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Reduzierung der Lipidperoxidation 
in gefroren gelagertem Forellenfilet 
durch Supplementierung des Futters 
mit Vitamin E 

Effect of dietary vitamin E 
supplementation in trout on lipid 
peroxidation in fillets during 
frozen storage 

Znsammenfassung Filet von Forel- 
len, die 18 Wochen lang ein Futter 
mit 12 mg Menadion/kg und mit 
drei im KonzentrationsverhNtnis 
von 1 : 10 : t00 gestaffelten Dosie- 
rungen von all-rac-a-Tocopherylace- 
tat (20, 200 und 2 000 mg/kg) er- 
halten hatten, wurde homogenisiert 
und bei -18 °C gelagert. Nach La- 
gerung tiber 4, 6 und 8 Monaten 
wurden die Konzentrationen an 
c~-Tocopherol und Phyllochinon 
sowie yon freien Fetts~iuren, 
Peroxiden, Malondialdehyd und 
Lipofuszin als Parameter der Lipid- 
peroxidation analysiert. 

Die mittteren c~-Tocopherolgehal- 
te betrugen 1,4; 2,7 und 16,3 rag/ 
100 g Filet, entsprechend einem 
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Konzentrationsverh~iltnis von etwa 
1 : 2 : 12. Der dosisabh~ingige An- 
stieg bewirkte eine deutliche Ver- 
besserung der Lagerstabilit~t. Die 
hohen Dosen an Vitamin E ftihrten 
zu abnehmenden Gehalten an Phyl- 
lochinon im Fischmuskel, die ohne 
Einflug auf die Prothrombinzeit wa- 
ren. 

Die dosisabh~ingige Hemmung 
der enzymatisch katalysierten Fett- 
oxidation spiegelte sich in abfallen- 
den Gehalten an freien Fetts~iuren 
im Rohfett wider. Peroxide waren 
an keinem Untersuchungstermin 
nachweisbar. Die Gehalte an Malon- 
dialdehyd sanken mit zunehmender 
Supplementierung von Vitamin E 
signifikant ab. Derselbe Einfluf~ 
zeigte sich bei Lipofuszin. 

Die Anreicherung der Filets mit 
a-Tocopherol nach Supplementie- 
rung des Futters begtinstigte eine 
1Lngerfristige Qualit~it bei Gefrier- 
lagerung infolge einer effektiven 
Hemmung der Lipidperoxidation. 
Bereits mit der Dosierung yon 
200 mg cz-Tocopherylacetat/kg Fut- 
ter konnte im Vergleich zur Dosie- 
rung yon 20 mg/kg eine megbare 
Verbesserung der Lagerstabilit~it er- 
zielt werden. 

Summary Rainbow trouts were fed 
a complete diet with 12 mg vit- 
amin K3 and supplemented with 
20, 200 or 2 000 mg all-rac-c~-toco- 
pheryl-acetate/kg for 18 weeks. 
The ratio of the vitamin E-sup- 

plementation was 1 : 10 : 100. Fil- 
lets were minced and stored at 
-18 °C. Concentrations of ~-toco- 
pherol and phylloquinone and par- 
ameters of lipid peroxidation were 
measured after 4, 6, and 8 months 
of storage. The effects of c~-toco- 
pherol incorporated into fillets on 
storage stability were assessed by 
measuring free fatty acids, perox- 
ides, malondialdehyde and lipofus- 
cin. 

Mean a-tocopherol-concentra- 
tions in fillets were 1.4, 2.7 and 
16.3 mg/100 g, respectively repre- 
senting ratios of 1 : 2 : 12. The in- 
crease in c~-tocopherol concentra- 
tion resulted in a significant 
improvement of storage stability. 
The phylloquinone concentration in 
fillet was reduced in treatments 
with _> 200 mg vitamin E/kg; how- 
ever, this did not affect the pro- 
thrombin time. No peroxictes were 
detectable at any time. The concen- 
trations of malondialdehyde signifi- 
cantly decreased with increasing 
supplementation of vitamin E. Lipo- 
fuscin concentrations were higher 
with low than with high vitamin E 
supplementation. The dose-related 
inhibition of lipid peroxidation be- 
came apparent in decreased concen- 
trations of free fatty acids in the 
crude fat. 

These results confirm the effec- 
tiveness of a-tocopherol as antioxi- 
dant in fish flesh. In this study the 
incorporation of c~-tocopherol from 
dietary supplementation improved 
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the long-term storage quality of  
trout fillets due to the effective in- 
hibition o f  the lipid peroxidation. 
A measurable improvement  of  the 
storage stability was achieved with 
a supplementation o f  200 mg vit- 
amin E/kg feed. 

Sehli isselwiirter  Forelle - Toco-  
pherol - Phyllochinon - Anti- 
oxidans - Lipidstabilit~t 

Key  words  Trout - tocopherol - 
phylloquinone - antioxidant - 
storage 

Abbrev ia t ion  index B H T  = Bu- 
tylhydroxytoluol • D G F  = Deutsche 
Gesellschaft ftir Fettwissenschaft • 
F S  = Fetts~uren • H P L C  = High 
pressure liquid chromatography . 
L P  = Lipofuszin • M D A  = Malon- 
dialdehyd - O D S  = Octadecylsilan - 
p = Irrtumswahrscheinlichkeit • 

r = Korrelationskoeffizient • R P  = 

Reversed-Phase (Umkehrphasen- 
Chromatographie) • TB A  = Thiobar- 
bituric acid (Thiobarbiturs~iure) - 
T B A R S  = Thiobarbituricacid re- 
active substances • 
T E P  = l , l ' ,3 ,3"-Tetraethoxy- 
propan • U V  = Licht im ultraviolet- 
ten Spektralbereich . U V - V I S  = 

Licht im ultravioletten und sichtba- 
ren Spektralbereich • v /v  = Volu- 
menverh~iltnis 

Einleitung 

Bei der Verarbeitung und Lagerung von Fleisch und Fisch 
ist der autoxidative und enzymatisch katalysierte Fettver- 
derb die Hauptursache fiir die Qualit~itsverminderung. 
Auch bei der Gefrierlagerung (-18 °C) laufen die Fettver- 
derbsprozesse verlangsamt weiter (20). 

GegeniJber dem Fleisch warmbltitiger Tiere ist das 
Fischmuskelgewebe gekennzeichnet dutch eine hohe Re- 
aktivit~t der Fettkomponente,  in der die langkettigen, 
hoch unges~ittigten Fetts~uren dominieren. Qualit~itsein- 
bugen durch Sauerstoffanlagerung oder enzymatische Pro- 
zesse werden begtinstigt durch die lockere Gewebestruk- 
fur, einen geringen Bindegewebsgehalt  und eine hohe 
Wasseraktivit~t. Letztere hat darfiber hinaus eine hohe 
Aktivit~it endogener und mikrobieller Enzyme zur Folge. 
Im Falte einer Kontamination handelt es sich tiberwiegend 
um k~ilteliebende Mikroorganismen (2). 

Die Best~indigkeit yon Fettgewebe gegentiber Oxida- 
tion wird in hohern Ausmal3 beeinflul3t zum einen durch 
den Grad der Unges~ittigtheit der Fetts~iuren, zum anderen 
durch den Gehalt  an Antioxidantien im Gewebe (18). In 
der Lipidphase im Gewebe, vor allem in den Zellmem- 
branen, kommt  den Tocopherolen eine wesentliche 
Schutzfunktion als Antioxidans zu. Dabei fungiert das 
t~-Tocopherolmolektil als Elektronendonator, wodurch 
eine durch molekularen Sauerstoff eingeleitete Peroxida- 
tion mehrfach unges~ittigter Fetts~iuren inhibiert wird (5). 
Deshalb ist die Ftitterung htiherer Vitamin-E-Dosierungen 
an Forellen, die zur Einlagerung in die Muskulatur fiJhrt, 
eine zunehmend angewandte Methode, den Verderbspro- 
zeB zu verz6gern. 

Primgres Ziel dieser Studie war es zu quantifizieren, 
in welchem Konzentrationsverh~iltnis supplementiertes ot- 
Tocopherol  im Fischmuskel gespeichert wird, und in wel- 
chem Ausmal3 das verabreichte all-rac-o~-Tocopherylace- 
tat dosisabh~ingig die Lagerf~ihigkeit der Filets bei -18 °C 
verbessert. Daneben sollte der Einflul3 steigender t~-To- 
copheroldosen auf die Konzentration an Vitamin K im 
Muskel bestimmt werden. 

Material und Methoden 

Versuchsaufbau 

Im Rahmen dieser Studie erhielten Forellen ein bedarfs- 
gerechtes Futter mit ansteigendem Zusatz von all-rac-ct- 
Tocopherylacetat  im Verh~iltnis 1 : 10 : 100 [mg/kg] und 
jeweils gleichbleibender Supplementierung von 12 mg 
Menadion (Vitamin K3/kg. Der Zusatz von all-rac-a-To- 
copherylacetat betrug 20 mg, 200 mg und 2 000 mg/kg 
ftir die Behandlung 1, 2 und 3. Pro Behandlung wurden 
drei Becken mit jeweils 20 Forellen eingesetzt. Die Ftit- 
terungsdauer betrug 18 Wochen,  das mittlere Schlachtge- 
wicht der Forellen betrug 370 + 71 g. Nach der Schlach- 
tung wurden die Filets yon je 10 Forellen pro Becken 
gemeinsam homogenisiert,  portioniert und vier, sechs 
bzw. acht Monate bei -18 °C gelagert. Aus Tabelle 1 sind 
die einzelnen Versuchsbedingungen zu entnehmen. 

Tabelle 1 Versuchsbedingungen 

* Anfangsgewicht der Forellen: 
* Schlachtgewicht der Forellen: 
* Wasser (SiiSwasser): 

Temperatur: 
pH: 
02: 

* Futter: 

* Futtermenge: 
* Versuchsdauer: 
* Lagertemperatur: 
* Untersuchungen: 

* Stichprobenurnfang: 

60 g 
370 + 71 g 

16 °C 
> 6,8 
10 rng/1 
bedarfsgerechtes, pelletiertes 
Futter mit Vitamin-E- 
und Vitamin K-Zus~itzen 
1,8 % der Lebendmasse/Tag 
18 Wochen 
-18 °C 
nach 4, 6 und 8 Monaten 
Lagerzeit 
pro Behandlung: drei Filetpools 
aus je n = 10 
pro Pool: zwei Proben als 
Doppelbestimmung 
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Untersuchte Parameter und Methoden 

Die Tabelle 2 zeigt einen Uberblick fiber die einzelnen 
untersuchten Parameter und angewandten Methoden. 

Vor der Analytik der Parameter erfolgte die Extraktion 
der lipidl6slichen Phase aus den Muskelhomogenaten 
nach der Methode yon Folch et al. (11). Dazu wurden 
jeweils Proben yon 7 bis 8 g aufgetaut. Das Extraktions- 
mittel, bestehend aus einem Gemisch von Chloroform und 
Methanol (2 + 1, v/v + 0,005 % BHT), wurde im Ver- 
h~iltnis 25 ml auf 1 g Einwaage zugesetzt. Nach kr~iftigem 
Schtitteln erfolgte die Extraktion tiber Nacht im Ktihl- 
schrank. Der Extrakt wurde filtriert und nach Zugabe yon 
0,05 molarer Calciumchloridl6sung (1/5 des Extraktions- 
volumens) in zwei Phasen getrennt. Die tiber Natriumsul- 
fat filtrierte Chloroform-131-Phase wurde mittels eines Ro- 
tationsverdampfers sukzessive eingeengt. Das gewonnene 
Rohfett wurde ftir die Analyse eingesetzt. 

Pro Supplementierungsdosis wurden drei Proben yon 
Forellen aus drei verschiedenen Becken mit je einer Dop- 
pelbestimmung anatysiert. 

TocopheroI 

Die quantitativen Bestimmungen yon a-Tocopherol wur- 
den im extrahierten Rohfett, in Anlehnung an die Metho- 
de von Sierakowski und Elmadfa durchgeftihrt (29). Es 
handelte sich um eine Reversed-phase-HPLC mit an- 
schlieBender UV-VIS-Detektion bei 295 nm. Die HPLC- 
Apparatur bestand aus: Hochdruckpumpe (Gyncotek-High 
Precision Pump, Model 300 C), Injektor mit Schleifenvo- 
lumen 100 gl (Gyncotek), S~iulensystem (Vorsaule und 
analytische S~iule, Gyncochrom reversed-phase-C18-Mate- 
rial, ODS-Hypersil, Partikelgr6Be 5 gm), UV-Detektor 
(Linear UVIS 204), Integrator (Gyncotek C-R3A). 

HPLC-Parameter: Eluent: MethanollDichlormethan 
(85 + 15, v/v), Fliegrate: 0,8 ml/Min., Wellenl~inge: 
295 nm, Sgulentemperatur: Raumtemperatur. 

Die Berechnung der Tocopherol-Konzentrationen er- 
folgte anhand der linearen Regression mit Hilfe yon To- 
copherol-Standards. 

Phyllochinon 

Phyllochinon wurde nach der Methode von Jakob und 
Elmadfa (19) mittels Reversed-phase-HPLC und an- 
schliegender Fluoreszenzdetektion bestimmt. 

Zum Einsatz gelangten: Hochdruckpumpe (Gyncotek, 
Model 300 B), S~iulensystem mit Vors~iule, analytischer 
S~ule (Gyncochrom Fertigs~ule RP-C18-Material ODS- 
Hypersil, Partikelgr6Be 5 gin) und Reduktionssgule (Edet- 
stahls~ule GCart K2, mit Zinkpulver, Partikelgr6Be < 60 
gm), Detektor (Fluorescence Spectrophotometer, Fa. 
Merck-Hitachi), Integrator (D-2500 Chromato-Integrator, 
Fa. Merck-Hitachi). 

HPLC-MeBbedingungen: FlieBmittel: Methanol/Di- 
chlormethan/Zinkchlorid-S~uremischung (900 + 100 + 5, 

v/v), FlieBrate 1,0 mI/Min., Saulentemperatur: 40 °C, 
Fluorimetrie: Anregung: 243 rim, Emission: 430 nm. 

Freie Fettstiuren 

Die freien Fetts~iuren wurden mit einem Halbmikro-Test 
nach Shimizu et al. (28) photometrisch, basierend auf 
einer enzymatischen Farbreaktion, erfai3t. 

Die freien Fetts~iuren der in Ethanol gel6sten Proben 
reagieren durch das Enzym Acyl-CoA-Synthetase zu 
Acyl-Coenzym A und durch die Acyl-CoA-Oxidase wei- 
ter zu 2,3-Enoyl-Coenzym A. Durch das freiwerdende 
Wasserstoffperoxid entsteht in Anwesenheit yon Peroxi- 
dase ein roter Chinonfarbstoff, der photometrisch bei 
546 nm mit einem UV-VIS-Spektralphotometer UV-160 
A der Firma Shimadzu gemessen wurde. Der Vorteil 
dieser Methode lag im geringen Probeneinsatz und einer 
hohen Spezifit~it. 

Peroxidzahl 

Die Peroxidzahl im Rohfett wurde mit der Einheitsme- 
thode der Deutschen Gesellschaft ftir Fettwissenschaft 
(DGF) nach Wheeler iodometrisch bestimmt (8). 

Dazu wurde 1 g Rohfett in 30 ml eines Eisessig-Chlo- 
roform-Gemisches (3 + 2, v/v) gel6st und mit 0,5 ml einer 
ges~ittigten Kaliumiodid-L6sung versetzt. Das nach kr~if- 
tigem Schtitteln freigesetzte Iodid wurde nach Zugabe von 
30 ml dest. Wasser durch Titration mit 0,01 molarer 
Natriumthiosulfat-L6sung bestimmt. Als Indikator diente 
eine 1%ige St~irke-L6sung. 

Thiobarbitursiiure-reaktive Substanzen (Malondialdehyd) 

Die thiobarbiturs~iure-reaktiven Substanzen, ausgedriackt 
als Malondialdehyd (MDA), wurden im Muskelhomoge- 
nat mittels RP-HPLC nach der Methode von Wong et al. 
quantitativ erfaBt (32). In Puffer gelSstes Muskelhomoge- 
nat wurde mit 1,5 %iger Phosphors~iure und TBA-L6sung 
60 Minuten bei 100 °C inkubiert, anschlieBend in Eis 
gestellt, mit methanolischer NaOH neutralisiert und in die 
HPLC-Anlage eingespritzt. 

Mit TEP-L6sungen bekannter Konzentrationen wurde 
eine Eichgerade aufgestellt, aus der die Konzentrationen 
an TBARS in den Proben berechnet werden konnten. 

Die HPLC-Anlage bestand aus den Elementen: Hoch- 
druckpumpe (High-Precision Pump, Model 300 C, 
Gyncotek), Probenschleife (100 gl), S~iulensystem (Vor- 
s~iute und analytische S~ule, LiChroCart 100, Reversed- 
phase-ODS-Hypersil, Partikelgr613e 5 gm bzw. 10 gm), 
Detektor (Fluorescence Spectromonitor RF-530, Fa. Shi- 
madzu), Integrator (Gyncotek C-R3A). 

HPLC-Parameter: Eluent: L6sung yon KH2PO4, 1 M 
KOH, pH 6,8 ad 2,0 1 und bidest. Wasser/Methanol (3 + 
2, v/v), FlieBrate: 1,3 ml/Min., S~iutentemperatur: Raum- 
temperatur, Detektion: Anregung: 532 nm, Emission: 
563 nm. 
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Lipofuszin 

Die Polymerisationsprodukte aus der Lipidperoxidation 
wurden nach der Methode von Hammer (16) mittels Fluo- 
rimetfie bestimmt. Nach der Extrakfion mit einem L6- 
sungsmittelgemisch von Chloroform und Methanol (2 + 
1, v/v + 0,005 % BHT) wurde die relative Fluoreszenz- 
intensit~t [% RFI/g Frischgewicht] fluoreszenzspektrome- 
trisch ermittelt (Anregung: 350 nm, Emission: 450 nm). 
Als Referenzsubstanz diente eine frisch bereitete schwe- 
felsaure Chininsulfatl6sung (1 gg Chininsulfat/ml 0,1 N 
Schwefels~iure). 

Aktivierte partielle Prothrombinzeit 

Die aktivierte partielle Prothrombinzeit wurde mit Hilfe 
des Kugetcoagulometers bestimmt. Citratblut wurde durch 
Punktion der dorsalen Aorta gewonnen, zentrifugiert 
(3 000 g, 5 rain) und das Citratplasma innerhalb von max. 
4 Stunden zur Messung verwendet. 50 gl Plasma wurden 
mit 50 gl Prothrombin (Behring, Marburg) ffir 2 rain bei 
37 °C inkubiert. Die Gerinnung wurde durch Zusatz von 
50 gl CaCI2 (0,025 Mol/1) gestartet. 

Statistik 

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mit 
dem Statistikprogramm SPSS/PC+ Version 4,0. Ftir alle 
Variablen wurden das arithmetrische Mittel (n = 6) und 
die Standardabweichung ermittelt. Der Vergleich der 
Stichprobe erfotgte mittels der Testverfahren nach Krus- 
kal-Wallis (H-Test), Mann-Whithney (U-Test), sowie 
nach Wilcoxon. Statistisch ausgewertet wurden der Ein- 
ftut3 der verschiedenen Supplementierungsdosen und der 
Lagerdauer. Signifikante Unterschiede zwischen den 
Gruppen wurden auf dem Niveau von 5 % (p < 0,05) und 
1 %  (p < 0,01) der Irrtumswahrscheinlichkeit angegeben. 

Phyllochinon 

Die Konzentrationen lagen in AbhSa-agigkeit v o n d e r  Vit- 
amin-E-Dosierung und der Lagerdauer zwischen 1,05 und 
0,55 gg/100 g Filet (Tab. 4). Nach 18 Wochen war der 
Gehalt in Behandlung 1 signifikant h6her als in den 
Behandlungen 2 (p < 0,01) und 3 (p < 0,05). Nach 25 
und 32 Wochen war die ermittelte Vitamin K1-Konzen- 
tration im Filet bei der h6chsten Vitamin-E-Dosierung 
signifikant niedriger (p < 0,01) im Vergleich zur mittleren 
und niedrigsten Vitamin-E-Dosierung. Die Ver~tnderun- 
gen des Gehalts w~ihrend der Beobachtungszeit waren 
uneinheitlich: W~ihrend in den Behandlungen 1 und 3 ein 
signifikanter Abfall zwischen 18 und 25 Wochen von 31 
bzw. 24 % ermittelt wurde, der sich nach der 25. Woche 
nicht fortsetzte, blieb der Gehalt in Behandlung 2 w~ih- 
rend der gesamten Beobachtungszeit konstant. 

Tabelle 3 Gehalte an c~-Tocopherol [mg/100 g] im Fischfilet in 
Abhangigkeit vom Zusatz an all-rac-~-Tocopherylacetat zum Fut- 
ter und der Lagerdauer bei -18 °C 

Lagerdauer bei -18 °C (Wochen) 
Vitamin E 

mg/kg Futter 18 25 32 

20 1,40 +_ 0,09 al 1,10 -I- 0,1261 1,08 -+ 0,12 d 
200 2,71 -+ 0,05 a2 2,55 + 0,12 b2 2,53 -+ 0,85 c2 

2000 16,26 + 1,37 a3 14,42 _+ 0,17 b3 14,40 + 0,23 c3 

Signifikanzen: al<a2<a3 (p<0,01); bl<b2<b3 (p<0,01); 
c1<c2<c3 (p<0,01) 
al>bl (p<0,05); a2>b2 (p<0,05); a3>b3 
(p<0,05) 

Ergebnisse 

o~-Tocopherol 

In Abh~ingigkeit v o n d e r  Tocopherol-Zufuhr und der La- 
gerungsdauer lag die mittlere Konzentration im Filet zwi- 
schen 1,08 mg und 16,26 mg/100 g (Tab. 3). 

Das Verhaltnis der Konzentrationen an c~-Tocopherol 
im Fischmuskel verhielt sich bei allen drei Untersu- 
chungsterminen wie 1 : 2 : 12 (p < 0,01). Das Supple- 
mentierungsverh~iltnis im Futter (1 : 10 : 100) wurde im 
Fischfilet somit nicht wiedergefunden. Bei der niedrigsten 
Supplementierung (20 mg/kg Futter) reduzierte sich die 
Konzentration zwischen dem ersten und dritten Untersu- 
chungstermin (nach 18 und 32 Wochen Lagerung) um 
22 %, bei der h6chsten Supplementierung hingegen nur 
um 11%. 

Tabelle 4 Gehalte an Phyllochinon im Fischfilet [gg/100 g] in 
Abh~ingigkeit vom Zusatz an all-rac-c~-Tocopherylacetat zum Fut- 
ter und der Lagerdauer bei -18 °C 

Lagerdauer bei -18 °C (Wochen) 
Vitamin E 

mg/kg Futter 18 25 32 

20 1,05 + 0,04 "1 0,76 -+ 0,09 bl 0,73 -+ 0,04 ¢1 
200 0,75 -+ 0,06 a~ 0,74 + 0,04 b2 0,76 -+ 0,04 ~2 

2000 0,72 + 0,19 ~3 0,57 +_. 0,04 b3 0,55 -+ 0,03 c3 

Signifikanzen: al>a2 (p<0,01); b2>b3 (p<0,01); c2>c3 
(p<0,01) 
al>bl (p<0,05); a3>b3 (p<0,05) 
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Lipidperoxidationsparameter 

Freie Fettsiiuren 

Zu allen Untersuchungszeitpunkten bestand eine deutliche 
inverse Beziehung (p < 0,01) zwischen der Vitamin-E- 
Dosierung im Futter und der Konzentration yon freien 
Fetts~iuren im Filet (Tab. 5). Nach 18 Wochen Lagerung 
enthielt das Filet aus Behandlung 3 eine um 63 % nied- 
rigere Konzentration als in Behandlung 1. Das Vitamin- 
E-Niveau irn Futter hatte einen unterschiedlichen EinfluB 
auf die Ver~inderung der freien Fetts~iuren-Gehalte des 
Filets w~hrend der Lagerung. W~ihrend die Gehalte in den 
Behandlungen 1 und 2 im Zeitraum zwischen 18 und 25 
Wochen signifikant anstiegen, kam es unter dem Einflul3 
der h6chsten Vitamin-E-Dosierung (Behandlung 3) w~h- 
rend des gesamten beobachteten Zeitraums lediglich zu 
einem numerischen, nicht signifikanten Anstieg. Insge- 
samt zeigte dieser Parameter die dosis- und zeitabh~tngi- 
gen Einfliisse am deutlichsten. 

Peroxidzahl 

Peroxide im Filet wurden an keinem Untersuchungstermin 
nachgewiesen 

Thiobarbitursiiure-reaktive Substanzen (Malondialdehyd) 
und Lipofuszine 

Die mittleren MDA-Gehalte betrugen in Abh~ingigkeit 
vom verabreichten Futter und der Lagerdauer zwischen 
13,94 gmol und 54,26 gmol/kg Frischgewicht. Mit zu- 
nehmender Vitamin-E-Dosierung zeigte sich ein Abfall 
der Gehalte, nach 18 Wochen zun~chst tendenziell, nach 
25 bzw. 32 Wochen Lagerung bei der mittleren und 
h6chsten Supplementierung signifikant (p < 0,01). Im 

Vergleich zu Behandlung 1 lag die Konzentration in Be- 
handlung 3 nach 18 Wochen Lagerung um 38 %, nach 
25 Wochen um 58 % und nach weiteren sieben Wochen 
um 64 % niedriger. Die Untersuchungen nach 32 Wochen 
ergaben bei der niedrigsten, mittleren und h6chsten Supp- 
lementierung Abnahmen von 18, 61 und 54 % im Ver- 
gleich zum Wert nach 18 Wochen (Abb. 1). 

Malondialdehyd und andere Carbonylverbindungen, 
die sich yon den anoxidierten Fetts~iuren abspalten, rea- 
gieren mit Proteinen zu gr66eren fluoreszierenden Mole- 
ktilen, die heute als Lipofuszine erfal3bar sind (15). Diese 
Folgeprodukte wurden nur beim letzten Untersuchungs- 
termin im Extrakt bestimmt (Abb. 1). Die Unterschiede 
korrelieren mit jenen der MDA-Werte (r = 0,308, 
p < 0,05). Bei 200 mg Tocopherylacetat/kg Futter lagen 
die Lipofuszin-Gehalte mit 38 % [RFI/g Frischgewicht] 
signifikant fiber jenen nach der Supplementierung von 
2 000 mg/kg Futter 23 % RFI/g Frischgewicht (p < 0,05). 

Tabelle 5 Gehalte an freien Fetts~iuren im Fischfilet [mmol/100 g] 
in Abh~ngigkeit vom Zusatz an all-rac-~x-Tocopherylacetat zum 
Futter und der Lagerdauer bei -18 °C 

Lagerdauer bei -18 °C (Wochen) 
Vitamin E 

mg/kg Futter 18 25 32 

20 0,49 + 0,05 al 0,67 +- 0,15 bt 0,71 _+ 0,23 cl 
200 0,29 _+ 0,06 "2 0,37 + 0,08 b2 0,34 _+ 0,06 c2 

2000 0,18 _+ 0,01 "3 0,21 + 0,03 b3 0,23 + 0,02 c3 

Signifikanzen: a1>a2>a3 (p<0,01); bl>b2>b3 (p<0,01); 
c1>c2>c3 (p<0,01); 
al<bl (p<0,05); a2<b2 (p<0,05) 

[MDA pmol/kg] [LP % RFI] 

5O 

4O 

30 a3 

2Q 
dl 

10 ~ c3 BB ~ d 2  

18 20 22 24 26 28 30 32 Wochen 

Sign.: bl>b2>b3; c1>c2>c3 (p<O.01); dl<d2>d3; a2>b2>c2; a3>b3 (p<O.05) 

Abb. 1 Gehatte an TBAR-Substanzen (Malondialdehyd, MDA) im 
Fischfilet [gmol/kg] und Lipofuszin (LP) [% RFI/g Frischgewicht] 
in Abh~ingigkeit yon der Konzentration an all-rac-a-Tocopheryl- 
acetat im Futter und der Lagerdauer bei -18 °C. 

Diskussion 

Die Kenntnis yon der Bedeutung von ~-Tocopherol als 
antioxidativer Schutzfaktor ftihrte auch dazu, dieses lipid- 
16sliche Vitamin in veresterter Form dem Futter von Tie- 
ten zuzusetzen, deren Fleisch der menschlichen Erngh- 
rung dienen. Dabei steht nicht im Vordergrund, vitami- 
nierte Lebensmittel zu produzieren, sondern in erster 
Linie die Lagerstabilit~it tierischer Produkte l~tngerfristig 
zu verbessern, l~Iber den Einflug von supplementiertem 
c~-Tocopherol auf die Qualit~t yon Musketfleisch von 
Gefliigel sowie Schweinen w~ihrend der Gefrierlagerung 
liegen zahlreiche Studien vor. Weniger erforscht hingegen 
ist der Einsatz im Fischsektor. 

In der vorliegenden Studie wurde das Futter yon Re- 
genbogenforeUen mit drei um den Faktor 10 gestaffelten 
Konzentrationen an all-rac-~-Tocopherylacetat supple- 
mentiert, um den Einflug der Vitamin-E-Dosierung auf 
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die Lipidperoxidation und auf etwaige Interaktionen mit 
dem verabreichten Vitamin K erkennen zu k6nnen. Das 
biochemisch wirksame Vitamin ist Vitamin K1 Hydrochi- 
non. Es fungiert als Cofaktor bei der posttranslafionetlen 
y-Carboxylierung yon vier Blutgerinnungsfaktoren. Ftir 
den Einsatz in pelletierten Futtermitteln hingegen eignet 
sich Menadion als Bisulfit wegen seiner Stabilit~it sehr 
gut (14). Menadion entfaltet im Organismus die gleiche 
Wirkung wie Phyllochinon (10). 

Die opfimale Vitamin-E-Konzentration im Futter yon 
Forellen zum Schutz vor rasch fortschreitender Lipidper- 
oxidation wfihrend der Lagerung ist abh~ngig von der 
Supplementierungsdauer vor der Schlachtung und yon den 
Lagerbedingungen (25). Der National Research Council 
(NRC) legte den Bedarf an 0~-Tocopherol flit Welsarten 
und Salmoniden mit 50 mg/kg Futter fest (21, 24). In 
einer Studie yon Cowey et al. (7) wurden nach 16w6chi- 
ger Supplementierung mit 20 bzw. 100 mg Vitamin E/kg 
Futter im Muskel yon Regenbogenforellen 3,1 gg bzw. 
6,9 gg o~-Tocopherot/g Muskelfrischgewicht gefunden. In 
einer anderen Studie, mit Zusatzen yon 50, 100 bzw. 200 
mg tx-Tocopherol/kg Futter (1 : 2 : 4) tiber acht Wochen, 
wurden nach drei Monaten Lagerung im Gewebe Toco- 
pherol-Konzentrationen im Verh~iltnis 1 : 1,1 : 1,72 ge- 
funden (13). t~-Tocopherol wird nicht bevorzugt im Mus- 
kelgewebe gespeichert, sondern findet sich vor allem in 
der Leber, im Gehirn und in der Niere (7, 17). Dennoch 
best~tigen die von uns gemessenen Ergebnisse der Lipid- 
peroxidationsparameter, dab h6here Tocopherol-Gehalte 
im Muskelgewebe einen deutlichen inhibierenden Einflug 
auf den Fettverderbsprozel3 nach vier, sechs und acht 
Monaten Lagerung austiben. 

Peroxide als Prim~rprodukte der Lipidperoxidation 
sind, so stellte sich durch einen Langzeit-Lagerversuch 
mit Fischkonserven heraus, als direkter Indikator fiir den 
Zustand eines Fettes eher ungeeignet (12). Peroxide sind 
kein bleibender Bestandteil autoxidierter Fette, sondern 
k6nnen bei ver~nderten chemischen und physikalischen 
Bedingungen leicht in nicht peroxidische Verbindungen 
tibergehen (3). Da bei derartigen Studien vorzugsweise 
die TBA-reaktiven Substanzen erfaf3t werden, liegen dies- 
beztiglich kaum Diskussionsanslitze vor. 

Der Abfalt der MDA-Gehalte mit zunehmender Vit- 
amin-E-Dosierung ist signifikant. Hier kommt (~-Toco- 
pherol die Funktion zu, offenkettige Peroxylradikale der 
mehrfach unges~ttigten Fetts~uren vor ihrer Zyklisierung 
zu stabilisieren (Abb. 2). Dadurch wird die Bildung von 
Malondialdehyd fiber Endoperoxide unterbunden (9). In 
einer Untersuchung an Forellen wurden Vitamin-E-Zula- 
gen von 50, 100 bzw. 200 IE/kg Futter zu einer Vitamin- 
E-armen Basaldi~it (10 IE/kg) gefiittert und anschliegend 
die Filets auf die Vitamin-E-Konzentration, die TBA- 
Werte nach oxidativer Belastung der Filets, sowie auf die 
organoleptischen Eigenschaften untersucht (12). Die 
TBA-Werte zeigten eine deutliche Abh~ingigkeit yon der 
Vitamin-E-Supplementierung und der Vitamin-E-Konzen- 

Zellmembran 
~ ~--------- Phosphollplde 

Sauerstoff-I~-P"osph~olip 'sen 
racllKale ~ ~, [ Freie ............ 

I vit'E I. " - , . j ,s*  

"> &o. 
Endoperoxide 

+ 
I Lipofuszin ] < NH2"Pr°t' [ ~  + konjug. Hydroperoxld 

Abb.  2 Funktion yon c~-Tocopherol als Antioxidans im Bereich der 
Zellmembran. 

tration im Filet. Bei der organolepfischen Beurteilung 
wurden die Filets mit h6heren Vitamin-E-Konzentrationen 
signifikant bevorzugt. 

In einer weiteren Studie an Forellen, die ein Futter 
ohne Vitamin-E-Zusatz (nativer Gehalt 26 IE/kg) bzw. 
mit Zusatz yon 50 IE/kg erhalten batten, bewirkte der 
Zusatz keine Verbesserung der Lipidstabilitfit bei Tief- 
kiihllagerung (26). M6glicherweise wurden die flit eine 
verbesserte Lipidstabilit~it erfordeflichen Vitamin-E-Kon- 
zentrationen im Filet mit dieser Dosierung nicht erreicht. 

Auch bei der Welsart Ictalurus punctatus bewirkten 
Vitamin-E-Zulagen von 50 bis 800 IE/kg zu einer Vit- 
amin-E-freien Digit eine dosisabh~ingige Erniedfigung der 
TBA-Werte im Fleisch nach dreimonatiger Lagerung bei 
- |0 °C (25). Dabei waren die Effekte bis zur Dosierung 
yon 100 IE/kg Futter besonders ausgeprfigt. 

MDA-Werte tiber 3,0 mg/kg, das sind umgerechnet 
fiber 41 gmol/kg, k6nnen ein Indikator fiir schlechte Qua- 
lit~it sein. Nach Gabe eines tocopherolfreien Futters bzw. 
mit einem Zusatz yon 50 mg all-rac-cz-Tocopherylace- 
tat/kg Futter wurde diese Grenze tiberschfitten (30). 

In der vorliegenden Arbeit wurde keine sensorische 
Untersuchung vorgenommen. Orientierend an den ermit- 
telten Werten yon MDA, wtirde demnach eine Supple- 
mentierung yon 20 mg ~-Tocopherol/kg Futter zur Qua- 
lit~ttserhaltung nicht ausreichen. 

Die Erfassung der Lipofuszine als Sekund~irprodukte 
der Lipidperoxidation 1N]t eine Korrelation mit den 
MDA-Gehalten erkennen. Jedoch erlauben die alleinigen 
Ergebnisse vom letzten Untersuchungstermin ohne Ver- 
gleichswerte, auch nicht aus der Literatur, keine Aussage, 
inwieweit die Umsetzung von MDA mit Proteinen zu 
Lipofuszinen w~ihrend der Lagerung stattgefunden hat. 

Die Analysenergebnisse der freien Fetts~iuren zeigten, 
dab die physikochemische Assoziation der Tocopherol- 
Seitenkette mit den Fetts~iuren der Membranphospholipide 
auch eine Stabilisierung der Membranstruktur gegentiber 
der Aktivit~it der Phospholipasen bewirkt. Vermutlich re- 
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sultiert dieser Effekt aus der Reduzierung der Lipidper- 
oxidation, weil Lipidperoxide vor allem die Phospholipa- 
se A2 aktivieren (22). Eine niedrige Konzentration an 
Lipidperoxiden ftihrt somit auch zu einer geringeren Frei- 
setzung an Fetts~turen aus den Zellmembranen. Diese The- 
se wird durch die vorliegenden Ergebnisse best~itigt. 

Die signifikant geringeren Phyllochinon-Konzentratio- 
nen nach erh6hter Zufuhr von c~-Tocopherol (200 mg 
bzw. 2 000 mg/kg Futter) k tnnen  m6glicherweise dutch 
eine Beeintr~chtigung der intestinalen Vitamin-K-Absorp- 
tion im Futter erkl~rt werden (4). Im Hinblick auf die 
Blutgerinnung war diese Reduktion allerdings bedeu- 
tungslos, da die Aktivierte partielle Prothrombinzeit bei 
den Forellen auch bei der htchsten Vitamin-E-Dosierung 
normal war (Dierenfeld E, unvertffentlicht).  Nach Sup- 
plementierung mit 2 500 mg IE/kg Futter wurden bei der 
Welsart Ictalurus punctatus keine nachteiligen Wirkungen 
festgestellt (21). In mehreren Ftitterungsversuchen mit 
Kiiken und Ratten wurde vietfach dann von einer verlan- 
gerten Prothrombin-Zeit  berichtet, wenn die Vitamin-K- 
Versorgung a priori unzureichend war und gleichzeitig 
hohe Dosen an Vitamin E appliziert wurden (1, 6, 23, 
27, 31), Eine umfassende Erklfirung der beobachteten 
Effekte kann bislang nicht gegeben werden. 

W~hrend der Lagerung blieb die mittlere Vitamin-E- 
Dosierung (200 mg/kg Futter) ohne Einflul3 auf den 
Phytlochinongehalt  im Fischmuskel. Bei der h tch-  
sten ~-Tocopherol-Konzentrat ion war das Ausmag der 
Konzentrationsabnahme an Phyllochinon wShrend der 
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Abb. 3 Dosisabh~ingiger EinfluB von o~-Tocopherol auf die unter- 
suchten Parameter nach 8 Monaten Lagerung bei -18 °C. 

32w6chigen Lagerung wesentlich geringer (24 %) als bei 
der niedrigsten ~-Tocopherol-Konzentration.  Dieses Ph~i- 
nomen kann unter dem Aspekt m6glicher additiver Wir- 
kungen der beiden Redoxsysteme ot-Tocopherol und Phyl- 
lochinon diskutiert werden. 

Mit den Untersuchungen tiber die dosisabhangige 
Wirksamkeit yon Vitamin E konnte dutch diese Studie 
gezeigt werden, dab bereits 200 mg dl-a-Tocopherylace-  
tat/kg Futter eine Erh6hung der Lagerstabilit~t bewirken 
(Abb. 3). 
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