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1 E i n l e i t u n g  

Neuere  U n t e r s u c h u n g e n  haben  gezeigt, dab in gefrorener,  unblan-  
chier ter  Petersi l ie L ip idabbaureak t ionen  mit  beacht l icher  Geschwindig-  
keit ablaufen (1). Aus  den urspri ingl ich vo rhandenen  Galaktol ipiden ent- 
s tehen  dabei  un te r  der  E inwi rkung  y o n  Acyl t ransferasen haupts~iehlich 6- 
Acyl-monogalaktosyldig lycer ide ,  aus den  Phospho l ip iden  d u t c h  Phos-  
phol ipase-D-Wirkung Phosphat ids~uren;  freie Fet ts~uren k o n n t e n  wider  
Erwar ten  nu r  in sehr  ger inger  Menge nachgewiesen  werden.  

Es fragt  sich nun,  ob diese - du rch  Lip idacy lhydro lasen  bewirkte  - 
geringfiigige Abspa l tung  freier Fet ts~uren fiir die Qual i t~ tsminderung 
yon  Petersil ie verantwor t l ich  gemach t  werden  kann,  wie sie nach  Gefrier- 
lagerung un te r  praxis i ibl ichen Bed ingungen  zu beobach ten  ist. Ein in 
d iesem Z u s a m m e n h a n g  h~iufig diskut ier ter  Ve rde rbsmeehan i smus  
bes teht  in der  du rch  L ipoxygenase  katalysier ten Bi ldung von  Fetts~ure- 
h y d r o p e r o x i d e n  (Hydroperoxydiens~iuren,  HPDS)  u n d  deren  Zerfall zu 
fli~chtigen, sensor isch sehr  wi rksamen  Oxoverb indungen .  DaB H P D S  
z. B. aus Linolens~ure bei -5, -10 und  -15 ~ tats~chlich gebildet  werden,  
h a b e n  F e n n e m a  u n d  S u n g  (2) in Model lversuchen  gezeigt. 

Wir versuchten,  die Bi ldung yon  H P D S  in gef rorenem bio logischem 
Material nachzuweisen  u n d  ihre mSgl iche  Relevanz f~r die Off-flavor- 
Bi ldung zu ermitteln.  Als Unte r suchungsmate r i a l  d ien ten  Petersilienbl~t- 
ter  - u. a. deswegen,  weft dieses Material in der  Praxis  vor  d e m  Einfrieren 
nicht  blanchier t  wird, die be t re f fenden  Enzymsys t eme  also noch  intakt  
sind. 

2 Mater ia l  u n d  M e t h o d e n  

2.1 Vorbereitv~g der Petersilie 

Zwei Chargen handelsiiblicher Petersilie wurden yon groben Stengein befreit, 
in Plastiktfiten in flacher Schicht verpackt, bei -50 ~ schockgefroren und anschlie- 
Bend be i -5 , -12 , -18 , -24  und -50 ~ eingelagert. 

*) In dieser Arbeit sind die wesentlichen Ergebnisse der Untersuchungen 
zusammengefa~t, die yon G. H~bner in der Bundesforschungsanstalt ffir 
Ern~hrung im Rahmen ihrer Diplomarbeit an der Fachhochschule Isny der Natur- 
wissenschaftlich-technischen Akademie Prof. Dr. Grtibler durchgefi:thrt wurden. 
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2.2 Extraktion der Gesamtllpide 

Nach den jeweihgen Lagerungszeiten wurden Proben yon 1 g in einem Gefrier- 
raum (-18 ~ eingewogen, dort im MSrser zerkleinert und  sofort mit  2 ml absolu- 
tern Methanol tibergossen, urn die Abbauvorg~ingr zu unterbrechen.  Die erhattenen 
Suspensionen wurden mit  2 ml Acetat-Fuffer (0,Smolar; pH 5,0) versetzt und  2real 
mit  ie 5 ml  n-Hexan mit  Hilfe einer Schiittelvorrichtung bei Raumtemperatur  30 
min  lang extrahiert (auf weitere Extraktionsschritte konnte  verzichtet werden, da 
nu t  Relativwerte best immt werden sollten). Die festen Bestandteile wurden abzen- 
trifugiert und  die i iberstehenden Phasen vorsichtig in einen Scheidetrichter abde- 
kantiert. Die w~iBrig-methanolische Phase wurde verworfen. 

Die Hexanphasen der beiden Extraktfonen wurden vereinigt und  auf das 
urspriingliche Volumen yon 10 ml aufgefiillt. 

2.3 Extraktion der Hydroperoxydiensi4uren (HPDS) 

Eine direkte Messung der in den Hexanextrakten enthaltenen HPDS war nieht  
mSglieh, da die mitextrahierten Begleitsubstanzen wegen ihrer zu hohen Eigenex- 
t inkt ion stSrten. Es war also erforderlich, die Produkte der Lipoxygenase-Reaktion 
vor ihrer Best irnmung yon der Hauptmenge der StSrsubstanz abzutrermen, u m  die 
Extinktionswerte in einen Bereich grSgerer Ablesegenauigkeit zu verschieben. 

Dies wurde dutch  Ausschiitteln der HPDS aus den Hexanextrakten mit  
0,5molarer Natr iumhydrogencarbonatl6sung erreicht. Hierffir wurden  yon den ein- 
zelnen Hexanl6sungen jeweils 3 ml en tnommen und  mit  3 ml  Natriumhydrogencar- 
bonatl6sung extrahiert. Die etwas tri iben w~igrigen Phasen wurden abgetrennt  und  
ultrazentrifugiert (15 000 g; 12 mink die so erhal tenen klaren farblosen LSsungen 
konnten  direkt gemessen werden. 

2.4 Messung 

Die Extinkt ion der gebildeten HPDS wurde bei 234 n m  gegen Extrakte aus einer 
bei -50 ~ eingelagerten Probe gemessen; bei dieser Temperatur  l inden  praktisch 
keine enzymatischen Umsetzungen mehr statt. Die Extinktionswerte wurden  ent- 
sprechend den Versuchen yon Fennema und  Sung als ein MaS fiir die HPDS- 
Konzentration angesehen (molarer Extinktionskoeffizient ~ = 28 000). 

3 Ergebnisse 

I n  A b b i l d u n g  1 s i n d  die  E x t i n k t i o n s w e r t e  de r  a u s  d e n  gef r i e rge lager -  
t e n  P e t e r s i l i e n p r o b e n  e x t r a h i e r t e n  H y d r o p e r o x y d i e n s ~ i u r e n  als  F u n k t i o n  
de r  L a g e r u n g s z e i t  be i  v e r s c h i e d e n e n  L a g e r u n g s t e m p e r a t u r e n  darges teUt .  
J e d e r  e i n z e l n e  MeJ3punkt  w u r d e  aus  18 E i n z e l w e r t e n  n a c h  s t a t i s t i s c he r  
B e h a n d l u n g  mi t t e l s  Na l imov- ,  F- u n d  t -Tes t  e rmi t t e l t .  

D ie  E x t i n k t i o n s u n t e r s c h i e d e  z w i s c h e n  d e n  E x t r a k t e n  a u s  d e n  be i  
- 1 8  ~ u n d  - 5 0  ~ g e l a g e r t e n  P r o b e n  s i n d  be i  e i n e r  L a g e r u n g s z e i t  y o n  2 
M o n a t e n  h o c h s i g n i f i k a n t ,  w~_hrend z w i s c h e n  d e n  - 2 4  ~ u n d  - 50  ~ 
t e n  k e i n  s i g n i f i k a n t e r  U n t e r s c h i e d  bes t eh t .  

I n  A b b i l d u n g  2 is t  d ie  T e m p e r a t u r a b h ~ n g i g k e i t  de r  L i p o x y g e n a s e -  
R e a k t i o n  n a c h  v e r s c h i e d e n e n  L a g e r u n g s z e i t e n  w i e d e r g e g e b e n .  D i e  K u r -  
y e n  l a u f e n  au f  e i n e m  A b s z i s s e n p u n k t  i n  d e r  N~he  de r  - 2 4  ~  
z u s a r n m e n .  D i e s e  T e m p e r a t u r  is t  a lso  e i n  G r e n z w e r t ,  u n t e r h a l b  d e s s e n  
R e a k t i o n s s t i l l s t a n d  e in t r i t t .  
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Abb. 1. Kinet ik  der  Bi ldung von Hydroperoxydiens~iuren w~ihrend der  Gefrier- 
lagerung yon Petersi l ie  bei  verschiedenen Temperaturen.  

AE = ET - E-~0oc; c/~g/g ~ HPDS-Konzentra t ion im gefrorenen Material 
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Abb. 2. Tempera turabh~ngigkei t  der  Bi ldung von Hydroperoxydiens~uren  bei 
versehiedenen Lagerungszeiten.  

A E = E T - E_5oo c 

4 D i s k u s s i o n  

D i e  E r g e b n i s s e  d i e s e r  A r b e i t  z e igen ,  daft  in  g e f r o r e n e n  P e t e r s i l i e n b l ~ t -  
t e r n  n e b e n  T r a n s f e r a s e -  u n d  P h o s p h o l i p a s e - D - W i r k u n g  a u c h  L i p o x y -  
g e n a s e - k a t a l y s i e r t e  U m s e t z u n g e n  a b l a u f e n ,  d i e  z u r  B i l d u n g  y o n  
H y d r o p e r o x y d i e n s ~ i u r e  ( m i t  k o n j u g i e r t e n  D o p p e l b i n d u n g e n )  f i i h r en .  
Mengenm~13ig  f a l l e n  d i e s e  U m s e t z u n g e n  b e i  p r a x i s f i b l i c h e n  L a g e r u n g s -  
t e m p e r a t u r e n  n i c h t  i n s  G e w i c h t ;  s ie  m a c h e n  n a c h  2 m o n a t i g e r  L a g e r u n g  
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bei -12  ~ 1% und  bei -18 ~ 0,1% der im Ausgangsmater ia l  en tha l tenen  
(an die Esterl ipide gebundenen)  Fet ts~uren ausl). 

Es fragt sich nun,  ob diese Mengen  ausreichen,  um die Off-flavor- 
Bi ldung zu e rk l~en ,  die bei -12  ~ nach  ca. 1 Monat  und  bei -18  ~ nach  3 
Monaten  zu betr~cht l ichen Qualit~tseinbuBen f/ihrt (1). 

Der  oben  angegebene  , - 1 8  ~ entspr icht  einer HPDS-Konzen -  
trat ion von  ca. 3 ~g/g. Bei vollst~ndiger Zerse tzung im Sinne einer zu 
Hexanal  ff ihrenden Spa l tung  [vgl. (5)] wiirde daraus  ca. 1 ~tg/g Hexana l  
en t s tehen  - was dem 10% bis 1O4fachen des Geschmacksschwel lenwer tes  
entspr~che (6). 

Daraus  folgt, dab bereits die Zerse tzung sehr geringer Anteile der  bei 
- 1 8  ~ nach  zwei Monaten  en t s t andenen  HPDS-Menge  (1% oder  weniger)  
sensorisch er fabbar  w ~ e .  

Obwohl  die H P D S  bei Gefr ier tempera turen  relativ stabil sind, worauf  
der  Verlauf der  in Abb i ldung  1 dargesteUten Kurven  hindeutet ,  k a n n  eine 
Abbaura te  in dieser GrSBenordnung  nicht  ausgeschlossen  werden.  Es ist 
also m6glich,  dab die d u r c h  sensorische U n t e r s u c h u n g e n  er fabbaren  Off- 
f lavor-Substanzen Hydrope roxyd iens~uren  en t s t ammen;  jedoch kann  
nicht  ausgeschlossen  werden,  dab ffir ihre Bi ldung andere  Reakt ionsab-  
l~ufe wesent l ich  sind. 

F/ir die Praxis  ergibt  sich aus dem  Verlauf der  in Abb i ldung  2 darge- 
stellten Kurven,  dab erst unterhalb  einer Lage rungs t empe ra tu r  yon  -24 ~ 
die Bi ldung  yon  H P D S  fiber l~ingere Zeitr~ume sicher  auszuschl ieBen ist. 

Zusammenfassung 

Im Verlaufe der Gefrierlagerung yon (unblanchierter) Petersilie entstehen Sub- 
stanzen, die eine f/ir Fe~s~ure-Hydroperoxyde mit kon]ugierten Doppelbindungen 
charakteristische Absorption bei 234 nm aufweisen. 

Mengenm~ifig treten diese Verbindungen allerdings gegen~ber anderen enzy- 
matiseh gebildeten Lipidabbauprodukten stark zur/iek; es werden z.B. in zwei 
Monaten bei -18 ~ nur 0,1% der im frischen Material vorhandenen (an polare 
Lipide gebundenen) Fetts~uren in Diens~uren ~berfiihrt. Bereit~ der Zeffall gerin- 
ger Anteile hiervon wiirde dennoch ausreichen, um die Bildung von ,,off-flavor" zu 
erkl/iren, da die sensorisehen Schwellenwerte der Zerfallsprodukte im Bereich 
weniger ppb liegen. 

Bei -24 ~ konnten nach 2monatiger Lagerung keine Hydroperoxydiens~iuren 
nachgewiesen werden, so dab diese Temperatur auch bei IRngeren Lagerungszeiten 
praktisch vollstAndigen Schutz vor Lipoxygenase-katalysierten Verderbsreaktio- 
nen bietet, was ffir die praxis0blichen Bedingungen (-18 ~ nicht zutrifft. 

Summary" 

During frozen storage of (non-blanched) parsley, substances are formed showing 
absorption (234 m-n) 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 ~ only 0.1% of the fatty acids (bound to polar lipids) present in 

1) Bei der Berechnung dieses Anteils wurde ein Gesamtlipidgehalt yon 0,4 % der 
Frischsubstanz angenommen (3) und ein Anteil yon 75 % der Esterlipide an den 
Gesamtlipiden zugrunde gelegt; der letzteren Angabe liegen die ffir Spinatlipide 
ermittelten Daten (4) zugrunde. 
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fresh parsley are transformed into dienoic acids. These low dienoic acid concentra- 
t ion 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 ~ no hydroperoxidienoic acids were found, 
which means that this temperature, in contrast to the usual  storage temperature of 
-18 ~ provides practically full protection against lipoxygenase-catalyzed spoiling 
reactions. 

ScAzliisselwSrter: Petersllie, Gefrierlagerung, IApoxygenase, Hydroperoxydien- 
s~uren, ,,off-flavor" 
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