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Enzymatische Braunung und ihre Hemmung
durch verschiedene Substanzen*

D. Dimpfl und J. C. Somogyi

Institut fiir Erndhrungsforschung, Riischlikon-Ziirich
(Direktor: Prof. Dr. J. C. Somogyi)

Die enzymatische Briunung, wie sie z. B. bei der Verarbeitung von Friichten
und Gemiisen vorkommt, ist sowohl vom biochemischen als auch vom lebens-
mitteltechnologischen Standpunkt aus von Interesse.

Der Vorgang lifit sich allgemein wie folgt formulieren:

o-Diphenol + 1/, O3 ——— 0-Chinon + H.O

o-Chinone reagieren leicht weiter und bilden hohermolekulare, stark gefirbte
Verbindungen, sogenannte Melanine, welche die eigentliche Fiarbung bewirken.

Von verschiedenen Autoren wurde bis anhin vor allem die Wechselwirkung
zwischen Polyphenolase (PPO) und Ascorbinsiure beschrieben. Kertesz und
Zito (1) sind der Ansicht, dafl die briunungshemmende Wirkung von Ascorbin-
siure darauf beruht, dafl sie die ersten Oxydationsprodukte nach folgendem Sche-
ma reduziert:

o-Chinon + Ascorbinsdure o-Diphenol + Dehydro-AS

Gemidll Baruah und Swain (2) wird das Enzym PPO durch Ascorbinsiure
inaktiviert. Sie nahmen an, daf} diese irreversible Inaktivierung auf einer Reduktion
der Cu-lonen des Enzyms beruht. Tdufel und Voigt (3) folgern aus ihren Versu-
chen, daf} die Hemmwirkung von Ascorbinsiure teilweise auf ihrer reduzierenden
Wirkung der primar gebildeten Chinone basiert, teilweise jedoch durch eine
irreversible Inaktivierung des Enzyms zustande kommt. Zu dhnlichen Schliissen
gelangte auch Ingraham (4, 5, 6) aufgrund seiner kinetischen Studien.

Unserer Ansicht nach konnte es sich aber bei der Hemmung der enzymati-
schen Braunung durch Ascorbinsiure auch um eine kompetitive Wirkung handeln.

Ziel unserer Untersuchungen war es, einerseits den Reaktionsablauf der enzy-
matischen Braunung weiter aufzukliaren und andererseits den Einflufl verschiede-
ner Hemmstoffe auf diese Reaktionen und ihren Wirkungsmechanismus zu unter-
suchen.

* Vortrag gehalten an der Jahrestagung der Schweiz. Gesellschaft fiir Erniahrungsfor-
schung, Ziirich, 4. Mai 1974.
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Methodisches

Durch eine Reihe von Experimenten wurde ein Versuchsmodell ausgearbeitet,
mit welchem sich einerseits der Wirkungsgrad verschiedener Hemmsubstanzen be-
stimmen lift und welches andererseits zur Aufklarung des Reaktionsmechanismus
verwendbar ist.

Das Versuchsgemisch enthielt als Substrat verschiedene Diphenole, als Enzym
Tyrosinase aus Pilzen bzw. Kartoffelpolyphenoloxydase sowie verschiedene
Hemmstoffe. Als Puffer hat sich der Phosphatpuffer nach Sorensen bewahrt. Die
Versuche wurden bei einem pH von 6,5 und einer Temperatur von 25°C durch-
gefiihrt. Das Ausmafl der Braunung wurde bei konstanter Temperatur spektro-
photometrisch verfolgt bzw. bestimmt. Die Versuchsdauer betrug je nach Versuch
100—120 Minuten.

Experimentelles

Als erstes wurde eine Reihe von substituierten Diphenolen auf ihre Eignung
als Substrat untersucht. Die untersuchten Verbindungen sind in Tabelle 1 aufge-

fihrt.
Tabelle 1. Die Eignung verschiedener Diphenole als Substrat

Substrat {\b?.orptions- 4 Eigenschaften
maximum (nm)
3-(3.4-Dihydroxyphenyl)-alanin 470 instabil
Brenzcatechin 405 instabil
4-Methylbrenzcatechin 475 instabil
2.3-Dihydroxy-naphthalin 420—520 Oxydation ungentigend
2.3-Dihydroxy-pyridin ganzes kein spezifisches Oxydations-
Spektrum produke
Pyrogallol . 360/420 mehrere Oxydationsprodukte
Pyrogallol-1-methylather 460 kein ausgeprigtes Maximum
des Oxydationsproduktes
Kaffeesiure 465 rel. gut, Oxydationsprodukt
miflig stabil
2.3-Dihydroxy-benzoesiure 410/620 rel. gut, Oxydationsprodukt
miflig stabil
3.4-Dihydroxy-nitrobenzol — Oxydation zu langsam
3.4-Dihydroxy-benzaldehyd 400 gut, Oxydation etwas langsam
3.4-Dihydroxy-benzoesiure 350 sehr gut

Es handelt sich um folgende Substanzen: Brenzcatechin, 4-Methyl-brenz-
catechin, 2.3-Dihydroxy-naphthalin, 2.3-Dihydroxy-pyridin, Pyrogallol, Kaf-
feesiure, 2.3-Dihydroxy-benzoesiure, 3.4-Dihydroxy-nitrobenzol, 3.4-Dihydroxy-
benzaldehyd, 3.4 Dihydroxy-benzoesiure und DOPA.

Wie aus dieser Tabelle entnommen werden kann, haben sich die meisten dieser
Verbindungen als ungeeignet erwiesen, teils weil sie keine spezifischen Oxydations-
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produkte ergaben, teils weil die gebildeten Produkte instabil waren und dadurch
eine genaue Untersuchung verunmoglichten.

Als am besten geeignetes Substrat erwies sich 3.4-Dihydroxy-benzoesiure, da
thr Oxydationsprodukt einheitlich und stabil ist und ein gut definiertes Absorp-
tionsmaximum bei 350 nm aufweist. Es eignet sich daher fiir kinetische Messun-
gen. Die herabgesetzte Reaktionsgeschwindigkeit, wie das bei 3.4-Dihydroxy-
benzoesiure der Fall ist, mufl durch eine Erhohung der Enzymkonzentration
kompensiert werden, um den Reaktionsverlauf meflbar zu gestalten.

Als Enzyme verwendeten wir Tyrosinase und Polyphenoloxydase. Da sich die
zuerst beniitzte Tyrosinase als verunreinigt erwies, verwendeten wir spater Kar-
toffelpolyphenoloxydase. Ein Vergleich der beiden Enzyme zeigte, dafl die Poly-
phenoloxydase ca. 7—9mal aktiver war als die Tyrosinase.

Die Hemmuwirkung folgender Substanzen wurde untersucht: Ascorbinsdure,
Cystein, Dithiothreitol, reduziertes Glutathion, Benzoesiure, Natriumcyanid,
Natriumbisulfit und verschiedene Borate. Die Konzentration dieser Substanzen
im Versuchsgemisch variierte je nach Art des Versuches.

Der am genauesten untersuchte Inhibitor war die Ascorbinsiure. Thre Wir-
kung bei verschiedenen Konzentrationen ist in Abbildung 1 (Einzelversuch, ver-
wendetes Enzym: Tyrosinase) und in Abbildung 2 (Mittelwerte von 5 Versuchen,
verwendetes Enzym: Polyphenoloxydase) graphisch dargestellt.
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Abb. 2. Die Hemmung der enzymatischen
Abb. 1. Die Hemmung der enzymatischen Briunung durch verschiedene Konzentra-
Braunung durch verschiedene Konzentratio- tionen von Ascorbinsdure. Enzym: Poly-
nen von Ascorbinsdure. Enzym: Tyrosinase. phenolase.
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Bei hoheren Ascorbinsiurekonzentrationen ist nicht nur die Hemmung gro-
fer, sondern auch die sog. Nullzeit, d. h. die Zeit, bis die erste Farbbildung be-
ginnt, wird verlingert. Auch dies ist ein Hinweis dafiir, daff hier verschiedene
Inhibitionsmechanismen vorliegen.

Auf gleiche Weise wurden die anderen Hemmstoffe getestet und ihre Wir-
kung miteinander verglichen. Das Versuchsgemisch von total 3 ml enthielt 0,1 ml
des betreffenden Inhibitors in einer 5 > 10" molaren Konzentration (Abb. 3).

Q
N
[=]

KONTROLLE

EXTINKTION (350nm)

0.5 p ASCORBINSAURE

£ NATRIUMBISULFIT
.7 p RED. GLUTATHION

i o CYSTEIN

0.10

005

=2 DITHIOTHREITOL

60" 80! 1200 ZEIT

Abb. 3. Die Hemmung der enzymatischen Briunung durch verschiedene Inhibitoren gleicher Kon-
zentration (5 X 10*M). Enzym: Polyphenolase.

Dithiothreitol wies die grofite und Ascorbinsiure die geringste Hemmwir-
kung auf.

Die verwendeten Hemmstoffe lassen sich nach ihrer Wirkungsweise in ver-
schiedene Gruppen einteilen: teils wirken sie reduzierend, teils handelt es sich um
Substanzen, die die Enzymaktivitit hemmen, und um solche, die vermutlich
Komplexe mit den Edukten bilden, so dafl diese nicht mehr oxydiert werden
konnen. Zu den reduzierenden Hemmstoffen gehdren z.B. Cystein und redu-
ziertes Glutathion, zu den komplexbildenden die Borate, wihrend Ascorbinsdure
unserer Ansicht nach sowohl reduzierend und kompetitiv wirkt als auch die
Enzymaktivitat herabsetzt.

Wir versuchten darum abzukliren, ob die Ascorbinsiure in der Tat ihre
Wirkung nicht nur durch Riickreduktion der Chinone, sondern auch durch Hem-
mung des Oxydationsenzyms ausiibt, wie das auch Tdufel und Voigt (3) be-
schrieben haben.
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Ascorbinsdure wurde mit Tyrosinase in einigen Fillen bei 4°C und vorwie-
gend bei 25°C wihrend 2,4 und 6 Stunden stehengelassen. Als Kontrolle wurde
das Enzym ohne Zugabe von Ascorbinsiure bei gleicher Temperatur und wihrend
der gleichen Zeit aufbewahrt.
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Die Aktivitidtsabnahme von Tyrosinase

durch die Einwirkung von Ascorbinsidure,

0500
c
]
)
=
5]
—
x
z
=
w
KONTROLLE
03754
D> 2 STD. LAGERUNG
~
P
4 STD. LAGERUNG
// #1
s’
Vv » 6 STD. LAGERUNG
2 A
£ / s
o -
0250 .
)/ e o
A
/ 5
/’/ 'I‘
i 22
e
/5
W
/ ’
0.125 ‘/’"
/J
e ’
)
’
f
I
o}
f ]
i
’
'’
)
g
0 v
o 30 60" 80 120' ZEIT
Abb. 5. Die Aenderung der Aktivitit von Ty-

rosinase nach verschiedener Lagerungsdauer.

Falls das Enzym mit Ascorbinsdure bei 25°C aufbewahrt wird, geht die En-
zymaktivitit mit fortlaufender Zeit stark zuriick (Abb. 4). Wird dagegen die
Tyrosinase unter den gleichen Bedingungen ohne Ascorbinsidure gelagert, so ist die
Aktivititsabnahme wesentlich geringer (Abb. 5).

Aus diesen Versuchen folgt, dafl die Hemmung der enzymatischen Briunung
durch Ascorbinsdure teilweise wohl durch Riickreduktion, teilweise jedoch infolge
der Inhibition des Oxydationsenzyms zustande kommt. Auch aus der Beobach-
tung, dafl bei hoheren Ascorbinsdurekonzentrationen einerseits die Nullzeit ver-
lingert wird, andererseits die Farbintensitit am Schluff der Reaktion eindeutig
geringer ist als bei niedrigeren Konzentrationen, kann man folgern, dafl es sich
bei dieser Wirkung nicht um eine rein reduzierende handeln diirfre. Wire dies
der Fall, miifite — nach Ablauf der Nullzeit — in der Zeiteinheit die gleiche
Menge an Ascorbinsiure oxydiert werden, unabhingig davon, welche Ascorbin-
sdaurekonzentration im Ansatz enthalten war.
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Schon Thompson und Mitarbeiter (7) haben in ithren Versuchen nachgewie-
sen, dafl ein Gemisch von Kupfer und bestimmten Proteinen — sie verwendeten
hauptsachlich Kasein und Albumin — bei der Reaktion mit Ringverbindungen,
die eine Aethylengruppierung enthielten, eine Briaunung hervorrief. Die gebil-
deten Produkte waren denen, die bei anderen Briaunungsreaktionen entstehen, sehr
ahnlich.

Wurden die gleichen Versuche mit Ascorbinsdure als Substrat durchgefihrt,
so war ebenfalls eine Briunung des Versuchsgemisches zu beobachten.

Sowohl diese Untersuchungen als auch unsere noch nicht abgeschlossenen
Versuche weisen darauf hin, dafl die Ascorbinsiure als Substrat dienen kann.
Demnach diirfte die Ascorbinsdure auch auf kompetitive Weise, indem sie das
Substrat konkurriert, ihre Hemmwirkung ausiiben.

Um den Reaktionsmechanismus weiter aufzukliaren, wurden kinetische Mes-
sungen iiber den Reaktionsablanf aufgenommen. Zu diesem Zweck haben wir die
Michaeliskonstanten von 3.4-Dihydroxy-benzoesiure allein und nach Zugabe ver-
schiedener Inhibitoren bestimmt.

Wie bekannt, bleibt die Maximalgeschwindigkeit einer Enzymreaktion bei
Anwesenheit eines Inhibitors, dessen Wirkung rein kompetitiv ist, konstant, wih-
rend sich die Michaeliskonstante dndert. Liegt dagegen eine nichtkompetitive
Wirkung vor, so zeigen diese zwei Parameter ein umgekehrtes Verhalten: die
Michaeliskonstante bleibt gleich, wihrend sich die Maximalgeschwindigkeit dn-
dert. Im Falle einer kombinierten Wirkung dndern sich beide Faktoren. Diese
Unterscheidung 1aflt sich aus dem Verlauf der Lineweaver-Burk-Diagramme gut
erkennen, wie das auch unsere Versuche mit Ascorbinsiure demonstrieren.

Die Lineweaver-Burk-Diagramme von 3.4-Dihydroxy-benzoesiure allein und
von Substrat zusammen mit Ascorbinsiure sind in Abbildung 6 wiedergegeben. Da

-3 -2 -1 o 1 2 3 4 5 6 7 8 [su]l104

Abb. 6. Lineweaver-Burk-Diagramme von 3.4-Dihydroxy-benzoesdure mit und ohne Ascorbinsdure-
zugabe.
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sich sowohl die Michaeliskonstante als auch die Maximalgeschwindigkeit dinderten,
diirfte die Hemmwirkung der Ascorbinsiure eine kombinierte sein.

Durch im Gang befindliche Experimente wird versucht, den Anteil der ver-
schiedenen Arten der Briaunungshemmung durch Ascorbinsiure — Reduktion,
Enzyminaktivierung und kompetitive Wirkung — zu bestimmen.

Diese Arbeit wurde mit der Unterstiitzung der Eidg. Alkoholverwaltung durchgefiihrt,
woflir wir unseren besten Dank aussprechen.

Zusammenfassung

Der Reaktionsablauf der enzymatischen Briunung und der Einflufl verschiedener
Hemmstoffe auf diese Reaktionen und ihren Wirkungsmechanismus® wurden untersucht.

Zwolf verschiedene Diphenole wurden auf ihre Eignung als Substrat gepriift. 3.4-Di-
hydroxy-benzoesdure hat sich als bestes Substrat erwiesen, da sie ein stabiles Oxyda-
tionsprodukt ergibt und ein gut definiertes Absorptionsmaximum besitzt. Als Enzym
wurden Tyrosinase ex mushrooms und Polyphenoloxydase aus Kartoffeln verwendet.

Von den untersuchten Inhibitoren (Ascorbinsiure, Cystein, Dithiothreitol, redu-
ziertes Glutathion, Benzoesiure, Natriumcyanid, Natriumbisulfit, verschiedene Borate)
ibte das Dithiothreitol die grofite Hemmwirkung aus.

Aufgrund der bisherigen Untersuchungen scheint die Ascorbinsiure ihre Hemmwir-
kung auf drei verschiedene Arten auszuiiben: durch Riickreduktion, durch Hemmung der
Oxydasen und kompetitiv. Im Gang befindliche Untersuchungen sollen mit Hilfe der
Michaeliskonstanten die Frage des Wirkungsmechanismus weiter abkliren.

Résumeé

La réaction du brunissement enzymatique des fruits et légumes et Pinfluence de
divers inhibiteurs sur elle ainsi que son mécanisme sont étudiés.

L’efficacité comme substrat de 12 diphénols a été étudiée. L’acide 3.4-dihydroxy-
benzoique s’est révélé étre le meilleur des substrats examinés. Il donne par oxydation un
composé stable ayant une absorption maximum bien définie. Comme enzymes, des tyro-
sinases de mushrooms et des polyphénoloxydases de pommes de terre ont été utilisées.

Parmi les inhibiteurs testés (acide ascorbique, cystéine, dithiothreitol, glutathion ré-
duit, acide benzoique, cyanure de sodium, hydrogénosulfite de sodium, divers borates)
le plus actif s’est révélé étre le dithiothreitol.

Selon les essais effectués jusqu’ici, il semble que 'acide ascorbique agit de 3 maniéres:
par rétro-réduction, par inhibition des oxydases et par compétition. Des études en cours
ont pour but d’éclaircir, & 1’aide des constantes de Michaelis, le mécanisme de I’action.
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Summary

Twelve different diphenols were tested as substrates. 3.4-Dihydroxy benzoic acid was
found to be the most suitable for these experiments since it forms a stable oxidation
product with a well defined absorption maximum. As enzymes tyrosinase ex mushrooms
and potato polyphenoloxidase were used.

Among the investigated inhibitors (ascorbic acid, cysteine, dithiothreitol, reduced
glutathione, benzoic acid, sodium cyanide, sodium bisulphite and various borates) the grea-
test effect was shown by dithiothreitol.

According to our experiments ascorbic acid seems to act in three different ways:
by reduction of the primary oxidation product, by inhibition of the enzyme polyphe-
noloxidase and by competition with the substrate.

We attempt to clarify by further experiments the exact reaction mechanism of the
inhibitory effect of ascorbic acid and other substrates by determination of the Michaelis
constants.
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