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Der Einfluss thermischer Behandlung von Spinat im

Temperaturbereich bis 100°C auf den Gehalt an we-
sentlichen Inhaltsstoffen

IV. Peroxydase
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Frithjahrs- und Herbstspinat, der bei 70, 80, 90 und 100°C verschieden lange erhitzt worden war, wurde auf Peroxydase-Rest-
aktivitdten untersucht. Da Peroxydase in diesen Materialien zu tiber 99% in partikelgebundener Form vorliegt, wurde der Inakti-
vierungsverlauf des Enzyms anhand von Spinatsuspensionen ermittelt. Die Inaktivierungskurven wiesen 2 anndhernd lineare
Abschnitie auf, die einer ersten schnellen Inaktivierungsphase und einer stark verzégerten weiteren Enzymdestruktion entsprechen.
Aus den steilen Abschnitten der Kurven wurden D-Werte ermittelt; diese wiesen fiir Friihjahrs- und Herbstspinal nur geringfiigige
Unterschiede auf. Die aus der Temperaturabhdngigkeit der D-Werte ermittelten z- Werte betrugen 33°C fiir Friihjahrsspinat und
45°C fur Herbstspinat.

Influence of heat treatment of spinach at temperatures up to 100°C on important constituents

IV. Peroxidase ;

Spinach harvested in spring and autumn which had been heated to 70°, 80°, 90° and 100°C for varying periods of time
has been tested for remaining peroxidase activity. Since in these materials peroxidase is to more than 99% bound to particles,
the inactivation course of the enzyme has been studied on spinach suspensions. The inactivation curves show two almost
linear sections corresponding to a first rapid inactivation phase and a second highly delayed phase of further enzyme
destruction. D-values have been calculated from the steep curve sections; only minor differences were found in the D-values
of spring and autumm spinach. The z-values calculated from the temperature dependence of D-values were 33°C for spring

spinach and 45°C for autumn spinach.

1.0 Einleitung

Zur Kontrolle des Blanchierprozesses wird meist der Pero-
xydase-, zuweilen auch der Katalasetest benutzt, obwohl ein
eindeutiger Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein von
Peroxydase- bzw. Katalase-Restaktivititen und Qualitits-
minderungen der blanchierten Lebensmittel nicht erwiesen zu
sein scheint (1). Hiufig wird angenommen, dass alle schid-
lichen Enzyme inaktiviert sind, wenn Peroxydase bzw. Ka-
talase nicht mehr nachgewiesen werden kénnen, was jedoch
besonders im Fall der thermolabileren Katalase keineswegs
immer zutrifft.

WINTER (2a, b) hat die thermische Inaktivierung der Pero-
xydase von verschiedenen Gemiisearten untersucht und dabei
festgestellt, dass die Zeitverlaufskurven der thermischen In-
aktivierung in manchen Fillen einen ausgeprigten Knick
erkennen lassen. Die von CLOCHARD und Mitarbeitern (3)
dargestellten Inaktivierungskurven weisen statt eines Knicks
eine scharfe Kriimmung auf und sind den von WINTER fiir
Mohren, Bohnen, Spinat, Erbsen und Kartoffeln beschrie-
benen Kurven sehr dhnlich.

Peroxydasefreiheit wiirde man in solchen Fillen nur durch
intensive Hitzebehandlung erreichen. Lange Blanchierzeiten
und hohe Blanchiertemperaturen sind aber mit dem Verlust
wasserloslicher bzw. dem thermischen Abbau hitzelabiler
Inhaltsstoffe und einem «Aufweichen» der Gewebestrukturen
verbunden. Es sollte daher nur so weit blanchiert werden, wie
zur Inaktivierung derjenigen Enzyme erforderlich ist, die

tatsachlich Qualitatsverschlechterungen auszulésen vermégen.
Beispiele fiir solche Enzyme sind Lipasen, Phospholipasen,
Lipoxygenasen, aber auch Chlorophyllasen und Geriistsub-
stanzen spaltende Enzyme (Pektinasen, Pektasen, Cellulasen
usw.). ’

Es wire danach wiinschenswert, die Inaktivierung aller dieser
Enzyme bei thermischen Verfahren zu untersuchen, um so
bessere Kriterien fir eine optimale Behandlung zu finden, als
dies bei den iiblichen «presence-absence»-Tests mit Peroxy-
dase oder Katalase moglich ist. Ziel der Arbeiten sollte es sein,
diejenigen Prozessbedingungen zu ermitteln, die es ermégli-
chen, Enzyme, die mit der Qualitit der Produkte interferieren,
auf eine die iibrigen Inhaltsstoffe moglichst wenig schidigende
Weise auszuschalten.

In der vorliegenden, sich auf Spinat beschrinkenden Arbeit
wird zunichst versucht, das thermische Verhalten der Pero-
xydase unter moglichst praxisnahen, aber gleichzeitig einen
weiten Temperatur-Zeit-Bereichumfassenden Bedingungen zu
studieren, da in Modellversuchen mit reinen Enzymlésungen
gewonnene Inaktivierungsdaten nicht ohne weiteres auf Le-
bensmittel iibertragen werden konnen. Wechselwirkungen mit
anderen Inhaltsstoffen, verschiedene Thermoresistenz von
Isoenzymen und auch die Bindungsverhiltnisse kénnten zu
von Modellversuchen stark abweichenden Ergebnissen fithren.
In dhnlicher Weise, wie hier fiir Peroxydase beschrieben,
sollen in spiteren Untersuchungen weitere technologisch
wichtige Enzyme behandelt werden, um so Enzymprofile in
Abhingigkeit von Behandlungszeit und -temperatur zu er-
halten.
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2.0 Durchfithrung der Versuche

2.1 Behandlung des Versuchsgutes

Vorbehandlung, thermische Behandlung und Lagerung der
Spinatproben wurden in einer vorangehenden Publikation
beschrieben (4). Die bei —50°C eingefrorenen Blitter wurden
bei —25°C in einer Zahnscheibenmiihle zerkleinert, in einer
Kaffeemiihle fein gemahlen und wiederum bei —50°C bis zur
Untersuchung gelagert.

2.2 Bestimmung der Peroxydase

Die Peroxydase-Aktivitit wurde mit o-Phenylendiamin als

Wasserstoffdonator nach einer von WALLERSTEIN und

Mitarb. (5) angegebenen und von WINTER (2a) modifizierten

Methode bestimmt. Hierzu wurde

a) die Gesamtaktivititin einer aus dem gemahlenen Material
erhaltenen Suspension und

b) die nach dem Filtrieren der Suspension in Losung befind-
liche Peroxydaseaktivitit in relativen Einheiten ermittelt.

Im einzelnen verfuhren wir wie folgt:

a) 1 g fein zerkleinerter tiefgefrorener Spinat wurde je nach der
Akftivitit in 400 bis 2400 ml bidest. Wasser suspendiert. Unmittelbar
darauf wurden 8 ml der so erhaltenen Suspension mit 2 ml 0,5
M-Acetatpuffer (pH 35) vermischt, 5 min bei 25° unter Riihren
temperiert und mit 1 ml 0,3%iger H,0,-Losung versetzt. Reak-
tionsstart erfolgte durch Zugabe von 1 ml 1 %iger alkoholischer
o-Phenylendiamin-Losung, die Unterbrechung der Reaktion—nach
jeweils 2 und 5 Minuten — durch Hinzufiigen von 2 ml 35 %iger
Natriumdisulfitlosung. Danach wurde mit Methanol auf 20 ml
aufgefiillt, im Dunkeln filtriert und die Extinktion bei 436 nm
gemessen. Die durch 3 dividierte Differenz aus den 5- und
2-Minuten-Werten stellt das Mass der Enzymaktivitit dar
(AE/min).

b) 10 g tiefgefrorenes Spinatpulver wurden mit 90 ml bidest. Wasser
verrithrt und die Mischung 5 Minuten bei 2000 U/min zentrifugiert.
Der Uberstand ergab nach Filtration durch ein Membranfilter
(Porenweite 0,6 p) eine klare Losung. 0,5 — 1 ml hiervon wurden
mit Wasser auf 8 ml verdiinnt, mit 2 ml 0,5 M- Acetatpuffer pH
5 versetzt und wie unter a) beschrieben weiterbehandelt, wobei das
Filtrieren vor der Messung entfiel.

3.0 Ergebnisse

3.1 Eichkurve

Durch Verdiinnen von Suspensionen unbehandelten Spinats
mit Pufferlésung wurden zwei Konzentrationsreihen angesetzt
und die Extinktionen gemessen. In beiden Fillen ergab sich
ein anndhernd linearer Zusammenhang zwischen den Ex-
tinktionsdifferenzen und der Menge suspendierten Materials
(Abb. 1). ‘

Aufgrund der so festgestellten Linearitit der Eichkurve
konnten die auf eine Reaktionsminute bezogenen Extink-
tionsdifferenzen unmittelbar als Mass firr die Peroxydase-
aktivitat verwendet werden, da bei unseren Untersuchungen
keine absoluten Aktivititen bendotigt wurden.

3.2 Mengenverhdlinis zwischen wasserloslicher und gesamter
Peroxydaseaktivisdt

Mit bidest. Wasser oder Puffer von niedriger Ionenstirke
(0,007 M-Phosphatpuffer pH 7) konnten nur etwa 2 bzw. 4%
der gesamten in der Suspension vorhandenen Aktivitit ex-
trahiert werden. Versuche, die adsorbierte bzw. membrange-
bundene Hauptmenge der Peroxydase in lgsliche Form
uberzufiithren, wurden nicht unternommen, weil befiirchtet
wurde, dass die Extraktion entweder nicht vollstindig sein
wiirde oder — bei «hirteren» Extraktionsbedingungen — ein
Aktivitatsverlust eintreten konnte. Dies hitte sich dann auf die
Ergebnisse auswirken konnen, wenn sich durch die thermische
Behandlung eine Verschiebung des Verhiltnisses der ver-
schiedenen Peroxydaseanteile zueinander ergeben hiitte.
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Abb. 1 Peroxydase-Eichkurve, aufgenommen mit Suspensionen
thermisch nicht behandelten tiefgefrorenen Spinats (I g/1); 2
Messreihen, durch offene bzw. volle Punkte gekennzeichnet,

Abb. 2 Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung von Friihjahrsspinat
bei verschiedenen Behandlungstemperaturen
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Abb. 3 Zeitlicher Verlauf der Inaktivierung von Herbstspinat
bei verschiedenen Behandlungstemperaturen
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3.3 Inaktivierungsverlauf

In den folgenden Abbildungen sind — jeweils fiir Frithjahrs-
und Herbstspinat — die Inaktivierungskurven fiir die parti-
kelgebundene Peroxydase dargestellt (Abb. 2, 3)."

Man ersicht aus den Kurven, dass die Inaktivierung in der
Anfangsphase relativ schnell verlduft, dass aber von be-
stimmten Restaktivititen ab die weitere Inaktivierung sehr
langsam vonstatten geht. Lediglich bei 100°C ist der zu
beobachtende «Knick» nicht mehr deutlich, D-Werte, die man
aus den Anfangsphasen ablesen kann, und die angeben, in
welcher Zeit eine bestimmte Ausgangsaktivitit bei konstanter
Temperatur auf 10% herabsinkt (Tab. 1), erlauben daher auch
nur eine Voraussage iiber die nach der Hitzeeinwirkung
verbleibende Restaktivitit, wenn man sich auf den ersten
Kurventeil beschrinkt. Das gleiche gilt fiir die aus Abb. 4
entnommenen z-Werte, die angeben, welche Temperatur-
erhohung erforderlich ist, um die D-Werte auf ein Zehntel
des Ausgangswertes herabzusetzen. Aus den geringfiigigen
Unterschieden der D- und z-Werte von Frithjahrs- und
Herbstspinat folgt, dass sich die hierin enthaltenen Peroxy-
dasen thermisch nahezu gleich verhalten. Diese Aussage
beschrinkt sich allerdings auf die hier untersuchte Spinatsorte.

Tab. 1 Zusammenstellung der D- und z-Werte fiir Peroxydase

- D-Werte (min) z-Werte
(°C)
70° 80° 90°  100°
partikelgebunden,
Frithjahrsspinat 1.5 35 1.6 1,05 33
parikelgebunden,
Herbstspinat 6,2 3.5 2,0 1,3 45
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Abb. 4 Abhdngigkeit der D-Werte (Destruktionswerte, Zehn-
telwertzeiten) von der Temperatur («thermal destruction time
(TDT) curves»)
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4.0 Diskussion

Die aus Grunden einer moglichst weitgehenden Anniherung
an die Praxis gewidhlten Behandlungsbedingungen (4) haben
eine gewisse Unsicherheit der Messwerte zur Folge; diese wird
noch durch die unvermeidbaren materialbedingten Schwan-
kungen in der Zusammensetzung und in den geometrischen
Abmessungen sowie durch die Schwierigkeiten einer genauen
Dosierung der Suspensionen bei der Analyse verstirkt.
Hierdurch dirften die Streuungen der in den Abbildungen
dargestellten Daten zu erkliren sein. Trotz der teilweise be-
trichtlichen Einzelabweichungen liegen die D-Werte in der
halblogarithmischen Darstellung der Abb. 4 recht genau auf
einer Geraden und lassen eine verhéltnismissig sichere Be-
stimmung der z-Werte zu. Diese in Tab. 1 angegebenen Werte
stimmen relativ gut mit dem von RESENDE (6) ebenfalls fir
Spinat ermittelten Wert (z = 29°C) iiberein.

Vergleicht man die D-Werte der Tab. 1 mit dem von JOFFEE
und BALL (7) fiir Meerrettichperoxydase angegebenen Wert
Dg; = 143 min, so stellt man einen Unterschied von fast 2
Zehnerpotenzen fest,

Bei diesem Vergleich ist allerdings zu beriicksichtigen, dass
die Enzyme verschiedenen Materialien entstammen und in-
sofern voneinander abweichende Stoffkonstanten aufweisen
konnen. Auch die Enzymkonzentrationen konnen die D-Werte
beeinflussen. Eine weitere Ursache fiir die Diskrepanz kénnte
in der Wirkung von Begleitstoffen auf die Spinatperoxydase
liegen. Im Falle der Meerrettich-Peroxydase wurde ein solcher
Effekt fiir Lecithin nachgewiesen (8).

Die Form der von uns ermittelten Inaktivierungskurven ent-
spricht den in der Literatur fiir Peroxydase beschriebenen
recht gut. YAMAMOTO (9) erklirt den beobachteten «Knick»
u.a. durch das Vorhandensein von Isoenzymen verschiedener
Hitzeresistenz.

DELINCEE (10 a, b) bestitigte diese Auffassung durch den
experimentellen Nachweis verschieden thermostabiler Iso-
enzyme in Meerrettich-Peroxydase und durch den geradli-
nigen Verlauf der Inaktivierungskurve eines von ihm isolierten
Isoenzms (pI 7,1). WINTER (2b) kommt zu dem Schluss, dass
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die Ursache fiir das Abknicken der Inaktivierungskurven in
der Umwandlung einer hitzelabilen Form der Peroxydase in
ein hitzestabileres Umwandlungsprodukt liegen miisse.
CLOCHARD (3) stellt fest, dass prinzipiell beide Moglich-
keiten den tatsichlich beobachteten Kurvenverlauf erkliren
konnen, dass jedoch die Annahme eines Ubergangs von
mehreren hitzelabilen Isoenzymen in thermostabilere
Ubergangsformen den experimentellen Ergebnissen am besten
entspricht. DELINCEE konnte bei Bohnen-Peroxydase (10c)
die Umwandlung hitzelabiler Isoenzyme in hitzestabilere
Formen nachweisen, wobei die isoelektrischen Punkte der neu
entstandenen Isoenzymtypen den pI-Werten bereits im Aus-
gangsmaterial vorhandener Fraktionen entsprachen.

Die Feststellung WINTERS, die Peroxydase sei fir die Kon-
trolle des Blanchierprozesses wenig geeignet, wird durch un-
sere Versuche fiir niedrige Blanchiertemperaturen bestitigt,
bei denen die Inaktivierungskurven einen deutlichen Knick
aufweisen. Bei Temperaturen iiber 90°C liegt der Knick im
Bereich sehr geringer Restaktivititen, die fiir die Qualitits-
erhaltung kaum noch cine Rolle spielen diirften; oberhalb
dieser Temperatur kénnte man danach ohne grosseren Fehler
mit einer cinfachen Reaktion erster Ordnung rechnen. Die
Frage, welche Restaktivitit im Einzelfall gerade noch keine
Qualitatseinbusse ' mit sich bringt, lisst sich vorerst nicht
beantworten, da, wie eingangs erwihnt, die Korrelation zwi-
schen «Qualitit» und potentieller Peroxydasewirksamkeit
nicht erwiesen ist. Peroxydase kann ja nur dann iiberhaupt
zur Wirkung kommen, wenn gleichzeitig Wasserstoffperoxyd
als H-Acceptor zur Verfiigung steht. Dieses miisste also erst
durch Parallelreaktionen gebildet werden, wodurch zusitzliche
Faktoren ins Spiel kommen, die keinen direkten Bezug zum
Aktivitatszustand des Enyms haben.

Von grosser Bedeutung fiir die Restaktivititen aller Enzyme
sind die geometrischen Abmessungen der Produkte. Darauf
hat bereits WINTER (2a) hingewiesen. SVENSSON und
ERIKSSON (1) stellten im Falle von Erbsen exakte Berech-
nungen fiir den Einfluss des Radius auf die Lipoxygenase-
Restaktivitit an. Dabei ergab sich, dass kleine Differenzen in
den Abmessungen grosse Unterschiede in den Restaktivititen
bedingen kénnen. Bei Erbsen mit einem Durchmesser von 4,3
mm wurden nach 30 sec. Blanchieren bei 90°C noch 8% der
Ausgangsaktivitit, bei solchen von 5 mm Durchmesser da-
gegen noch 45% nachgewiesen.

Wir halten es daher fiir moglich, dass beim Spinat die Blatt-
stiele unter bestimmten Bedingungen die gesamte Restaktivitit
oder den grossten Teil davon enthalten, da die Temperatur-
durchdringung bei diesen eine weit lingere Zeit erfordert als
bei den wesentlich diinneren Blattspreiten. Die zur Erreichung
einer bestimmten Restaktivitdt erforderliche Temperaturein-
wirkung diirfte u.U. stark zu verringern sein, wenn man nur
die Blattspreiten verwenden konnte. Zur Ermittlung der Ver-
teilung der Peroxydase auf Blattspreiten und -stiele und der
in beiden Blatteilen nach der thermischen Behandlung noch
verbleibenden Restaktivitdten sind jedoch noch eingehende
Versuche erforderlich.

Aufgrund der geringen Unterschiede der z-Werte bei Friih-
jahrs- und Herbstspinat lasst sich schliessen, dass die An-
baubedingungen die Thermoresistenz der Peroxydase nur
wenig beeinflussen und es daher nicht erforderlich ist, die
Blanchierbedingungen den Anbaubedingungen entsprechend
zn modifizieren. Dies gilt allerdings zunichst nur fiir die hier
untersuchte Spinatsorte.
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