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1 Einleitung

Phospholipide gehéren ebenso wie Galaktolipide zu den pflanzlichen
Strukturlipiden. Beide sind in den Zellmembranen der Blatt- und Stiitzge-
webe lokalisiert. Trotz ihres relativ hohen Gehaltes an essentiellen Fett-
séuren sind die Strukturlipide ernihrungsphysiologisch praktisch bedeu-
tungslos, da ihr Anteil an der Gesamtnahrung sehr gering ist.

Anlaf3 zur genaueren Untersuchung geben Phospho- und Galaktoli- .
pide u.a. wegen der bei der Lagerung getrockneter und gefrorener
Gemuse aus ihnen entstehenden Abbauprodukte, die Vorlaufer fiir die
Bildung von Aromastoffen oder von Off-flavor-Stoffen sein kénnen.

Als Ursache fiir die Bildung sensorisch wirksamer Substanzen wird
vielfach eine Reaktionsfolge angenommen, in deren Verlauf zunachst
durch Einwirkung von Acylhydrolasen freie Fettsduren vom Linolsiure-
typ entstehen, die auf enzymatischem Wege in Hydroperoxydiensiuren
umgewandelt werden. Aus diesen kénnen dann sensorisch hochwirksame
Carbonylfragmente entstehen (1-6). Der Weg, auf dem dies geschieht, wird
kontrovers diskutiert (vgl. 3, 7, 8). Auch die Reduktion der intermediir
entstehenden Hydroperoxydiensduren durch Wasserstoffdonatoren unter
Mitwirkung von Lipoperoxydase, wie sie von Heimann und Mitarbeitern
(9) bei Hafer nachgewiesen wurde, ist denkbar.

In gefrorenen Petersilienblittern wurden von uns geringe Mengen
konjugierter Diene nachgewiesen, was auf die Entstehung von Hydroper-
oxydiensiuren hinweist (10). In wesentlich groBerem Umfang werden
Lipide jedoch unter Gefrierbedingungen durch solche enzymatischen
Prozesse verandert, in deren Verlauf keine Fettsauren freigesetzt werden —
was bei der Beurteilung der Bedeutung enzymatischer Prozesse fiir die
Off-flavor-Bildung in gefrorenen pflanzlichen Materialien bisher zu wenig
beachtet worden ist: Aus Galaktolipiden entstehen bei der Gefrierlage-
rung unter dem Einfluf3 von Acyltransferasen hauptsiachlich Acyl-Galak-
tolipide (11), aus Phospholipiden durch Einwirkung von Phospholipase D
Phosphatidsiure (12).

Nachdem wir den Abbau der Galaktolipide in gefrorenen Petersilien-
blattern bereits niher beschrieben haben (10), wird in dieser Arbeit der
Phospholipidabbau in Abhéngigkeit von der Lagerungstemperatur 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, von groben Stengeln befreit,
in Plastikbeuteln in flacher Schicht verpackt, bei —50°C gefroren und bei —12, —18,
—24, -32 und —50°C eingelagert.

Nach den jeweiligen Lagerungszeiten wurden die Abbaureaktionen durch
Umlagern nach —50°C gestoppt und die Proben bei dieser Temperatur bis zur
Extraktion aufbewahrt.

2.2 Extraktion

Jeweils 1 g der gefrorenen, bei —18°C gemahlenen Petersilienproben wurde mit
10 ml Chloroform/Athanol 1:2 iibergossen und 30 min bei Raumtemperatur geriihrt.
Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand am Rotationsverdampfer zur Trok-
kene gebracht, der Riickstand in 1 ml Chloroform aufgenommen und die Losung in
Schraubdeckelglischen mit teflonbeschichteter Dichtung aufbewahrt.

2.3 Diinnschichtchromatographie

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

2.4 Phosphorbestimmung

Die Flecken wurden nach dem Sichtbarmachen mit Joddampf und Anfeuchten
der Schicht abgekratzt und die Proben ohne Abtrennung des Kieselgels verascht.

Hierzu wurden sie mit jeweils 1 ml einer Mischung aus 10n-Schwefelsiure,
0,1 m-Perjodsédure und 95%igem Athanol (3:1:6) 45 min auf dem siedenden Wasser-
bad erhitzt (13). Die Mischungen wurden mit 2,5 ml Wasser verdiinnt, mit 0,5 ml
einer 10%igen Ammoniummolybdatldsung versetzt und zur Extraktion des ent-
standenen Phosphormolybdinsaurekomplexes mit 3 ml Benzol/Butanol 1:1 15 s
kraftig geschiittelt (14)!). Nach dem Trennen der Phasen durch Zentrifugieren
wurden 2 ml von der organischen Phase mit 3 ml einer 3,2%igen methanolischen
Schwefelsaurelosung verdinnt und mit 0,5 ml Zinnchloridldsung versetzt (Blaufar-
bung).

Die Zinnchloridlésung wurde tiglich frisch durch Verdiinnen von 0,1 ml einer
Standardlésung (1 g SnCl; in 2,5 ml konz. HC1) mit 4 ml 1 nH,SO, bereitet.

Die Messung erfolgte bei 740 nm gegen eine Blindprobe; diese wurde dadurch
erhalten, dafl eine substanzfreie Kieselgelzone von adiquater GréBe der Ver-
aschungs- und Extraktionsprozedur unterworfen wurde. Die Berechnung des
P-Gehaltes erfolgte mit Hilfe einer Eichkurve, die mit definierten Mengen Dina-
trium-hydrogenphosphat erstellt wurde. Das Phosphat wurde dazu der Ver-
aschungsprozedur in Gegenwart von Kieselgel unterworfen und wie die Phospholi-
pide weiterbehandelt.

3 Ergebnisse

In Abbildung 1 ist ein Diinnschichtchromatogramm von Lipidextrak-
ten aus Petersilienproben, die 3 Tage bei verschiedenen Temperaturen
gelagert worden waren, dargestellt. Die Lipide wurden durch ihre Rf-
Werte in verschiedenen Fliefimitteln sowie durch Standard-Farbreaktio-
nen identifiziert. Fir die Phosphatidsiure ist der grofie Unterschied der

!y Benzol kann durch Toluol ersetzt werden, wie inzwischen durchgefiithrte
Untersuchungen ergaben.
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Abb. 1. Dinnschichtchromatogramm von Lipidextrakten gefrorener, unblanchier-
ter Petersilie nach 3tigiger Lagerung bei —12, —18, —24, —32 und —50°C (von links
nach rechts). FlieBmittel: Chloroform/Methanol 7 n-Ammoniumhydroxyd 60:35:5
Sichtbarmachung: Phosphat-Sprithreagens

P: Pigmente

PG: Phosphatidylglycerin

PE: Phosphatidyl-ethanolamin (Kephalin)

PC: Phosphatidylcholin (Lecithin)

PS: Phosphatidylserin

PA: Phosphatidsiure

Rf-Werte in sauren und alkalischen FlieBmitteln charakteristisch: Der Rf-
Wert in dem hier verwendeten FlieBmittel betrigt 0,2, wahrend mit Chlo-
roform/Methanol/Eisessig/Wasser 85:25:15:3 ein Wert von 0,8 gemessen
wurde (vgl. 15 und 16).

Man sieht, daB3 schon bei —18°C ein weitgehender Abbau der Phos-
pholipide eingetreten ist und daf sich gleichzeitig entsprechende Mengen
an Phosphatidsiaure gebildet haben. Auch bei —32°C ist noch eine gering-
fiigige Bildung von Phosphatidsidure zu erkennen. Die rechte Flecken-
reihe gibt den nativen Zustand wieder, da bei dieser Temperatur (—50°C)
keine Lagerungsverianderungen eintreten.

In Abbildung 2 (oben) ist der Lecithinabbau graphisch dargestellt. Die
Abbaukurven verlaufen bei allen Temperaturen nach anfanglich steilem
Abfall bereits nach wenigen Tagen anndhernd parallel zur Zeitachse -
d.h., der Abbau kommt je nach der Lagerungstemperatur auf hdoheren
oder niedrigeren Niveaus praktisch vollstindig zum Stillstand.

Die Kurven fiur die Bildung der Phosphatidsaure (Abb. 2, unten) ver-
laufen ziemlich genau spiegelbildlich zu den Lecithinabbau-Kurven,
woraus sich der unmittelbare Bezug der beiden Reaktionen zueinander
ergibt.
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Der Lecithinabbau ist bei allen Temperaturen nach ca. 1 Woche prak-
tisch abgeschlossen. Nach dieser Zeit sind bei —12°C nur noch etwa 16 %
des urspriinglich vorhandenen Lecithins ibrig; bei —18°C sind es noch ca.
25, bel —24°C ca. 43 und bei —32°C ca. 82 %.

pg Lecithin

é![‘ i‘rSO‘C ?,.,

80
70
60 < <o
50 1
\{

¢ o532 (:§
40}
IS
30+ .
20} A oo LA
-12°C
1wk 1 R i
i i i H ] i i i i 7 b
2 “ 10 12 1% 16 18 20 22 " 28 4 35
Tage
@ 4 ~12°C
:’.‘! w.— ________________________
g a T T TE I U
= T -18°C
2 7t
[~ -
8
-
o g0t -
~ 80 é e
e b L —————— T T At
50 |
40H @
<o -32°C
304 Lo <
(o3
20
=50
[a] o Rl * B
10+
i i i 3 ] i i i ] IIII""L"""""“J".’
2 4 10 12 1% 16 18 20 22 F: ] 35
Tage

Abb. 2. Zeitverlaufskurven des Lecithinabbaus (oben) und der Phosphatidsiurebil-
dung (unten) in unblanchierter tiefgefrorener Petersilie bei verschiedenen Tem-

peraturen.
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4 Diskussion

Die Lecithinabbau-Kurven lassen erkennen, daf auch unter praxisiib-
lichen Gefrierlagerungsbedingungen in Petersilie noch Enzymreaktionen
mit betrachtlicher Geschwindigkeit ablaufen kénnen. Die Phospholipase
D entfaltet dabei eine besonders hohe Aktivitat; diese ist um etwa das
10fache gréBer als die Aktivitat der den Galaktolipidabbau bewirkenden
Acyltransferasen (vgl. 11). Die Reaktionen werden offenbar durch die
Gefrierschidigung der Zellmembranen ausgelost. (Im Gegensatz zur
Gefrierlagerung bleiben nach unseren Beobachtungen die Phospholipide
bei Kihllagerung [+5 °C] iber Wochen unverandert erhalten.)

Die Dominanz der Phospholipase-D- und Acyltransferasewirkungen
bei den Lipidabbauvorgéngen laf3t Zweifel aufkommen, ob dem eingangs
erwiahnten lipolytisch-oxydativen Abbaumechanismus auch in gefrore-
nen Blattgeweben Bedeutung zukommt. Mit dem Nachweis der Phospha-
tidsaure und dem 6-Acyl-monogalaktosyldiglycerid als den hauptsichli-
chen Abbauprodukten der Phospho- bzw. Galaktolipide ist allerdings die
Moglichkeit nicht ausgeschlossen, daf} in geringem Umfang auch Fettsau-
ren aus den nativen Lipiden abgespalten und tber die Bildung von
Hydroperoxyden in sensorisch wirksame Substanzen umgewandelt wer-
den. Trotz der geringen Umsatzmengen kénnten solche Reaktionsfolgen
im Hinblick auf ihre sensorischen Wirkungen von Belang sein, da die
Geschmacksschwellenwerte der Reaktionsprodukte im ppb-Bereich lie-
gen koénnen (17). Um diese Frage zu kldaren, wire es jedoch erforderlich,
entsprechende Carbonylverbindungen in den gefriergelagerten Produk-
ten direkt nachzuweisen.

DaB die Abbaureaktionen bereits nach wenigen Tagen auf bestimmten,
durch die Lagerungstemperatur gegebenen Niveaus zum Stillstand kom-
men, hangt moglicherweise damit zusammen, daf} die Mobilitit der Reak-
tionspartner mit sinkender Temperatur als Folge der immer weiter einge-
engten Bereiche flissiger Phasen in zunehmendem MaBe eingeschriankt
wird. So sind in Obst- und Gemiisesiften bei —18°C noch etwa 8 %, bei
—32°C nur noch 4 % des insgesamt vorhandenen Wassers nicht kristalli-
siert (18), stehen also fiir Diffusionsprozesse noch zur Verfugung. Anga-
ben tiber den Anteil flissiger Phasen in Blattgeweben liegen uns nicht vor
- jedoch kann auch bei diesen davon ausgegangen werden, daf} bis herab
zu sehr tiefen Temperaturen bestimmte Anteile des Gesamtwassers nicht
ausgefroren sind und somit den Ablauf enzymatischer Reaktionen in
eingeschrinktem MaBe zulassen.

Wollte man die Abbaureaktionen durch Absenkung der Lagerungs-
temperatur unterbinden, wiren hierzu Temperaturen unter —32°C erfor-
derlich, die sich in der Praxis nicht realisieren lieBen. Wie sensorische
Untersuchungen ergaben, beeinflussen die bei —24 °C noch stattfindenden
Umsetzungen die sensorische Qualitat der Petersilie auch bei Lagerungs-
perioden von etwa einem Jahr hiéchstens in unbedeutendem Malke (11).
Auch diese Temperatur kann jedoch aus Griinden der Energieeinsparung
nicht empfohlen werden.

Bei —18°C verschlechtert sich die sensorische Qualitét schon nach 2
Monaten deutlich (11). Unblanchiert eingefrorene Petersilie sollte daher
nur kurzfristig gelagert werden. Durch Blanchieren (1 min in siedendem
Wasser) kann man den Lipidabbau ebenso wie andere, moglicherweise
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gualitdtsverschlechternde Enzymreaktionen unterbinden. Auf diese
Weise lassen sich ldngere Lagerungszeiten erreichen, ochne dal3 dadurch
die sensorischen Eigenschaften der Petersilie wesentlich beeintriachtigt
werden.

Zusammenfassung

In nichtblanchierter gefrorener Petersilie werden die Phospholipide mit
betrichtlicher Geschwindigkeit durch Phospholipase D abgebaut. Die Abbaureak-
tionen kommen jedoch bereits nach wenigen Tagen zum Stillstand, wobei je nach
der Temperatur mehr oder weniger grofie Restmengen an unverinderten Lipiden
zuriickbleiben. Bei —12°C sind dies ca. 16 %, bei —18°C ca. 25, bei —24°C ca. 43 und
beit ~32°C ca. 82 %.

Die Bedeutung der Lipidabbaureaktionen fiir die bei der Gefrierlagerung eintre-
tende Qualitdtsverschlechterung 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°C approx. 16 % are retained, at —18°C approx. 25 %, at —24°C
approx. 43 % and at —32°C approx. 82 %.

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

Schliisselworter: Petersilie, Gefrierlagerung, Lecithin, Phosphatidsdure, Phos-
pholipase D
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