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1 Einleitung

Neuere Untersuchungen haben gezeigt, dafl in gefrorener, unblan-
chierter Petersilie Lipidabbaureaktionen mit beachtlicher Geschwindig-
keit ablaufen (1). Aus den urspriinglich vorhandenen Galaktolipiden ent-
stehen dabei unter der Einwirkung von Acyltransferasen hauptséchlich 6-
Acyl-monogalaktosyldiglyceride, aus den Phospholipiden durch Phos-
pholipase-D-Wirkung Phosphatidsiduren; freie Fettsauren konnten wider
Erwarten nur in sehr geringer Menge nachgewiesen werden.

Es fragt sich nun, ob diese — durch Lipidacylhydrolasen bewirkte —
geringfiigige Abspaltung freier Fettsiuren fur die Qualititsminderung
von Petersilie verantwortlich gemacht werden kann, wie sie nach Gefrier-
lagerung unter praxisiiblichen Bedingungen zu beobachten ist. Ein in
diesem Zusammenhang haufig diskutierter Verderbsmechanismus
besteht in der durch Lipoxygenase katalysierten Bildung von Fettsdure-
hydroperoxiden (Hydroperoxydiensiduren, HPDS) und deren Zerfall zu
fliichtigen, sensorisch sehr wirksamen Oxoverbindungen. Dal HPDS
z. B. aus Linolensaure bei -5, -10 und -15 °C tatsachlich gebildet werden,
haben Fennema und Sung (2) in Modellversuchen gezeigt.

Wir versuchten, die Bildung von HPDS in gefrorenem biologischem
Material nachzuweisen und ihre mogliche Relevanz fur die Off-flavor-
Bildung zu ermitteln. Als Untersuchungsmaterial dienten Petersilienblét-
ter - u. a. deswegen, weil dieses Material in der Praxis vor dem Einfrieren
nicht blanchiert wird, die betreffenden Enzymsysteme also noch intakt
sind.

2 Material und Methoden

2.1 Vorbereitung der Petersilie

Zwei Chargen handelsiiblicher Petersilie wurden von groben Stengeln befreit,
in Plastiktiiten in flacher Schicht verpackt, bei -50 °C schockgefroren und anschlie-
Bend bei -5, -12, -18, -24 und -50 °C eingelagert.

*)In dieser Arbeit sind die wesentlichen Ergebnisse der Untersuchungen
zusammengefaflt, die von G. Hiibner in der Bundesforschungsanstalt fiir
Ernihrung im Rahmen ihrer Diplomarbeit an der Fachhochschule Isny der Natur-
wissenschaftlich-technischen Akademie Prof. Dr. Griibler durchgefiihrt wurden.
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2.2 Extraktion der Gesamtlipide

Nach den jeweiligen Lagerungszeiten wurden Proben von 1 g in einem Gefrier-
raum (~18 °C) eingewogen, dort im Mdrser zerkleinert und sofort mit 2 ml absolu-
tem Methanol iibergossen, um die Abbauvorgange zu unterbrechen, Die erhaltenen
Suspensionen wurden mit 2 ml Acetat-Puffer (0,5molar; pH 5,0) versetzt und 2mal
mit je 5 ml n-Hexan mit Hilfe einer Schiittelvorrichtung bei Raumtemperatur 30
min lang extrahiert (auf weitere Extraktionsschritte konnte verzichtet werden, da
nur Relativwerte bestimmt werden soliten). Die festen Bestandteile wurden abzen-
trifugiert und die iiberstehenden Phasen vorsichtig in einen Scheidetrichter abde-
kantiert. Die wifrig-methanolische Phase wurde verworfen.

Die Hexanphasen der beiden Extraktionen wurden vereinigt und auf das
urspriingliche Volumen von 10 ml aufgefiillt.

2.3 Extraktion der Hydroperoxydiensduren (HPDS)

Eine direkte Messung der in den Hexanextrakten enthaltenen HPDS war nicht
moglich, da die mitextrahierten Begleitsubstanzen wegen ihrer zu hohen Eigenex-
tinktion stérten. Es war also erforderlich, die Produkte der Lipoxygenase-Reaktion
vor ihrer Bestimmung von der Hauptmenge der Stérsubstanz abzutrennen, um die
Extinktionswerte in einen Bereich gréferer Ablesegenauigkeit zu verschieben.

Dies wurde durch Ausschiitteln der HPDS aus den Hexanextrakten mit
0,5molarer Natriumhydrogencarbonatldsung erreicht. Hierfiir wurden von den ein-
zelnen Hexanlésungen jeweils 3 ml entnommen und mit 3 ml Natriumhydrogencar-
bonatlésung extrahiert. Die etwas tritben wifirigen Phasen wurden abgetrennt und
ultrazentrifugiert (15 000 g; 12 min); die so erhaltenen klaren farblosen Lésungen
konnten direkt gemessen werden.

2.4 Messung

Die Extinktion der gebildeten HPDS wurde bei 234 nm gegen Extrakte aus einer
bei -50 °C eingelagerten Probe gemessen; bei dieser Temperatur finden praktisch
keine enzymatischen Umsetzungen mehr statt. Die Extinktionswerte wurden ent-
sprechend den Versuchen von Fennema und Sung als ein MaBl fiir die HPDS-
Konzentration angesehen (molarer Extinktionskoeffizient € = 28 000).

3 Ergebnisse

In Abbildung 1 sind die Extinktionswerte der aus den gefriergelager-
ten Petersilienproben extrahierten Hydroperoxydiensauren als Funktion
der Lagerungszeit bei verschiedenen Lagerungstemperaturen dargestellt.
Jeder einzelne MeBpunkt wurde aus 18 Einzelwerten nach statistischer
Behandlung mittels Nalimov-, F- und t-Test ermittelt.

Die Extinktionsunterschiede zwischen den Extrakten aus den bei
—-18 °C und -50 °C gelagerten Proben sind bei einer Lagerungszeit von 2
Monaten hochsignifikant, wiahrend zwischen den -24 °C- und -50 °C-Wer-
ten kein signifikanter Unterschied besteht.

In Abbildung 2 ist die Temperaturabhingigkeit der Lipoxygenase-
Reaktion nach verschiedenen Lagerungszeiten wiedergegeben. Die Kur-
ven laufen auf einem Abszissenpunkt in der Nahe der -24 °C-Marke
zusammen. Diese Temperatur ist also ein Grenzwert, unterhalb dessen
Reaktionsstillstand eintritt.
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Abb. 1. Kinetik der Bildung von Hydroperoxydiensduren wahrend der Gefrier-
lagerung von Petersilie bei verschiedenen Temperaturen.

AE = Ep — E_5+c; c/ug/g = HPDS-Konzentration im gefrorenen Material
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Abb. 2. Temperaturabhingigkeit der Bildung von Hydroperoxydiensiduren bei
verschiedenen Lagerungszeiten.

AE = Er - Egc

4 Diskussion

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, daB in gefrorenen Petersilienblét-
tern neben Transferase- und Phospholipase-D-Wirkung auch Lipoxy-
genase-katalysierte Umsetzungen ablaufen, die zur Bildung von
Hydroperoxydienséure (mit konjugierten Doppelbindungen) fiihren.
Mengenmiflig fallen diese Umsetzungen bei praxisiiblichen Lagerungs-
temperaturen nicht ins Gewicht; sie machen nach 2monatiger Lagerung
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bei =12 °C 1 % und bei -18 °C 0,1 % der im Ausgangsmaterial enthaltenen
(an die Esterlipide gebundenen) Fettsauren aus?).

Es fragt sich nun, ob diese Mengen ausreichen, um die Off-flavor-
Bildung zu erklaren, die bei -12 °C nach ca. 1 Monat und bei -18 °C nach 3
Monaten zu betrichtlichen Qualititseinbufien fithrt (1).

Der oben angegebene ,—-18 °C-Wert“ entspricht einer HPDS-Konzen-
tration von ca. 3 pg/g. Bei vollstindiger Zersetzung im Sinne einer zu
Hexanal fiihrenden Spaltung [vgl. (5)] wiirde daraus ca. 1 ug/g Hexanal
entstehen — was dem 10% bis 10*achen des Geschmacksschwellenwertes
entsprache (6).

Daraus folgt, daf3 bereits die Zersetzung sehr geringer Anteile der bei
~18 °C nach zwei Monaten entstandenen HPDS-Menge (1 % oder weniger)
sensorisch erfal3bar wire.

Obwohl die HPDS bei Gefriertemperaturen relativ stabil sind, worauf
der Verlauf der in Abbildung 1 dargestellten Kurven hindeutet, kann eine
Abbaurate in dieser Grofienordnung nicht ausgeschlossen werden. Es ist
also moglich, daf3 die durch sensorische Untersuchungen erfabaren Off-
flavor-Substanzen Hydroperoxydiensduren entstammen; jedoch kann
nicht ausgeschlossen werden, dafl fiir ihre Bildung andere Reaktionsab-
laufe wesentlich sind.

Fir die Praxis ergibt sich aus dem Verlauf der in Abbildung 2 darge-
stellten Kurven, daB3 erst unterhalb einer Lagerungstemperatur von -24 °C
die Bildung von HPDS iiber lingere Zeitraume sicher auszuschlieflen ist.

Zusammenfassung

Im Verlaufe der Gefrierlagerung von (unblanchierter) Petersilie entstehen Sub-
stanzen, die eine fiir Fettsdure-Hydroperoxyde mit konjugierten Doppelbindungen
charakteristische Absorption bei 234 nm aufweisen.

Mengenmifig treten diese Verbindungen allerdings gegeniiber anderen enzy-
matisch gebildeten Lipidabbauprodukten stark zuriick; es werden z, B. in zwei
Monaten bei -18 °C nur 0,1 % der im frischen Material vorhandenen (an polare
Lipide gebundenen) Fettsduren in Diensduren tiberfiihrt. Bereits der Zerfall gerin-
ger Anteile hiervon wiirde dennoch ausreichen, um die Bildung von ,,off-flavor* zu
erkliren, da die sensorischen Schwellenwerte der Zerfallsprodukte im Bereich
‘weniger ppb liegen.

Bei -24 °C konnten nach 2monatiger Lagerung keine Hydroperoxydiensduren
nachgewiesen werden, so dafl diese Temperatur auch bei lingeren Lagerungszeiten
praktisch vollstindigen Schutz vor Lipoxygenase-katalysierten Verderbsreaktio-
nen bietet, was fiir die praxisiiblichen Bedingungen (-18 °C) nicht zutrifft.

Summary

During frozen storage of (non-blanched) parsley, substances are formed showing
absorption (234 nm) typical for hydroperoxidienoic acids with conjugated double
bonds.

However, only small quantities of these compounds are found in the frozen
material as compared to other lipid degradation products; for instance, during
2 months at -18 °C only 0.1 % of the fatty acids (bound to polar lipids) present in

1) Bei der Berechnung dieses Anteils wurde ein Gesamtlipidgehalt von 0,4 % der
Frischsubstanz angenommen (3) und ein Anteil von 75 % der Esterlipide an den
Gesamtlipiden zugrunde gelegt; der letzteren Angabe liegen die fiir Spinatlipide
ermittelten Daten (4) zugrunde.
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fresh parsley are transformed into dienoic acids. These low dienoic acid concentra-
tion are nevertheless sufficient to explain off-flavour formation since the sensory
threshold values of the degradation products are in the range of some ppb only.

After storage for 2 months at -24 °C no hydroperoxidienoic acids were found,
which means that this temperature, in contrast to the usual storage temperature of
~-18 °C, provides practically full protection against lipoxygenase-catalyzed spoiling
reactions,

Schliisselwdrter: Petersilie, Gefrierlagerung, Lipoxygenase, Hydroperoxydien-
sduren, ,,off-flavor*
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