester

FOX2 H,0, 2,5-100 | 329703 1,07102 0,998 6,9 13,8 23,0
tert.-BHP | 2,5-100| 33703 1,61102 0,998 6,5 13,0 21,8
13SHPOD | 2,5-100 | 3 90?3 -9,4210* 0,998 57 11,4 19,0
13SHPOD-| 2,5-100 372](}3 &3:”]03 0,999 5,9 11,8 19,7
Methylester;

TMPD H,O, 1-100 4851073 2 2g10? 0,998 6,0 12,0 20,1
tert-BHP | 1-100 | 45103 185102 0,998 7,3 14,6 24,4
13SHPOD | 1-100 4,7910°3 1,70102 0,998 5,6 11,3 18,8
13SHPOD-| 1-100 4841073 4,4410> 0,993| 10,7 214 35,6
Methylester

Tabelle 16 Kalibrierfunktionen, ~Korrelationskoeffizienten (R Nachweis- (NG),

Erfassungs- (EG) und Bestimmungsgrenzen (BG) photometrischer Bestim-
mungsmethoden fir Hydroperoxide
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4.3 HPLC-Trennung von Lipidhydroperoxiden an Normalphasen

Wie in Kapitel 3.3.2.1 bereits erlautert, ist an Normalphasen die Trennung isomerer Lipid-
hydroperoxide maoglich. In der Literatur beschriebene Trennungen lassen sich aber aufgrund
der groRen Empfindlichkeit der Trennsysteme gegenuber au3eren Einflissen nur mit Schwie-
rigkeiten auf andere HPLC-Systeme Ubertragen, da sich z. B. schon geringe Anderungen in
der Polaritat des Eluenten (durch Zusatz entsprechender Komponenten oder durch Anwesen
heit von Wasser) sehr stark auf die Trennleistung auswirken. Die in der Literatur am haufig-
sten beschriebene mobile Phase ist das Gemisch von Hexan und 2-Propanol im Verhaltnis
99:1, das auch in dieser Arbeit eingesetzt wurde.

Durch Chromatographie an Kieselgel (LiChrospher Si 60) gelang es, den Reaktionsverlauf bei
der photosensibilisierten Oxidation von Fettsduremethylestern zu verfolgen (Kapitel 4.1.3).
Dazu wurden in festgelegten Zeitabstanden dem Reaktionsansatz Proben entnommen un
diese durch Filtrieren Uber Kieselgel vom Methylenblau und dessen Oxidationsprodukten
befreit. Die Detektion erfolgte bei 200 und bei 234 nm, wodurch fir Linol- und Linolen-
sauremethylester eine Zuordnung der Peaks zu den entstandenen Hydroperoxiden mit konju
gierter bzw. nichtkonjugierter Doppelbindung moglich war (vgl. Abbildung 29-34). Zur
Erlauterung der Abkirzungen siehe Anhang, Kapitel 6.1 und 6.2.

N
o
\
27,42
28,16

Intensity (mV)

20 210 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

Retention Time (min)

Abbildung 29  Trennung der Hydroperoxide des Olsauremethylesters an LiChrospher
Si 60 mit Hexan/2-Propanol 99/1; Detektionswellenlange 200 nm;
Reaktionszeit 14 Stunden
tr = 27,42 min, 28,16 min: 9-HPO-Me-Ester, 10-HPO-Me-Ester
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Abbildung 30  Trennung der Hydroperoxide des Linolsauremethylesters an LiChrospher
Si 60 mit Hexan/2-Propanol 99/1; Detektionswellenlange 200 nm;
Reaktionszeit 16 Stunden
t, = 24,06 min: 13-HPOD-Me-Ester; & 29,02 min: 9-HPOD-Me-Ester;
tr = 25,81 min, 29,02 min: 10-HPOD-Me-Ester, 12-HPOD-Me-Ester;
t, = 27,4 min: unbekannte Verunreinigung
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Abbildung 31  Trennung der Hydroperoxide des Linolsauremethylesters an LiChrospher

Si 60 mit Hexan/2-Propanol 99/1; Detektionswellenlange 234 nm;
Reaktionszeit 16 Stunden

tr = 22,99 min: 13-HPOD-Me-Ester; £ 27,77 min: 9-HPOD-Me-Ester;

t. = 26,2 min: unbekannte Verunreinigung
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Abbildung 32  Trennung der Hydroperoxide des Linolensauremethylesters an LiChrospher
Si 60 mit Hexan/2-Propanol 99/1; Detektionswellenlange 200 nm;
Reaktionszeit 8 Stunden
tr = 26,39 min, 27,67 min, 28,73 min, 30,96 min: 9-HPOT-Me-Ester,
12-HPOT-Me-Ester, 13-HPOT-Me-Ester, 16-HPOT-Me-Ester;

t. = 31,84 min: 10-HPOT-Me-Ester, 15-HPOT-Me-Ester
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Abbildung 33 Trennung der Hydroperoxide des Linolensauremethylesters an LiChrospher

Si

60 mit Hexan/2-Propanol 99/1; Detektionswellenlange 234 nm;

Reaktionszeit 8 Stunden

t;

= 25,76 min, 27,05 min, 28,07 min, 31,12 min: 9-HPOT-Me-Ester, 12-

HPOT-Me-Ester, 13-HPOT-Me-Ester, 16-HPOT-Me-Ester
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Eine vollstdndige Trennung aller Isomeren gelang bei Verwendung von Hexan/2-Propanol
99/1 als Eluent nicht, wie aus den abgebildeten Chromatogrammen hervorgeht. Zwar konnten
bei den Linol- und Linolensauremethylesterderivaten jeweils drei der vier bzw. finf der sechs
isomeren Hydroperoxide getrennt werden, im Falle des Olsauremethylesters erfolgte jedoch
nur eine Antrennung (Abbildung 29). Die kleinen Signale bei ca. 27,4 bzw. 26,2 Minuten in
Abbildung 30 und 31 rihren von Verunreinigungen her.

Eine Verbesserung der Trennleistung hatte sich entweder durch Erh6hung der Kapazitats-
faktoren, d.h. durch Verringerung des 2-Propanol-Anteils im Eluenten, oder durch Austausch
von 2-Propanol gegen eine andere Komponente bei annédhernd gleichbleibendem Kapazitats-
faktor erreichen lassen.

Es wurde deshalb in einem weiteren Versuch eine Mischung aus Hexan/2-Propanol 99,5/0,5
als Eluent eingesetzt. Damit gelang im Falle der Olsauremethylesterhydroperoxide eine
nahezu vollstandige Trennung. Die Retentionszeiten verdoppelten sich dabei, was gleichzeitig
auch zu einer wesentlich gro3eren Peakbreite fuhrte (Abbildung 34). Auf einen Ersatz von
2-Propanol durch andere Losungsmittel mit ahnlichem Polaritatsindex wurde verzichtet, da
sich in Vorversuchen zeigte, dal3 die Zeit zur Konditionierung der Saule bei einem Wechsel
des Eluenten in der Regel mindestens 1-2 Tage betrug. Hier sind noch weitere Unter-
suchungen winschenswert.

Die langen Konditionierungszeiten deuteten schon auf einen wesentlichen Nachteil der
Trennung von Lipidhydroperoxiden an Normalphasen hin. Darlber hinaus bestétigte sich die
bereits erwahnte groRe Anfalligkeit des Trennsystems gegeniiber Anderungen der Eluenten-
zusammensetzung. Die geringe Stabilitat des Systems zeigte sich auch beim Vergleich der
Retentionszeiten zweier aufeinanderfolgender HPLC-Analysen. So unterschieden sich die Re-
tentionszeiten der Hydroperoxide des Linolsauremethylesters um bis zu 1,3 Minuten, obwohl

die zugehérigen HPLC-Messungen direkt nacheinander erfolgten.
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Abbildung 34  Trennung der Hydroperoxide des Olsauremethylesters an LiChrospher Si
60 mit Hexan/2-Propanol 99,5/0,5; Detektionswellenlange 200 nm;
Reaktionszeit 14 Stunden

Aus den Versuchen ging hervor, daf durch Einsatz von Normalphasen auch in der HPLC, wie
bei der Kapillarelektrophorese, eine Trennung isomerer Hydroperoxide von Fettsduremethyl-
estern gut moglich ist. Die Trennleistung mit dem getesteten Losungsmittelgemisch Hexan/2-
Propanol 99/1 reichte jedoch nicht an die mit der Kapillarelektrophorese erreichten
Trennungen heran. Insbesondere die gleichzeitige Trennung isomerer Hydroperoxide von Ol-,
Linol- und Linolenséure, wie sie Schmitz fiir die Kapillarelektrophorese bescfitib,
gelang aufgrund der sehr @hnlichen Retentionszeiten nicht. Trotz dieser Nachteile ist die hier
beschriebene Methode zur Trennung isomerer Lipidhydroperoxide eine sinnvolle Alternative.
Die eindeutige Zuordnung der Signale bei der Trennung von Gemischen verschiedener
Fettsauremethylesterhydroperoxide ist dabei jedoch nur schwer méglich. Durch Einsatz eines
Diodenarraydetektors (DAD), der leider fiir diese Arbeit nicht zur Verfigung stand, lie3en
sich solche Zuordnungsprobleme vermutlich leichter 16sen. Bei der Messung von Realproben
wirde der Einsatz selektiver Nachweismethoden fur Hydroperoxide, gegebenenfalls in Ver-
bindung mit einer vorgeschalteten UV-Detektion mittels eines DAD, die Leistungsfahigkeit

des beschriebenen Trennsystems betrachtlich erhéhen.
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4.4 Entwicklung einer Detektionsmethode zum selektiven Nachweis von Lipidhydro-
peroxiden in der Normalphasen-HPLC

Wie in Kapitel 3.3.2.1 bereits erlautert, finden sich in der Literatur nur wenige Methoden zur
selektiven Bestimmung von Lipidhydroperoxiden in der Normalphasen-HPLC. Um die oben
beschriebene Trennleistung mit einer selektiven Nachweismethode zu verbinden, wurde des-

halb ein neues Nachséulenderivatisierungsverfahren entwickelt.

4.4.1 Voruberlegungen

Aufgrund des in der NP-HPLC als Eluent eingesetzten Losungsmittelgemisches mit hohem
Hexan-Anteil wurden einige besondere Anforderungen an ein geeignetes Reaktionssystem

gestellt:

- Die Reaktion muf3te in einem mit Hexan mischbaren Losungsmittel ablaufen. Der Einsatz
walriger oder methanolischer Lésungen schied somit aus.

- Sowohl das Reagenz als auch das Reaktionsprodukt muf3ten unter den gegebenen Bedin-
gungen, d.h. in einem Lésungsmittelgemisch mit hohem Hexan-Anteil, I6slich sein, um
nach der Zudosierung ein Verstopfen der Kapillaren zu verhindern.

- Die Reaktion des Hydroperoxids mit dem Reagenz sollte zu einer mdglichst grof3en
Anderung der UV/VIS-Aktivitat oder der Fluoreszenzeigenschaften der Probenldsung
fuhren.

- Die Reaktion sollte mdglichst ohne Katalyse ablaufen. Der Einsatz enzymkatalysierter
Reaktionen, wie sie bei der RP-HPLC eingesetzt wurden, schien wegen des hohen Hexan-

anteils nicht sinnvoll.

Anhand dieser Vorgaben wurden einige Substanzen als Nachsaulenderivatisierungsreagenzien
getestet (Tabelle 17). Als Hydroperoxidstandard diente dabei eine Losung&birC® mit

einer Konzentration von 1 mmol/I.
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Reagenzzusammensetzung Detektion mdgliche Reaktion mit
Hydroperoxid

1,5-Diphenylcarbohydrazid in 2-Propanol/ UVIVIS; A =565 nm Bildung eines roten Farbstoffg¢s
Eisessig 90/10 (vgl. Abbildung 15)
1,5-Diphenylcarbohydrazid in Chloroform/ UV/VIS; A =565 nm Bildung eines roten Farbstoff¢s
Eisessig 90/10 (vgl. Abbildung 15)
Fluorescin in 2-Propanol/Eisessig 90/10 Fluoreszenz\e, = 490 nm, Bildung von Fluorescein

Aem =515 nm
Fluorescin in Chloroform/Eisessig 90/10 Fluoreszenz)e, = 490 nm, Bildung von Fluorescein

Aem= 515 nm
Fluorescin in Chloroform/Eisessig 97,5/2,5 Fluoreszenz)e, = 490 nm, Bildung von Fluorescein

Aem= 515 nm
N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(3,5-dichlor-4-hydroxy+ UV/VIS; A = 520 nm Bildung von 2,6-Dichlor-4-
phenyl)-amin in 2-Propanol/Eisessig 90/10 [(4-hydroxyphenyl)imino]-

2,5-cyclohexadien-1-on

N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(3,5-dichlor-4-hydroxy: UV/VIS; A = 520 nm Bildung von 2,6-Dichlor-4-
phenyl)-amin in Chloroform/Eisessig 90/10 [(4-hydroxyphenyl)imino]-
2,5-cyclohexadien-1-on

N-(4-Hydroxyphenyl)-N-(3,5-dichlor-4-hydroxy1 UV/VIS; A = 520 nm Bildung von 2,6-Dichlor-4-

phenyl)-amin, 58 mg/l Ascorbinsaure in 2- [(4-hydroxyphenyl)imino]-
Propanol/Eisessig 2,5-cyclohexadien-1-on

Anthrarobin in 2-Propanol/Eisessig 90/10 UVIVIS; A =440 nm Bildung von Alizarin
Leuko-Benzoylmethylenblau, Trichloressigsaur&JV/VIS; A = 620 nm Bildung von Benzoyl-

in Chloroform Methylenblau
Leuko-Benzoylmethylenblau in Chloro- UVIVIS; A =620 nm Bildung von Benzoyl-

form/Eisessig 95/5 Methylenblau

Tabelle 17 Untersuchte Reaktionssysteme zur Nachsaulenderivatisierung in der

NP-HPLC von Lipidhydroperoxiden

Die Bestimmungen wurden in einer fiur diese Zwecke leicht modifizierten HPLC-Anlage
durchgefuhrt. Auf den Einbau einer Trennsaule wurde verzichtet, da mit einer isomerenreinen
Standardverbindung gearbeitet wurde. Gleichzeitig konnte dadurch die zur Durchfiihrung der
Versuche bendtigte Zeit drastisch reduziert und eine erhebliche Menge an Lésungsmittel ein-
gespart werden. Der Aufbau der Anlage ist in Kapitel 6.6.2 schematisch dargestellt.

Fur die Vorversuche wurden jeweils 20 pl der Hydroperoxidstandardldsung bei verschiedenen
FluBraten (0,25 und 0,5 ml/min) und verschiedenen Temperaturen der Reaktionskapillare
(25 und 55 °C) in das System injiziert.

Trotz der relativ hohen Hydroperoxidkonzentration ergab sich nur mit 1,5-Diphenylcarbo-
hydrazid ein eindeutig identifizierbares Signal, wobei das mit Chloroform angesetzte Reagenz
wesentliche bessere Ergebnisse lieferte. Die damit erhaltenen Signale waren etwa um etws

den Faktor 65 grof3er als bei der Verwendung von 2-Propanol (Abbildung 35).



70 4 Ergebnisse undbbiskuss

50 4
40
E E
% 20
c
i)
£ E
w03 T e
3
04
7\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\‘\
00 05 1,0 15 2,0 25 3,0 35 4,0 45
Retention Time (min)

Abbildung 35  Vergleich des Responseverhaltens von 1,5-Diphenylcarbohydrazid (DPC) in
Abhangigkeit vom eingesetzten Losungsmittel
(oberes Chromatogramm: DPC in CHfHisessig 90/10;
unteres Chromatogramm: DPC in 2-Propanol/Eisessig 90/10;
weitere Bedingungen siehe Text und Tabelle 17)

Die anderen Reagenzien zeigten unter den gegebenen Bedingungen entweder keine Reaktion
oder fuhrten zu grol3en Schwankungen der Basislinie, so dald eine eindeutige Peakerkennung
nicht moéglich war. Die Ursache fir solche Schwankungen war vermutlich die geringe
Laslichkeit der Substanzen in dem apolaren Eluenten (Hexan/2-Propanol 99/1).

Aufgrund dieser Versuchsergebnisse wurde daraufhin ein Nachsaulenderivatisierungs-
verfahren zur Bestimmung von Lipidhydroperoxiden in der NP-HPLC auf der Basis von 1,5-
Diphenylcarbohydrazid entwickelt. In Vorversuchen zeigte sich weiterhin, daf3
Reagenzienlosung und Eluent bei Verwendung von Chloroform/Eisessig als Losungsmittel
fur das 1,5-Diphenylcarbohydrazid schlecht durchmischt wurden, was sich in einer stark
rauschenden Basislinie duferte. Ursache waren vermutlich die grof3en Dichteunterschiede
zwischen dem Hexan im Eluenten und dem Chloroform in der Reagenzienlésung. Auch der
Einsatz eines speziellen Mischungs-T-Stlckes mit Fritte und Verwirbelungskammer brachte
nur geringe Abhilfe. Um die Dichte der Reagenzldésung zu verringern, wurde deshalb nicht

mit reinem Chloroform, sondern mit einem Chloroform-Hexan-Gemisch (3/1 v/v) und
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Eisessig gearbeitet. Damit gelang es, Schwankungen der Basislinie weitgehend zu

unterdricken, ohne dafl3 es zu einer Ausfallung des 1,5-Diphenylcarbohydrazids kam.

4.4.2 Optimierung des Systems

Abweichend von der oft praktizierten Verfahrensweise, bei der die zu optimierenden
Parameter einzeln variiert werden und somit die Abhangigkeit der Signalstarke von jeweils
nur einem Parameter betrachtet wird, wurde hier die Optimierung des Nachsaulenderivati-
sierungssystems in Anlehnung an ein von Arpadjan beschriebenes Veffatinechgefiihrt.

Mit dieser sogenannten "linearen statistischen Optimierung" war es maoglich, gleichzeitig
mehrere Parameter zu variieren und somit auch Wechselwirkungen zwischen den Parameterr
die zu einer Anderung des Signals fiihren konnten, zu beruicksichtigen.

Da bei Einsatz isomerenreiner Standardsubstanzen (in diesem BallPTHD) zur Opti-
mierung der Detektion eine vorhergehende Trennung nicht notwendig war, wurde ebenfalls
mit dem in Kapitel 6.6.2 dargestellten System ohne Trennsaule gearbeitet.

Die Vorgehensweise bei der statistischen Optimierung sei im folgenden kurz erlautert. Die
mathematischen Hintergriinde sind im Anhang ab Seite 156 dargestellt.

Die lineare statistische Optimierung erfolgte in mehreren Schritten. Zunachst wurde als zu
optimierende Zielgro3g die PeakhOhe ausgewahlt, die unter den gegebenen Bedingungen
(keine Saule und damit auch nur eine sehr geringe Peakverbreiterung) der Konzentration
proportional war. Im Zuge der Optimierung sollte die Peakhdhe einen moglichst grolen Wert
annehmen.

Im nachsten Schritt wurden séamtliche mdgliche EinfluRfaktgs€n = A, B, C, D, E) auf die

zu optimierende GroRRe (Peakhdhe) festgelegt. Wie sich aus den Vorversuchen ergab, war die
Peakhthe stark abhangig von der Konzentration des Reagenzes, der Temperatur de
Reaktionskapillare und der FluRrate des Reagenzes. Ein mdglicher Einflu3 durch die
Zusammensetzung des Reagenzienldsemittels wurde ebenfalls bertcksichtigt. Da Hamm et al
in ihrem Verfahren zur photometrischen Lipidhydroperoxidbestimmung mit DPC eine Reak-
tionszeit von ca. 30 Minuten anfiihrtéhwurde die Reaktionszeit ebenfalls als EinfluBgroRe
auf die Peakhohe betrachtet. Die Steuerung der Reaktionszeit erfolgte durch Variation der

Lange der Reaktionskapillare. Man erhielt somit die folgenden funf Einflu3faktoren:
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Einflul3faktor Beschreibung
XA Konzentration des Reagenzes
XB Gehalt an Essigsaure im Losungsmittel
Xc Lange der Reaktionskapillare
XD FluRBrate des Reagenzes
Xg Temperatur der Reaktionskapillare
Tabelle 18 Einflul3faktoren auf die Peakhthe

Der Zusammenhang zwischen der Peakhpbed den fiinf Einflul3faktorera bis xe konnte
somit als Funktioty = f(xA, Xg Xc xD,xE) beschrieben werden.
Zur Optimierung wurde nun fir jeden der funf EinfluRfaktoren jeweils ein Grundnixgau

festgelegt, von dem gemal

X' =x%+p, x; =x)—p, pu = Schrittweite

Gleichung 2

jeweils eine obere und eine untere Stufe berechnet wurde. Die einzelnen Werte flur die

Schrittweite p, wurden wahrend des gesamten Optimierungsprozesses nicht geéndert. Die

"natlrlichen Variablen'x; und x; wurden dann zur Aufstellung des Versuchplanes nach

Gleichung 3

in entsprechende codierte Variabl¥j und X, umgerechnet.

Anhand dieser codierten Variablen wurde ein Versuchsplan 1. Ordnung erstellt, in dem alle
moglichen Kombinationen vorX; und X aufgefiihrt waren. Dabei handelte es sich um
sogenannte "vollstdndige Faktorplane”, mit denen alle Wechselwirkungen zwischen den ein-

zelnen EinfluRfaktoren und deren Wirkungen auf die Zielgrof3e betrachtet wurden. Die Zahl

der Versuchan war in diesem Fall exponentiell von der Zahl der betrachteten Parameter

gemaR m= 2" abhéngig. Demnach waren zur Optimierumg=232 Versuche notwendig.

Alternativ war auch der Einsatz sogenannter "unvollstandiger Faktorpléane nach Plackett und



4 Ergebnisse und Diskussion 73

Burmann" méglich* bei denen nur die Hauptwirkungen der Faktoren auf die zu optimie-
rende GrolR3e betrachtet wurden. Der experimentelle Aufwand wére dann nur linear mit der
VersuchsgroRe angestiegen. Da durch das Weglassen der Trennsadule der zeitliche Aufwan
pro Messung von ca. 25 Minuten auf 3 Minuten gesenkt werden konnte, wurde zur
Optimierung mit vollstandigen Faktorplanen gearbeitet.

Aus den fur die unterschiedlichen Parameterkombinationen erhaltenen Mel3werten wurde ein
Regressionspolynom berechnet, das die Richtung des steilsten Anstiegs auf dem Weg zul

maximalen Peakhdhe lieferte. Daraus ergaben sich je nach Grof3e des Einflusses der einzelne

Faktoren (Tabelle 18) auf die Peakhdhe neue Startweiteeu). Diese wurden analog

Gleichung 2 und Gleichung 3 umgerechnet, woraus jeweils ein neuer Versuchsplan entstand
Die der Optimierung zugrunde liegenden Versuchsplane sind im Anhang (Kapitel 6.7.2)
dargestellt.

Eine Zusammenfassung der ersten drei nach dieser Methode durchgeflihrten Optimierungs:
schritte ist in Tabelle 19 aufgefihrt. Die WirksamRait bezeichnet dabei jeweils die Starke

des Einflusses, den der entsprechende Faktor auf die zu optimierende Groéf3e austibt.

Faktor A Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E
c(DPQC) in Gehalt HOAc in | Kapillar- FluB in Temperatur
mg/100 ml | der Reagenzl- | lange in m ml/min in °C
sung in %
1. Optimie- | Nyliniveau X° | 20 15 5 0,35 35
rungsschritt v
Schrittweite 10 5 2 0,10 10
Wirksamkeit | 55598 -27897 30409 -426 149409
W,
vorgeschlagene 23,72 13,13 7,04 0,33 45
neue naturliche
Koordinaten
2. Optimie- Nullniveau XO 25 15 7 0,35 45
rungsschritt v
Schrittweite 10 5 2 0,10 10
Wirksamkeit | 122615 -42087 71463 -1061 422063
Wy
vorgeschlagene27,91 14,00 8,69 0,33 55
neue natirliche
Koordinaten
3. Optimie- | Nuliniveau x° | 30 15 9 0,35 55
rungsschritt v
Schrittweite 10 5 2 0,10 10
Wirksamkeit | 383218 -58864 122322 -329 829756
W,
vorgeschlagene 34,61 14,29 10,47 0,35 65
neue natirliche
Koordinaten

Tabelle 19 Zusammenfassung der Ergebnisse fur die ersten drei Optimierungsschritte
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Die vorgeschlagenen neuen Werte wurden fir den jeweils ndchsten Optimierungschritt in der
Regel auf- oder abgerundet, um die Versuchsbedingungen maéglichst einfach zu halten.

Die im dritten Schritt vorgeschlagene Erh6hung der Reaktionstemperatur auf ein Grundniveau
x2= 65 °C (vgl. Tabelle 19) und somit eine Messung X 75 °C erfolgte nicht mehr, da

aufgrund der Siedepunkte der verwendeten Losungsmittel die Gefahr des Ausgasens bestan-
den hatte [Siedepunkt(Hexan) = 69 °C; Siedepunkt(GHEB2 °C]. Die Temperatur wurde
deshalb in den folgenden Schritten auf 65 °C eingestellt und nicht weiter optimiert. Ein Aus-
gasen konnte dabei durch den Einsatz des Rickdruckreglers (max. 6 bar) verhindert werden.
Der Essigsauregehalt der Reagenzienldsung wurde in den ersten drei Optimierungsstufen
beibehalten, da die vorgeschlagenen neuen Werte nur zu einer Anderung des Essigsaure-
gehaltes um ca. 1 % gefuhrt hatten. Um eine unnétige Peakverbreiterung auszuschliel3en,
wurde weiterhin die maximale Lange der Reaktionskapillare zunachst auf 11 m begrenzt. Die
weitere Optimierung beruhte somit nur noch auf den drei EinfluRgré3en Reagenzienkonzen-
tration, Essigsauregehalt und Flul3rate. Die Zahl der im Versuchsplan aufgefiihrten
notwendigen Versuche sank dementsprechend duf B. Die aus diesen Versuchen

erhaltenen Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zusammengefalit.

Faktor A Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E
c(DPC) in Gehalt HOAc | Kapillar- FluR in Temperatur
mg/100 ml in der Rea- |lange in m ml/min in °C
genzlésung in
%

4. Optimie- Nullniveau X° 35 15 11 0,35 65
rungsschritt ..
Schrittweite 10 5 O 0,10 0
Wirksamkeit | 306721 -115851 O -2846 O
W
vorgeschlagene45,0 11,22 O 0,26 O

neue natirliche
Koordinaten

5. Optimie- | Nuliniveau x° | 45 15 11 0,35 65
rungsschritt v
Schrittweite 10 5 O 0,10 O
Wirksamkeit | 155121 -165532 O -3343 O
W,
vorgeschlagene 55,0 4,329 O 0,135 a

neue natirliche
Koordinaten

Tabelle 20 Zusammenfassung der Ergebnisse flr die Optimierungsschritte 4 und 5
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Wie aus den in Tabelle 19 dargestellten Wirksamkeiten fir die einzelnen Parameter
hervorgeht, hatte die FluRrate der Reagenzienlésung im Vergleich zu den anderen Parameter
nur einen sehr geringen EinfluR auf die Peakhthe. Das entsprechende Nullniveau wurde
deshalb im vierten Optimierungsschritt zunachst nicht geandert

Der Einflu des Essigsauregehaltes und der FluRrate auf die Peakhthe wurde in den letztel
beiden Optimierungsstufen bei konstanter Reaktionszeit und Reaktionstemperatur sehr grof:
(vgl. WirksamkeitW, fur die einzelnen Faktoren in Tabelle 20). Die Flul3rate wurde jedoch
nicht weiter verringert, da bei den niedrigeren FluRraten kein ausreichender Gegendruck mehr
auf die Pumpe wirkte, und somit die Pumpe nicht mehr reproduzierbar forderte. Auch die
durch Einsatz des Ruckdruckreglers bewirkte Druckanhebung im System um etwa 6 bar
reichte in diesem Falle nicht aus, ein reproduzierbares Fordern der Pumpe zu gewahrleisten.
Der Essigsaureanteil in der Reagenzienldsung wurde ebenfalls konstant gehalten, da sich ir
Vorversuchen zeigte, dal die Reaktion nur in Anwesenheit einer Saure ausreichend schnel
ablief. AuRerdem fiihrte eine Erniedrigung des Essigsauregehaltes aufgrund der geringen
Ldslichkeit des 1,5-Diphenylcarbohydrazids in apolaren Losungsmitteln zum Ausfallen des
Reagenzes in den Kapillaren.

Die als Ergebnis des funften Optimierungsschrittes vorgeschlagene Erhéhung der Reagen-
zienkonzentration konnte nicht mehr erfolgen, da es schon bei einer Konzentration von 55 mg
DPC/100 ml Losungsmittel (Hexan/CHEHIOAc 63,75/21,25/15) zu einem teilweisen Aus-
fallen des Reagenzes in der Kapillare und somit zu einer Verstopfung des Systems kam. Dies
zeigte sich in starken Druckschwankungen und in einem starken Rauschen der Basislinie.
Durch Verringerung des Hexan-Anteils in der Reagenzienldsung hatte man dieses Problem
umgehen konnen. Auf der anderen Seite war es jedoch zur Verringerung der Dichte not-
wendig, mit einem gewissen Hexan-Anteil zu arbeiten, um eine wesentlich bessere Durch-
mischung mit dem Eluenten zu gewahrleisten (vgl. Kapitel 4.4.1).

Eine weitere Erhohung der Signalhohe war im Anschluf3 an diese Optimierungsschritte also
nur noch durch eine Verlangerung der Reaktionskapillare moglich. Aus diesem Grunde wurde
die bestehende Stahlkapillare von 11 m Lange und 0,25 mm Innendurchmesser (ID) gegen
eine PTFE-Kapillare mit 25 m Lange und 0,3 mm Innendurchmesser ausgetauscht. Die Reak-
tionszeit konnte dadurch um den Faktor 3 erhdht werden. Gleichzeitig bewirkte dies eine
Vergrof3erung der Peakh6he um das Zehnfache. Die durch die langere Reaktionskapillare unc
deren grol3eren Innendurchmesser bewirkte Peakverbreiterung fiel nach Einbau einer

Trennsaule jedoch kaum mehr ins Gewicht (Tabelle 21).
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Lange der Reaktions- | Innendurchmesser in Peakbreite auf halber H6he in min
kapillare in m mm

3 0,25 0,17 (ohne Saule)

5 0,25 0,16 (ohne Saule)

7 0,25 0,17 (ohne Saule)

9 0,25 0,17 (ohne Saule)

11 0,25 0,17 (ohne Saule)

25 0,3 0,22 (ohne Saule)

25 0,3 0,51 it Saule)
Tabelle 21 Breite der Peaks auf halber H6he in Abhangigkeit von der verwendeten

Reaktionskapillare (Mittelwerte aus je drei Bestimmungen)

Nach der Optimierung ergaben sich somit folgende Werte flir die einzelnen Parameter:

c(DPC) 45 mg/100 ml

Reagenzienlésungsmittel 85 % CHfElexan (3/1 v/v); 15 % HOAc

Reaktionskapillare 25 m PTFE-Kapillare, 0,3 mm ID

Reagenzienflul3 0,25 ml/min

Temperatur der Reaktionskapillare 65 °C

Tabelle 22 Parameter fur die optimierte Nachsaulenderivatisierung mit 1,5-Diphenyl-
carbohydrazid

Wahrend der Versuche zeigte sich, daf3 die jeweils eingesetzte Reagenzlésung gegeniber der
Oxidation durch Luftsauerstoff nicht sehr stabil war. Schon nach kurzer Zeit trat, besonders
nach Zugabe von Essigséaure, eine deutliche Rotfarbung der Lésung auf. Dadurch kam es zu
Beginn einer Analysenreihe in der Regel zu einer Abnahme des Response. Erst nach ca.
60 Minuten lieferte das HPLC-System Peaks mit gleichbleibender Intensitat (vgl. Abbildung
36). Zur quantitativen HPLC-Bestimmung von Lipidhydroperoxiden mit diesem System ist es
somit erforderlich, die verwendeten Losungsmittel zur Entfernung von Sauerstoff grindlich

zu entgasen und das gesamte Nachsaulenderivatisierungssystem vor Beginn einer Analyse

ausreichend lange zu konditionieren.
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Abbildung 36  Zeitlicher Verlauf der Peakhéhen bei der mehrmaligen Injektion einer
Losung von 13S-HPOD-Me-Ester 500 pmol/l (30 mg DPC/50 ml; 25 m
PTFE-Kapillare 0,3 mm ID; 65°C)

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze wurde in das zur Optimierung genutzte HPLC-System
eine Trennséaule (Superspher Si 60) eingebaut und die in Tabelle 22 aufgefihrten Paramete
eingestellt. Als Standard diente isomerenreine$-H@droperoxyoctadecafB),11(E)-dien-

sauremethylester. Die Auftragung der Peakflachen gegen die Konzentration ergab nur im
Bereich unterhalb 250 umol/l einen linearen Zusammenhang. Oberhalb dieser Konzentration

flachte die Kurve aufgrund von Sattigungseffekten ab (Abbildung 37
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rel. Flacheneinheiten
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0.0E+00
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Abbildung 37  Zusammenhang zwischen Peakflache und Konzentration bei der Nach-
saulenderivatisierung mit DPC (Mittelwerte aus drei Messungen)
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Fir Konzentrationen kleiner 250 pmol/l wurde die Nachweisgrenze in Anlehnung an die
DIN 32645% bestimmt. Das Injektionsvolumen betrug jeweils 20 ul. Die erhaltenen

Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle aufgefuhrt:

Achsen- Steigung in | Korrelations- | Nachweis-| Bestimmungs-| Nachweis-
abschnittin | FEMmmol™ | koeffizient grenze grenze grenze
Flachen- (absolut)
einheiten (FE)
102617 8815,4 0,995 16,6 umol/l 33,1 pmol/l 33,2 pmpl
Tabelle 23 KenngréRen der Kalibriergeraden und berechnete Nachweis- und

Bestimmungsgrenzen von 13S-HPOD-Me-Ester bei Verwendung des opti-
mierten DPC-Systems

Wie in Kapitel 4.3 bereits erlautert, eignet sich die NP-HPLC zur Trennung isomerer Hydro-
peroxyfettsduremethylester. Um das entwickelte System mit diesen Verbindungen zu tberpri-
fen, wurden Hydroperoxid-Gemische aus der Oxidation von Ol-, Linol- und Linolensaure-
methylester mitO, in das Trennsystem injiziert. Der Gesamtgehalt an Hydroperoxid in der
Losung betrug jeweils 1 mmol/l. Die erhaltenen Chromatogramme sind auf Seite 80 in
Abbildung 38 dargestellt. Analog zu friheren Analysen gelang auch hier keine vollstandige

Trennung aller Isomere.

4.4.3 Diskussion der Ergebnisse

Das hier eingesetzte Verfahren der "linearen statistischen Optimierung" erwies sich zur

Optimierung des Nachsaulenderivatisierungssystems als gut geeignet. Mit Hilfe des zugrunde
liegenden, allgemein gehaltenen mathematischen Modells ist auch die Optimierung anderer
Prozesse durchaus mdglich, zumal alle Auswirkungen auf die Ergebnisflache, die aus der
gleichzeitigen Veranderung mehrerer Parameter resultieren, berticksichtigt werden. Der bend-
tigte Rechenaufwand kann, wie in diesem Fall geschehen, durch Einsatz eines Tabellenkalku-
lationsprogrammes auf ein Minimum reduziert werden.

Aufgrund der oben beschriebenen experimentellen Einschrankungen (Temperatur, Léslichkeit
des Reagenzes) gelang es im Laufe der Optimierung jedoch nicht, das Maximum der Ergeb-

nisflache genau zu treffen. Wie aus den im Anhang (Kapitel 6.7.3, Seite 164 ff.) aufgeflhrten
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Werten fir das jeweilige Bestimmtheitsmald der einzelnen Schritte hervorgeht, war zur
Beschreibung der Ergebnisflache die Annahme eines Polynoms 1. Ordnung angebracht.
Gleichzeitig deutete aber die Abnahme des Bestimmtheitsmalies in den letzten beiden Opti-
mierungsschritten die N&dhe des Maximums an. Zur Findung des Maximums hatte dann in
weiteren Schritten ein Polynom 2. Grades zugrunde gelegt und die Schrittweiten der einzelnen
Faktoren verkleinert werden mussen. Dadurch wére es allerdings nur noch zu sehr kleinen
Anderungen der Parameter gekommen, deren Realisierung nicht immer mdoglich war. Auf
eine weitergehende Optimierung wurde deshalb verzichtet.

Trotz dieser Naherungen wurde im Zuge des Optimierungsprozesses die Empfindlichkeit des
Systems um den Faktor 200 gesteigert. Die letztendlich bestimmte Nachweisgrenze von ca.
16 pmol/l lag allerdings wesentlich hoher als die, die Akasaka'&t'8ffur die Nachsaulen-
derivatisierung mit Diphenylpyrenylphosphin angab (vgl. Kapitel 3.3.2.1). Der Einsatz von
1,5-Diphenylcarbohydrazid bietet demgegentiber jedoch den grol3en Vorteil, dal? das Reagen:
leicht verfugbar ist und nicht vorher synthetisiert werden muf3.

Wie aus der NP-HPLC-Bestimmung der isomeren Hydroperoxyfettsduremethylester hervor-
geht (Abbildung 38), ist das System zur selektiven Bestimmung solcher Verbindungen durch-
aus geeignet. Eine Limitierung ist dabei weniger durch die etwas geringere Empfindlichkeit
der Nachséaulenderivatisierung gegeben, als vielmehr durch die Trennleistung des Systems
Der EinfluR der eingesetzten langen Reaktionskapillare auf die Peakverbreiterung und somit
auf die Trennleistung scheint dagegen nur von geringer Bedeutung zu sein. Im Vergleich zu
der in der NP-HPLC fast ausschlie3lich eingesetzten UV-Detektion erlaubt dieses Verfahren
somit eine selektive Bestimmung von Lipidhydroperoxiden, wenn auch die Empfindlichkeit

im Vergleich zur UV-Detektion (NWG ca. 2 umol/l) etwas geringer ist.
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Abbildung 38  Analyse verschiedener Hydroperoxide aus der Oxidation von Fettsaure-
methylestern mit Singulettsauerstoff (Saule: Superspher Si 60; 250-4;
Eluent: Hexan/2-Propanol 99/1; Detektionsbedingungen siehe Tabelle 22)
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4.5 Entwicklung eines Enzymreaktors zur Detektion von Lipidhydroperoxiden in der
HPLC

Das von Heinmollé? optimierte System zur enzymatischen Nachs&ulenderivatisierung von
Lipidhydroperoxiden mittels 4-Hydroxyphenylessigsaure (PES) und Mikroperoxidase-11
(MP-11) hat den groRRen Nachteil, dal es aufgrund des Verbrauches von MP-11 sehr
kostenintensiv ist. So betragt der durchschnittliche Preis fur 250 mg Mikroperoxidase etwa
2000,- DM. Zur Lésung dieses Problems gab es mehrere mdgliche Ansatzpunkte, die in nach-

stehender Tabelle aufgeftihrt sind:

Ansatzpunkt Vorteile Nachteile
Einsatz eines anderen,- geringere Kosten - Methode muR3 neu entwickelt
preiswerteren Enzyms werden

- gdf. geringere Selektivitat
gegenuber Lipidhydroperoxid¢n

- ggf. geringere Empfindlichkeit

Einsatz anderer, nicht:
enzymatischer Metho- _
den

geringere Kosten - Methode mul3 neu entwickelt

relativ groRe Auswahl an werden

Reaktionssystemen, damit ggf. geringere Selektivitat
auch leichte Anpassung an gegenuber Lipidhydroperoxidégn
unterschiedlichste Trenn-
probleme (RP-HPLC/NP-

gof. geringere Empfindlichkeit

HPLC)
Immobilisierung von |-  Einsparung von MP-11, selbst-  ggf. geringere Empfindlichkeit
Mikroperoxidase an bei relativ kurzer Standzeit des
Tragermaterialien Reaktors

- System kann ohne gréRere An-
derungen Glbernommen werden

- Selektivitat sollte erhalten blei
ben

Tabelle 24 Vor- und Nachteile verschiedener Losungsanséatze zur Minimierung der
Betriebskosten bei der MP-11/PES-Nachséaulenderivatisierung

Um nicht auf die Vorteile des bestehenden Trennsystems zu verzichten und trotzdem die lau-
fenden Kosten wesentlich zu senken, bot es sich demnach an, die Mikroperoxidase zu immo-
bilisieren. Die grundséatzliche Eignung eines solchen Systems zur Nachsaulenderivatisierung
in der HPLC wurde u.a. von Kurth fir das System Meerrettichperoxidase/4-Hydroxyphenyl-

essigsaure beschriebéf:*4!



82 4 Ergebnisse undbbiskuss

4.5.1 Allgemeines zur Immobilisierung von Enzymen

Als Immobilisierung bezeichnet man verschiedene Verfahren, die zur Fixierung von
biologischem Material, insbesondere von Enzymen, an bestimmten Tragern dienen. Dabel
erfolgt die Bindung des Enzyms in der Weise, dal3 die dreidimensionale Struktur am aktiven
Zentrum des Molekiils und damit die katalytische Aktivitat nicht verandert wérdenim-

mobilisierung gibt es drei unterschiedliche Konzéepté*

tragergebundene Anbindung des Enzyms u.a. durch
Enzyme - kovalente Bindungen
- physikalische Adsorption (H-Bricken, van der Waals-Kréfte)

- elektrostatische Krafte (lonenbindung)

Quervernetzungvon Einsatz bi- oder multifunktioneller Reagenzien, kein Trager-
Enzymen material notwendig

Einschlu3 von Enzymen Gel-Matrix
Mikroverkapselung
Hohlfasern

Liposomen

Tabelle 25 Konzepte zur Enzymimmobilisierdfig

Das gebréauchlichste Verfahren ist die kovalente Bindung des Enzyms an ein geeignetes
Tragermaterial. Gerade in Flie3systemen ist eine Anbindung durch eine physikalische
Adsorption oder Uber eine lonenbindung jedoch nicht mdglich, da die Enzyme dabei nur
relativ schwach gebunden sind und somit leicht vom Tragermaterial heruntergewaschen wer-
den kénnen. Zudem sind solche Bindungen sehr anféllig gegentber Verdnderungen der Tem-
peratur, der lonenstarke oder des Loésungsmittels.

Als Tragermaterialien kommen sowohl natirliche Polymere (Polysaccharide, Cellulose) als
auch synthetische Polymere (Polystyrol, Polyacrylate etc.) zum Einsatz. Aufgrund der ver-
gleichsweise geringen mechanischen und chemischen Stabilitdt sind diese Materialien zum
Einsatz in HPLC-Systemen allerdings weniger geeignet. Hier werden besonders sogenannte
CPG-Beads (mikropordse Glaskugeln; CPG = controlled pore glass) eingesetzt. Diese besit-
zen an der Oberflache eine Vielzahl von OH-Gruppen, die sich direkt oder nach einer Deriva-

tisierung zur kovalenten Anbindung eines Enzyms eignen. Eine kovalente Bindung kann
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jedoch nur dann erfolgen, wenn auch das Enzym uber entsprechende funktionelle Gruppen
verfugt. Die Auswahl solcher Gruppen beschrankt sich bei Enzymen in der Regel auf Amino-,
Thiol-, Hydroxy- oder Carboxylgruppen. Je nach Art der Derivatisierung kann es zu verschie-

denen Bindungen zwischen Enzym und Trager kommen (Tabelle 26).

funktionelle funktionelle | Art der Bindung
Gruppe am Gruppe am
Trager Enzym
}7 EnZJ] COOH | Peptid- bzw. Amidbindung in Gegenwart von
NH, Kondensierungsreagenzien
}7 EnZ] NH, | Peptid- bzw. Amidbindung in Gegenwart von
NH, Kondensierungsreagenzien und Dicarbonséuren
H Alkylierung, z.B:
C—CH, EnZ] NH; y g
O Enz] OH H_ - —CH-N—
}70\ "CH, + H,N—Enz }7C|ZH CH;N—Enz
Enz] SH O OH
FCHO EnZJ] NH, | Bildung von Schiff’'schen Basen:
CHO+HN—Enz ——> C=N—En
}7 2 nz FH VA
Cll EnZINH, Arylierung, z.B:
N N H
}704</ N Cl N—Enz
" DA a
X O{ N + HN-Enz—— }—O—< N
X = Cl, NH, etc. N:< N:<
X X
X = CI, NH, etc. X = Cl, NH, etc.

Tabelle 26 Beispiele fur funktionelle Gruppen an Tragermaterialien und an Enzymen,

die zur Immobilisierung genutzt werden koniaH™

Einen guten Uberblick tiber die verschiedenen Techniken zur Immobilisierung von Enzymen

geben Scouten et HP4
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Im Falle der in dieser Arbeit eingesetzten Mikroperoxidase-11 (Abbildung 39) standen als
funktionelle Gruppen vier Carboxylgruppen (zwei am Hamingerust und zwei an der Gluta-

minsaure) und zwei Aminogruppen (je eine an Valin und an Lysin) zur Verfligung.

VaI—GIn—Lys—Cliys—AIa—GIn—C“,ys—His—Thr—Val—GIu
S S

| |
H,C—CH  H,C HC—CH,

COOH COOH

Abbildung 39  Strukturformel von Mikroperoxidase-11 (MP-11)

4.5.2 Bisherige Arbeiten zur Immobilisierung von Mikroperoxidase-11

Obwohl das Haminundecapeptid Mikroperoxidase-11 schon langer zum Nachweis von
Hydroperoxiden eingesetzt wird, gibt es erst sehr wenige Arbeiten zu dessen Immobilisierung.
So beschrieben Wadano et al. die Anbindung von MP-11 an Gele und den anschlieRenden
Einsatz des so immobilisierten Enzyms zur Bestimmung von tert. Butylhydroperoxid und
13SHPOD mittels Chemilumineszenz in einem FlieRinjektionssysfémie damit erreichte
Nachweisgrenze lag bei etwa 20 umol/l. Jacob versuchte die Anbindung von MP-11 sowohl
Uber die Amin- als auch uber die Carboyxylgruppen des Enzyms an aminopropyl-derivati-
sierte CPG-Beads mit Hilfe von Glutaraldehyd als Spd€édie daraus resultierende groRere
Beweglichkeit des Enzyms sollte in Analogie zu Hartmeier zu einer Erhéhung der Enzym-

aktivitat fuhrent*® Mikroperoxidase wurde mit diesem Verfahren zwar kovalent gebunden,
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die postulierte Aktivitatssteigerung konnte von Jacob hingegen nicht beobachtet werden.
Vielmehr zeigten entsprechende Versuche eine starke Abnahme der katalytischen Aktivitat.
Zur Entwicklung reagenzienloser amperometrischer Biosensoren immobilisierten Lotzbeyer
und Schuhmann Mikroperoxidase an modifizierten Goldoberflatiién:Die Anbindung des
Enzyms erfolgte dabei Uber die Carboxylgruppen der Mikroperoxidase direkt an die
Oberflache ohne Verwendung eines Spacers. Die katalytische Aktivitat blieb unter diesen
Bedingungen erhalten.

45.3 Vorversuche

Die von Létzbeyer und Schuhmann beschriebene Methode schien bei Einsatz entsprechent
derivatisierter Beads aufgrund ihrer Einfachheit zur Immobilisierung von Mikroperoxidase
gut geeignet zu sein. Dieses Konzept wurde deshalb weiter verfolgt.

Fur die Immobilisierung von Enzymen Uber deren Carboxylgruppen lassen sich Tragermate-
rialien einsetzen, die Uber freie Aminogruppen verfligen. In der Regel werden diese durch
Umsetzung nativer CPG-Beads (mit freien OH-Gruppen) mit 3-(Triethoxysilyl)-propylamin
hergestellt. Da schon entsprechend derivatisierte Aminopropyl-CPG-Beads zur Verfiigung
standen, wurde eine derartige Derivatisierung hier nicht durchgefuhrt. Die physikalischen
Eigenschaften der in dieser Arbeit verwendeten Beads sind in nachstehender Tabelle

zusammengefal3t:

Bezeichnung | Bead Durch- | Porengrof3e| spezifische Ober:  Porenvolumen
messer flache
50/63,2 50-100 pm 63,2 nm 58,48/m 1098,39 mrig
50/78,8 50-100 pm 78,8 nm 42,0Z/m 1014,13 mrifg
50/99,8 50-100 pm 99,8 nm 36,97/m 1100,57 mnig
50/125 50-100 pm 125 nm 27 4G hy 1004,55 mrig
Tabelle 27 Physikalische Eigenschaften der verwendeten Aminopropyl-Beads

Um die grundsatzliche Eignung dieser CPG-Beads zur Immobilisierung zu testen, wurde in
einem Vorversuch zunéchst die im Vergleich zu Mikroperoxidase wesentlich kostengunsti-

gere Glucoseoxidase (GOD) immobilisiert.
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Dazu wurden 20 mg Glucoseoxidase in 5 ml 2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethan-
sulfonsdure (HEPES)-Puffer (10 mmol/l; pH 7,8) gel6st und diese Losung zu 100 mg Amino-
propyl-CPG-Beads (50/63,2) gegeben. Die Immobilisierung wurde durch Zugabe von 20 mg
1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid (EDAC) gestartet. Das Reaktionsgemisch
wurde wahrend der finf Stunden andauernden Reaktion durch Uberleiten eines schwachen
Stickstoffstromes standig in Bewegung gehalten und durchmischt. Eine mechanische
Belastung der Beads, wie sie z. B. bei Einsatz eines Magnetrihrers hatte auftreten kdnnen,
konnte auf diese Weise vermieden werden. Nach Beendigung der Reaktion wurden die Beads
abfiltriert und griandlich mit ca. 25 ml Wasser gewaschen. In nachstehender Abbildung ist der
allgemeine Reaktionsverlauf der hier eingesetzten Methode zur Enzymimmobilisierung

wiedergegeben.

R
( CH
\S' o_ P " Ne N N ’ \ ( H
i— /
O/ H (I) o | Sl NS 20

Harnstoffderivat

Abbildung 40  Reaktionsverlauf der Immobilisierung von Enzymen mit EDAC an Amino-
propyl-CPG-Beads

Mit den gewaschenen Beads wurde ein Stahlreaktor (Chromatographie-Leersaule 20-4,6;
20 mm Lange; 4,6 mm Innendurchmesser, vgl. Tabelle 29) gefillt. Um die Aktivitat und
somit eine erfolgreiche Immobilisierung nachzuweisen, wurde der Reaktor in der Weise in
eine HPLC-Anlage eingebaut, dal3 eine entsprechende Reagenz bzw. die Testlésung im Kreis
gefordert werden konnte (vgl. Kapitel 6.6.4). Der Nachweis der Aktivitdt des immobilisierten
Enzyms erfolgte nach Schuhmafirdurch Zusatz von Glucose zu der Testlésung. Im Falle
von immobilisierter Glucoseoxidase wird dabei Glucose zu Wasserstoffperoxid umgesetzt.

Dieses bildet dann in einer zweiten enzymkatalysierten Reaktion (Meerrettichperoxidase,
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4-Aminoantipyrin, Phenol) einen roten Farbstoff mit einem Extinktionsmaximum bei
492 nm (Abbildung 41). Diese Reaktion wurde erstmals von Gallati zur Aktivitatsbestim-
mung von Peroxidase vorgeschlagénAkaza und Aota verwendeten eine abgewandelte
Form dieser Reaktion zur Bestimmung von Lipidhydroperoxidemei der N,N-Diethyl-
anilin anstelle des Phenols eingesetzt wurde.

c|:6H5
Gols HyCp =0
N OH

H3C\N/ O —
Peroxidase
J— + 2H0, + H,C |N + 4H,0
H.C NH,
(@]

Abbildung 41  Nachweis von Hydroperoxiden durch enzymkatalysierte Kupplung von
4-Aminoantipyrin mit Phenol

Zur Aktivitatsbestimmung wurden nach Schuhmighzunéchst zwei Reagenzienlésungen
angesetzt, die erst unmittelbar vor der Messung miteinander gemischt wurden. LOsung 1
enthielt 140 mg (1,49 mmol) Phenol und 250 mg (0,81 mmol) 4-Aminoantipyrin geldst in
50 ml Phosphatpuffer (0,1 mol/l; pH 7). Fur die Lésung 2 wurden 90 mg (0,50 mmol)
Glucose und 6 mg Meerrettichperoxidase (HRP) in 50 ml Phosphatpuffer (0,1 mol/l; pH 7)
geldst. Zur Messung wurden die Lésungen jeweils im Verhaltnis 1:20 verdinnt. Nach grind-
lichem Spulen des HPLC-Systems mit der verdinnten Losung 1 wurde 1 ml der verdinnten
Glucose/HRP-Lo6sung (L6sung 2) zugesetzt. Der Umsatz der zugesetzten Glucose zu
Wasserstoffperoxid konnte durch den zeitlichen Verlauf der Extinktion bei 492 nm verfolgt
werden (Abbildung 42). Ohne Enzymreaktor war ein solcher Anstieg der Extinktion nicht zu

beobachten.
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Abbildung 42  Nachweis der Aktivitat immobilisierter Glucoseoxidase (Erklarung siehe
Text)

Da die Ausgangslosungen mit tridestilliertem Wasser angesetzt wurden und somit frei von
Hydroperoxiden waren, kann der deutlich erkennbare Extinktionsanstieg nach Zugabe der
Glucose nur auf der Umsetzung von Glucose mit Glucoseoxidase beruhen. Die eingesetzten

Aminopropyl-CPG-Beads schienen damit zur Immobilisierung von Enzymen geeignet.

4.5.4 Immobilisierung von Mikroperoxidase-11

Aufgrund der positiven Ergebnisse der Vorversuche wurde nun in weiteren Versuchen
Mikroperoxidase-11 (MP-11) eingesetzt. Die Immobilisierung sollte nach dem gleichen Prin-

zip wie bei der Glucoseoxidase erfolgen (kovalente Bindung zwischen den Carboxylgruppen
des Enzyms und den Aminofunktionen des Tragers). Um eine Abhangigkeit der Enzym-
aktivitat von der Beschaffenheit des verwendeten Tragers festzustellen, wurde Mikroperoxi-
dase auf allen vier zur Verfigung stehenden Beadsorten (vgl. Tabelle 27) immobilisiert. Dazu
wurden in einem Spitzkolben jeweils 300 mg Aminopropyl-CPG-Beads vorgelegt und eine
Losung von ca. 10 mg MP-11 in 5 ml HEPES-Puffer (10 mmol/l; pH 7,8) hinzugegeben.

Nach grindlichem Durchmischen wurden dem Reaktionsansatz 25 mg EDAC zugefugt.

Analog zur Immobilisierung von Glucoseoxidase wurde auch hier ein leichter Stickstoffstrom
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Uber den Reaktionsansatz geleitet. Nach vier Stunden Reaktionszeit wurden die nunmehr
tiefrot gefarbten Beads abfiltriert und mit 25 ml tridestilliertem Wasser gewaschen. Die Beads
wurden unter Wasser bei 4 °C gelagert. Da das Filtrat noch eine deutlich rote Farbung
aufwies, wurde davon ausgegangen, dafld die unter den gegebenen Bedingungen maxime

maogliche Menge an Mikroperoxidase an den Beads immobilisiert worden war.

4.5.5 Bestimmung der Tragerbelegung

Um eine genaue Aussage uber den Erfolg der Immobilisierung bei den einzelnen Beadsorten
zu treffen, war es notwendig, die Menge des jeweils gebundenen Enzyms zu bestimmen. In
der Literatur werden dazu verschiedene Verfahren vorgeschlagen. Die einfachste Methode ist
die Differenzbildung aus eingesetzter und nach der Immobilisierung in Reagenzlésung und
Waschfliissigkeiten vorliegender EnzymmentfeDie Bestimmung des Enzymgehaltes in

den Loésungen kann dabei auf unterschiedliche Weise erfolgen. So bestimmte Jacob der
Enzymgehalt bei der Immobilisierung von Mikroperoxidase, Katalase und Meerrettichperoxi-
dase Uber die atomabsorptionsspektrometrische Messung des Eisengehaltes der jeweilige
Losung**® Gabel und Axén nutzten verschiedene titrimetrische und photometrische Metho-
den, bei denen ein Reagenz mit charakteristischen Gruppen des Enzyms (in der Regel Carb
oxyl-, Carbonyl-, Amino- oder Thiol-Gruppen) zu einer gefarbten Verbindung oder einem
farbigen Komplex reagierte® Aus der Intensitat der Farbung konnte dann der Enzymgehalt
berechnet werden. Auch die elementaranalytische Untersuchung des Immobilisates ist bei
genau bekannter Zusammensetzung des Enzyms moglich. Allerdings sind die daraus erhal
tenen Werte in der Regel mit groRen Fehlern behaftet, da der C-, H- und N-Gehalt der mit
dem Enzym belegten Beads im Verhéltnis zur Gesamtmasse sehr klein ist, und somit eine
Bestimmung im untersten MeRbereich erfdf{t.

Da jeweils nur geringe Mengen mit MP-11 belegter Beads zur Verfuigung standen, und die
elementaranalytische Bestimmung stark fehlerbehaftet schien, wurden die Enzymgehalte der
in Kapitel 4.5.4 hergestellten Enzymimmobilisate mittels AAS Uber die Eisenkonzentration
bestimmt. Dazu wurde zunachst die oben genannte "Differenz"-Methode eingesetzt. Um
Matrixeinflisse auszuschliel3en, wurde mit der Standardadditionsmethode gearbeitet (vgl.
Kapitel 6.8). Zur Uberpriufung der so erhaltenen Werte wurde im AnschluR an die

Immobilisierung jeweils eine geringe Menge der Beads mehrere Tage bei 120 °C getrocknet
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und anschlieRend mit konz. Salpetersaure aufgeschlossen. Nach mehrtagiger Reaktionszeit
wurde der Eisengehalt der tUberstehenden Flussigkeit ebenfalls mittels AAS bestimmt. Die
Messungen dazu erfolgten am Institut flr Spektrochemie und Angewandte Spektroskopie in

Dortmund. Die Ergebnisse sind in nachstehender Tabelle zusammengefalit.

Beadsorte| Tragerbelegung (Differenzmethode) Tragerbelegung (AufschluBmethode
inmg MP-11/100 mg CPG in mg MP-11/100 mg CPG
50/63,2 2,88 2,34
50/78,8 3,22 2,19
50/99,8 3,10 2,30
50/125 2,99 1,97

Tabelle 28  Ermittelte Belegungen von Aminopropyl-CPG-Beads mit Mikroperoxidase-11
(AAS-Messungen)

Wie aus der Tabelle hervorgeht, lieferten beide Bestimmungsmethoden ahnliche Ergebnisse.
Die durch Differenzmessungen bestimmten Tragerbelegungen lagen jedoch etwas Uber den
Werten, die durch den Aufschlul® der Beads erhalten wurden. Dabei mul3 beriicksichtigt wer-
den, dal3 die Messung des Eisengehaltes in der Reaktionsldsung nach der Immobilisierung
ohne Standardaddition im unteren Mef3bereich des Atomabsorptionsspektrometers erfolgte.
Die mit der Standardadditionsmethode erhaltenen Werte (Spalte 2 in Tabelle 28) wiesen
deshalb eine relativ groRe Unsicherheit auf. Dartberhinaus ist es auch moéglich, daf3 nach der
Reaktion ein Teil der Mikroperoxidase nur adsorptiv gebunden war und somit eine héhere
Tragerbelegung vorgetauscht wurde. Auf der anderen Seite konnte es aufgrund der Lage-
rungsbedingungen in der Zeit zwischen der Immobilisierung und dem Aufschlul’ der Beads zu
einem Auswaschen von Eisen kommen. Die tber den Aufschlul® mit Salpetersaure bestimm-
ten Werte fur die Tragerbelegung waren demnach als zu niedrig anzusehen. Da die Farbe der
Beads sich jedoch auch nach langerer Lagerung nicht &nderte, und auch keine Braunfarbung
der Uberstehenden Flussigkeit festgestellt wurde, dirfte der aus der Auswaschung von Eisen
resultierende Fehler sehr gering sein. Insgesamt liegen die erhaltenen Werte wesentlich tber
denen, die Jacob fir die Immobilisierung von Mikroperoxidase auf Beads einer Grof3e von
120-200 mesh (74-125 um) und 140 nm PorengréRe afiyistit einer Belegung von etwa

0,09 mg MP-11/100 mg CPG sind die dort angegeben Werte um den Faktor 25 geringer. Ein
direkter Zusammenhang zwischen der Beadsorte bzw. der spezifischen Oberflache (Tabelle

27) und der Menge der immobilisierten Mikroperoxidase konnte nicht festgestellt werden.
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45.6 Packen der MP-11-Reaktoren

Zum Einsatz der immobilisierten Mikroperoxidase in der HPLC mussen die Beads in Reakto-
ren gepackt werden. Dafur haben sich besonders sogenannte Festbettreaktoren bewéhrt, b
denen die Feststoffteilchen wahrend der Durchstrémung ruhen. In diesen Reaktoren ist das
Enzymimmobilisat am dichtesten gepackt, so dal3 eine Peakverbreiterung moéglichst minimiert
wird. Weiterhin wird bei Reaktoren dieser Art bezogen auf das Reaktorvolumen der grofdte
Stoffumsatz pro Zeiteinheit erzielt. In dieser Arbeit wurden kurze Chromatographie-Leer-
séulen aus Edelstahl als Reaktoren verwendet. Sie haben den Vorteil, daf3 sie chemisch inel
sind, aufgrund ihrer Endverschraubungen leicht in HPLC-Systeme eingebaut werden kdnnen
und mehrfach verwendbar sind. Die Abmessungen der eingesetzten Reaktoren sind in Tabelle
29 zusammengefaldt. Die effektive Lange ist dabei die Lange des fur die Fullung zur

Verfigung stehenden Sauleninnenraumes.

Reaktor | Gesamtlange effektive Lange  Innendurchmesser Reaktorvolume
20-4 20 mm 13 mm 4 mm 163,l nfm
20-4,6 20 mm 13 mm 4,6 mm 216,0 Mm

Tabelle 29  Abmessungen der verwendeten Reaktoren

Das Fullen von Chromatographiesdulen erfolgt bei Materialien mit einem Durchmesser von

mehr als 20 pm in der Regel mit trockenen Sorbentien bzw. Fullmatéribka die in dieser

Arbeit hergestellten Enzymimmobilisate unter Pufferlosung bzw. unter Wasser gelagert

wurden, und um eine mogliche Inaktivierung der Mikroperoxidase durch Trocknen der Beads

zu vermeiden, konnte die Methodik des Trockenfiillens der Reaktoren hier nicht eingesetzt
werden. Auf der anderen Seite erwies sich das Fllen nach der Suspensions-Technik (slurry:-
Technik) als sehr schwierig, da sich die Teilchen aufgrund ihrer Gro3e zu schnell absetzten.
Auf den Einsatz organischer Losungsmittel mit hoher Dichte, die das Immobilisat in Suspen-

sion zu halten vermochten, wurde verzichtet, um eine mdgliche Inaktivierung der

Mikroperoxidase zu vermeiden.
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Das Fillen erfolgte somit mit einer Kombination beider Techniken:

Der Reaktor wurde mit einer Suspension des Enzymimmobilisates gefiillt. Anschliel3end
wurde ein erhohter Stickstoffstrom durch den Reaktor geleitet, wobei sich das Immobilisat
absetzte, und die Flussigkeit aus dem Reaktor getrieben wurde. Es wurde jeweils darauf
geachtet, dal’ die Beads nicht austrockneten und immer eine geringe Restfeuchte vorhanden
war. Im nachsten Schritt wurde der Reaktor verschlossen und mit 10-20 ml HEPES-Puffer
(20 mmol/l; pH 7,8) bei einer FluRRrate von 10 ml/min gesptlt. Nach erneutem Austreiben der
Flissigkeit mit Stickstoff wurde der Reaktor wieder geotffnet und gegebenenfalls weiteres
Enzymimmobilisat zugegeben, so dal} der Reaktorinnenraum vollstandig gefillt war. Nach
nochmaligem Durchleiten von Stickstoff wurde der Reaktor wieder verschlossen und in die
HPLC eingebaut bzw. bei 4 °C gelagert.

Zur Uberpriifung des Einflusses der Fullmethode auf die Peakverbreiterung in der HPLC
wurde ein weiterer Reaktor nach der klassischen Suspensionstechnik gefullt. Dazu wurde ein
Fallrohr Uber ein entsprechendes Adapterstiick mit Doppelgewinde mit dem zu fillenden
Reaktor verbunden. Das Fullrohr wurde mit einer Suspension des Enzymimmobilisates gefullt
und verschlossen. Anschlie3end wurde mit einer Pumpe HEPES-Puffer (10 mmol/l; pH 7,8)
durch Fullrohr und Reaktor geleitet. Dabei wurde die FluRrate schrittweise von 1 ml/min auf
35 mil/min (7 bar) erh6éht. Der Reaktor wurde etwa eine Minute bei einem Druck von 7 bar
gepackt, das Fullrohr wurde abgenommen und der Reaktor fest verschlossen. Der Einflul3 der

Fiullmethode auf die Peakverbreiterung ist in Kapitel 4.5.8 erlautert.

4.5.7 Bestimmung der MP-11-Aktivitat

In der Literatur existieren zur Bestimmung der Aktivitat immobilisierter Enzyme eine Reihe
mehr oder weniger aufwendiger und komplizierter Vorschriften, mit denen absolute Werte der
Aktivitdt berechnet werden kdnnen. Man bedient sich dabei in der Regel photometrischer
Methoden, bei denen die Umsetzung eines Substrates durch das immobilisierte Enzym zu
einer Anderung der Farbung fiihrt. Die Aktivitat kann dann bei bekanntem Extinktions-
koeffizientene aus der zeitlichen Anderung der ExtinktisE berechnet werden. Nach

Gleichung 4 ist die zeitliche Anderung der Extinktion der Aktivitat proportiotal.
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Ac _ AEWV

Aktivitat=—=———
€ [d [V [At
Gleichung 4

(Ac = Konzentrationsanderung in madf = Beobachtungszeitraum in midg = Extinktions-
anderung; d = Schichtdicke in cm; V = Gesamtvolumen in I; v =Probevolumen in I;
€ = molarer dekadischer Extinktionskoeffizient-md/*-cm™;)

Um eine Aussage Uber den Einflu3 der in dieser Arbeit eingesetzten verschiedenen Beadsor
ten auf die Aktivitat der immobilisierten Mikroperoxidase zu treffen, wurde das bei der
Aktivitdtsbestimmung von immobilisierter Glucoseoxidase verwendete HPLC-System (vgl.
Kapitel 6.6.4) und auch die dort genutzte Reaktion zur Hydroperoxidbestimmung mit
4-Aminoantipyrin (vgl. Abbildung 41) erneut eingesetzt. Die Anwesenheit von Glucose und
Meerrettichperoxidase war in diesem Falle jedoch nicht nétig. Es wurde deshalb nur mit der
oben beschriebenen Losung 1 (0,14 g Phenol und 0,25 g 4-Aminoantipyrin in 50 mi
10 mmol/l Phosphatpuffer pH 7) gearbeitet. Zur Messung wurde diese Losung mit Phosphat-
puffer im Verhaltnis 1:20 verdinnt. Die HPLC-Anlage wurde vor jeder Melreihe grundlich
mit verdiinnter Reagenzldsung bei einer FluRRrate von 1 ml/min gesplult. Das Gesamtreaktions-
volumen in dem modifizierten HPLC-System betrug bei jeder Messung 100 ml. Nacheinander
wurden mehrfach in kurzen Zeitabstanden jeweils 100 pl einer Wasserstoffperoxid-Lésung
(10 mmol/l) hinzugegeben und der Extinktionsanstieg bei 492 nm verfolgt. Dabei ergab sich
eine Kurve mit mehreren Stufen. In Abbildung 43 ist als Beispiel eine solche Kurve fiir einen
mit der Beadsorte 50/63,2 geflllten Reaktor dargestellt. Der Anstieg der Extinktion pro
Zeiteinheit in den einzelnen Stufen wurde analog Gleichung 4 der Aktivitdt der
immobilisierten Mikroperoxidase gleichgesetzt. Auf diese Weise wurde die Enzymaktivitat

bei den vier mit verschiedenen Beadsorten geflllten Reaktoren bestimmt.
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Abbildung 43  Bestimmung der Aktivitat der immobilisierten Mikroperoxidase (Beadsorte
50/63,2)

Eine absolute Aussage Uber die Aktivitat gemafld Gleichung 4 konnte nicht getroffen werden,
da der molare Absorptionskoeffizient des entstehenden roten Farbstoffes nicht bekannt war.
Die Mel3bedingungen waren jedoch bei allen vier Reaktoren gleich, so dafl? ein Vergleich der
relativen Aktivitaten (Anderung der Extinktion pro Zeiteinheit) untereinander sinnvoll

erschien. In nachstehendem Diagramm sind die Enzymaktivitaten in Abhangigkeit von der

Beadsorte vergleichend dargestellt.
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0.1 - 0,0846 £ 9,6%

0.081 00,0644 +11,9% 0,0676 +£9,3%

0,0506 +11,2%

rel. Aktivitat in AE/min

50/63,2 50/78,8 50/99,8 50/125
Beadsorte

Abbildung 44  Aktivitdt der Enzymimmobilisate in Abhangigkeit von der verwendeten
Beadsorte

Eine eindeutige Abnahme der Peroxidaseaktivitat des Immobilisates in Abhangigkeit von der
spezifischen Oberflache des Tragers, wie sie Wédtakbschrieb, konnte hier nicht festge-
stellt werden. Die hier ermittelten Werte spiegeln in etwa die bei der Bestimmung der Trager-

belegung erhaltenen Ergebnisse wieder (Tabelle 28).

4.5.8 Optimierung des MP-11-Fluoreszenz-HPLC-Systems

Fur den Einsatz der Reaktoren bei der HPLC-Bestimmung von Lipidhydroperoxiden wurde
zunachst das von Heinmolleentwickelte 2-Pumpen-System mit einer Eluenten- und einer
Reagenzienpumpe eingesetzt. Der Einbau der Reaktoren erfolgte unmittelbar vor dem Fluo-
reszenz-Detektor (vgl. 6.6.5). Die Zusammensetzung der von Heinmdller verwendeten Rea-
genzlésung wurde nur insoweit gedndert, als dal3 keine Mikroperoxidase zugegeben wurde.
Die PES-Konzentration und die Pufferzusammensetzung wurden beibehalten. Da die Reak-
tion zwischen Hydroperoxid, Mikroperoxidase und 4-Hydroxyphenylessigsaure aufgrund der
Immobilisierung des Enzyms nur im Reaktor selbst ablaufen konnte, wurde auf den Einsatz
von Reaktionskapillaren verzichtet. Eine mdgliche Erhohung der Reaktivitdt konnte deshalb

nur durch die Veranderung der Temperatur des Reaktors und der Flu3rate der zudosierter
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Reagenzienlosung erfolgen. Um dies zu Uberprifen, wurde zunachst ein Reaktor 50/63,2 in
das HPLC-System eingebaut und mehrfach hintereinander jeweils 20 ul einer methanolischen
Losung von 1S-Hydroperoxy-octadecaf8),11(E)-diensauremethylester (100 pmol/l)
injiziert. Die FluRBrate der Reagenzlésung betrug 0,5 mil/min. Die Temperatur des
Enzymreaktors wurde im Bereich von 20-40 °C jeweils um 5 °C erh6ht. Die sich daraus

ergebende Temperaturabhangigkeit ist in nachstehender Abbildung dargestellt.

3'0E+06i

2. 5E+06-

2.0E+06 ] .\‘/‘\‘\‘

1.5E+06-

Peakflache in rel. Einheiten
(FL-Detektion)

10E+06 -+
15 20 25 30 35 40 45

Temperatur des Reaktors in °C

Abbildung 45  Abhéangigkeit des Response am Fluoreszenz-Detektor von der Temperatur
des Enzymreaktors bei der RP-HPLC-Bestimmung von 13S-HPOD

Ab einer Reaktortemperatur von etwa 30 °C war eine deutliche Abnahme des Response mel3-
bar, wahrend im Bereich von 20 - 30 °C die Signalintensitat anndhernd gleich blieb. Eine
genaue Temperierung der Enzymreaktoren war deshalb bei einem Einsatz in der HPLC nicht
erforderlich. Die Reaktoren wurden deshalb bei Raumtemperatur betrieben. Um den
apparativen Aufwand moglichst gering zu halten, wurde eine Temperierung des Reaktors auf
weniger als 20 °C nicht in Betracht gezogen.

In weiteren Versuchen wurde die Abhangigkeit der Signalintensitat von der Fluf3rate der Rea-
genzlbésung untersucht. Dazu wurde ebenfalls das in Kapitel 6.6.5 beschriebene 2-Pumpen-
System eingesetzt. Die Temperatur des Enzymreaktors betrug etwa 22 °C (Raumtemperatur).
Die FluRrate der PES-L6sung wurde von 0,1 ml/min bis 0,5 ml/min variiert. Bei Verwendung
eines Enzymreaktors 50/63,2 ergaben sich fFHBOD und 1$HPOD-Me-Ester als Test-

substanzen die in Abbildung 46 dargestellten Kurven.



4 Ergebnisse und Diskussion 97

_ 3.0E+07-

8 ]

A4 i

9 2.5E+07

() B

e 1

T 2.0E+07-

GC) ]

= 1.5E+07 -

= . + 13S-HPOD

g 1OE+077 X 13S-HPOD-Me-Ester

< ]

g 5.0E+06 -

L ]

E.; 0_0E+00 . T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

FluBrate Reagenzienldsung in ml/min

Abbildung 46  Abhéangigkeit des Response am Fluoreszenz-Detektor von der Flu3rate der
Reagenzienlosung bei der RP-HPLC-Bestimmung von 13S-HPOD und
13S-HPOD-Me-Ester mit dem 2-Pumpensystem

Hier zeigte sich deutlich, dal’ bei Flu3raten unter 0,38 - 0,40 ml/min zu wenig PES in den

Reaktor gelangte, und es somit nicht zu einer vollstindigen Umsetzung des Hydroperoxids
kam. Bei hoheren FluRBraten war hingegen die Reaktionszeit zu kurz, was wiederum zu einer
Abnahme der Signalintensitat fihrte. In den weiteren Versuchen wurde deshalb die Flu3rate
der Reagenzlosung auf 0,4 ml/min eingestellt.

Die Abhangigkeit des Responseverhaltens von der Konzentration der PES-L6sung wurde
ebenfalls untersucht. Analog zu den von Kurth beschriebenen Ergebfissenle auch hier

mit steigender PES-Konzentration eine Erhdhung des Response bei gleichzeitiger Zunahme
des Grundrauschens (Baseline-noise) festgestellt. So fiihrte eine Anderung der PES-Konzen
tration von 4 auf 6 mg/250 ml zu einer Vervierfachung des Grundrauschens. Die von Hein-

moller vorgeschlagene Zusammensetzung der Reagenzienlésung wurde deshalb beibehalten.
Waéhrend der Versuche wurde bei allen eingesetzten Reaktoren unmittelbar nach dem Einbat
in das 2-Pumpen-HPLC-System (vgl. 6.6.5) ein mehr oder weniger starkes "Ausbluten” beob-

achtet (jeweils wahrend der ersten 100 ml durchgepumpter Flissigkeit). Im weiteren Verlauf

des HPLC-Einsatzes anderte sich die Farbe der Beads von einem tiefen Rot zu einem schwa
chen Braun-Rosa. Die Aktivitdt der Reaktoren schien durch das Ausbluten jedoch nicht

beeintrachtigt zu werden, was auch durch spatere Messungen bestatigt°Whrake Aus-
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bluten trat nur bei Reaktoren mit frischem Immobilisat auf, wenn diese in das 2-Pumpen-
HPLC-System eingebaut und mit alkalischem Boratpuffer (pH 10) durchspult wurden. Beim
Spilen der Reaktoren mit Methanol, Wasser oder Phosphatpuffer (pH 7) konnte ein
Ausbluten nicht festgestellt werden. Die Ursache lag vermutlich in einem Auswaschen
restlicher, nur adsorptiv gebundener Mikroperoxidase, die durch einfaches Waschen der
Beads nach der Immobilisierung nicht entfernt werden konnte. Dartiber hinaus ist auch eine
teilweise Hydrolyse der bei der Immobilisierung entstehenden Amidbindung zwischen
Carboxyl-Gruppen der Mikroperoxidase und Aminogruppen des Tragers moglich (Abbildung
47). Diese Reaktion lauft unter basischen Bedingungen ab, wie sie auch bei Verwendung des

Boratpuffers (pH 10) als Reagenzienldsungmittel vorliegen.

O _ o O
OH CPG H,0 J\
J\ PG —» Enz N — > - + CPG—NH
Enzym H H Enzym O
OH

Abbildung 47  Basenkatalysierte Hydrolyse der zur Immobilisierung genutzten Saureamid-
bildung

Trotz des beobachteten Auswaschens war aber auch nach sehr langer, intensiver Nutzung der
Reaktoren (ca. 300 Injektionen, entspr. ca. 6000 Minuten) immer noch eine hohe Peroxidase-
aktivitat feststellbar.

Um gegebenenfalls die Standzeit der Reaktoren weiter zu erh6hen, wurde versucht, eine
Losung von 4-Hydroxyphenylessigsaure in Phosphatpuffer pH 7 als Reagenz einzusetzen.
Wie eigene und auch frithere Untersuchut&fiergaben, war es unter diesen Bedingungen
jedoch zwingend notwendig, im HPLC-System hinter dem Reaktor den pH-Wert des Eluates
durch Zugabe von Natronlauge anzuheben. Nur unter diesen Bedingungen zeigte das aus
4-Hydroxyphenylessigsaure gebildete Dimer eine starke Fluoreszenz (siehe Abbildung 18).
Es wurde deshalb auf das von Heinmdfid&reschriebene 3-Pumpen-System zuriickgegriffen,

bei dem nach erfolgter Reaktion von Hydroperoxid, Peroxidase und PES zusatzlich
Natronlauge zudosiert wird. Dieses System wurde fir den Einsatz der Enzymreaktoren ent-
sprechend modifiziert (Kapitel 6.6.6). Die Konzentration und die FluRBrate der PES-LAsung

wurden beibehalten.
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Zur Untersuchung des Nachweisvermdgens der beiden verwendeten HPLC-Systeme wurder
jeweils Konzentrationsreihen von $BIPOD und 1$HPOD-Me-Ester im Bereich von
0,5-25 pmol/l mit allen vier Reaktortypen in beiden HPLC-Systemen vermessen. Im Zuge
dieser Untersuchungen ergab sich, dal3 nur beim 2-Pumpen-System ein linearer Zusammen
hang zwischen Peakflache und Konzentration der injizierten Hydroperoxidldsung bestand.
Die mit dem 3-Pumpen-System erhaltenen Korrelationen zeigten hingegen eine mehr oder
weniger starke Krimmung. In den Abbildungen 48-51 sind exemplarisch die Kalibrierkurven
von 13FSHPOD- und 1$HPOD-Me-Ester bei Verwendung des Reaktortyps 50/63,2 im

2-Pumpen- und im 3-Pumpen-System dargestellt.

1.8E+07
1.5E+07+

1.3E+07

y = 353375x - 134083
R? = 0.9986

1.0E+07
7.5E+06

5.0E+06+

Peakflache in rel. Einheiten

2.5E+06+

0.0E+00+
0 5 10 15 20 25 30

Konzentration in pmol/I

Abbildung 48  Kalibrierkurve fir 13S-HPOD im 2-Pumpen-System mit Enzymreaktor (Typ
50/63,2) und Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 49  Kalibrierkurve fir 13S-HPOD-Me-Ester im 2-Pumpen-System mit Enzym-
reaktor (Typ 50/63,2) und Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 50  Kalibrierkurve fur 13S-HPOD im 3-Pumpen-System mit Enzymreaktor (Typ
50/63,2) und Fluoreszenzdetektion
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Abbildung 51  Kalibrierkurve fur 13S-HPOD-Me-Ester im 3-Pumpen-System mit Enzym-
reaktor (Typ 50/63,2) und Fluoreszenzdetektion

Die Bestimmung der Nachweisgrenzen in Anlehnung an DIN 328#k&nnte aufgrund die-

ser Zusammenhange nur fir das 2-Pumpen-System erfolgen, da bei der entsprechende
Berechnung von einem linearen Zusammenhang ausgegangen wird. Die so erhaltenen Ergelk
nisse sind in Tabelle 30 aufgefuhrt. Fir das 3-Pumpen-System erfolgte die Abschatzung der
Nachweisgrenze nach der von Kaiser und Specker vorgeschlagenen Methode. Danach ist de
MelRwert an der Nachweisgrenze in guter Naherung durch die dreifache Standardabweichunc
des GrundrauschensdBdes analytischen Systems gegetf@mls Nachweisgrenze ergab

sich ein Wert von ca. 1-2 pmol/l
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Reaktortyp 13S-HPOD 13S-HPOD-Me-Ester
50/63,2 Steigung in FEIimor™* 353375 584587
Achsenabschnitt in FE -134083 -444585
Korrelationskoeffizient 0,999 0,999
Nachweisgrenze in pmol/l 0,74 0,8
Bestimmungsgrenze in pmol/I 2,16 2,34
Nachweisgrenze absolut in pmol 14,8 16,0
50/79,8 Steigung in FEIpmor* 178776 286561
Achsenabschnitt in FE -116326 -408527
Korrelationskoeffizient 0,997 0,992
Nachweisgrenze in pmol/I 1,46 2,59
Bestimmungsgrenze in pmol/I 4,20 7,31
Nachweisgrenze absolut in pmol 29,2 51,8
50/99,8 Steigung in FEJimol* 139046 239752
Achsenabschnitt in FE -90711 -280984
Korrelationskoeffizient 0,998 0,994
Nachweisgrenze in umol/l 1,34 2,12
Bestimmungsgrenze in pumol/I 3,87 6,01
Nachweisgrenze absolut in pmol 26,8 42,4
50/125 Steigung in FEIpmor™ 59951 121200
Achsenabschnitt in FE -76887 -225399
Korrelationskoeffizient 0,994 0,985
Nachweisgrenze in pumol/l 2,25 3,53
Bestimmungsgrenze in pumol/I 6,37 9,94
Nachweisgrenze absolut in pmol 45,0 70,6
Tabelle 30 Kalibrierdaten und Kenngréf3en von 13S-HPOD und 13S-HPOD-Me-Ester

bei Verwendung verschiedener Enzymreaktoren im 2-Pumpen-System

Wie aus Tabelle 30 hervorgeht, liegen die fir das 2-Pumpen-System berechneten Nachweis-
grenzen von 13HPOD und 1$HPOD-Me-Ester und auch die fur das 3-Pumpen-System
abgeschatzten Nachweisgrenzen bei Verwendung verschiedener Reaktoren etwa im gleichen
Bereich. Aufgrund des linearen Zusammenhanges zwischen Konzentration und Peakflache ist
das 2-Pumpen-System jedoch auf jeden Fall vorzuziehen, zumal auch der apparative Aufwand
deutlich geringer ist. Im weiteren Verlauf wurde deshalb ausschliel3lich mit diesem System

gearbeitet.
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Vergleicht man die in Tabelle 30 aufgefiihrten Parameter der Kalibriergeraden, so erkennt
man weiterhin, dal3 die Hydroperoxyfettsauren und deren Methylester nicht den gleichen
Response lieferten. Trotz gleicher Konzentration im Testgemisch wurden fir die S&uren
gegeniber den entsprechenden Methylestern bis zu 30 % kleinere Signale erhalten. Ursach
kbnnte eine geringere Reaktionsgeschwindigkeit der Mikroperoxidase mit den Fettsauren

sein.

In einem letzten Schritt wurde der Einflu3 der Beadsorte und der Packverfahren (vgl. 4.5.6)

auf die Peakbreite im HPLC-System bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 31 zusammen-

gefalit.
Detektionssysstem Packverfahren tgr(13S-HPOD) | wx(13S-HPOD) | tgr(13S-HPOD- | wy(13S-HPOD-
der Reaktoren in min in min Me-Ester) Me-Ester)

in min in min

UV-Detektion O 1,95 0,2 4,93 0,29

Fluoreszenz-Detekr O 2,24 O 3,64 ca. 0,36

tion nach Hein-

moller!

Fluoreszenz-Detek: Suspensions- 2,20 0,38 5,68 0,44

tion mit Reaktor technik

50/78,8

Fluoreszenz-Detekr Kombinations- 2,48 0,37 5,53 0,41

tion mit Reaktor methode

50/125

Fluoreszenz-Detekr Kombinations- 2,46 0,37 521 0,41

tion mit Reaktor methode

50/99,8

Fluoreszenz-Detekr Kombinations- 2,59 0,38 5,37 0,44

tion mit Reaktor methode

50/78,8

Fluoreszenz-Detekr Kombinations- 2,56 0,37 5,43 0,43

tion mit Reaktor methode

50/63,2

Tabelle 31 Retentionszeitenund Peakbreiten auf halber Hohg won 13S-HPOD und

13S-HPOD-Me-Ester in Abhangigkeit von der Beadsorte und dem Pack-
verfahren der Enzymreaktoren

Im Vergleich zum HPLC-System mit UV-Detektion ergab sich bei Verwendung der her-
kémmlichen Fluoreszenz-Detektion nach Heinm&llewufgrund der Zudosierung des Rea-

genzes und des Einsatzes langerer Kapillaren eine deutliche Peakverbreiterung. Diese wurd
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bei Verwendung der Enzymreaktoren durch die Querschnittsverbreiterung in den Reaktoren
und das relativ grobkdrnige Material noch leicht erhéht. Eine Abhangigkeit von der Art der
verwendeten Beads konnte jedoch nicht festgestellt werden. Auch die zum Packen der Beads
verwendete Methode (Suspensionstechnik bzw. Kombination von Trockenfill- und Suspensi-

onstechnik; vgl. Kapitel 4.5.6) hatte keinen Einflul3 auf die Breite der Peaks.

45.9 Einsatz von MP-11-Reaktoren in der NP-HPLC

In der Literatur sind Beispiele bekannt, daf3 Enzyme auch in Gegenwart nichtwalriger organi-
scher Losungsmittel eine katalytische Aktivitdt besitzen. So beschreiben Li und Ward die
durch Lipasen katalysierte Veresterung von Glycerin mit mehrfach ungesattigten Fettsauren
in organischen Lésungsmitteln, wie Pentan oder HeXarEine entscheidende Rolle spielt
dabei der Wassergehalt des Losungsmittels. In walriger Umgebung treten in Enzymen
Regionen relativ hoher Polaritdt mit dem walrigen Losungsmittel in Kontakt. Regionen mit
vergleichsweise niedriger Polaritéat sind dagegen grof3tenteils vom walrigen Milieu abge-
schirmt. Wird die Polaritéat des Losungsmittels herabgesetzt, so breiten sich die Regionen
niedriger Polaritat aus, was in der Regel zu einer Umorganisation der Enzymstruktur und zu
einer Destabilisierung fiihtt? Dennoch [4Rt sich keine allgemeine Aussage dariiber treffen,
ob der Wechsel von einem walirigen polaren zu einem nichtwal3rigen apolaren Loésungsmittel
mit einer Zu- oder Abnahme der katalytischen Aktivitdt des Enzyms einhergeht. Dies muf}
von Fall zu Fall neu tGberpruft werden.

Die in dieser Arbeit immobilisierte Mikroperoxidase hat mit ihren elf Aminosauren im Ver-
gleich zu vollstandigen Enzymen, wie z.B. Meerrettichperoxidase, keine ausgepragte tberge-
ordnete Struktur (Tertiarstruktur). Das aktive Zentrum liegt mehr oder weniger frei. Eine
Aktivitatsdnderung der Mikroperoxidase aufgrund oben genannter Aspekte war deshalb nicht
zu erwarten.

Um die Einsatzmaoglichkeit der Reaktoren auch unter Normalphasenbedingungen zu prifen,
wurden zunéachst in einem Vorversuch 20 mg mit Mikroperoxidase belegte CPG-Beads in
einer Fluoreszenzkivette mit 2 ml einer 4-Hydroxyphenylessigsaure-Losung (4 mg PES in
100 ml einer Mischung aus Boratpuffer (10 mmol/l; pH 10) und Methanol 1/1 v/v) versetzt.
Zu der Losung wurden 100 pul einer 1 mmol/ISE3POD-Me-Ester-Losung in Methanol

gegeben. Nach kurzem Durchmischen wurde die Losung sofort im Fluoreszenzphotometer
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vermessenNem = 234 nmAex = 415 nm). Dabei wurde ein deutlicher Anstieg der Fluoreszenz
Uber mehrere Minuten beobachtet. Die Beads wurden daraufhin grindlich mit 2-Propanol
gespult und mit je 1 ml Hexan und einer Losung von 4 mg PES in 100 ml 2-Propanol versetzt.
Nach Zugabe von 100 pl einer $BIPOD-Me-Ester-Losung (1 mmol/l in Hexan) und
Durchmischen wurde die L6sung erneut in einem Fluoreszenzphotometer vermessen. Eine
Peroxidaseaktivitat konnte unter diesen Bedingungen auch nach langerer Zeit nicht beob-
achtet werden. Nach erneutem Umspulen mit 2-Propanol, Methanol und Wasser auf ein
methanolisch-wéalriges System zeigten die Beads wieder eine Aktivitat, die im Vergleich zu
vorher jedoch deutlich geringer war.

Aufgrund dieser Ergebnisse war ein Einsatz der MP-11-Reaktoren unter NP-Bedingungen
nicht moglich. Dies wurde auch durch HPLC-Versuche bestétigt, bei denen ein entsprechen-
der Enzymreaktor in ein NP-HPLC-System eingebaut wurde. Selbst bei Injektion gré3erer
Mengen an Hydroperoxid konnte kein Fluoreszenzsignal beobachtet werden. Wie die
Klvettentests zeigten, schien der Einsatz der MP-11-Reaktoren in einem apolaren, nicht
walrigen Losungsmittel nicht zu einer dauerhaften, irreversiblen Inaktivierung zu fuhren.
Vermutlich spielt hier der Wasseranteil im Lésungsmittel eine entscheidende Rolle fir die
Aktivitat des Enzyms, wie es Li und Wafd fur Lipase in organischen Ldsungsmitteln
beschrieben. Insgesamt decken sich die hier erhaltenen Ergebnisse mit den Beobachtunge
von Siegel und Robeftsiiber das Verhalten von Meerrettichperoxidase (HRP) in organischen
Losungsmitteln. Danach zeigte HRP in protischen Losungsmitteln mit einer hohen Dielektri-
zitatskonstanten eine katalytische Aktivitat, wahrend in aprotischen Loésungsmitteln, wie

Hexan, Dioxan oder Benzol keine Aktivitat nachweisbar war.

4.5.10 Diskussion der Ergebnisse

Die in diesem Kapitel beschriebene Methode zur direkten kovalenten Bindung von Mikroper-
oxidase-11 an Aminopropyl-CPG-Beads hat sich wegen ihrer Einfachheit und schnellen
Durchfuhrbarkeit gut bewahrt. Aufgrund friherer Ergebnisse wurde auf den Einflul3 von
Spacer-Molekiilen verzichtet. Dadurch ergab sich im Vergleich zu den Arbeiten vofi*Jacob
eine hohere Tragerbelegung und letztendlich auch eine hoéhere Peroxidaseaktivitat des
Immobilisates. Die Bestimmung der Tragerbelegung erfolgte Uber die atomabsorptions-

spektrometrische Messung des Eisengehaltes. Die aus der Differenzmessung (Messung de



106 4 Ergebnisse unddniskussi

Eisengehaltes vor und nach der Immobilisierung im Reaktionsansatz) und tber den Aufschluf3
belegter Beads erhaltenen Werte stimmten zwar nicht vollig Uberein, zeigten aber im Ver-
gleich zu friiheren Versuch¥fi eine wesentlich gréRere Belegung der Beads. Ein Vergleich
der erzielten Enzymaktivitdten erwies sich jedoch als schwierig, da in der Literatur kein
einheitliches Verfahren zur Aktivitatsbestimmung von immobilisierter Mikroperoxidase
beschrieben wird und somit auch keine Referenzwerte vorlagen. Uber den zeitlichen Anstieg
der Extinktion bei der Reaktion von MP-11 mi®3 in Gegenwart von Phenol und 4-Amino-
antipyrin konnten fur die vier verschiedenen Beadsorten relative Aktivitdten bestimmt
werden. Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen Beadsorte (d.h. Porengrdof3e) und Aktivitat
war nicht feststellbar.

Die hergestellten Enzymreaktoren lieBen sich ohne gréRere Probleme in den von Héinméller
beschriebenen RP-HPLC-Systemen (2- und 3-Pumpen-Systeme) zur Bestimmung von Lipid-
hydroperoxiden einsetzen. Dabei wurde die Zusammensetzung der Reagenzienldsungen nicht
geandert, lediglich die FluRraten wurden angepal3t.

Im Zuge der Untersuchungen erwies sich das 2-Pumpen-System, bei dem die 4-Hydroxy-
phenylessigsaure im basischen Boratpuffer zudosiert wird, im Vergleich zu dem 3-Pumpen-
System als vorteilhafter, da einerseits der apparative Aufwand geringer war, andererseits auch
die entsprechende Kalibrierfunktion einen linearen Zusammenhang zwischen Konzentration
und Peakflache zeigte. Das nur beim 2-Pumpen-Systems beobachtete Ausbluten der Reakto-
ren hatte keine Aktivitatsminderung zur Folge. Die erreichten Nachweisgrenzen lagen unab-
hangig von der verwendeten Beadsorte in etwa in dem Bereich, wie den Heinmdller fur das
HPLC-System mit zudosierter MP-11 angab. Eine Abhangigkeit der Peakbreite von der Art
der eingesetzten Beads konnte ebenfalls nicht festgestellt werden. Auch die zum Packen der

Reaktoren verwendete Methode hatte keinen EinfluR} auf die Peakbreite.
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4.6 Untersuchung oxidierter Speisedle mittels photometrischer Methoden und HPLC-
Methoden

4.6.1 Einleitung

Die relative Geschwindigkeit.&/ der Lipidoxidation in Lebensmitteln ist nach Labuza abhan-
gig von der sogenannten Wasseraktivitaf-\(éert)°® In Abbildung 52 ist dieser Zusam-

menhang graphisch dargestellt. DgiVélert ist gegeben durch:

RGF

a =P
p, 100

Gleichung 5
wobei p der Wasserdampfpartialdruck im Lebensmittel bei der TemperatyrdEy [Batti-

gungsdampfdruck des reinen Wassers bei der Temperatur T und RGF die relative Gleichge-

wichtsfeuchte in Prozent bei gegebener Temperatur ist.

Yret

| | 1
0 0,2 0,4 0.6 0,8 1.0
Wasser - Aktivitdt

Abbildung 52  Lagerstabilitdt von Lebensmitteln in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitat
nach Labuza'®
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Der dargestellte Kurvenverlauf der Lipidperoxidation wird damit erklart, daf3 bei niedrigen
Wassergehalten der Probe die darin enthaltenen Prooxidantien, wie z.B. Metallionen, nicht
mehr von einer grof3en Hydrathille umgeben sind. Sie konnen dadurch leichter mit den Fetten
der Probe reagieren, was zu einem erhdhten Hydroperoxidgehalt fiihrt. Die bei hdheren Was-
sergehalten ebenfalls beobachtete erh6hte Peroxidationsrate beruht dagegen auf einer héheren
Beweglichkeit der Prooxidantien in der Probe. Diese konnen dann pro Zeiteinheit mit einer
groReren Zahl von Fettsduremolekilen reagieren.

Obwohl die in Abbildung 52 beschriebene Abhangigkeit der Lipidoxidation in der Literatur
sehr verbreitet ist, schien es dennoch sinnvoll, diese Abhangigkeit zu Uberprifen, zumal die
genauen MeRbedingungen und Parameter, die der Kurve zugrunde liegen, nicht genau
bekannt sind.

Aus diesem Grunde wurde versucht, die Lipidoxidation eines Modell-Lebensmittels in
Abhangigkeit vom gWert zu verfolgen. Dazu wurde ein Gemisch aus Distel6l (Saflordl) und
Maisstarke hergestellt, welches bei verschiedengiVerten Uber langere Zeit bei einer
Temperatur von 40 °C gelagert wurde. Die Maisstarke diente dabei als Matrix zur Einstellung
der Wasseraktivitat. Distel6l wurde aufgrund seines hohen Anteils an Linolsdure ausgewahlt
(Tabelle 32), um eine mdglichst hohe Reaktionsgeschwindigkeit zu erreichen und die spatere

HPLC-Analytik zu vereinfachen.

Fettsaure mittlere Zusammensetzung (Gew. %)
16:0 (Palmitinséure) 6
18:0 (Stearinséaure) 2,5
20:0 (Arachinsaure) 0,5
18:1 (9) (Olsaure) 12
18:2 (9, 12) (Linolsaure) 78
18:3 (9, 12, 15) (Linolensaure) 0,5
20:1 und 20:3 0,5

Tabelle 32 Mittlere Fettsdurezusammensetzung von Distel6l (Saflor; Carthamus

tinctoriusy’

Wahrend der Untersuchungen wurde der Fortgang der Lipidperoxidation mittels photo-
metrischer Verfahren und mit Hilfe der RP-HPLC unter Einsatz verschiedener Nachs&aulen-
derivatisierungsmethoden verfolgt. Die aus den Messungen erhaltenen Ergebnisse fur den

Hydroperoxidgehalt wurden anschliel3end auf die Trockenmasse bezogen. Abweichend von
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friheren Projektarbeiten zu diesem Th&thavurden die Proben bei 40 °C gelagert, da bei
niedrigeren Temperaturen die Reaktionszeit zu lang war, wahrend bei héheren Temperaturer
(60 °C) eine rasche Trennung von Ol und Starke beobachtet wurde. Die Homogenitat der

Proben war dadurch nicht mehr gewéhrleistet.

4.6.2 Zusammensetzung und Lagerung der Proben, Probenahme

Zur Herstellung des Modell-Lebensmittels wurden drei Teile Maisstarke und ein Teil Distel6l
gemischt. Die Maisstarke wurde schon zuvor durch langere Lagerung Uber gesattigten Salz-
I6sungen auf den gewtinschtep\&ert eingestellt (Tabelle 33). Teile des Gemisches wurden

in Exsikkatoren Uber den Salzlésungen bei 40 °C gelagert.

In regelmafigen Abstanden wurden Proben (jeweils ca. 1 g) entnommen. Nach jeder Probe-
nahme wurden die Exsikkatoren mit einer Membranpumpe evakuiert und tber die entsprech-
ende gesattigte Salzlosung bellftet.

Salzlésung (gesattigt) Sattigungskonzentration in g/l waWert
Lithiumchlorid 83 0,11
Kaliumacetat 228 0,23
Magnesiumchlorid 54 0,31
Kaliumcarbonat 112 0,40
Magnesiumnitrat 71 0,51
Natriumchlorid 36 0,75
Tabelle 33 Relative Feuchte (iber gesattigten Salzldsungen bei 40°C (nach R8tkland

und DIN 500089

4.6.3 Bestimmung des Wassergehaltes

Da der Gehalt an Hydroperoxiden spéter auf die Trockenmasse bezogen werden sollte, wurde
der Wassergehalt der Probe nach der Karl-Fischer-Methode bestimmt. Diese Methode ist
besonders flr Lebensmittel mit niedrigen Wassergehalten, wie z.B. Ole und Fette, geeignet.
Die Bestimmung beruht auf der Umsetzung von Schwefeldioxid mit lod in Gegenwart von
Wasser. Durch Zusatz einer Base (Diethanolamin) und eines Alkohols (Methanol) wird das

Reaktionsgleichgewicht zur Produktseite hin verschoben.
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H,0 + I, + SO + CHOH + 3 RNH [RoNH,] [SO:CH3] + 2 [RNHZ] T~

R = HOCHCH;:-

Die eingewogene Probe wurde zu einer zuvor wasserfrei titrierten Losung von Diethanolamin,
schwefeliger Saure und Methanol gegeben und diese Lésung dann mit einer methanolischen
lodldsung titriert. Die Endpunktsbestimmung erfolgte elektrochemisch nach der sogenannten
Dead-stop-Methode. Als Elektroden dienten zwei polarisierbare Platinelektroden, die nach
Beendigung der Reaktion durch das vorliegende freie lod depolarisiert wurden und damit den

Endpunkt anzeigten.

4.6.4 Aufarbeitung der Proben

Zur Bestimmung der Hydroperoxide im Testgemisch muldte aus diesem die Maisstarke wieder
entfernt werden. Nach verschiedenen Vorversuchen erwies sich die Extraktion des Gemisches
mit Diethylether und anschlie3endes Zentrifugieren zur Abtrennung der Lipidbestandteile aus
dem Testgemisch als am besten geeignet. Die erreichte Wiederfindung betrug ca. 99 %. Der
gewonnene Lipidextrakt konnte direkt zur Bestimmung des Hydroperoxidgehaltes mit pho-
tometrischen Methoden eingesetzt werden.

Da eine Storung der spateren HPLC-Bestimmung durch die noch in der Probe vorhandenen,
nicht oxidierten Triglyceride nicht ausgeschlossen werden kdhmterde zunéchst versucht,

diese durch Festphasenextraktion abzutrennen. Aufgrund der nur begrenzten Probenmenge
wurde Disteldl bzw. synthetisches Triglyceridhydroperoxid (vgl. Kapitel 4.1.4) fur die ent-
sprechenden Vorversuche benutzt. Das Distelél wurde zuvor mehrere Tage bei 60 °C
gelagert. Wie die jeweilige diinnschichtchromatographische Untersuchung zeigte, gelang eine
vollstdndige Abtrennung der nichtoxidierten Triglyceride von den oxidierten Triglyceriden
trotz Einsatz verschiedener Festphasenkartuschen (1 und® XKieselgel, verschiedene
Hersteller) nicht.

Sowohl die nichtoxidierten als auch die oxidierten Triglyceride sind nur sehr schlecht in
Methanol-Wasser-Gemischen |0slich. Es bestand deshalb die Gefahr, dal? die Verbindungen
im HPLC-System ausfielen, insbesondere beim Zudosieren waliriger Reagenzienlésung zwi-

schen Trennséaule und Detektor. Die Triglyceridproben wurden deshalb zu den entsprechen-
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den Methylestern umgeestert. Als Reagenz hat sich dabei eine 10 %-ige Losung von Natri-
ummethylat in Methanol bewaHft.

Zur Umesterung wurden zu den mit 1 ml Methanol versetzten Olproben jeweils 75 pl Natri-
ummethylatlésung gegeben. Nach grindlichem Durchmischen wurden die Proben zwolf
Stunden bei 4 °C bis zur vollstdandigen Umesterung gelagert. Der Reaktionsverlauf zeigte sich
in einer fortschreitenden Homogenisierung der Probe, d.h. die anfangs vorhandenen Ol-
tropfchen l6sten sich mit fortschreitender Reaktion auf. Wahrend bei Zugabe der Natrium-
methylatlésung das Ol in kleinen Tropfchen in dem Ansatz vorlag, erhielt man nach der Um-
setzung jeweils eine klare Losung.

Zur weiteren Bestimmung wurden die umgeesterten Proben im Verhéaltnis 1:10 mit Methanol
verdinnt. In der Losung lagen nach der Umesterung Fettsauremethylester und Hydroperoxy-
fettsauremethylester nebeneinander vor. Wie die spateren Untersuchungen zeigten, tratet
keine Stoérungen der eingesetzten analytischen Verfahren aufgrund des hohen Gehaltes a
nichtoxidierten Fettsauremethylestern auf. Bei Einsatz selektiver Detektionsmethoden, wie
der in Kapitel 4.5 beschriebenen enzymatischen Nachs&aulenderivatisierung mit anschliel3-
ender Fluoreszenzmessung, war eine Stbrung auch nicht zu erwarten, da die Fettsaure
methylester dabei nicht detektiert werden.

Aufgrund des relativ groRen UberschuBes an Natriummethylat konnte eine basenkatalysierte
Zersetzung der in der Probe enthaltenen Lipidhydroperoxide nicht ausgeschlossen werden
Um dies zu Uberprifen, wurden jeweils 100 pl eineSSHBOD-Me-Ester-Standards (100
pmol/l) mit verschiedenen Mengen Natriummethylatlosung (10 %-ig in Methanol) versetzt
und mit Methanol auf 350 pl aufgefillt. Die Losungen wurden dann mittels HPLC und Fluo-
reszenzdetektion (vgl. Kapitel 4.6.6.1) analysiert.

Aus diesen Untersuchungen ergab sich, dal3 die Peakflache des detektierten Hydroperoxid:
mit zunehmender Menge an Natriummethylatldsung auf 90 % des Wertes ohne Zugabe von
Methylat absank (Abbildung 53). Dabei muf3 jedoch bertcksichtigt werden, dal3 zur Umeste-
rung der Proben nur jeweils 75 pl Natriummethylatldsung zugesetzt wurden. Bei einer Ein-
waage von maximal 20 mg des Lipidextraktes wurden davon ca. 45 pl verbraucht, so daf3 der
Verlust an Hydroperoxid hdchstens 4 % betrug. Die auf dem Zusatz von Natriummethylat
beruhenden Verénderungen der Probe wurden deshalb in den weiteren Berechnungen un

Bestimmungen vernachlassigt.
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Abbildung 53  Response des 13S-HPOD-Me-Esters in Abhangigkeit von der Menge
zugesetzter Natriummethylatlosung (HPLC-Untersuchung mit Fluoreszenz-
detektion)

4.6.5 Photometrische Bestimmung der Lipidhydroperoxide in den Olproben

Die photometrische Bestimmung der Proben erfolgte mit Hilfe des FOX2-Testes nach der in
Kapitel 4.2.2.4 beschriebenen Methode. Abweichend von der Originallif&&tuurde
jeweils mit 1-Propanol anstelle von Methanol gearbeitet, da sich die im Ol enthaltenen
Triglyceride nicht oder nur sehr schwer in Methanol |6sten.

Um den Einfluld des verwendeten Losungsmittels zu bestimmen, wurden bei 60 °C
gelagerte Olproben jeweils in Methanol und 1-Propanol geldst. Aus diesen Stammlésungen
wurden Verdunnungsreihen hergestellt. Die Verwendung von 2-Propanol, wie sie Heinmoéller
und Stockmant>® beschrieben, erwies sich als nicht geeignet, da sich die Reagenzienldsung
bereits ohne Zusatz von Peroxiden beim Verdinnen mit 2-Propanol tief blau farbte. Beide
Verdinnungsreihen wurden mit dem FOX2-Test in dem jeweils benutzten L&sungsmittel

vermessen (Abbildung 54).
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Abbildung 54  Abhéangigkeit des FOX2-Testes vom verwendeten Losungsmittel

Analog zu friheren Versuchen ergab sich fur beide Ldsungsmittel jeweils ein linearer
Zusammenhang zwischen der gemessenen Extinktion und der eingesetzten Hydroperoxid-
menge. Eine leichte Steigerung der Empfindlichkeit bei der Verwendung von
1-Propanol anstelle von Methanol konnte ebenfalls beobachtet werden. Die Durchfiihrung des
FOX2-Testes in 1-Propanol war deshalb ohne Probleme mdglich.

Zur Hydroperoxidbestimmung in den aus dem Testgemisch extrahierten Olproben wurden
jeweils ca. 200 mg des Ols eingewogen und in 1-Propanol gelést. Aufgrund der ansteigenden
Hydroperoxidkonzentrationen wurde die Menge des zum Ldsen eingesetzten 1-Propanol mit
steigender Lagerungsdauer der Proben von 0,5 ml auf 10 ml erhdht. Die Quantifizierung
erfolgte Uber eine fur Wasserstoffperoxid in 1-Propanol erstellte Kalibrierkurve. Es wurden
jeweils Doppelbestimmungen durchgefihrt.

Aus den erhaltenen Werten konnte durch Umrechnen die Peroxidzahl (POZ) der jeweiligen
Probe bestimmt werden. Mit den Werten fur die Einwaage und den zuvor bestimmten
Wassergehalten der einzelnen Lebensmittelgemische wurde dann die berechnete Peroxidzal
auf die Trockenmasse bezogen.

In nachstehenden Diagrammen sind die erhaltenen POZ-Werte in Abhangigkeit von den ent-
sprechenden ,aWerten aufgetragen. Die zugrunde liegenden Daten sind im Anhang in

Kapitel 6.9.1 dargestellt.
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Abbildung 55  Abhéangigkeit der Peroxidzahl vogrveert mit Hilfe des FOX2-Testes
(Mittelwerte aus Dreifachbestimmungen)

Ein Zusammenhang zwischen degVdert und dem Ausmald der Lipidoxidation, wie er in
Abbildung 52 dargestellt ist, konnte mit dem FOX2-Test nicht festgestellt werden. Tragt man
die erhaltenen Werte fir die einzelnen Proben in Abh&ngigkeit von der Reaktionszeit auf, so
erkennt man deutlich den mit der Zeit zunehmenden Oxidationsgrad der Proben (Abbildung
56). Das leichte Abflachen der Kurven am Ende des Beobachtungszeitraumes kann mit einem

Zerfall der gebildeten Hydroperoxide erklart werden.
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Abbildung 56  Bestimmung des zeitlichen Verlaufes der Oxidation von Lebensmittel-
gemischen verschiedeneg-#erte mit dem FOX2-Test (Mittelwerte aus
Dreifachbestimmungen)

4.6.6 Bestimmung des Hydroperoxidgehaltes der Olproben mittels HPLC

Zur HPLC-Untersuchung der extrahierten Olproben bot es sich an, das in Kapitel 4.5 entwik-
kelte Nachséaulenderivatisierungssystem mit Fluoreszenzdetektion auf der Basis von immobi-
lisierter Mikroperoxidase einzusetzen. Dariiber hinaus wurde auch ein von Bodd®hberg
entwickeltes Verfahren mit nichtenzymatischer Nachséaulenderivatisierung und UV/VIS-
Detektion auf der Basis von N,N-Dimethyl-1,4-phenylendiamin zur Untersuchung der
Olproben genutzt. Fiir die einzelnen Bestimmungen wurden die Proben jeweils mit Natrium-
methylat zu den entsprechenden Methylestern umgeestert, um Stérungen durch die schlecht

Loslichkeit der Triglyceride in den verwendeten Losungsmitteln auszuschliel3en.
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4.6.6.1 HPLC-Untersuchung mit enzymatischer Nachsaulenderivatisierung und
Fluoreszenzdetektion

Der schematische Aufbau des verwendeten HPLC-Systems ist im Anhang in Kapitel 6.6.5

dargestellt. Die Gerateparameter sind in nachstehender Tabelle aufgefihrt:

Trennsaule Merck RP-Select B; 5 um; 125-4

o

Enzymreaktor 20-4, effektive Lange 17 mm gefillt mit MP-1
immobilisiert auf Aminopropyl-CPG-Beads
(Beadsorte 50/63,2)

Eluent Methanol/Wasser, 90/10 v/v; 0,5 ml/min

Reagenz 4 mg 4-Hydroxyphenylessigséaure in 250 ml
Boratpuffer 10 mmol/l; pH 10; 0,4 ml/min

Detektionswellenldnge UV/VIS-Detektor 0-7,5 min:A = 234 nm
7,5-20 min:A = 200 nm

Detektionswellenlangen Aex = 234 nMAem = 415 nm
Fluoreszenz-Detektor

Tabelle 34 Gerateparameter zur HPLC-Bestimmung von Olproben mit enzymatischer
Nachsaulenderivatisierung

Neben der hohen Selektivitat der enzymatischen Nachsaulenderivatisierung bot dieses System
den weiteren Vorteil, dal3 parallel zur Messung der Hydroperoxide auch eine Bestimmung der
zugehorigen Fettsauren moglich war. Dazu wurde die Detektionswellenldnge des verwende-
ten UV/VIS-Detektors in den ersten 7,5 Minuten eines Laufes auf 234 nm eingestellt.
Dadurch konnten die bei der Autoxidation und der anschlieBenden Umesterung des Ols
entstandenen Linols&urehydroperoxide mit konjugiertem Doppelbindungssystem detektiert
werden. Nach 7,5 Minuten wurde die Detektionswellenlange auf 200 nm umgestellt. Auf
diese Weise gelang es zusatzlich, auch die aus der Umesterung hervorgegangenen nicht
oxidierten Fettsauremethylester mit isolierter Doppelbindung zu detektieren.

In Abbildung 57 sind zwei typische Chromatogramme einer umgeesterten Distel6lprobe dar-

gestellt.
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Abbildung 57  Chromatogramme einer mit Natriummethylat umgeesterten Distel6lprobe
(Lagerungszeit 23 Tage,aVert 0,40)
oberes Chromatogramm: UV/VIS-Detektion mit Wellenlangenumschaltung
von 234 nm auf 200 nm bei 7,5 min;
unteres Chromatogramm: Fluoreszenzdetektion mit immobilisierter Mikro-
peroxidase/PES;
tr = 5,84 bzw. 6,32 min: Hydroperoxide des Linolsauremethylester;
tr = 13,31 min: Linols&duremethylester
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Zur quantitativen Bestimmung wurde eine Konzentrationsreihe v&H$8roperoxy-octa-
deca-92),11(E)-diensduremethylester (5-100 umol/l) mit der HPLC vermessen. Die erhaltene
Kalibriergerade ist im Anhang in Kapitel 6.9.2 dargestellt. Eine eindeutige Abnahme der
Konzentration des nichtoxidierten Fettsauremethylesters mit fortschreitender Lagerungszeit
konnte nicht beobachtet werden. Vielmehr blieb der Gehalt bezogen auf die Trockenmasse bei
allen Proben Uber den gesamten Beobachtungszeitraum annéahernd gleich. Ursache dafur war
die langsame Bildung der Hydroperoxide, die in bezug auf die Menge der Ausgangs-
verbindungen nur zu geringen Anderungen der Probenzusammensetzung flhrte. Da die
Lipidhydroperoxide mit konjugierten Doppelbindungen im Vergleich zu den nichtoxidierten
Fettsduremethylestern wesentlich gréf3ere molare Extinktionskoeffizienten haben, konnte
schon die Entstehung kleiner Hydroperoxidmengen gut beobachtet werden, wahrend der ent-
sprechende Konzentrationsabfall bei den Fettsduremethylestern kaum sichtbar wurde.

Die bei der Vermessung der Proben mittels UV- und Fluoreszenzdetektion erhaltenen Hydro-
peroxidkonzentrationen wurden auf den Gehalt in g HP/kg Trockenmasse umgerechnet und
gegen die einzelnen,aVerte der Proben bzw. gegen die Lagerungszeit aufgetragen
(Abbildungen 58 - 61).
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Abbildung 58  Oxidation von Disteldl in Abhangigkeit vomVdert (HPLC-Bestimmung
mit UV-Detektion; Mittelwerte aus Doppelbestimmungen)
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Abbildung 59  Zeitliche Anderung der Hydroperoxidkonzentration wahrend der Oxidation
von Distel6dl bei verschiedenen,-®Werten (HPLC-Bestimmung mit UV-
Detektion; Mittelwerte aus Doppelbestimmungen)
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Abbildung 60  Oxidation von Disteldl in Abhangigkeit der vom-Wert (HPLC-
Bestimmung mit enzymatischer Nachsaulenderivatisierung und Fluoreszenz-
Detektion; Mittelwerte aus Doppelbestimmungen)
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Abbildung 61  Zeitliche Anderung der Hydroperoxidkonzentration wahrend der Oxidation
von Distel6l bei verschiedeneg-#erten (HPLC-Bestimmung mit enzyma-
tischer Nachsaulenderivatisierung und Fluoreszenz-Detektion; Mittelwerte
aus Doppelbestimmungen)

Wie die Diagramme zeigen, konnte auch bei diesen Untersuchungen die in Abbildung 52 dar-
gestellte Abhangigkeit zwischen Lipidoxidation ung'\&ert nicht festgestellt werden. Die

mit UV- und Fluoreszenzdetektion erhaltenen Werte ergaben bei entsprechender Auftragung
gegen den aWert bzw. gegen die Lagerungszeit jeweils ahnliche Kurvenverlaufe. Analog
zum FOX2-Test war auch hier der zeitliche Verlauf der Oxidation bei den einzelnen Proben

gut zu erkennen.

4.6.6.2 HPLC-Untersuchung mit nichtenzymatischer Nachsaulenderivatisierung und
UV/VIS-Detektion

Zur HPLC-Untersuchung der Olproben mit einem nichtenzymatischen Nachs&aulenderivatisie-
rungssystem und UV/VIS-Detektion wurde ein von BoddeniBéegtwickeltes Verfahren auf

der Basis von N,N-Dimethyl-1,4-phenylendiamin (DMPD) eingesetzt. Die dort angegebenen
Konzentrationen der Reagenzien wurden beibehalten. Zur Optimierung des Response wurde
jedoch die FluRR3rate des Reagenzes von urspringlich 0,5 ml/min auf 0,25 ml/min gesenkt (vgl.
Abbildung 62).
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Abbildung 62  Abhangigkeit des Response von der Fluf3rate der Reagenzienlésung bei der
DMPD-Nachséaulenderivatisierung (Detektionswellenlange 553 nm; als
Standard 13S-HPOD-Me-Ester in Methanol 10 pmol/l)

Der schematische Aufbau des verwendeten HPLC-Systems ist im Anhang in Kapitel 6.6.5

abgebildet. Die zugehorigen Gerateparameter sind in nachstehender Tabelle aufgefihrt:

Trennsaule Merck RP-Select B; 5 um; 125-4
Reaktionskapillare Flex-Kapillare 0,12 mm ID, LAnge 1 m
Eluent Methanol/Wasser, 90/10 v/v; 0,5 ml/min
Reagenz 2 ml B8O, (175 g/l), 700 mg (Nk).Fe(SQ),;

1000 mg N,N-Dimethyl-1,4-phenylendiammo-
niumdichlorid mit tridest. KO auf 500 ml
aufgefullt

FluRrate: 0,25 ml/min

Detektionswellenlange UV/VIS-Detektor] 553 nm

Tabelle 35 Gerateparameter zur HPLC-Bestimmung von Olproben bei nichtenzyma-
tischer Nachséaulenderivatisierung mit DMPD

Die gleichzeitige Detektion oxidierter und nichtoxidierter Fettsduremethylester, wie sie in
Abbildung 57 dargestellt ist, gelang mit dieser Methode nicht. Eine Umschaltung der Detek-
tionswellenlange auf 200 nm wére grundsatzlich méglich gewesen. Da das Reagenz (DMPD),

das aufgrund seiner aromatischen Struktur eine sehr starke Absorption im UV-Bereich
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aufweist, jedoch schon vor dem UV/VIS-Detektor zugesetzt wurde, wéren die aus den Fett-
sauremethylestern resultierenden, schwachen Signale verdeckt worden. Bei der Nachsaulen-
derivatisierung mit DMPD handelt es sich ebenfalls um ein fir Hydroperoxide selektives
Verfahren. Die Abhangigkeit des Hydroperoxidgehaltes vgrwart bzw. von der Lage-
rungsdauer konnte deshalb auch hier gut beobachtet werden (vgl. Abbildungen 63 und 64).
Analog zu der zuvor erwdhnten HPLC-Bestimmung mit enzymatischer Nachs&ulenderivati-
sierung und Fluoreszenzdetektion wurde ebenfalls zundchst eine Konzentrationsreihe von
13S-Hydroperoxy-octadecaf),11(E)-diensauremethylester im Bereich von 5-100 pmol/l
vermessen. Die MelRRwerte der Proben wurden daraufhin mittels der Kalibriergeraden umge-
rechnet und unter Berlcksichtigung des Wassergehaltes auf die Trockenmasse bezogen. Die
erhaltene Kalibriergerade sowie die entsprechenden Mel3werte finden sich im Anhang (Kapi-
tel 6.9.3). In Abbildung 65 auf Seite 125 sind drei typische Chromatogramme dargestellt, die
mit der DMPD-UV/VIS-HPLC erhalten wurden.

Wie bei den vorangegangenen Untersuchungen zeigte die Auftragung der aus der HPLC-
Bestimmung berechneten Werte fur den Hydroperoxidgehalt in der Trockenmasse gegen die

entsprechenden,aVerte nicht den erwarteten Zusammenhang (Abbildung 63).
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Abbildung 63  Oxidation von Disteldl in Abhangigkeit derVeert (HPLC-Bestimmung
mit nichtenzymatischer Nachsaulenderivatisierung (DMPD-System); Mittel-
werte aus Doppelbestimmungen)
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Abbildung 64  Zeitliche Anderung der Hydroperoxidkonzentration wahrend der Oxidation
von Distel6l bei verschiedenen-®#erten (HPLC-Bestimmung mit nicht-
enzymatischer Nachséaulenderivatisierung (DMPD-System); Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen)

4.6.7 Diskussion der Ergebnisse

Sowohl die Bestimmung oxidierter Distel6lproben mit photometrischen Methoden (FOX2-
und TMPD-Test) als auch mit HPLC-Methoden konnte die in Abbildung 52 dargestellte
Abhéngigkeit der Lipidoxidation vom,aWert nicht bestéatigen. Vielmehr deuteten die Ergeb-
nisse darauf hin, dal3 die Proben unabhangig vom jeweiligen Wassergehalt in etwa gleiche, im
Verlauf der Lagerung ansteigende Hydroperoxidgehalte aufwiesen. Da die genauen
Versuchsbedingungen, die dem von LaBtZzakizzierten Verlauf der Lipidoxidation zu-
grunde lagen (insbesondere Art und Beschaffenheit des untersuchten Probenmaterials), nich
aus der Literatur hervorgingen, ist eine Deutung der hier erhaltenen Ergebnisse schwierig.

Die Erklarung der oben beschriebenen Zusammenhénge geht davon aus, daf im Lebensmitte
Prooxidantien, wie z.B. Metallionen, vorhanden sind. Das bedeutet, dal ein entsprechender
Verlauf der Lipidoxidation beim Fehlen solcher Prooxidantien nicht zu erwarten ist. In diesem
Fall mu3 die Reaktionskette der Autoxidation durch Fettsaureradikale weitergefiihrt werden,
die aufgrund ihrer lipophilen Eigenschaften nicht Gber Hydrathillen weitergeleitet werden
konnen (vgl. Abbildung 2). Die Reaktionskette bleibt somit nur lokal begrenzt und findet fast

nur in den &ufl3eren Probenschichten statt. Auch die Startreaktion der Autoxidation erfolgt
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beim Fehlen von Prooxidantien nur an der Oberflache der Probe, da nur hier die Probe mit
Sauerstoff in Kontakt steht.

Auf der anderen Seite ist es jedoch auch méglich, dafl3 neben den Prooxidantien weitere Ver-
bindungen in der Probe vorhanden sind, die den Verlauf der Lipidoxidation entsprechend
beeinflussen, wie z.B. Antioxidantien. Allerdings sollte deren Konzentration im Verlauf der
Lagerungszeit abnehmen, was letztendlich nur zu einem verzdgerten Beginn der Autoxidation
fuhrt. Inwieweit diese Begrindungen fur das hier untersuchte System von Distel6l/Maisstarke
zutreffen, steht allerdings nicht fest. Es bedarf deshalb noch weiterer Untersuchungen auf die-
sem Gebiet, bei denen zunédchst der Gehalt an Pro- und Antioxidantien bestimmt werden
sollte. Gegebenenfalls mif3te auch auf ein anderes Modell-Lebensmittel zurtickgegriffen wer-
den. Unabhangig davon wére es auf jeden Fall wichtig, die genauen Parameter, die dem in
Abbildung 52 dargestellten Kurvenverlauf der Lipidperoxidation zugrunde liegen, zu kennen.
Bei der HPLC-Analyse der umgeesterten Proben hat sich die in Kapitel 4.4 beschriebene
Nachsaulenderivatisierung mit immobilisierter Mikroperoxidase und anschlieRender Fluores-
zenzdetektion gut bewahrt. Der eingesetzte Enzymreaktor konnte Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum verwendet werden. Die gemessenen Konzentrationen lagen in der
Regel im Bereich der Werte, die auch mit Hilfe anderer HPLC-Detektionsmethoden erhalten
wurden. Lediglich bei sehr niedrigen Gehalten, d.h. bei Proben mit kurzer Lagerungsdauer,
wurden mit dem Enzymreaktor etwas geringere Werte gefunden. Wie sich spater heraus-
stellte, war die Ursache hierfiir ein Tailing der erhaltenen Signale aufgrund einer schlechten
Packung des Reaktors. Die genaue Integration der Peaks wurde dadurch erschwert. Unabhan-
gig von der eingesetzten Detektionsmethode ergaben sich jeweils die gleichen Abhangigkei-
ten der Lipidoxidation vomaWert bzw. von der Lagerungszeit.

Ebenfalls positiv kann die hier durchgefihrte Art der Probenaufbereitung bewertet werden.
Diese wurde durch den Verzicht der Festphasenextraktion zur Abtrennung nichtoxidierter
Triglyceride wesentlich vereinfacht. Fehlerquellen aufgrund geringer bzw. unterschiedlicher
Wiederfindungsraten beim Einsatz von Festphasenkartuschen wurden dadurch vermieden.
Der aufgrund hohe Anteil nichtoxidierter Fettsauremethylester in den Proben nach der Um-
esterung mit Natriummethylat storte die HPLC-Analyse der Hydroperoxyverbindungen nicht.
Der EinfluR tberschissigen Natriummethylats als Umesterungsreagenz auf in der Probe
vorhandene Hydroperoxide war sehr gering (vgl. Kapitel 4.6.4). Ebenso schien das nach der
Umesterung noch vorhandene Natriummethylat keinen Einflul3 auf das jeweilige Nachsaulen-

derivatisierungsverfahren zu haben.
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Sample-Description: 13S-HPOD-Me-Ester-Standard 50 pmol/l
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Abbildung 65  Chromatogramme von umgeesterten Disteldlproben (DMPD-UV/VIS-HPLC)

oberes Chromatogramm: 13S-HPOD-Me-Ester-Standard 50 pumol/l

mittleres Chromatogramm: Disteldlprobe;-&Vert 0,40; Lagerungszeit 24 h

unteres Chromatogramm: Distel6lprobe; Lagerungszeit 23,dMart 0,40
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Zur Entwicklung von Detektionssystemen fir die HPLC-Bestimmung der biologisch rele-
vanten Lipidhydroperoxide ist es notig, entsprechende Referenzsubstanzen einzusetzen. Aus
diesem Grunde wurden in dieser Arbeit zunachst verschiedene isomerenreine Hydroper-
oxyfettsduren und Hydroperoxyfettsdureester, aber auch Gemische isomerer Hydroperoxyfett-
sauremethylester synthetisiert. Dabei konnte in der Regel auf friihere Arbeiten zurtickgegrif-
fen werden. Einzelne Syntheseschritte wurden jedoch wesentlich verbessert. So wurde die
Verseifung geschitzter Fettsdureester enzymkatalysiert durchgeftuhrt und bei der photosensi-
bilisierten Oxidation statt einer Hg-Hochdrucklampe eine Halogenlampe eingesetzt. Dadurch
konnte der Anteil an Nebenprodukten, die sich in friiheren Arbeiten als stérend erwiesen,
stark gesenkt werden. Die Identifizierung der synthetisierten Verbindungen erfolgte
hauptsachlich durch ditH- und die'*C-NMR-Spektroskopie. Die massenspektrometrische
Analyse der gewonnenen Referenzsubstanzen erwies sich hingegen als wenig aussagekratftig.
Die synthetisierten Verbindungen dienten als Standards fir die Entwicklung einer photo-
metrischen Testmethode fir Lipidhydroperoxide auf der Basis von N,N,N",N"-Tetramethyl-
1,4-phenylendiamin. Die mit diesem Test erreichten Nachweisgrenzen entsprachen denen
bekannter photometrischer Verfahren (FOX2-Test; MessungsdAbgorption). In diesem
Zusammenhang wurde erneut und im Einklang mit der entsprechenden Literatur festgestellt,
dalR der oft benutzte TBA-Test (Umsetzung von Aldehyden aus dem Zerfall von Lipid-
hydroperoxiden mit Thiobarbitursaure zu gefarbten Produkten) eine quantitative Aussage Uber
den Oxidationsgrad von Ol- bzw. Fettproben nicht zulaft.

Die synthesebegleitende Analytik erfolgte bei der photosensibilisierten Oxidation von Fett-
sauremethylestern mi©, zu den entsprechenden Hydroperoxiden durch die HPLC-Trennung
der Reaktionsprodukte an Normalphasen. Sie stellte sich dabei als eine leistungsfahige
Methode zur Trennung isomerer Hydroperoxyfettsduremethylester dar. Allerdings sind auf
diesem Gebiet noch weitere Untersuchungen nétig, insbesondere zum Einflu3 anderer Eluen-
tensysteme auf die Trennung, um gegebenenfalls die Trennleistung weiter zu verbessern. Ein
groRer Nachteil der HPLC-Trennung an Normalphasen ist das Fehlen einfacher, fur Lipid-
hydroperoxide selektiver Nachweismethoden. Aus diesem Grunde wurde ein Verfahren zur
Nachséaulenderivatisierung von Hydroperoxiden und anschlieRender UV/VIS-Detektion in der
NP-HPLC auf Grundlage der Oxidation des farblosen 1,5-Diphenylcarbohydrazid zum roten
1,5-Diphenylcarbazon entwickelt. Zur Optimierung des Nachsaulenderivatisierungssystems
wurde in dieser Arbeit das Verfahren der sogenannten "linearen statistischen Optimierung"
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eingesetzt. Mit Hilfe dieses mathematischen Ansatzes war es moglich, mehrere Parametel
gleichzeitig zu variieren. Besonders bei komplexen Optimierungsproblemen bzw. bei
langeren Analysenzeiten scheint dieses Verfahren zu einer deutlichen Minimierung des Zeit-
aufwandes zu fuhren. Die mit dem so optimierten System erreichte Nachweisgrenze lag mit
ca. 17 umol/l etwas oberhalb der Nachweisgrenze anderer, insbesondere in der RP-HPLC
eingesetzter Reaktionsdetektoren.

Ein wesentlicher Teil dieser Arbeit war weiterhin die Immobilisierung von Mikroperoxi-
dase-11 an mikroporése Glaspartikel, sogenannte CPG-Beads. Entgegen friiheren Arbeiter
erfolgte die Bindung des Enzyms an die entsprechend funktionalisierten Beads ohne den
Einsatz von Spacer-Molekilen, wodurch eine wesentlich hoéhere Tréagerbelegung und
Peroxidaseaktivitat erreicht wurde. Die PorengrofRe und damit auch das Porenvolumen der
eingesetzten Beadsorten hatte auf die Peroxidaseaktivitat keinen Einflu3. Mit der so immobi-
lisierten Mikroperoxidase wurden Festbettreaktoren hergestellt und diese in ein bereits besteh-
endes HPLC-System eingebaut. Damit gelang erstmals der Einsatz von immobilisierter MP-
11 zur selektiven Fluoreszenzdetektion von Lipidhydroperoxiden in der RP-HPLC. Die bei
Einsatz der Enzymreaktoren erreichten Nachweisgrenzen entsprachen mit 1-3 pumol/l denen
des urspriunglichen Systems mit in der Reagenzienlésung geldster Mikroperoxidase.

Die Leistungsfahigkeit der entwickelten Enzymreaktoren konnte bei der Untersuchung von
oxidierten Olproben unter Beweis gestellt werden. Bei diesen Untersuchungen wurde ver-
sucht, eine in der Literatur beschriebene Abhéangigkeit der Fettoxidation eines Modell-
Lebensmittels von dessen Wassergehalt nachzuweisen. Als analytische Methoden standel
dazu sowohl photometrische Testmethoden als auch UV/VIS- und Fluoreszenz-HPLC-
Methoden mit nichtenzymatischer Nachsaulenderivatisierung und mit enzymatischer Nach-
séulenderivatisierung auf Grundlage der entwickelten Enzymreaktoren zur Verfligung. Zwar
konnte die in der Literatur beschriebene Abhangigkeit zwischen Lipidoxidation und Wasser-
gehalt nicht nachgewiesen werden, doch lieferten die eingesetzten Methoden Ubereinstim-
mende Ergebnisse, so dald mit den entwickelten Enzymreaktoren nun ein empfindliches und
kostengunstiges Verfahren zur selektiven Detektion von Lipidhydroperoxiden in Realproben
zur Verfiigung steht.

Im Rahmen der Untersuchung oxidierter Olproben konnte weiterhin die Probenvorbereitung
durch direkte Umesterung der Proben mit Natriummethylat wesentlich vereinfacht werden.
Auf die aufwendige und fehleranféllige Abtrennung nichtoxidierter Probenbestandteile durch
Festphasenextraktion konnte verzichtet werden. Der hohe Anteil nichtoxidierter Fettsdureester
zeigte keine nachteiligen Auswirkungen in der HPLC-Analytik der Proben.
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6 Anhang

6.1 Ol-, Linol- und Linolensaure und ihre isomeren Hydroperoxide
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6.2 Verzeichnis der Abkurzungen

BHT

br m

d

DCC

dd

DMPD
DPC
DPTBA

E bzw.AE
EDAC

El

FOX

GC
GC-MS
HEPES
HPLC
9-HPO
9-HPOD
9-HPOT
10-HPO
10-HPOD
10-HPOT
12-HPOD
12-HPOT
13-HPOD
13-HPOT
13SHPOD
13SHPOT
15-HPOT
16-HPOT
ID

3oy

2,6-Di-tert.-butyl-4-methylphenol

breites Multiplett

Duplett (bei NMR)

Dicyclohexylcarbodiimid

Duplett von Dupletts (bei NMR)
N,N-Dimethylphenylen-1,4-diamin
1,5-Diphenylcarbohydrazid
1,3-Diphenyl-2-thiobarbitursaure

Extinktion bzw. Anderung der Extinktion
1-Ethyl-3(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
electron impact ionization; Elektronenstol3ionisation
ferrous oxidation in xylenol orange
Gaschromatographie
Gaschromatographie/Massenspektrometrie
2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsaure
Hochleistungsflissigkeitschromatographie
9-Hydroperoxyoctadeca{H)-ensaure
9-Hydroperoxyoctadeca{H),12(Z)-diensaure
9-Hydroperoxyoctadeca{H),12(Z),15Z)-trienséure
10-HydroperoxyoctadecéE-saure
10-Hydroperoxyoctadeca-8gZRdiensaure
10-Hydroperoxyoctadeca-82R15Z)-triensaure
12-Hydroperoxyoctadecé&?),13(E)-diensaure
12-Hydroperoxyoctadec#&?9,13(E),15Z)-triensdure
13-Hydroperoxyoctadecé&?),11(E)-diensaure
13-Hydroperoxyoctadecé®),11(E),15Z)-triensaure
135 Hydroperoxy-octadecaf8),11(E)-diensaure

13 Hydroperoxy-octadecaf®),11(E),15Z)-triensaure
15-Hydroperoxyoctadec#&?,12(Z),16(E)-triensaure
16-Hydroperoxyoctadecé®),12(Z),14(E)-triensaure

Innendurchmesser
Kopplungskonstante zwischen Protonen an C-X und C-Y
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LDL low density lipoproteine

LOOH Lipidhydroperoxid

m Multiplett (bei NMR)

MDA Malondialdehyd

MP-11 Mikroperoxidase-11

MS Massenspektrometrie

NMR nuclear magnetic resonance

NP-HPLC Normalphasen-HPLC

PES 4-Hydroxyphenylessigsaure

ppm parts per million

q Quartett (bei NMR)

RP-HPLC Umkehrphasen-HPLC

S Singulett (bei NMR)

t Triplett (bei NMR)

TBA thiobarbituric acid (Thiobarbitursaure)
TBARS thiobarbituric acid reactive substances
TBA-Test Thiobarbitursaure-Test

TMPD N,N,N",N"-Tetramethylphenylen-1,4-diamin
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6.3 Chemikalienliste

4-Aminoantipyrin
Aminopropyl-CPG-Beads
Ammoniak
Ammoniumeisen(ll)-sulfat
Ammoniumsulfat

Chloroform fur die Chromatographie
DC-Folien Kieselgel 60
Dicyclohexylcarbodiimid
Diethylether, p. a.
N,N-Dimethylphenylendiamin
N,N-Dimethylphenylendiaminhydrochlorid

1-Ethyl-3(3-Dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDAC)

Essigsaure, 100 % p. a.
Glucose

Glucoseoxidase

Hexan fir die Chromatographie

Aldrich, Steinheim
Schuller GmbH, Wertheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Phillipsburg NJ, USA
SDS, Peypin, Frankreich

2-[4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazino]-ethansulfonsaur@igma, Deisenhofen

(HEPES)
4-Hydroxyphenylessigsaure
Kaliumdihydrogenphospat
di-Kaliumhydrogenphosphat
Kaliumhydroxid

Kaliumiodid

Kieselgel Si60
Leuko-Benzoylmethylenblau
Linolensaure
Linolensauremethylester
Linolsaure
Linolsauremethylester
Lithiumhydroxid

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
DOJINDO Labs, Kumamoto, Japan
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
Riedel de Haén, Seelze
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Meerrettichperoxidase
Methanol gradient grade fir HPLC

1-Methoxypropen
Mikroperoxidase MP-11
Natriumhydroxid
Natriumsulfat
Natriumtetraborat

N-Methyl-N-nitroso-4-toluolsduresulfonamid

(Diazald)

Olsaure

Olsauremethylester

Palatase L20000

Phenol

1-Propanol, p. a.

2-Propanol, gradient grade fir HPLC
Rinderserumalbumin

Schwefelséaure

Serva Blau G

SPE-Kartuschen (Si60, 1 und 3 ccm)

Tetrahydrofuran
N,N,N",N"-Tetramethylphenylendiamin
Tween 20

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
J.T. Baker, Phillipsburg NJ, USA
Aldrich, Steinheim
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Aldrich, Steinheim

Sigma, Deisenhofen
Sigma, Deisenhofen
NovoNordisk, Mainz

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Serva, Heidelberg

Varian, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen
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6.4 Verzeichnis der verwendeten Geréate

Photometer 100-60 UV/VIS Hitachi, Miinchen

HPLC-Anlage Merck-Hitachi:

Eluentenpumpe Intelligent Pump L-6200 A Merck, Darmstadt
Reagenzienpumpen L-6000 A Merck, Darmstadt
Fluoreszenz-Detektor F-1080 Merck, Darmstadt
UV/VIS-Detektor L-4250 Merck, Darmstadt
Autosampler AS-2000 A Merck, Darmstadt
Auswertesoftware HPLC System Manager Merck, Darmstadt
T-Stlck Mischungs-T-Stlck Alltech, Unterhaching
Ruckdruckregler Merck, Darmstadt

NMR-Spektroskopie:

Bruker AC 250 Bruker, Karlsruhe

Bruker ARX 400 Bruker, Karlsruhe
Massenspektrometrie:

Sektorfeldgerat MAT 311 A Varian, Darmstadt

Atom-Absorptions-Spektroskopie:
AAS 1100 B Perkin Elmer, Uberlingen

Hitachi-Zeeman-Atomabsorptionsspektrometer Z-8000  Hitachi, Minchen

Fluorimetrie:
Kontron SFM25 Kontron, Neufahrn
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6.5 NMR- und Massenspektren

Nachstehend sind die in dieser Arbeit diskutierten Massen- und NMR-Spektren abgebildet.
Da die synthetisierten Substanzen alle von 6liger Konsistenz waren, liel3 sich das verwendete
Losungsmittel nicht immer vollstandig abtrennen. Die sich daraus ergebenden zuséatzlichen

Signale (vgl. Tabelle 36) konnten jedoch einwandfrei identifiziert werden.

5 (*H) in ppm (Multiplizitét) 5 (**C) in ppm
Diethylether 1,16 (1) 14,6
3,36 (1) 65,2
Chloroform 7,24 (S) 77,5
Methanol 3,39 (s) 50,2
Tetrahydrofuran 1,85 (dd) 26,5
3,75 (1) 68,4

Tabelle 36 NMR-Daten verschiedener Lésungsrtiftel
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6.5.1 9S-Hydroperoxyoctadeca-1QE),12(Z)-dienséaure (1)

13c{*H}-NMR-Spektrum

ANKHSLHP. 8082

ANKHSLHP. 882
DATE 25-18-94

SF@ 62.896

o1 6059.08080

SI 65536

TD 65536

S¥ 13888.889

HZ/PT .42a

PY 2.5

RD 2.000
Q 2.359

480

NS 1560

TE 298

FY 17488

02 3950.000

0P 22L CPD

LB .300

GB 2.8

CX 30.00

cY .70

F2 .8a1pP

MI .
HZ/CM 419.3086
PPM/CM 6.667
SR -36.22

'H-NMR-Spektrum

— — ——  ANKHSUHPLeB1 —_ L —
ANKHILHP . 881
DATE 25-18-94
SFe  250.130
01 3950.808
SI 32768
0 32768
SN "3759.398
z/ L2298
PV 6.0
RD N}
A0 4.358
RG
NS 3
TE 298
Y 4708
0P 12L DO
L8 .300
GB 8.8
cX 30.80
cY 23.08
Rz go1p

I .
HZ/CM 66.695
PPM/CM .267
SR 2854.87

J
BESRE RS el
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6.5.2 Hydroperoxide des Olsauremethylesters aus der photosensibilisierten Oxidation

13c{*H}-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

3 8§42 28 5 8832 BUSHRSRINCHNISCRSESYRIzLy M anknins
. g 85 58 8 BH23 BISBRGRCIATAICIREESHIGRE o 12
a < e oo ~ NNRN®© B T
I 58 &8 5 RRRE SINNESSRCARRAACERRRLAINT  rrocno 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 970110
Time 14.56
NUCLEUS 13C
PULPROG 29pg30
SOLVENT coc13
SH 331.263 ppm
01 12343.99 Hz
02 1600.52 Hz
AQ 0.9830600 sec
RG 16384
012 0.0000200 sec
oLe 24.00 08
D1 1.0000000 sec
P31 100.0 usec
D11 0.0300000 sec
oLs 24.00 08
P1 8.6 usec
DE 21.4 usec
SFO1 100.6250730 MHz
SWH 33333.33 Hz
0 65536
NS 1024
0s 2
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6127560 MHz
WOW
Ss8 0
[1:] 1.00 Hz
68 0
PC 1.40
1D NMR plot parameters
=3 22.00 cm
FiP 215.000 ppm
F1 21631.74 Hz
FoP -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006.12756 Hz/cm
N T T T T T T
ppm 200 180 160 140 120 100 80 60 0 20 0
"H-NMR-Spektrum
Current Data Parameters
NAME ankhims
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 970110
Time 14.21
NUCLEUS 1H
PULPROG 2930
SOLVENT €oc13
SW 20.826 ppm
01 2450.85 Hz
02 2450.85 Hz
AG 1.8661000 sec
RG 256
01 1.0000000 sec
P1 8.6 usec
(/ 0E 85.7 usec
SFO1 400.1324508 MHz
SHH 8333.33 Hz
A0 32768
NS 16
0s 2
F2 - Processing parameters
SI 16384
SF 400.1300043 MHz
WOW EM
SSB 0
L8 0.30 Hz
68 0
PC 1.00
1D NMR plot parameters
[23 22.00 cm
F1P 10.500 ppm
F1 4201.37 Hz
F2pP -0.500 ppm
F2 -200.07 Hz
PPMCM 0.50000 ppm/cm
HZCM 200.06500 Hz/cm
i L & (ﬁ b 2 (% AE BB B &
H B | |sls o N offo| o| |s| < o

REREEEEEEs e T L L e e

ppm 9 8 7

o]




6 Anhang 137

Massenspektrum

ANKH\ 1M
Scan NS - 47

1004 44
95
90,
85:
80:

754

55

704

1 69 81

B 295

1 263
30+ 189

245

179
199 211

Se 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325

6.5.3 Hydroperoxide des Linolsduremethylesters aus der photosensibilisierten Oxida-
tion

13C{*H}-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

28 BSEB28283I5888R8 T LR B B R LR L LRI L, B ankn2ns
< 28 YEREBE838I58RERE BRRERRETECRRESCRURSTEREREIRESRVE 4y 1
a i REFANNARERRRARAD BEERRRLBAA3NAA"RARRAARRLLRNNTITIIT  proono 1
L
’ \ F2 - Acquisition Parameters
Date 970114
Time 14.36
NUCLEUS 13C
PULPROG 29pg30
SOLVENT coc13
SW 331.263 ppm
01 12343.99 Hz
02 1600.52 Hz
AQ 0.9830600 sec
RG 32768
D12 0.0000200 sec
0Le 24.00 08
D1 1.0000000 sec
P31 100.0 usec
011 0.0300000 sec
o5 24.00 dB8
P1 8.6 usec
DE 21.4 usec
SFO1 100.6250730 MHz
SHH 33333.33 Hz
0 65536
NS 1024
0s 2
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6127560 MHz
WOW EM
S8 0
LB 1.00 Hz
68 0
PC 1.40
10 NMR plot parameters
cx 22.00 cm
FiP 215.000 ppm
F1 21631.74 Hz
FoP -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006.12756 Hz/cm
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'H-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

NAME
EXPNO
PROCNO

F2 - Acquisition Parameters

Date
Time
NUCLEUS
PULPROG
SOLVENT

F2 - Processing parameters

ankh2ns
11
1

970114
14.17
H
2930
coc13
20.826 ppm
2450.85 Hz
2450.85 Hz
1.9661000 sec
360
1.0000000 sec
8.6 usec
85.7 usec
400.1324508 MHz
8333.33 Hz
32768
16
2

SI
SF 400. 1300043 MHz
WOW M
S8 0
LB 0.30 Hz
6B 0
PC 1.00
1D NMR plot parameters
[»3 22.00 cm
F1P 10.500 ppm
F1 4201.37 Hz
FeP -0.500 ppm
F2 -200.07 Hz
PPMCM 0.50000 ppm/cm
LJ HZCM 200.06500 Hz/cm
ppm 9 7 ] 4 2 1
Massenspektrum
ANKH\2MS
Scan 27 LY-26
1004
1
- 4 55
954
964
85
804
754
70 67
65
60
55 81
50
45
1
40
4 95
354
1
304
254
4 293
204 111
15 | 129
10 ol ‘ 151 185
R '1 I 11 167
s l\ \ i ]‘; l;w% ‘ 199
4 It i f Nt it
oL o LR ol
S50 75 100 125 156 175 200 225 250 308 325
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6.5.4 Hydroperoxide des Linolensauremethylesters aus der photosensibilisierten Oxi-

dation

13C{*H}-NMR-Spektrum

Current Data Parameters
35 LeYSSTSRYICHSBRESISCNS DEBO8RS NESENSSOSUNOSEUSEINIREEE anknans
g #% SEYSHOSERYZRREBRENPISTELE EBESHAB SHSERBRIRUNSEEYIATSIZRER LMo T
'
& 1% #833YFESSnNASRNNNGNREINE SEERRNE ESSINAROARGNARRRRENLRITIO pmoow i
!
F2 - Acquisition Parameters
Date 970121
Time 12.59
NUCLEUS 13C
PULPROG 2gpg30
SOLVENT coc13
SW 331.263 ppm
01 12343.99 Hz
02 1600.52 Hz
A0 0.9830600 sec
RG 32768
012 0.0000200 sec
OL6 24.00 dB
D1 1.0000000 sec
P31 100.0 usec
D11 0.0300000 sec
DLS 24.00 dB
P1 8.6 usec
DE 21.4 usec
SFO1 100.6250730 MHz
SWH 33333.33 Hz
0 65536
NS 1024
[ 2
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6127560 MHz
WO EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
68 0
PC 1.40
1D NMR plot parameters
[%3 22.00 cm
FiP 215.000 ppm
F1 21631.74 Hz
FoP -5.000 ppm
Fe -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006. 12756 Hz/cm
T T T T T | T 7T T T 1 T
ppm 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
'H-NMR-Spektrum
Current Data Parameters
ankh3ms
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date 970121
Time 12.24
NUCLEUS 1H
PULPROG 2930
SOLVENT coc13
SW 20.826 ppm
01 2450.85 Hz
02 2450.85 Hz
AQ 1.9661000 sec
RG 360
01 1.0000000 sec
P1 8.6 usec
DE 85.7 usec
SFO1 400.1324508 MHz
SWH 8333.33 Hz
0 32768
NS 16
0s 2
F2 - Processing parameters
SI 16384
SF 400. 1300043 MHz
WOW EM
$S8 0
LB 0.30 Hz
6B 0
PC 1.00
10 NMR plot parameters
22.00 cm
F1P 10.500 ppm
F1 4201.37 Hz
FoP ~0.500 ppm
F2 ~200.07 Hz
PPMCM 0.50000 ppm/cm
HZCM 200.06500 Hz/cm
Jﬂ /
5 F: B & = (g9 [2le B aisl (=g 2kl 8 |
H ols S IS R b b i 5o I e i s |s
ppm 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
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Massenspektrum

ANKHA\3MS
Scan 3¥72- 20
1001 144

95

98-

80 55

- 67

§ 81

95

254 111

127

291

137 155

1l
|
v‘ | 167 306
|

50 75 104 125 150 175 200 225 250 275 300 325

6.5.5 13S-Hydroperoxyoctadeca-4Z),11(E)-diensaure (I1)

13c{*H}-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

= amgs e nmgz = ascaneBInEneN 3 »
s g 2583 g 5888 3 83SHR8EEREGE8E 3 oo o
a g 8588 $ RRRE 8 A8s8RRRIINGD ° PROCNO 1
\|// W\ A ——
1 ) Date_ 980105
Time 12.22
SOLVENT coc13
PULPROG 29pg30
0 65536
NS 1024
0s 2
01 12100.00 Hz
02 1600.00 Hz
SHH 33333.33 Hz
FIDRES 0.51 Hz
AG 0.98 sec
AG 32768
TE 305.0 K
D12 0.00002000 sec
o6 24.00 d8
0t 1.00000000 sec
CPOPRG waltz16
P31 100.00 usec
o011 0.03000000 sec
oLs 24.00 dB
P1 8.60 usec
SFO1 100.6250730 MHz
NUCLEUS 13C
HOLDER 10

F2 - Processing paraneters

SI 32768

SR 43.37 Hz
WOW e

L8 1.00 Hz
68 0.00

PC 1.40

1D NMA plot parameters

[23 22.00 cn
F1P 215.000 ppm
F1 21631.75 Hz
Fop -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPHCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006. 12769 Hz/cm

T y T T
ppm 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
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'H-NMR-Spektrum

1,345

——

2.239

6.284

2.3
2,145
4.488

5.200
4.467

)

R

62.270

8.241
1.083

‘amnnl

Current Data Parameters

NAME ankn25

EXPNO 11

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 980105

Time 11.46

SOLVENT coc13

PULPROG 2930

i) 327668

NS 16

0s 2

01 2450.85 Hz

02 2450.85 Hz

SHH 8333.33 Hz

FIDRES 0.25 Hz

AQ 1.97 sec

RG 180

TE 305.0 K

D1 1.00000000 sec

Py 8.60 usec

SFO1 4001324508 MHz

NUCLEUS

HOLDER 10

F2 - Processing parameters

SI 16384

SR 4.35 Hz

HOW M

8 0.30 Hz

8 0.00

PC 1.00

m NMR plot parameters
22.00 cm

FIF 10.500 ppm

F1 4201.37 Hz

Fop -0.500 ppm

F2 -200.07 Hz

PPCM 0.50000 ppm/cm

HICM 200.06500 Hz/cm

Massenspektrum

ANHEN16CD
Scan 117
1806 a1

98!
80!
70
60
56
40
30
26
el

39

as se 93

L, .||

55

67

|1||. &7

91 95

99

|

185 189

a4 + —
48 45
100
EL)
=)
70
)
£
40
3@
20
1@

|I||1. . I|
.

B 95 100 185 118 115 128 125 130

135 148 145 150
100
90
80
78]
60
S50
40
30]
20
18]

155 160 165 170 175 180 185 1990 195 200 205 210 215 220 225 230

2'{9

235 240 245 250

255 260 265 270 275 280 285 200 295 300 305 310 315 320 325 330
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6.5.6 13S-Hydroperoxyoctadeca-4Z),11(E)-diensduremethylester (1V)

13C{*H}-NMR-Spektrum

ANKHU2. 882
ANKHU2. 082
DATE 21-9-94
SF@  62.896
0 6858.080
S 65536
TD 65536
SW 13888.889
HZ/PT 224
P 2.5
R 2.000
A 2.359
R 100
N 2131
T 298
F¥ 17400
02 3950.800
0P 22L CPD
L .300
G 8.8
c 30.80
c 19.88
F .801P
M .82
HZ/CM 419.386
PPM/CM _6.667
SR -36.65
l i |
o
[ T T T T 71— 1 T T -
168 160 110 120 100 88 60 18 20
PPM
[ — — akkHU2. 001 - T O S
ANKHUZ, 881
DATE 21-9-94
SFE 250.130
01 3958.800
SI 32768
10 32768
S¥ ~3759.398
HZ/ .229
Py 6.8
RD 0.2
AQ 4.358
RG 2
NS 32
TE 298
FY 4708
02
0P 12L 00
LB .308
68 0.2
X 30.00
cY 23.08
F2 .000P
MI .00
HZ/CH  75.848
PPH/CH 308
SR 2854.07
" o ko o ‘n) o o
g EE.- & RE B 3
P e sy e b e T H : sl 1 . e
8.8 7.5 7.4 6.5 6.8 5.5 [] 4.6 3.5 3.8 2.5 2.8 1.5 1.0
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Massenspektrum

ANHE\24B
Scan 73
IBB: a1
204 43
BB: 55
70+
60

se] 39
40]

304 53

204 |

7 59 &5

67

74
| |_|||

81

79

7
L

99

95

91 93

111 119 123 133

[T Inlll.l e 1

18] 37 45 51
. ! l !

35 48 45 50
100
926
80
70
60
50
40]
20

20
191135

olll. . .

151

147
1l

9
-I.||'|. 63 |||
55

68 65 70

159 164

M N

7

7
+
S

80

177

[

83 a7 107
s AT N
85

A
98 95 199 105 118 115 120 125 130

135 148 145 150 155 160 165 170 175 180

100+
90
80
70
60

50
40
20

20
18]

"

.
185 190 195 200 205 210 215 220 225 230

293

L.

235 240 245 258 255 260 265 270 275 280

285 290 295 3080 305 310 315 328 325 330

6.5.7 13S-Hydroperoxyoctadeca-4Z),11(E)-triensaure (llI)

13c{*H}-NMR-Spektrum

ANKHLNL. 082

ANKHLN1. 88
DATE 2-4-8

MI
HZ/CM 41

e.
a.
1.
0.0
9.
PPM/CM 6.
SR -36.2

1
8

.896
.e00

.889
.424
.S

.eee
. 359
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'H-NMR-Spektrum

[a—

L LankHLN. @01 — [ T Ty S Y N
ANKHLN1. 88
DATE 23-9-
SF@ 250.
3950
SI 32768
TD 32768
SW 3759
HZ/PT
P¥ 6.
RD 0.
Al 4.
RG 2
NS 32
TE 298
FW 470808
DP 12L DO
LB
GB
CcXx 38
cr 2
F2
MI .
HEZ/CM 81,
PPM/CM .
SR 2854

N
{4

5.0 4

.oep

. 398
. 2298

1
9

132

2
)
358

6.5.8 13S-Hydroperoxyoctadeca-42),11(E),15Z)-triensauremethylester (V)

13C{*H}-NMR-Spektrum

ANPW@B6. 002

ANPVDE6.002
DATE 27-4-94

SFO 62.896
01 6050.000

SI 65536

TD 65536

S¥ 13888.889
HZ/PT L824
PV 2.5
RD 2.088
Ag 2.359
RG 400

NS 476

TE 298

F¥ 17400

02 3950.000
0P 22L CPD
L8 .300
G8 8.¢
cX 30.00
cy 8.00
F2 .ee1p

MI .

HZ/CHM 419.386
PPHM/CH 6.667
SR -35.80

5
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'H-NMR-Spektrum

- — L L ayewood—pet [ Sy S T—
ANPYO@6. 001
DATE 27-4-94

SFB 250.:308
01 3950. 000

SI 32768

T0 32768

SW 3759.398
.229

PY 6.8

RD 2.9

AQ 4.358

RG 2

NS 32

TE 298

FY 4700

0f 12L DO

LB .3e0

GB e.e

cXx 30.00

cy 22.080

F2 .eeep

MI .ee

HZ/CH  83.376

PPM/CH .333

SR 2854.30

(e

AL
T ‘\’il/ T
9.0 8.0 7.0

6.5.9 13S-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadeca-&),11(E)-diensaure-methyl-
ester (VI)

13C{*H}-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

. 8 3528 8 23888 &  BEBISBIRE8%338B%RS iouN anknagex

& s HEEE ES IRREE B #9RRAARRRORLIRNNSC PROCND 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 971201
Time 10.51
SOLVENT coci3
PULPROG 29pg30
0 65536
NS 1024
0s 2
01 12100.00 Hz
02 1600.00 Hz
SWH 33333.33 Hz
FIDRES 0.51 Hz
AQ 0.98 sec
RG 22800
TE 305.0 K
012 0.00002000 sec
oL6 24.00 08
01 1.00000000 sec
CPDPARG waltz16
P31 100.00 usec
011 0.03000000 sec
oLs 24.00 d8
P1 8.60 usec
SFO1 100.5250730 MHz
NUCLEUS 13C
HOLDER 1
F2 - Processing parameters
SI 32768
SR 42.57 Hz
WOW EM
LB 1.00 Hz
68 0.00
PC 1.40
10 NMR plot parameters
cx 22.00 cm
F1P 215.000 ppm
F1 21631.75 Hz
FepP -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006. 12769 Hz/cm

. . . ey ———— e
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'H-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

NAME ankh2gex
EXPNO 11
PROCND 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 971201
Time 10.15
SOLVENT coc13
PULPROG 2930
0 32768
NS 16
0 2
01 2450.85 Hz
02 2450.85 Hz
SWH 8333.33 Hz
FIORES 0.25 Hz
2 1.97 sec
RG 256
TE 305.0 K

] D1 1.00000000 sec

I P1 8.60 usec

| SFO1 400.1324508 MHz
NUCLEUS 1H

’ HOLDER 1

! F2 - Processing parameters
s1 16384
SR 4.35 Hz
WOW EM
L8 0.30 Hz
68 0700
PC 1.00

1D NMR plot parameters
ox 22.00 cn
Fip 10.500 ppm
F1 4201.37 Hz
Fop -0.500 ppm
F2 -200.07 Hz
PPMCM 0.50000 ppm/cm
HZCH 200.06500 Hz/cm

Ezzgig
P—B\

1686

[
1.685

_0.976
1.707
8.238
0.294
6.393

5.065
3.999
59.718
6.773

Integral

T T T

- :
ppm ] 8 7 6 5 4 3 2

Massenspektrum

ANHEA\24C
Scan 79

100

908

20

70

0]

5064

73
43

. 55 67
301 81

20] 39
: | |47 51 59 | | |77I 85 91 L, | lms 109 4,4 123 135 147 151
ol !_,.1. =|||.|IHI |1_|=| . lln.l] I Ll I iy
40 ) 60 70 80 90 98 118 120 138 140 150 160

100
90

707
60
507
40
3e]
204 293
10]

170 188 198 208  2i@ 220 230 248 250 260 270 280 290
100
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6.5.10 13S-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadeca-&),11(E)-diensaure (VII)

13C{*H}-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

3 EEEES S cegss S2RB$388982228 NAVE ankh2ge
3 8335 5 55588 SE5KT3883385558 EXPN0 1
g SRR H SRRRE ZARATRERAINNNT PROCND 1
F2 - Acquisiticn Parameters
Date_ 8971127
Time 15.21
SOLVENT coc13
PULPROG 29pg30
0 65536
NS 256
0s 2
01 12100.00 Hz
02 1600.00 Hz
SWH 33333.33 Hz
FIDRES 0.51 Hz
A0 0.98 sec
RG 16384
TE 305.0 K
D12 0.00002000 sec
[ E3 24.00 dB
D1 1.00000000 sec
CPOPRG waltz16
P31 100.00 usec
D11 0.03000000 sec
0Ls 24.00 08
P1 8.60 usec
SFO1 100.6250730 MHz
NUCLEUS
HOLDER a7
F2 - Processing parameters
SI 32768
SR 43.47 Hz
WOW EM
L8 1.00 Hz
] 0.00
PC 1.40
1D NMR plot parameters
cx 22.00 cm
FiP 215.000 ppm
F1 21631.75 Hz
FoP -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006.12769 Hz/cm
, — —— — e T T ——
ppm 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
"H-NMR-Spektrum
Current Data Parameters
NAME ankh2ge
EXPNO
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_
Time 15.11
SOLVENT coc13
PULPROG 2930
] 32768
NS 16
0s 2
01 2450.85 Hz
02 2450.85 Hz
SHH 8333.33 Hz
FIDRES 0.25 Hz
AQ 1.97 sec
RG 128
TE 305.0 K
{ Dt 1.00000000 sec
| Pt 8.60 usec
| SFO1 400.1324508 MHz
NUCLEUS
HOLDER 47
F2 - Processing parameters
SI 16384
SR 4.35 Hz
HOW EM
L8 0.30 Hz
6B 0.00
PC 1.00
10 NMR plot parameters
[#3 22.00 cm
F1P 10.500 ppm
F1 4201.37 Hz
FoP -0.500 ppm
F2 -200.07 Hz
PPMCM 0.50000 ppm/cm
HZCM 200.08500 Hz/cm
I O T S
- A o [al el o A AN p -
g 2 IR b B 2 2[2 8 B
E - o) o) I - ~ v |m 2| |
vy RS R I T 2 T e . ;
7 5 4 3 2 1 0

ppm
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Massenspektrum

ANHE\ 22D
Scan 129
100

206,
806.
70
60
Se
40
30
20 39
16

43

135 151
e 1

ol :,l,ll .1 Il
40 :5()

24

II'h’I|||I|||I|I}|IHI||I|||

(LA ‘Il

T

140 150

.,-l]ll ‘HH

260 270

lIlllIlll{lllllIII|=lll]l]|||!lllllll|l:lllllllll:lllAllIll%lllllJlll:llll||||I:I||I|||II:I|||I|I|I{Illllllll}llll

280 290

380 390

6.5.11 2-[13S-(1-Methoxy-1-methylethylperoxy)-octadeca-&),11(E)-dienoyl]-1,3-di-

linolein (VIII)

13c{*H}-NMR-Spektrum

opm
~173.172

—
T—172.739

104.535
84.600
77.316
77.203
77.000
76.681
68.946
65.801
62.081
43.231
34.154
34.013
31.777
31.514
29.674
29.594
29.326
29.153
29.018
27.188
25.072
24.833
23.041
22.846
22.543
22.4%8
15.228
14.014
13.980

_

W

T T
ppm 200 180

Current Data Parameters

NAME ankhtlg
EXPNO 12
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 98010

Time 10.51
SOLVENT coc13
PULPROG 2gpg30

0] 65536

NS 1024

05 2

01 12100.00 Hz
02 1600.00 Hz
ShH 33333.33 Mz
FIORES 0.51 Hz
A0 0.98 sec
A6 22800

T€ 305.0 K
012 0.00002000 sec
L6 24.00 08
01 1.00000000 sec
CPOPAG waltzi6
P31 100.00 usec
D11 0.03000000 sec
L5 24.00 d8
P 8.60 usec
SFO1 1006250730 MHz
NUCLEUS 13¢
HOLDER 50

F2 - Processing parameters
st

SR 42.28 Hz
HOW M

L8 1.00 Hz
68 0.00

PC 1.40

1D NMA plot parameters
>3

22.00 cm
F1P 215.000 ppm
F1 21631.75 Hz
FapP -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006. 12769 Hz/cm
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13C{*H}-NMR-Spektrum

Current Data Parameters

vgosymnag o NN OO RN I8RO 0888 ankntlg.d
. SRAaRERS 8 SRRASEGRBUSCANERARIGSEEIE Loy 20
& HNAAEERY 3 8233 0000 aRRNEISNdNT  procw 1
J | L H
— F2 - Acquisition Parameters
Date_ 980105
Tine 14.48
SOLVENT coc13
PULPROG dept135
il 65536
NS 256
05 4
01 12343.99 Hz
02 1600.52 Hz
SHH 31250.00 Hz
FIDRES 0.48 Hz
A0 1.05 sec
RG 16384
TE 300.0 K
01 1.00000000 sec
Lo 2.00 0B
3 8.60 usec
SFo2 4001316005 MHz
DECNUC
02 0.00357143 sec
Pa 17.20 usec
P1 8.60 usec
P2 17.20 usec
o | " D13 0.00000400 sec
| ) o5 24.00 d8
i y SFO1 1006250730 MHz
NUCLEUS 13¢
CPOPRG waltzi6
P31 100.00 usec
HOLDER 5
F2 - Processing parameters
sI 32768
SR 27.00 Hz
HOW M
8 1.00 Hz
‘ 68 0.00
pC 1.40
10 NMR plot parameters
ox 22.00 cm
FiP 215.000 ppm
Fi 21631.74 Hz
Fop -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppn/cm
HZCH 1006. 12756 Hz/cn
T T T T T T T T U T T T
pam 200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 [
'H-NMR-Spektrum
Current Data Parameters
NAME ankntlg
EXPNO 11
PROCND 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 980105
Time 10.15
SOLVENT coc13
PULPROG 2030
™ 32768
NS 16
oS 2
ot 2450.85 Hz
02 2450.85 Hz
ShH 8333.33 Hz
FIDRES 0.25 Hz
A0 1.97 sec
76 256
TE 305.0 K
o1 1.00000000 sec
P1 60 usec
SFO1 400. 1324508 Mz
NUCLEUS
HOLDER 50
F2 - Processing parameters
s1 16384
SR 4.35 Hz
WOW EM
8 0.30 Hz
8 0.00
pC 1.00
1D NMR plot parameters
22.00 cm
F1P 10.500 ppm
F1 £201.37 Hz
FaP -0.500 ppm
2 -200.07 Hz
PPMCM 0.50000 ppn/cm
HZCM 200.08500 Hz/cm
s
- A o ol s 2 [~|ele ™ =
£ & t Rt 3|3 b || & <
H - w <= 5o B I b ) B =
T T T T T T T T T
ppm 9 8 7 6 5 3 1 0
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6.5.12 2-[13S-Hydroperoxy-octadeca-4Z),11(E)-dienoyl]-1,3-dilinolein (IX)

13c{*H}-NMR-Spektrum

csnepazos 2 N B DRONT2ICNRCODSRIRS8RR
. EB358883¢ g 5 2E8BERERTRECEER8EEE8EE  current Oato Paraneters
8 EEER R 8 B BRARAAARRRRARRRRAIINY= W ankntgho
TTTYTTTTT | EXPNO 13
\\N %/ } \‘\"‘\&'V//’// PROCNO 1
‘ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 980123
Time 9.25
SOLVENT coc13
PULPROG cept135
0 65536
NS 256
0s a4
01 12100.00 Kz
02 1600.00 Hz
SHH 31250.00 Hz
FIDRES 0.48 Hz
AQ 1.05 sec
RG 22800
TE 305.0 K
01 1.00000000 sec
oL 2.00 d8
P3 8.60 usec
SF02 400. 1316005 MHz
DECNUC
02 0.00357143 sec
P4 17.20 usec
P1 8.60 usec
P2 17.20 usec
D13 0.00000400 sec
oLs 24.00 0B
SFO1 100.6250730 MHz
NUCLEUS 13C
CPDPRG waltz16
P31 100.00 usec
HOLDER 48
F2 - Processing parameters
SI 32768
SR 42.92 Hz
WOW EM
L8 1.00 Hz
c8 0.00
PC 1.40
1D NMR plot parameters
cx 22.00 cm
FiP 215.000 ppm
1 21631.75 Hz
FapP -5.000 ppm
F2 -503.06 Hz
PPMCM 10.00000 ppm/cm
HZCM 1006. 12769 Hz/cm
—— ‘ T — ——— : —
ppm 200 180 160 140 120 100 80 60 a 20 0
'H-NMR-Spektrum
Current Data Parameters
NAME ankntghp
EXPNO 11
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 980123
Time 8.40
SOLVENT coc13
PULPROG 2930
i\ 32768
NS 16
0s 2
01 2450.85 Hz
02 2450.85 Hz
SWH 8333.33 Hz
FIDRES 0.25 Hz
AQ 1.97 sec
RG 256
TE 305.0 K
D1 1.00000000 sec
P1 8.60 usec
SFO1 400.1324508 MHz
NUCLEUS
HOLDER a8
F2 - Processing parameters
SI 16384
SR 4.35 Hz
WO EM
L8 0.30 Hz
68 0.00
PC 1.00
10 NMR plot parameters
C 22.00 cm
F1P 10.500 ppm
F1 4201.37 Hz
F2P -0.500 ppm
F2 -200.07 Hz
PPMCM 0.50000 ppm/cm
HZCM 200.06500 Hz/cm
Al / i
. . 2lo oo o el o s
H g |2 & [; Bl A BE B Ok
H o |o o~} of || L ||| 2| ©
ppm 8 7 6 4 3 2 1 0
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6.6 Schematischer Aufbau der verwendeten HPLC-Anlagen

Die genauen Geratebezeichnungen fur die einzelnen Komponenten der HPLC-Anlagen sind,

sofern nicht anders angegeben, in Kapitel 6.4 aufgefihrt.

6.6.1 NP-HPLC mit UV-Detektion

Injektions- Eluenten- LOosungs- Trennsaule:
einheit pumpe mittelvorrat )
Superspher Si 60 (250 mm
Trenm- i Lange, 4 mm ID, 4 um)
saule aggregat bzw.
LiChrospher Si 60 (250 mm
UV/VIS- Computer- Lange’ 4 mm ID’ 5 um)
Detektor system
jeweils auf 4 °C gekunhlt
Ruckdruck-
regler

6.6.2 Entwicklung und Optimierung eines Nachsaulenderivatisierungssystem fir die

NP-HPLC
Injektions- Eluenten- Loésungs- ; : .
einheit pumpe mittelvorrat Reaktionskapillare:
Edelstahl, div. Langen,
—— Reagerzion 0,25 mm ID bzw. PTFE 25 m,
Stuck pumpe 1 0,3 mm ID (vgl. Text)
Reaktions-
kapillare
UV/VIS- Computer-
Detektor system
Ruckdruck-
regler
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6.6.3 NP-HPLC mit Nachsaulenderivatisierung und UV/VIS-Detektion

Injektions- Eluenten- Loésungs-
einheit pumpe mittelvorrat
Trenn- Kuhl-

saule aggregat
Misch-T- Reagenzien-
Stlick pumpe 1
Reaktionskapilare
(heizbar)
UV/VIS- Computer-
Detektor system
Ruckdruck-
regler

6.6.4

Trennsaule:
Superspher Si 60 (250 mm
Lange 4 mm ID, 4 um); auf
4 °C gekuhlt

Reaktionskapillare:
25 m PTFE; 0,3 mm ID

Modifiziertes HPLC-System fir Aktivitatsuntersuchungen von Enzymreaktoren

Enzym- Reagenzien- Testl?sung
reaktor pumpe (geruhrt)
UVIVIS- T
Detektor >
Computer-

system




6 Anhang

153

6.6.5 RP-HPLC mit gleichzeitiger UV/VIS- und Fluoreszenzdetektion bei Verwendung

des Enzymreaktors (2-Pumpen-System)

Injektions- Eluenten- Losungs-
einheit pumpe mittelvorrat
Trenn- Kuhl-

saule aggregat
UVIVIS-
Detektor
T-Stiick Reagenzien-
pumpe
Enzym-
reaktor
Fluoreszenz; Computer-
Detektor system
Ruckdruck-

regler

Trennsaule:
RP-Select B (125 mm Lange, 4 mm
ID; 5 um); auf 4 °C gekuhlt

T-Stlck:
Mischungs-T-Stlck; Fa. Alltech

Detektionswellenlangen:
UV: A =200 nm, 234 nm
Fluoreszenz:

Aem = 234 NMAex= 415 nm
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6.6.6 RP-HPLC mit UV/VIS- und Fluoreszenzdetektion bei Verwendung des Enzym-

reaktors (3-Pumpen-System)

Injektions- Eluenten- Losungs- Trennsaule:
einheit pumpe mittelvorrat .
RP-Select B (125 mm Lange, 4
mm ID; 5 um); auf 4 °C gekuhlt
Trenn- Kahl-
saule aggregat
T-Stick:
UVIVIS- Mischungs-T-Stuck; Fa. Alltech
Detektor
Detektionswellenlangen:
- Reagenzien-
T-Stlck
pumpe 1 UV: A =234 nm
Fluoreszenz:
Enzym-
eaktor Aem= 234 NMAex= 415 nm
T-Stiick Reagenzien-
pumpe 2
Fluoreszenz- Computer-
Detektor system
Ruckdruck-
regler
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6.6.7 RP-HPLC mit nichtenzymatischer Nachsaulenderivatisierung und UV/VIS-

Detektion
Injektions- Eluenten- Loésungs-
einheit pumpe mittelvorrat
Trenn- Kuhl-
saule aggregat
T-Stiick Reagenzien-
pumpe

Reaktionskapillare

UVIVIS- Compuiter-
Detektor system
Ruckdruck-
regler

Trennsaule:
RP-Select B (125 mm Lange, 4 mm
ID; 5 um); auf 4 °C gekunhlt

T-Stick:
Mischungs-T-Stlck; Fa. Alltech
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6.7 Lineare statistische Optimierung

6.7.1 Mathematische Grundlagen

(vgl. dazu Kapitel 4.4.2)
Zur statistischen Optimierung der Peakhgheurden die funf EinfluRgrof3en (Tabelle 18) auf
| = 2 Stufen gemaf

o

X; =X + P, X, =X~ B,
Gleichung 6
variiert. Diese naturlichen Variablen wurden dann mit
+ _ 0 _ O
X;=2e "% =y X;=2e "% =g
Py Py
Gleichung 7

in entsprechende codierte Variablen umgeformt.

AnschlieRend wurde ein Versuchsplan 1. Ordnung aufgestellt. Die Zahl der Versuche
berechnete sich bei den hier eingesetzten vollstandigen Faktorplamer Zu(u = Zahl der
betrachteten EinfluRgré3en). Fur jeden der Versueh# ... kwurden jeweils p= 3 Bestim-

mungen durchgeflhrt, deren Mel3ergebnyggemittelt wurden :

Gleichung 8

Die einzelnen Versuchsplane sind in Kapitel 6.7.2 dargestellt
Die Funktiony = f(Xa, X8, Xc, X0, Xe), die den Zusammenhang zwischen der ZielgroRe y
(Peakhohe) und den EinfluRRfaktonen- X beschreibt, wurde daraufhin als lineares Polynom

der Form

y=by +b,X, + Xz +...+ Dby Xy

Gleichung 9
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ausgedruckt. Die Regressionskoeffizienbgnindb, wurden dabei gemaf
n=3
Gleichung 10
b, = i XiwYie/mM

Gleichung 11

berechnet.

Nach Arpardjat?® ist die Regressionsanalyse jedoch nur dann anwendbar, wenn bei allen

Experimenten ein ahnlich groRBer Zufallsfehler auftritt. Um dies zu Uberprifen, wurde die
Homogenitat der Einzelvarianzesf mit Hilfe des G-Testes nach Cochran bestimmt. Die

Berechnung der Einzelvarianzen erfolgte dazu mit der Gleichung

n ]
% (yik = Yk )2 a
= O

n, -1

=

Gleichung 12

Die Prifgrof3es ergab sich dann aus dem Verhéltnis der zahlenméalfiig grof3ten Varianz

s7(max) zur Summe aller Einzelvarianzen:

s7(max)

m

;Sf

G=

Gleichung 13

Die Einheitlichkeit der Varianzen war f@& < G[P;f;f;] nachgewieserf( f, = Freiheitsgrade

mit f; = n; - 1 undf, = m(n-1) ). FurG[P;f1;f;] wurden folgende Werte angenommen (nach
Dorffel*9):
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fa PrufgroRe G[P;f1;f2]

16 0,40 (Wert wurde interpoliert)

64 0,18 (Wert wurde extrapoliert)
Tabelle 37 Prifgro3en fur den G-Test nach Cochran (P = 0,992)

Weiterhin wurden die nach Gleichung 10 und Gleichung 11 bestimmten Regressionskoeffizi-
enten auf ihre signifikante Abweichung von Null hin tberprift. Dazu wurde die Vasganz

des Regressionskoeffzienten bestimmt mit:

s =s}/m
Gleichung 14
und

Gleichung 15

Die Signifikanz der Regressionskoeffizienten war gegebejbfito,| > t(P; f,) (5, =b’.

Es wurden folgende Werte fur die Prufgra@&f,) angenommen:

f) PrufgroRe t(P;f,)

16 2,92

64 2,64 (Wert wurde extrapoliert)
Tabelle 38 Prifgrof3en fur den t-Test (P = 0,99)

Im weiteren Verlauf wurde nun das Regressionspolynom auf Adaquatheit im Versuchsbereich

Uberprift. Dazu wurde das Bestimmtheitsmal B des Polynoms mit

Gleichung 16
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und
= 1 _
y:EZyk

Gleichung 17

berechnet, wobeYy jeweils die durch Einsetzen der codierten Variablen in das Regressions-

polynomY, =h, +b, (X, +... erhaltenen Werte waren. Fir einen Wert B > 0,9 wurde das

Regressionsmodell als adaquat angesehen.
Im letzten Berechnungsschritt wurde nun die Wirksamkeit der einzelnen Faktoren auf die
Zielfunktion bestimmt. Die WirksamkeW/,, berechnete sich fir die einzelnen Einflul3faktoren

nach der Gleichung

W, =b,p,
Gleichung 18

Im Verlauf der Optimierung wirkte sich dabei jeweils derjenige Fakfodominierend auf

die Zielfunktion (Peakhodhe) aus, der im Vergleich zu den anderen Faktoren einen maximalen

Wert firW, lieferte. Dieser Werk? (in natiirlichen Koordinaten) wurde dann fir die nachste

Optimierungsrunde um eine Einheit der Schrittweiteerhoht:

% (ney = X2(alt) + P,
Gleichung 19

Die entsprechenden Grundniveaxf§neu aller tibrigen Faktoren berechneten sich dann zu:
x’(ney) = x’(alt) + V%
Gleichung 20
wobei b der Regressionskoeffizient der dominierenden Komponente war. Zur Berechnung

der oberen und unteren Stufen geman Gleichung 6 wurden die urspriinglichen Schrittweiten

jeweils beibehalten.
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6.7.2 Versuchsplane

Die Optimierung wurde dreimal fur jeweils finf verschiedene EinfluRgréRen durchgefihrt.
AnschlieRend konnte das Optimierungsproblem auf drei Einflu3gréf3en reduziert werden (vgl.
4.4.2), wodurch sich auch entsprechend andere Versuchsplane ergaben. Die Versuchsplane

sind in nachstehenden Tabellen wiedergegeben:

1. Optimierungsschritt

Ifd. Xa in XB in Xc in XD in XE in Xa | Xg | Xc | Xp | XE
Nr mg DPC/100ml | % m ml/min °C
1 10 20 3,0 0,25 25 -1 -1 -1 -1
2 10 20 3,0 0,45 25 -1 -1 -1 +1
3 10 20 3,0 0,25 45 -1 1 -1 -1 #H1
4 10 20 3,0 0,45 45 -1 -1 -1 +1 H1
5 10 20 7,0 0,25 25 -1 -1 +1 -1
6 10 20 7,0 0,45 25 -1 -1 +1 +1 4
7 10 20 7,0 0,25 45 -1 -1 +1 -1 H1
8 10 20 7,0 0,45 45 -1 -1 +1 +1 H1
9 10 10 3,0 0,25 25 -1 +1 -1 -1
10 10 10 3,0 0,45 25 -1 +1 -1 +1 1
11 10 10 3,0 0,25 45 -1 +1 -1 -1 H1
12 10 10 3,0 0,45 45 -1 +1 -1 +H1 #1
13 10 10 7,0 0,25 25 -1 +1 +1 -1 {1
14 10 10 7,0 0,45 25 -1 +1 +1 +H1 1
15 10 10 7,0 0,25 45 -1 +1 +1 -1 #1
16 10 10 7,0 0,45 45 -1 +1 +1 +1 #1
17 30 20 3,0 0,25 25 +1 -1 -1 -1 {1
18 30 20 3,0 0,45 25 +1 -1 -1 +1 {1
19 30 20 3,0 0,25 45 +1 -1 -1 -1 41
20 30 20 3,0 0,45 45 +1 -1 -1 +1 41
21 30 20 7,0 0,25 25 +1 -1 +1 -4 4
22 30 20 7,0 0,45 25 +1 -1 +1 +1 {1
23 30 20 7,0 0,25 45 +1 -1 +1 -1 41
24 30 20 7,0 0,45 45 +1 -1 +1 +1 41
25 30 10 3,0 0,25 25 +1 +1 -1 -1 {1
26 30 10 3,0 0,45 25 +1 +1 -1 +1 {1
27 30 10 3,0 0,25 45 +1 +1 -1 -1 441
28 30 10 3,0 0,45 45 +1 +1 -1 +1 41
29 30 10 7,0 0,25 25 +1 +1 +1 -1 {1
30 30 10 7,0 0,45 25 +1 +1 +1 +1 {1
31 30 10 7,0 0,25 45 +1 +1 +1 -1 441
32 30 10 7,0 0,45 45 +1 +1 +1 +1 41

Tabelle 39 Versuchsplan fur den 1. Optimierungsschritt
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2. Optimierungsschritt

Ifd. Xa in XB in Xc in Xp in XE in Xa | Xg | Xc | Xp | XE
Nr mg DPC/100ml | % m ml/min °C
1 15 10 5,0 0,25 35 -1 -1 -1 -1
2 15 10 5,0 0,45 35 -1 -1 -1 +1
3 15 10 5,0 0,25 55 -1 -1 -1 -1 #1
4 15 10 5,0 0,45 55 -1 -1 -1 +1 H1
5 15 10 9,0 0,25 35 -1 -1 +1 -1 4
6 15 10 9,0 0,45 35 -1 -1 +1 +1 L
7 15 10 9,0 0,25 55 -1 -1 +1 -1 H1
8 15 10 9,0 0,45 55 -1 -1 +1 +1 H1
9 15 20 5,0 0,25 35 -1 +1 -1 -1
10 15 20 5,0 0,45 35 -1+ -1 +H1 1
11 15 20 5,0 0,25 55 -1 +1 -1 -1 H1
12 15 20 5,0 0,45 55 -1 +1 -1 +H1 #1
13 15 20 9,0 0,25 35 -1 +1 +1 -1 {1
14 15 20 9,0 0,45 35 -1 +1 +1 +H1 1
15 15 20 9,0 0,25 55 -1 +1 +1 -1 #1
16 15 20 9,0 0,45 55 -1 +1 +1 +1 41
17 35 10 5,0 0,25 35 +1 -1 -1 -1 {1
18 35 10 5,0 0,45 35 +1 -1 -1 +1 {1
19 35 10 5,0 0,25 55 +1 -1 -1 -1 41
20 35 10 5,0 0,45 55 +1 -1 -1 +1 +41
21 35 10 9,0 0,25 35 +1 -1 +1 -4 4
22 35 10 9,0 0,45 35 +1 -1 +1 +1 {1
23 35 10 9,0 0,25 55 +1 -1 +1 -1 41
24 35 10 9,0 0,45 55 +1 -1 +1 +1 41
25 35 20 5,0 0,25 35 +1 +1 -1 -1 {1
26 35 20 5,0 0,45 35 +1 +1 -1 +1 {1
27 35 20 5,0 0,25 55 +1 +1 -1 -1 441
28 35 20 5,0 0,45 55 +1 +1 -1 +1 41
29 35 20 9,0 0,25 35 +1 +1 +1 -1 {1
30 35 20 9,0 0,45 35 +1 +1 +1 +1 {1
31 35 20 9,0 0,25 55 +1 +1 +1 -1 441
32 35 20 9,0 0,45 55 +1 +1 +1 +1 41

Tabelle 40 Versuchsplan fur den 2. Optimierungsschritt
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3. Optimierungsschritt

Ifd. Xa in XB in Xc in Xp in XE in Xa | Xg | Xc | Xp | XE
Nr mg DPC/100ml | % m ml/min °C
1 20 10 7,0 0,25 45 -1 -1 -1 -1
2 20 10 7,0 0,45 45 -1 -1 -1 +1
3 20 10 7,0 0,25 65 -1 -1 -1 -1 #1
4 20 10 7,0 0,45 65 -1 -1 -1 +1 H1
5 20 10 11,0 0,25 45 -1 -1 +1 -1 11
6 20 10 11,0 0,45 45 -1 -1 +#1 +1 11
7 20 10 11,0 0,25 65 -1 -1 +1 -1 H1
8 20 10 11,0 0,45 65 -1 -1 +#1 +H1 #1
9 20 20 7,0 0,25 45 -1 +1 -1 -1
10 20 20 7,0 0,45 45 -1+ -1 +H1 1
11 20 20 7,0 0,25 65 -1 +1 -1 -1 41
12 20 20 7,0 0,45 65 -1 +1 -1 +H1 #1
13 20 20 11,0 0,25 45 -1 +1 #H1 14 {1
14 20 20 11,0 0,45 45 -1 +1 +H1 +1 {1
15 20 20 11,0 0,25 65 -1 +1 +H1 -1 41
16 20 20 11,0 0,45 65 -1 +1 +H1 +1 41
17 40 10 7,0 0,25 45 +1 -1 -1 -1 {1
18 40 10 7,0 0,45 45 +1 -1 -1 +1 {1
19 40 10 7,0 0,25 65 +1 -1 -1 -1 41
20 40 10 7,0 0,45 65 +1 -1 -1 +1 +41
21 40 10 11,0 0,25 45 +1 -1 +1 14 {1
22 40 10 11,0 0,45 45 +1 -1 +1 +1 {1
23 40 10 11,0 0,25 65 +1 -1 +1 -1 41
24 40 10 11,0 0,45 65 +1 -1 +1 +1 41
25 40 20 7,0 0,25 45 +1 +1 -1 -1 {1
26 40 20 7,0 0,45 45 +1 +1 -1 +1 {1
27 40 20 7,0 0,25 65 +1 +1 -1 -1 441
28 40 20 7,0 0,45 65 +1 +1 -1 +1 41
29 40 20 11,0 0,25 45 +1 +1 +1 -1 {1
30 40 20 11,0 0,45 45 +1 +1 +1 +1 {1
31 40 20 11,0 0,25 65 +1 +1 +1 -1 +41
32 40 20 11,0 0,45 65 +1 +1 +1 +1 {1

Tabelle 41 Versuchsplan fur den 3. Optimierungsschritt
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4. Optimierungsschritt
Ifd. Xa in XB in Xc in Xp in XE in Xa | Xg | Xc | Xp | XE
Nr. mg DPC/100ml | % m ml/min °C
1 25 20 11,0 0,25 65 -1 -10 -1 O
2 25 20 11,0 0,45 65 -1 -10 (41 O
3 25 10 11,0 0,45 65 -1 410 (41 O
4 25 10 11,0 0,25 65 -1 +10 | -1 O
5 45 20 11,0 0,25 65 +1 -10 | -1 0O
6 45 20 11,0 0,45 65 +1 -10 |+1 O
7 45 10 11,0 0,45 65 +1 +10 |+1 O
8 45 10 11,0 0,25 65 +1 +10 | -1 O
Tabelle 42 Versuchsplan fur den 4. Optimierungsschritt
5. Optimierungsschritt
Ifd. XA in mg DPC/100 XB in Xc in XD in XE in Xa | Xg | Xe | Xp | Xg
Nr. mi % m ml/min °C
1 35 20 11,0 0,25 65 -1 -10 | -1 O
2 35 20 11,0 0,45 65 -1 -10 (41 O
3 35 10 11,0 0,45 65 -1 410 | +1 O
4 35 10 11,0 0,25 65 -1 410 | -1 0O
5 55 20 11,0 0,25 65 +1 -10 | -1 0O
6 55 20 11,0 0,45 65 +1 -10 |+1 0O
7 55 10 11,0 0,45 65 +1 +10 |41 O
8 55 10 11,0 0,25 65 +1 +10 | -1 O
Tabelle 43  Versuchsplan fir den 5. Optimierungsschritt



6.7.3 Optimierungsergebnisse

1. Optimierungsschritt:

Eingangswerte:

Nullniveau
Schrittweite
oberer Wert
unterer Wert

Faktor

m o O ©® >» O

Faktor A

c(Reagenz) in mg
DPC/100 ml

20,0
10,0
30,0
10,0

Regressionsparameter Signifikanz

by
25289,698

5559,844

-5579,365
15204,427
-4263,094
14940,948

wichtigster Faktor Faktor E

Tabelle 44

Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E
Gehalt HOAc in der Reagenzlosuniapillarlange in m  Flul3 Reagenzlésundemperatur in
in % in ml/min °C
15,0 50 0,35 35
50 2,0 0,10 10
20,0 7,0 0,45 45
10,0 3,0 0,25 25
Wirksamkeit  neue nat. Koor- Veradnderung gegenuber
W, dinaten x,°(neu) alten Werten in %
Faktor ist signifikant
Faktor ist signifikant 55598,438 23,721 18,606
Faktor ist signifikant -27896,823 13,133 -12,448
Faktor ist signifikant 30408,854 7,035 40,705
Faktor ist signifikant -426,309 0,325 -8,152
Faktor ist signifikant 149409,479 45,00 28,571

Bestimmtheitsmall B

Ergebnisse des 1. Optimierungsschrittes

1,404

Regressionsmodell ist adaquat!

vot1

pbueyuy 9



2. Optimierungsschritt

Eingangswerte:

Nullniveau
Schrittweite
oberer Wert

unterer Wert

Faktor

m o O @ >» O

Faktor A

c(Reagenz) in mg
DPC/100 ml

25,0
10,0
35,0
15,0

Regressionsparameter Signifikanz

by
66224,208
12261,500
-8417,458
35731,396
-10605,958
42206,271

wichtigster Faktor Faktor E

Tabelle 45

Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E
Gehalt HOAc in der Reagenzlésuniapillarlange in m  FluR Reagenzlésun@emperatur in
in % in ml/min °C
15,0 7,0 0,35 45
5 2,0 0,10 10
20,0 9,0 0,45 55
10,0 50 0,25 35
Wirksamkeit  neue nat. Koor- Verédnderung gegentber
Wy dinaten x,°(neu) alten Werten in %
Faktor ist signifikant
Faktor ist signifikant 122615,000 27,905 11,621
Faktor ist signifikant -42087,292 14,003 -6,648
Faktor ist signifikant 71462,792 8,693 24,188
Faktor ist signifikant -1060,596 0,325 -7,180
Faktor ist signifikant 422062,708 55,000 22,222

Bestimmtheitsmall B 1,253

Ergebnisse des 2. Optimierungsschrittes

Regressionsmodell ist adaquat !

bueyuy 9
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3. Optimierungsschritt

Eingangswerte:

Nullniveau
Schrittweite
oberer Wert
unterer Wert

Faktor

m O O @™ >» O

Faktor A

c(Reagenz) in mg
DPC/100 ml

30,0
10,0
40,0
20,0

Regressionsparameter Signifikanz

by
121987,698
38321,802
-11772,885
61160,969
-3290,302
82975,615

wichtigster Faktor Faktor E

Tabelle 46

Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E
Gehalt HOAc in der Reagenzlésuniapillarlange in m FluR ReagenzldsungTemperatur in
in % in ml/min °C
15,0 9,0 0,35 55
5,0 2,0 0,10 10
20,0 11,0 0,45 65
10,0 7,0 0,25 45
Wirksamkeit  neue nat. Koor- Veranderung gegenuber
W, dinaten x,°(neu) alten Werten in %
Faktor ist signifikant
Faktor ist signifikant 383218,021 34,618 15,395
Faktor ist signifikant -58864,427 14,291 -4,729
Faktor ist signifikant 122321,938 10,474 16,380
Faktor ist signifikant -329,030 0,346 -1,133
Faktor ist signifikant 829756,146 65,000 18,182

Bestimmtheitsmal} B

Ergebnisse des 3. Optimierungsschrittes

1,346

Regressionsmodell ist adaquat !

99T

pbueyuy 9



4. Optimierungsschritt

Eingangswerte:

Faktor A Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E
c(Reagenz) inmg Gehalt HOAc in der Reagenzlésungapillarlange in m Flul3 Reagenzlésungemperatur in
DPC/100 ml in % in ml/min °C
Nullniveau 35,0 15,0 11,0 0,35 65
Schrittweite 10,0 5,0 11,0 0,10 65
oberer Wert 45,0 20,0 11,0 0,45 65
unterer Wert 25,0 10,0 11,0 0,25 65
Faktor Regressionsparameter Signifikanz Wirksamkeit  neue nat. Koor- Veranderung gegenuber
by Wy dinaten x,°(neu) alten Werten in %
0 189079,667 Faktor ist signifikant
A 30672,083 Faktor ist signifikant 306720,833 45,000 28,571
B -23170,167 Faktor ist signifikant -115850,833 11,223 -25,181
C 0,000 Faktor tbt keinen 0,000 0,000
Einfluld auf
Zielfunktion aus
D -28457,750 Faktor ist signifikant -2845,775 0,257 -26,509
E 0,000 Faktor ubt keinen 0,000 0,000
Einflul auf
Zielfunktion aus
wichtigster Faktor Faktor A Bestimmtheitsmaf? B 1,026 Regressionsmodell ist adaquat !
Tabelle 47 Ergebnisse des 4. Optimierungsschrittes

bueyuy 9
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5. Optimierungsschritt

Eingangswerte:

Nullniveau
Schrittweite
oberer Wert
unterer Wert

Faktor

0
A
B
C

O

Faktor A Faktor B Faktor C Faktor D Faktor E
c(Reagenz) inmg Gehalt HOAc in der Reagenzlosungapillarlange in m Flul3 Reagenzlésund emperatur in
DPC/100 ml in % in ml/min °C
45,0 15,0 11,0 0,35 65
10,0 50 11,0 0,10 65
55,0 20,0 11,0 0,45 65
35,0 10,0 11,0 0,25 65
Regressionsparameter Signifikanz Wirksamkeit  neue nat. Koor- Veranderung gegenuber
by W, dinaten x,°(neu) alten Werten in %
201850,250 Faktor ist signifikant
15512,083 Faktor ist signifikant 155120,833 55,000 22,222
-33106,333 Faktor ist signifikant -165531,667 4,329 -71,141
0,000 Faktor ubt keinen 0,000 0,000
Einfluld auf
Zielfunktion aus
-33427,333 Faktor ist signifikant -3342,733 0,135 -61,569
0,000 Faktor tbt keinen 0,000 0,000
EinfluR® auf

wichtigster Faktor Faktor A

Tabelle 48

Zielfunktion aus
Bestimmtheitsmald B 1,078 Regressionsmodell ist adaquat !

Ergebnisse des 5. Optimierungsschrittes

89T
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6.8 Bestimmung der Tragerbelegung bei der Immobilisierung von Mikroperoxidase
mittels der Atomabsorptionsspektrometrie

Zur Bestimmung der Tragerbelegung mittels der Atomabsorptionsspektrometrie und der
Standardadditionsmethode wurde nach beendeter Immobilisierung jeweils eine bestimmte
Menge des Reaktionslésung mit 0,05 % Salzsaure auf 25 ml aufgefillt. 10 ml davon wurden
direkt zur Messung verwendet, weitere 10 ml wurden mit 50 bzw. 100 ul der Standardlésung
aufgestockt. Die so vorbereiteten Losungen wurden an einem Atomabsorptionsspektrometer
auf den Eisengehalt hin untersucht £ 248,3 nm, Acetylen/Luft-Flamme; Perkin-Elmer

Intensitron Multielementlampe Al/Ca/Cu/Fe/Mg/Si/Zn, Lampenstrom 30 mA).

Die Berechnung der Konzentration erfolgte nach folgender Gleichung:

h, [t [V,

j— X S S
CcC =

" hXS [(\/X +VS) - hXVX

Gleichung 21
¢« = Konzentration der Probe
Ccs = Konzentration des Standards
Vyx = Volumen Probelésung
Vs = Volumen zugesetzter Standardlésung
hy = MelRwert der Probe
hs = MeRwert Probe + Standard

Aus der berechneten Eisenkonzentration der Losung konnte mit Hilfe der Molmasse der
Mikroperoxidase (M = 1862 g/mol) und unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors der
Enzymgehalt im Reaktionsansatz nach der Immobilisierung berechnet werden. Bei bekannter
Menge der zuvor eingesetzten Aminopropyl-CPG-Beads und der Mikroperoxidase konnte
damit die Tragerbelegung in mg MP-11 / 100 mg Beads bestimmt werden. In nachstehender

Tabelle sind die Mel3ergebnisse im einzelnen aufgefihrt:
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Beadsorte 50/63,2 50/78,8 50/99,8 50/125
Einwaage MP-11 in mg 10,3 9,9 9,4 9,4

Csin mg Fell 500 500 500 500

V, in ml 10 10 10 10

Vsinml 0,05 0,10 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,0p

hy in AU 0,0017| 0,006 0,002 0,005 0,002 0,004 0,0033 0,0p40
hys in AU 0,0993| 0,1717 0,0707 0,080 0,0953 0,0930 0,1003 0,957
cx in mg Fe/l 0,0433| 0,179 0,0724 0,164 0,0533 0,1118 10,0855 0,1085
Cx in mg MP-11/I 1,4405| 5,9582 2,409 5,463 1,7722 3,7165 2,8418 3,4084
Verdunnungsfaktor 250 50 50 25 50 25 50 25
Konzentration MP-11 | 360,14 297,91 120,44 136,5 88,61 92,91 142,09 94,21
im Ansatz nach der

Immobilisierung in mg

MP-11/l

Ansatzvolumen nach 3,50 3,70 3,35 3,48

der Reaktion in ml

Menge MP-11 im 1,80 1,49 0,12 0,14 0,09 0,09 0,49 0,31
Ansatz nach der

Immobilisierung in mg

Menge immobilisierte 8,50 8,81 9,78 9,76 9,31 9,31 8,91 9,0P
MP-11 in mg

Einwaage Trager in 300,0 303,6 300,0 300,0

mg

Belegung des Tréagers | 2,83 2,94 3,22 3,22 3,10 3,10 2,97 3,08

in mg MP-11/100 mg

CPG

mittlere Tragerbele- 2,88 3,22 3,10 2,99

gung in mg MP-11/100

mg CPG

Tabelle 49

Mikroperoxidase-11

Bestimmung der Belegung von Aminopropyl-CPG-Beads mit
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6.9 Bestimmung oxidierter Pflanzendle

6.9.1 MelRwerte FOX2-Test

£ G E 2 Y
Q) E o c = S SE |og | CF
5 58 ¢ go | S < 8 £s £5 3%
S8 S4E & ol £ gl | 8E EC aAF
5h 0,5 0,11 0,0191 0,0361 180 22,6 26,3 48 6,0
0,23 0,0230 0,0334 167 20,9 25,5 47 5,8
0,31 0,0215 0,0214 110 13,8 26,5 44 5,6
0,40 0,0197 0,0129 620 77,6 26,9 165 20,b
0,51 0,0224 0,0058 285 35,6 24,8 62 7,8
0,75 0,0193 0,459 2192 274,0 26,5 69 8.9
1d 0,5 0,11 0,0267 0,476 2275 284.4 29,3 693 86,pb
0,23 0,0224 0,480 2294 286,8 28,9 659 82,B
0,31 0,0193 0,479 2287 285,9 26,7 609 76,p
0,40 0,0209 0,584 2790 348,7 28,5 775 96,p
0,51 0,0201 0,495 2363 295,14 25,3 591 73,p
0,75 0,0205 0,566 2703 338,0 30,4 816 102]0
2d 1 0,11 0,0279 0,400 3822 477,17 28,2 1062 132]8
0,23 0,0273 0,396 3784 473,0 27,2 979 1224
0,31 0,0258 0,508 4851 606,3 26,2 1168 1460
0,40 0,0306 0,357 3412 426,6 27,4 831 1039
0,51 0,0270 0,534 5098 637,3 24,9 1151 1439
0,75 0,0317 0,473 4517 564,7 26,9 1159 14449
3d 1 0,11 0,0151 0,156 1503 187,9 24,9 345 43,p
0,23 0,0173 0,197 1893 236,7 24,1 456 57.p
0,31 0,0150 0,180 1731 216,4 24,4 425 53,1
0,40 0,0179 0,306 2931 366,4 24,0 652 81,p
0,51 0,0155 0,293 2803 350,4 27,2 729 91,p
0,75 0,0161 0,257 2460 307,5 17,8 409 51,L
6d 3 0,11 0,0240 0,304 8737 1092,2 28,5 2291 31144
0,23 0,0248 0,363 10423 1302,8 26,4 2694 334,7
0,31 0,0283 0,490 14037 1754,7 25,4 3200 40Q,0
0,40 0,0219 0,344 9880 1235,0 25,2 2418 30,3
0,51 0,0270 0,458 13137 1642,2 28,8 3375 4219
0,75 0,0244 0,333 9566 1195,7 27,1 2468 3085
8d 5 0,11 0,0200 0,287 13729 1716,1 29,4 3270 4094,8
0,23 0,0253 0,302 14443 1805,4 30,3 4074 509,3
0,31 0,0204 0,264 12633 1579,2 28,7 4047 504,9
0,40 0,0218 0,278 13300 1662,5 30,3 4030 503,8
0,51 0,0225 0,352 16848 2106,0 32,5 5466 683,3
0,75 0,0238 0,261 12514 1564,3 26,0 3032 3790
10d 7 0,11 0,0247 0,185 12420 1552,6 22,6 2643 333,3
0,23 0,0275 0,261 17520 2190,0 21,4 3450 431,3
0,31 0,0248 0,256 17187 2148,4 23,0 4194 5243
0,40 0,0236 0,231 15520 1940,0 27,3 4106 5132
0,51 0,0270 0,307 20554 2569,2 - - -
0,75 0,0271 0,302 20254 2531,7 23,0 4482 56(,3
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§’ o § £ Qo 9 < o = < o o <
o _ ' o = a) o
R E BT - N TS B B
S8 S4E | & od & £ g d = = T =
12d 7 0,11 0,0209 0,219 14687 1835,9 26,8 4161 52,2
0,23 0,0241 0,276 18520 2315,0 26,0 4961 620,2
0,31 0,0260 0,333 22320 2790,0 25,1 5388 673,55
0,40 0,0228 0,265 17787 22234 27,6 4950 614,8
0,51 0,0245 0,299 20054 2506,7 24,8 488p 614d,3
0,75 0,0212 0,228 15321 1915,0 25,8 373b6 464,9
16 d 10 0,11 0,0244 0,313 29981 3747,7 19,7 5872 7340
0,23 0,0232 0,286 27410 3426,2 19,6 5212 6515
0,31 0,0207 0,265 25362 3170,8 19,0 4568 5710
0,40 0,0256 0,335 32029 4003,6 19,4 6086 760Q,7
0,51 0,0245 0,284 27172 3396,5 19,6 5377 6742
0,75 0,0243 0,325 31077 3884,6 18,9 5833 7291

6.9.2 Kalibriergeraden und MelRwerte der HPLC-Bestimmung mit UV- und Fluores-
zenzdetektion

1.2E+06+

1.0E+06

8.0E+05

y = 10253x + 2498.8

Peakflache in rel. Einheiten

6.0E+05- R® = 0.9999
4.0E+05§
2.0E+05§
0.0E+00: ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 120

c(HPOD-Me-Ester) in umol/l

Abbildung 66  Kalibriergerade fir die HPLC-Bestimmung von HPOD-Me-Ester mit UV-
Detektion bei 234 nm (13S-HPOD-Me-Ester als Standard)
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4.0E+07+
c il
o il
5 3.0E+07+
2 il
£ 8
LIJ. 1 y = 353314x + 851653
L 2.0E+07- R*=0.9964
£ 1
° il
c -
:% b
€ 1.0E+07-
< il
o] i
o il
0.0E+00 ] T T \ \ T ]
0 20 40 60 80 100 120

c(HPOD-Me-Ester) in pmol/l

Abbildung 67  Kalibriergerade fir die HPLC-Bestimmung von HPOD-Me-Ester mit
Fluoreszenz-Detektion (Enzymreaktor; 13S-HPOD-Me-Ester als Standard)

UV (234 nm) Fluoreszenz
. sg 5§23 §g 5§23
) T O T O T O T O
= o T O T [Tl T .
53 = S0 x MOt E S0 g MOt E
S8 & 29P [29¢%g 1 89¢ 2ol e
5h 0,11 0,0600 0,0135 - -
0,23 0,0811 0,0174 - -
0,31 0,0849 0,0195 - -
0,40 0,0757 0,0206 - -
0,51 0,0891 - - -
0,75 0,0959 0,0221 - -
1d 0,11 0,0752 0,0221 - -
0,23 0,1122 0,0339 - -
0,31 0,1253 0,0360 0,0293 0,0084
0,40 0,1266 0,0383 0,0259 0,0078
0,51 0,1411 0,0458 0,0544 0,0177
0,75 0,1417 0,0389 0,0541 0,0141
2d 0,11 0,1564 0,0446 0,0660 0,0188
0,23 0,1826 0,0482 0,0923 0,0244
0,31 0,1955 0,0497 0,1248 0,0317
0,40 0,2164 0,0545 0,1297 0,0327
0,51 0,2401 0,0690 0,1436 0,0413
0,75 0,1970 0,0537 0,1229 0,0333
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UV (234 nm) Fluoreszenz
. 52  8%% 2 523
& o £ Eg5g  Ef £t 8
D ) o T o T °® o T o T °®
22 = B0- |EO0=E 5O o Boz E
S8 ki 9P 29¢%g 89¢ 29t ¢g
3d 0,11 0,1942 0,0483 0,1199 0,0298
0,23 0,2025 0,0488 0,1465 0,0353
0,31 0,2312 0,0564 0,1458 0,0356
0,40 0,2634 0,063 0,2077 0,0499
0,51 0,2452 0,0666 0,1651 0,0449
0,75 0,2716 0,0482 0,1808 0,0321
6d 0,11 0,3214 0,0906 0,2654 0,0748
0,23 0,3894 0,1057 0,3538 0,0960
0,31 0,3834 0,1006 0,3584 0,0940
0,40 0,4262 0,1167 0,3978 0,1089
0,51 0,4497 0,1121 0,3918 0,0976
0,75 0,4277 0,1152 0,3429 0,0924
8d 0,11 0,4097 0,1200 0,3587 0,1050
0,23 0,4216 0,1218 0,3835 0,1108
0,31 0,5238 0,1400 0,5251 0,1403
0,40 0,7891 0,2246 0,7209 0,2052
0,51 0,4593 0,1160 0,4088 0,1032
0,75 0,6783 0,2062 0,6030 0,1833
10d 0,11 0,6318 0,1664 0,6810 0,1793
0,23 0,7770 0,1979 0,8263 0,2105
0,31 0,7280 0,1931 0,7800 0,2069
0,40 0,7547 0,2027 0,8424 0,2263
0,51 0,7395 0,1837 0,8386 0,2083
0,75 0,7116 0,1886 0,7730 0,2049
12d 0,11 0,8220 0,2204 0,8015 0,2149
0,23 0,8560 0,2229 0,8046 0,2095
0,31 0,8917 0,2240 0,8772 0,2203
0,40 0,8996 0,2485 0,8730 0,2412
0,51 0,9872 0,2444 0,9750 0,2412
0,75 0,9456 0,2443 0,8882 0,2295
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6.9.3 Kalibriergerade und Mel3werte der HPLC-Bestimmung mit nichtenzymatischer
Nachsaulendetektion

= 6.0E+05+
o ]
‘©
<
= J
w
_ 4.0E+05- y =6125.3x + 4187.1
N 1 2 _
c R°=0.9999
Q
2 ]
@ 2.0E+05-
T ]
©
()
D- .
0.0E+00 T T T T T ]
0 20 40 60 80 100 120
c(HPOD-Me-Ester) in pumol/l

Abbildung 68  Kalibriergerade fiir die HPLC-Bestimmung von HPOD-Me-Ester mit
UV/VIS-Detektion (DMPD-System ; 13S-HPOD-Me-Ester als Standard)

Lagerungszeit| g-Wert | Konzentration LOOH in Konzentration LOOH in
g/ kg Fett g/ kg Fetti. d. Trockenmasse
5h 0,11 0 0
0,23 0,0444 0,0095
0,31 0,0334 0,0077
0,40 0,0483 0,0132
0,51 0,0474 0
0,75 0,0304 0,0072
1d 0,11 0,0447 0,0131
0,23 0,0576 0,0174
0,31 0,0836 0,0240
0,40 0,1022 0,0309
0,51 0,1055 0,0342
0,75 0,1054 0,0274
2d 0,11 0,1157 0,0330
0,23 0,1335 0,0353
0,31 0,1682 0,0427
0,40 0,1826 0,0460
0,51 0,1854 0,0533
0,75 0,1678 0,0455
3d 0,11 0,1503 0,0373
0,23 0,1698 0,0409
0,31 0,1945 0,0475
0,40 0,2440 0,0586
0,51 0,2086 0,0567
0,75 0,2178 0,0387
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Lagerungszeit| g-Wert | Konzentration LOOH in Konzentration LOOH in
g/ kg Fett g/ kg Fett i. d. Trockenmasse
6d 0,11 0,2228 0,0628
0,23 0,3078 0,0836
0,31 0,4393 0,1152
0,40 0,3132 0,0857
0,51 0,4336 0,1081
0,75 0,3569 0,0962
8d 0,11 0,3719 0,1089
0,23 0,3571 0,1032
0,31 0,4882 0,1305
0,40 0,6875 0,1957
0,51 0,3996 0,1009
0,75 0,5912 0,1797
10d 0,11 0,5479 0,1443
0,23 0,6794 0,1730
0,31 0,6306 0,1672
0,40 0,2111 0,0567
0,51 0,6881 0,1709
0,75 0,6428 0,1703
12d 0,11 0,7791 0,2089
0,23 0,2320 0,0604
0,31 0,8301 0,2085
0,40 0,8603 0,2377
0,51 0,3256 0,0806
0,75 0,2800 0,0724
16d 0,11 1,0568 0,2083
0,23 0,8813 0,1730
0,31 0,7969 0,1512
0,40 1,1797 0,2293
0,51 1,2949 0,2540
0,75 1,647 0,2573
23d 0,11 2,5757 0,5962
0,23 1,7209 0,4052
0,31 1,6709 0,3780
0,40 2,0828 0,5054
0,51 1,7517 0,4032
0,75 1,4381 0,3224
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