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E n z y m a t i s c h e r  Abbau von  P h o s p h o l i p i d e n  in 
gefrorener  Pe ters i l i e  

R. Duden und A. Scholz *) 

1 Einleitung 

Phosphol ip ide  geh6ren  ebenso  wie Galaktol ipide zu den pflanzl ichen 
Strukturl ipiden.  Beide sind in den  Ze l lmembranen  der  Blatt- und  Stfitzge- 
webe  lokalisiert. Trotz ihres relativ h o h e n  Gehaltes an essentiellen Fett- 
s~uren sind die St ruktur l ip ide  e rn~hrungsphys io log isch  prakt i sch  bedeu-  
tungslos,  da ihr Anteil  an der G e s a m t n a h r u n g  sehr gering ist. 

Anla• zur  genaueren  U n t e r s u c h u n g  geben  Phospho-  u n d  Galaktoli- 
pide u.a. wegen  der bei der Lage rung  ge t rockneter  und  gefrorener  
Gemilse  aus ihnen  en t s t ehenden  Abbauproduk te ,  die Vorl~ufer fiir die 
Bi ldung von  Aromas tof fen  oder  von  Off-flavor-Stoffen sein k6nnen.  

Als Ursache  ffir die Bi ldung sensor isch wi rksamer  Subs tanzen  wird 
vielfach eine Reakt ionsfolge a n g e n o m m e n ,  in deren Verlauf zun~ichst 
du rch  E inwi rkung  yon  Acylhydro lasen  freie Fet ts~uren v o m  Linols~ure- 
typ  entstehen,  die auf enzymat i schem Wege in Hydrope roxyd iens~uren  
u m g e w a n d e l t  werden.  Aus  diesen k 6 n n e n  dann  sensorisch hochwi rk same  
Carbonyl f ragmente  en t s tehen  (1-6). Der  Weg, auf dem dies geschieht ,  wird 
kont rovers  diskut ier t  (vgl. 3, 7, 8). A u c h  die Reduk t ion  der  intermedii~r 
en t s t ehenden  Hydroperoxydiens i iu ren  durch  Wassers tof fdonatoren  unter  
Mitwirkung von  Lipoperoxydase ,  wie sie y o n  H e i m a n n  und  Mi ta rbe i tem 
(9) bei Hafer  nachgewiesen  wurde,  ist denkbar .  

In  gef rorenen Peters i l ienbl~t tem w u r d e n  y o n  uns  geringe Mengen  
konjugier ter  Diene nachgewiesen,  was auf die En t s t ehung  yon  Hydroper -  
oxydiens~uren  hinweis t  (10). In  wesent l ich  grSBerem U m f a n g  werden  
Lipide jedoch un te r  Gef r ie rbed ingungen  durch  solche enzymat i schen  
Prozesse  ver~ndert ,  in deren Verlauf keine Fet ts~uren freigesetzt werden  - 
was bei der  Beur te i lung der  B e d e u t u n g  enzymat i scher  Prozesse  ffir die 
Off-flavor-Bildung in gef rorenen pflanzl ichen Materialien b isher  zu wenig  
beachte t  worden  ist: Aus Galaktol ipiden en ts tehen  bei der Gefrierlage- 
rung  un te r  dem Einflu/3 yon  Acyl t ransferasen haupts~chl ich Acyl-Galak- 
tolipide (11), aus Phospho l ip iden  durch  E inwi rkung  yon  Phosphol ipase  D 
Phospha t ids~ure  (12). 

N a c h d e m  wir den A b b a u  der  Galaktol ipide in gef rorenen Petersilien- 
b l~t tem bereits n~her beschr ieben  haben  (10), wird in dieser Arbei t  der 
Phospho l ip idabbau  in Abh~ngigkei t  yon  der  Lage rungs t empera tu r  unter-  
sucht.  

*) Herrn Professor Dr. Werner Heimann zum 70. Geburtstag gewidmet. 
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2 Material  und Methoden  

2.1 Vorbereitung der Proben und Lagerung 

Im Handel  bezogene Petersilie wurde gewaschen, yon groben Stengeln befreit, 
in Plastikbeuteln in flaeher Sehieht  verpaekt, bei -50  ~ gefroren und bei -12, -18, 
-24, -32  und -50~ eingelagert. 

Nach den jeweiligen Lagerungszeiten wurden die Abbaureaktionen durch 
Umlagern naeh -50~ gestoppt und die Proben bei dieser Temperatur  bis zur 
Extrakt ion aufbewahrt. 

2.2 Extrakfion 

Jeweils  1 g der gefrorenen, bei -18  ~ gemahlenen Petersi l ienproben wurde mit 
10 ml  Chloroform/Athanol 1:2 fibergossen und 30 min  bei Raumtempera tur  gerfihrt. 
Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand am Rotat ionsverdampfer zur Trok- 
kene gebracht, der Rdckstand in I ml Chloroform aufgenommen und die L6sung in 
Schraubdeckelglfischen mit teflonbeschichteter  Dichtung aufbewahrt. 

2.3 Di~nnsehiehtchromatographie 

Die Trennung der Lipide erfolgte auf 20 x 20-em-K_ieselgel-Fertigplatten (Merck, 
Kieselgel 60, ohne Fluoreszenzindikator). FlieBmittel: Chloroform/Methanol/7 n- 
Ammoniumhydroxyd  60:35:5; Kammers/ittigung. 

2.4 Phosphorbest immung 

Die Fleeken wurden naeh dern Siehtbarmachen mit  Joddampf  und Anfeuehten 
der Sehieht  abgekratzt und die Proben ohne Abtrennung des Kieselgels veraseht. 

Hierzu wurden sie mit  jeweils 1 ml einer Misehung aus 10n-Schwefels~ure, 
0,1 m-Perjods~iure und 95%igem Athanol (3:1:6) 45 rain auf dem siedenden Wasser- 
bad erhitzt (13). Die Mischungen wurden mit  2,5 ml Wasser verdfinnt, mit  0,5 ml 
einer 10%igen Ammoniummolybdat l6sung versetzt  und zur Extrakt ion des ent- 
standenen Phosphormolybd~ns~urekomplexes mit 3 ml Benzol/Butanol 1:1 15 s 
kr~ftig gesch/2ttelt (14)1). Nach dem Trennen der Phasen durch Zentrifugieren 
wurden 2 ml yon der organischen Phase mit 3 ml einer 3,2%igen methanolischen 
Schwefels~urelSsung verdi innt  und mit 0,5 ml Zinnchloridl6sung versetzt (Blauf~r- 
bung). 

Die Zinneb/oridl6sung wurde t~ghch friseh dureh Verd~nnen von 0,1 ml  einer 
Standardl6sung (1 g SnC12 in 2,5 ml konz. HC1) mit 4 ml i nH2SO 4 bereitet. 

Die Messung erfolgte bei 740 nm gegen eine Blindprobe; diese wurde dadureh 
erhalten, dab eine substanzfreie Kieselgelzone yon ad~iquater Gr6i3e der Ver- 
asehungs- und Extrakt ionsprozedur unterworfen wurde. Die Bereehnung des 
P-Gehaltes erfolgte mit  Hilfe einer Eiehkurve, die mit definierten Mengen Dina- 
t r ium-hydrogenphosphat  erstellt wurde. Das Phosphat  wurde dazu der Ver- 
aschungsprozedur in Gegenwart  yon Kieselgel unterworfen und wie die Phospholi- 
pide weiterbehandelt .  

3 Ergebnisse  

In  A b b i l d u n g  1 i s t  e in  D f i n n s c h i c h t c h r o m a t o g r a m m  v o n  L i p i d e x t r a k -  
t e n  aus  P e t e r s i l i e n p r o b e n ,  d i e  3 T a g e  be i  v e r s c h i e d e n e n  T e m p e r a t u r e n  
g e l a g e r t  w o r d e n  w a r e n ,  da rges t e l l t .  D i e  L i p i d e  w u r d e n  d u r c h  i h r e  Rf- 
W e r t e  in  v e r s c h i e d e n e n  F l i e B m i t t e l n  s o w i e  d u r c h  S t a n d a r d - F a r b r e a k t i o -  
n e n  iden t i f i z i e r t .  Ff i r  d ie  P h o s p h a t i d s ~ u r e  i s t  d e r  g roBe  U n t e r s c h i e d  d e r  

1) Benzol kann durch Toluol ersetzt werden, wie inzwischen durchgefdhrte 
Untersuchungen ergaben. 
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Abb. 1. Dfinnschichtchromatogramm von Lipidextrakten gefrorener, unblanchier- 
ter Petersilie nach 3t~giger Lagerung bei -12, -18, -24, -32 und -50 ~ (yon links 
nach rechts). FlieJ3mittel: Chloroform/Methanol 7 n-Ammoniumhydroxyd 60:35:5 

Sichtbarmachung: Phosphat-Sprfihreagens 
P: Pigmente 
PG: Phosphatidylglycerin 
PE: Phosphatidyl-ethanolamin (Kephalin) 
PC: Phosphatidylcholin (Lecithin) 
PS: Phosphatidylserin 
PA: Phosphatids~ure 

Rf-Werte in sauren und  alkal ischen Flief~mitteln charakteris t isch:  Der  Rf- 
Wert in dem hier ve rwende ten  FlieJ3mittel betr~gt 0,2, w~hrend mit  Chlo- 
roform/Methanol /Eisessig/Wasser  85:25:15:3 ein Wert yon  0,8 gemessen  
wurde  (vgl. 15 und  16). 

Man sieht, dab  schon  bei -18~  ein wei tgehender  A b b a u  der  Phos-  
phol ipide e ingetreten ist und  dab sich gleichzeitig en t sp rechende  Mengen 
an Phospha t ids~ure  gebildet  haben.  Auch  bei - 32  ~ ist noch  eine gering- 
fiigige Bi ldung von  Phospha t ids~ure  zu erkennen.  Die rechte  Flecken-  
reihe gibt den nat iven Zus tand  wieder, da bei dieser Tempera tu r  ( -50  ~ 
keine Lage rungsve r~nde rungen  eintreten. 

In Abb i ldung  2 (oben) ist der  Lec i th inabbau  graphisch  dargestellt.  Die 
A b b a u k u r v e n  ver laufen bei allen Tempera tu ren  nach  anf~nglich steilem 
Abfall bereits nach  wenigen  Tagen ann~hernd parallel zur Zei tachse - 
d.h.,  der  A b b a u  k o m m t  je nach  der Lage rungs t empera tu r  auf hSheren  
oder niedr igeren Niveaus prakt isch  vollst~ndig zum Stillstand. 

Die Kurven  fCtr die Bi ldung der Phospha t ids~ure  (Abb. 2, unten)  ver- 
laufen ziemlich genau  spiegelbildlich zu den Lec i th inabbau-Kurven ,  
woraus  sich der  unmi t te lbare  Bezug der  beiden Reak t ionen  zue inander  
ergibt. 
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De r  L e c i t h i n a b b a u  ist  be i  a l l en  T e m p e r a t u r e n  n a c h  ca. 1 W oc he  prak-  
t i s eh  a b g e s e h l o s s e n .  N a e h  d ie se r  Ze i t  s i n d  be i  - 1 2  ~ n u r  n o e h  e twa  16 % 
des  u r s p r i i n g l i e h  v o r h a n d e n e n  L e e i t h i n s / 5 b r i g ;  be i  - 18 ~ s i n d  es n o e h  ea. 
25, be i  - 2 4 ~  ca. 43 u n d  be i  - 3 2 ~  ca. 82 %. 
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Abb. 2. Zeitverlaufskurven des Lecithinabbaus (oben) und der Phosphatidsfiurebil- 
dung (unten) in unblanchier ter  tiefgefrot~ner Petersilie bei verschiedenen Tem- 

peraturen. 
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4 D i s k u s s i o n  

Die L e c i t h i n a b b a u - K u r v e n  lassen e rkennen ,  dab  auch  un te r  praxisf ib-  
l ichen G e f r i e r l a g e r u n g s b e d i n g u n g e n  in Peters i l ie  noch  E n z y m r e a k t i o n e n  
mi t  be t r~cht l icher  G es chwi nd i gke i t  ab laufen  kSnnen.  Die  P h o s p h o l i p a s e  
D entfa l te t  dabe i  eine b e s o n d e r s  hohe  Aktivit~t;  diese ist u m  e twa  das  
10fache gr6Ber als die Aktivi t~t  der  den  Ga l ak t o l i p idabbau  b e w i r k e n d e n  
Acy l t r ans fe ra sen  (vgl. 11). Die R e a k t i o n e n  w e r d e n  o f fenbar  du rch  die 
Gef r i e r sch~digung  der  Z e l l m e m b r a n e n  ausgel6st .  ( Im  Gegensa t z  zur  
Gef r i e r l age rung  b le iben  nach  uns e r en  B e o b a c h t u n g e n  die P h o s p h o l i p i d e  
bei  Kf ih l lagerung  [+5 ~ f iber Wochen  unve r~nde r t  erhalten.)  

Die  D o m i n a n z  der  Phospho l ipase -D-  u n d  A c y l t r a n s f e r a s e w i r k u n g e n  
bei  den  L i p i d a b b a u v o r g ~ n g e n  l~Bt Zweife l  a u f k o m m e n ,  ob d e m  e ingangs  
e r w ~ h n t e n  l ipo ly t i sch -oxyda t iven  A b b a u m e c h a n i s m u s  auch  in gefrore-  
nen  B l a t t g e w e b e n  B e d e u t u n g  z u k o m m t .  Mit d e m  Nachwe i s  der  Phospha -  
t ids~ure  u n d  d e m  6-Acyl -monoga lak tosy ld ig lycer id  als den  haupts~chl i -  
chen  A b b a u p r o d u k t e n  der  P h o s p h o -  bzw. Ga lak to l ip ide  ist a l lerdings  die 
M6gl ichke i t  n ich t  ausgesch lossen ,  daB in g e r i n g e m  U m f a n g  auch  Fet ts~u-  
ren  aus  den  na t iven  L ip iden  abgespa l t en  u n d  f iber  die Bi ldung  yon  
H y d r o p e r o x y d e n  in sensor i sch  w i r k s a m e  S u b s t a n z e n  u m g e w a n d e l t  wer-  
den. Trotz  der  ge r ingen  U m s a t z m e n g e n  kS nn t en  solche  Reak t ions fo lgen  
im Hinb l i ck  auf  ihre sensor i schen  W i r k u n g e n  v o n  Be lang  sein, da  die 
G e s c h m a c k s s c h w e l l e n w e r t e  der  R e a k t i o n s p r o d u k t e  im  p p b - B e r e i c h  lie- 
gen  k 6 n n e n  (17). U m  diese  F rage  zu kl~iren, w~ire es j edoch  erforderl ich,  
e n t s p r e c h e n d e  C a r b o n y l v e r b i n d u n g e n  in den  gef r ie rge lager ten  P r o d u k -  
ten  d i rek t  nachzuweisen .  

DaB die A b b a u r e a k t i o n e n  bere i t s  nach  wen i gen  Tagen  auf b e s t i m m t e n ,  
du rch  die L a g e r u n g s t e m p e r a t u r  g e g e b e n e n  Niveaus  z u m  St iUstand k o m -  
men ,  h~ngt  mSgl icherweise  dami t  z u s a m m e n ,  dab  die Mobili t~t  der  Reak-  
t i onspa r tne r  m i t  s i n k e n d e r  T e m p e r a t u r  als Folge  der  i m m e r  wel te r  einge- 
eng t en  Bere iche  flflssiger P h a s e n  in z u n e h m e n d e m  MaBe e ingeschr~nk t  
wird. So sind in Obst-  und  Gemfises~f ten  bei - 18~  noch  e twa  8 %, bei  
- 3 2  ~ nu r  noch  4 % des i n s g e s a m t  v o r h a n d e n e n  Wassers  n ich t  kristalli-  
s iert  (18), s t ehen  also ffir Di f fus ionsprozesse  noch  zur Verff igung.  Anga-  
ben  f iber den  Antei l  flfissiger P h a s e n  in B l a t t g e w e b e n  l iegen uns  nicht  vor  
- j edoch  k a n n  auch  bei  d iesen  d a v o n  a u s g e g a n g e n  werden ,  dab  bis he r ab  
zu sehr  t iefen T e m p e r a t u r e n  b e s t i m m t e  Antei le  des  G e s a m t w a s s e r s  n icht  
ausge f ro ren  s ind u n d  somi t  den  Ablauf  e n z y m a t i s c h e r  R e a k t i o n e n  in 
e i n g e s c h r ~ n k t e m  MaBe zulassen.  

Wollte m a n  die A b b a u r e a k t i o n e n  du rch  A b s e n k u n g  der  Lage rungs -  
t e m p e r a t u r  un te rb inden ,  w~ren  hierzu T e m p e r a t u r e n  un t e r  - 3 2  ~ erfor-  
derlich,  die s ich in de r  P rax i s  n ich t  real is ieren lieBen. Wie sensor i sche  
U n t e r s u c h u n g e n  ergaben,  bee in f lussen  die bei - 2 4  ~ noch  s t a t t f i ndenden  
U m s e t z u n g e n  die sensor i sche  Qualit~t  der  Peters i l ie  auch  bei  Lage rungs -  
pe r ioden  von  e twa  e inem J a h r  h6chs t ens  in u n b e d e u t e n d e m  MaBe (11). 
A u c h  diese T e m p e r a t u r  k a n n  j cdoch  aus  Gr f inden  tier E n e r g i e e i n s p a r u n g  
nicht  e m p f o h l e n  werden .  

Bei  - 1 8  ~ ve r sch l ech t e r t  sich die sensor i sche  Quaht~t  schon  nach  2 
Mona t en  deut l ich  (11). U n b l a n c h i e r t  e ingef rorene  Peters i l ie  soll te dahe r  
nu r  kurzfr is t ig  ge lager t  werden .  Durch  B lanch ie ren  (1 m i n  in s i e d e n d e m  
Wasser)  k a n n  m a n  den  L i p i d a b b a u  ebenso  wie  andere ,  mSgl icherweise  
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q u a l i t ~ t s v e r s c h l e c h t e r n d e  E n z y m r e a k t i o n e n  u n t e r b i n d e n .  A u f  d i e s e  
W e i s e  l a s s e n  s i c h  l~ingere L a g e r u n g s z e i t e n  e r r e i c h e n ,  o h n e  da/3 d a d u r c h  
d ie  s e n s o r i s c h e n  E i g e n s c h a f t e n  d e r  P e t e r s i l i e  w e s e n t l i c h  b e e i n t r ~ c h t i g t  
w e r d e n .  

Zusammenfassung  

In nichtblanchierter  gef rorener  Petersilie werden die Phospholipide mit 
betr~ichtlicher Geschwindigkeit  durch Phospholipase D abgebaut. Die Abbaureak- 
t ionen kommen  jedoch bereits nach wenigen Tagen zum Stillstand, wobei je nach 
der Temperatur  mehr  oder weniger groi]e Restmengen an unver~inderten Lipiden 
zuriickbleiben. Bei -12~ sind dies ca. 16 %, bei -18~ ca. 25, bei -24~ ca. 43 und 
bei -32 ~ ca. 82 %. 

Die Bedeutung der Lipidabbaureaktionen ffir die bei der Gefrierlagerung eintre- 
tende Qualit~tsverschlechterung wird diskutiert. 

Summary 

In non-blanched deep-frozen parsley, the phospholipids are rapidly decomposed 
by phospholipase D. However,  the degradation reactions stop already after a few 
days, with varying quantities of unchanged lipids remaining depending on the 
temperature.  At -12~ approx. 16 % are retained, at -180C approx. 25 %, at -24~ 
approx. 43 % and at -32  ~ approx. 82 %. 

The importance of the lipid-degradation reactions for the quality loss during 
frozen storage is discussed. 

Schli~sselwfSrter: Petersilie, Gefrierlagerung, Lecithin, Phosphatids~ure, Phos- 
pholipase D 
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