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Einleitung 

Die primären Ursachen des Keimfähigkeitsverlustes von Ka
kaosamen infolge Trocknung und Kühlung sind weiterhin un
geklärt. Bisherige Arbeiten konnten bereits die Existenz kriti
scher Grenzwerte bzgl. der Temperatur sowie der Samenhy
dratation mit Werten von 10 - 12 °C bzw. 17 - 19 % nachwei
sen ( R ü h I et al. 1988, 1989a ). 

Durch Exsudationsexperimente sowie die Betrachtung der 
Ultrastruktur der Samenorgane von Kakaosamen im Verlaufe 
der Kühlung und Dehydratation konnte gezeigt werden, daß 
die Keimblätter den primären Ort einer Schädigung infolge 
dieser Behandlungsarten darstellen ( R ü h I et al. 1988, 
1989b). Kühlung sowie Entwässerung der Samen führte in 
diesen Kotyledonen zu einer irreversiblen Veränderung der 
subzellulären Struktur der Speicherparenchymzellen. 

Dabei scheint der Fusion der Lipidkörper in diesen Spei
cherparenchymzellen eine entscheidende Rolle beim Keimfä
higkeitsverlust von Kakaosamen beigemessen werden zu 
müssen ( R ü h I und B i e h 1 1989 ). 

Zur Erhärtung dieses Befundes wurden die Lipidkörper aus 
den Zellen dieses Gewebes isoliert und ihre Stabilität in Sus
pension im Vergleich zu orthodoxen Erdnußsamen unter
sucht. Die Ergebnisse dieser Versuchsanstellung werden in 
dieser Arbeit präsentiert. 

1 Material und Methoden 

1.1 Samenmaterial 

Reife sowie vorreife Kakaofrüchte wurden vom Centro 
Agronomico Tropical de Investigation y Ensenanza ( CATIE ) 
in Turrialba, Costa Rica, bezogen. 

Fast alle Experimente mit Kakaosamen wurden an Früchten 
des Klons UF 613 durchgeführt. Für einige Untersuchungen 
wurden Früchte bekannten Entwicklungsalters ( Handbestäu
bung ) verwendet. 

Die Kakaofrüchte wurden sofort nach der Ernte per Luft
fracht versandt und konnten so 4 - 7 Tage nach der Ernte ver
arbeitet werden. 

Frische Erdnußsamen ( Sorte V 13) für Vergleichszwecke 
wurden vom Malaysian Agricultural Research and Develop
ment Institute ( Mardi ), Serdang, Malaysia, zur Verfügung ge
stellt. 
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1.2 Keimung 

Die Samen von Theobroma cacao wurden nach dem Entfer
nen aus den Früchten von der anhaftenden Pulpa sowie der 
Testa befreit und auf angefeuchtetem Filterpapier in Petri
schalen bei 30 °C zum Keimen ausgelegt. 

Ein Kakaosame galt als keimfähig, wenn er nach einem nor
malen Keimwurzelwachstum beim Aufbrechen der Keimblät
ter nach ca. 7 - 14 Tagen eine gesunde Sproßachse zeigte. 

1.3 Kühlung 

Die Kühlung erfolgte durch Einbringen der Samen in eine 
auf eine definierte Temperatur vorgekühlte, annähernd mit 
den Samen isotonische wäßrige PEG 4000- Lösung, um mög
lichst schnell unter Ausschluß von Einquellvorgängen die ge
wünschte Temperatur zu erreichen. Auch hierfür wurden die 
Samen vor der Behandlung aller sie umgebenden Hüllstruktu
ren ( Fruchtwand, Samenschale ) entledigt. 

1.4 Ermittlung der Samenhydratation 

Zu diesem Zwecke wurden die Samen bis zur Gewichts
konstanz im Trockenschrank auf 110 °C erhitzt. Generell trat 
nach 24 Stunden bei dieser Temperatur kein weiterer Ge
wichtsverlust ein. Der Wassergehalt ist, wenn nicht anders 
vermerkt, auf Frischgewichtsbasis ( %H20/Frischgewicht) an
gegeben. 

1.5 Lipidkörperisolierung 

Verwendet wurden frische, ungekeimte Samen nach Entfer
nung der Samenschale und Keimachse. Es wurden folgende 
Methoden verglichen: 

a) 4 - 5 Kotyledonenpaare ( ca. 9 g ) wurden in Anlehnung 
an Passern ( 1979 ) unter stetiger Begasung mit nachgereinig
tem Stickstoff in 20 ml Isolationsmedium mit einem Braun
Messerhomogenisator 2 x 15 Sekunden bei Zimmertempera
tur homogenisiert. Das hypertonische Isolationsmedium hatte 
folgende Zusammensetzung: 0,45 Wl Saccharose, 0,32 mWl 
EDTA ( Natriumsalz ), 10 mWl Natriumascorbat, 10 mWI 
Tricin, 6,83 mWI Thioglycolsäure und 1 % ( g/v ) Polyvinyl
pyrrolidon gelöst in Aqua dest. und eingestellt auf pH 7,2 mit 
0, 1 N Na OH. Das Homogenat wurde 30 Minuten bei 
30000 x g zentrifugiert und die an der Oberfläche abgelagerte 
Fettschicht in frischem Isolationsmedium resuspendiert. Diese 
Suspension wurde mit Lösungen überschichtet, die sich nur 
hinsichtlich ihres Saccharosegehaltes ( 0,25 Wl; 0,125 Wl ) 
vom Isolationsmedium unterschieden. Nach erneuter Zentri
fugation ( 30 min 30000 x g ) wurde dieser Reinigungsschritt 
wiederholt. 
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b) wie a, jedoch fehlte dem Isolationsmedium Polyvinylpyr
rolidon. 

c) 4 - 5 Kotyledonenpaare ( ca. 9 g ) wurden in 20 ml einer 
0,5 M NaCI-Lösung ( in 50 mM Tris-HCl-Puffer + 6,83 mM Thi
oglycolsäure, pH 7,2 ) eine Minute lang mit einem Braun
Messerhomogenisator zerkleinert. Das Homogenat wurde 
durch vier Lagen Baumwolltuch filtriert und bei Zimmertem
peratur 30 Minuten lang mit 30000 x g zentrifugiert. Die cremi
ge Fettschicht des oberen Teils des Zentrifugenbechers wurde 
mit einem Spatel entfernt und in frischem Homogenisations
medium resuspendiert vor erneuter Zentrifugation bei 
30000 x g für die Zeitspanne von 30 Minuten. Die Rehomoge
nisation und folgende Zentrifugation wurde 2 weitere Male 
wiederholt. Das so erhaltene Fett stellte die gewaschene Lipid
körperfraktion dar. 

d) 4 - 5 Kotyledonenpaare ( ca. 9 g ) wurden in 15 ml 
Medium ( 0,5 M Saccharose, 0,07 M TRIS, 0,004 M EDTA, 6,83 
mM Thioglycolsäure, pH 7,3 ) eine Minute lang im Braun
Messerhomogenisator homogenisiert und das Homogenat 
durch vier Lagen Baumwolltuch filtriert. Das Filtrat wurde an
schließend einer 15-rninütigen Zentrifugation bei 20000 x g 
unterworfen, die Fettschicht vorn oberen Teil des Zentrifugen
bechers mit einem Spatel entfernt und im Verhältnis 1:20 in 
0,5 M Saccharoselösung resuspendiert. Es folgte eine erneute 
Zentrifugation ( 20 Minuten bei 28000 x g ) und die diesmal 
erhaltene Fettschicht wurde nach dem Resuspendieren in 0,5 
M Saccharoselösung ( 1:5) als Lipidkörperfraktion bezeichnet. 

e,f) Diese Aufarbeitungsgänge entsprachen c und d, nur 
wurde dem jeweiligen Medium 1 % ( glv) Polyvinylpolypyr
rolidon zugefügt. 

g) Maximal 1 mm dicke Scheiben von Kakao- bzw. Erdnuß
kotyledonen wurden in schmelzendem Stickstoff eingefroren 
und mit Hilfe eines Mörsers in flüssigem Stickstoff homogeni
siert. Anschließend wurde das Gefrierpulver im Isolationsme
dium ( s. a ) oder 0,45 M Saccharoselösung 10 Minuten lang 
bei 2 °C inkubiert und durch vier Lagen Baumwolltuch fil
triert. Das Filtrat WtH'de einer Zentrifugation (30 min 
30000 x g ) unterworfen und die Fettschicht im Isolationsme
dium bzw. in 0,45 M Saccharoselösung resuspendiert. Nach 
Überschichtung dieser Probe mit Isolationsmedium geringe
ren Saccharosegehaltes ( 0,25 M und 0,125 M ) bzw. reiner 
Saccharoselösung der gleichen Konzentration wurde erneut 
zentrifugiert (30 min 30000 x g ). Diese Reinigung mittels 
Dichtegradientenzentrifugation wurde ein zweites Mal wieder
holt. Lipidkörper aus Kakaokotyledonen mußten anschlie
ßend noch 10 Minuten bei 38 °C zwecks Verflüssigung inku
biert werden. 

h) In diesem Falle wurde wie unter g) verfahren mit der 
Ausnahme, daß das Gefrierpulver zusätzlich einer Gefrier
trocknung ( Ternperatur-Gefriertrocknungsanlage GT 1 der 
Fa. Leybold-Heraeus GmbH & Co. ) vor der anschließenden 
Inkubation unterworfen wurde. 

1.6 Mikroskopie der isolierten Lipidkörper 

Isolierte Lipidkörper aus Kakao- und Erdnußsamen wurden 
direkt im wäßrigen Medium lichtrnikroskopisch beurteilt. 

2 Ergebnisse 

Da die Fusion der Lipidkörper in den Kotyledonen von Ka
kaosarnen exakt mit dem Zeitpunkt des Verlustes der 
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Keimfähigkeit dieser Samen infolge Trocknung und Kühlung 
zusammenfällt ( R ü h I et al. 1989 b, R ü h 1 ~nd B i e h I 
1989), erschien es sehr interessant, das Verhalten dieser Kom
partimente nach Isolierung aus den Kotyledonarzellen mit 
demjenigen isolierter Erdnußlipidkörper in Suspension zu 
vergleichen. 

Dabei galt das Hauptinteresse der Untersuchung, ob die in 
vivo ablaufende Fusion der Lipidkörper,aus Kakaosamen im 
isolierten Zustand reproduzierbar ist und ob sie durch be
stimmte Zusätze oder Behandlungen in Suspension induziert 
bzw. verhindert werden kann. 

Die angesprochenen Behandlungen schließen den pH
Wert, die Elektrolytkonzentration, Kühlung sowie Erwärmung 
ein, als Zusätze zu Kakaolipidkörpersuspensionen wurden 
PVP, RSA, Lecithin und entfettetes Erdnußhomogenat einge
setzt. 

Es werden zunächst die eingangs genannten Isolierungsrne
thoden auf ihre Eignung für die Lipidkörperisolierung hin ge
prüft. 

2.1 Lipidkörper aus Kakaokotyledo
nen 

Für diese Experimente wurden ausschließlich reife Kakao
samen mit einem Wassergehalt von 32 - 39 % eingesetzt. Vor 
der Homogenisation wurden stets die Keimachsen aus den 
Samen entfernt, die verbleibenden Keimblätter mit der Hand 
in etwa S x 5 mm große Fragmente überführt und sofort in 
das jeweilige Isolationsmedium eingebracht. Dieses beinhalte
te grundsätzlich zur Verhinderung von Gerbungsreaktionen 
einerseits Thioglykolsäure als Oxidationsschutzmittel sowie 
das Reduktionsmittel Ascorbinsäure. EDTA fungierte als Kom
plexbildner für bivalente Kationen. 

Eine Homogenisation mit einem Messerhomogenisator ( Fa. 
Braun ) und eine Zerkleinerung mittels eines Ultra-Turrax 
(Fa. Polytron ) resultierte zwar in recht hohen Lipidausbeuten 
von 30 - 60 %, führte jedoch stets auch zu einem Zerschlagen 
der Lipidkörper zu einer Partikelgröße von 0,2 - 2,0 µm. Das 
bedeutet, die Methoden a - f ( s.v. ), die größtenteils in Anleh
nung an bestehende Verfahren zur Isolierung von Lipidkör
pem aus orthodoxen Samen- oder Pflanzenteilen konzipiert 
worden waren, erwiesen sich generell als in der beschriebe
nen Form nicht praktikabel, denn auch Zusätze von PVP, RSA 
und Lecithin ( jeweils 0,01 - 2,0 %ig ) sowie entfettetem Erd
nußhomogenat brachten keine Verbesserung dieser Situation. 

Deshalb wurde prinzipiell dazu übergegangen, die Zerklei
nerung der Keimblätter mit Hilfe eines Mörsers vorzunehmen. 
Die Effektivität dieser Vorgehensweise wurde durch Zusatz 
von feinkörnigem Quarzsand zum Homogenisationsmediurn 
gesteigert. 

Doch auch in diesem Falle konnte kein zufriedenstellendes 
Resultat erzielt werden. Führte man das Mörsern nur über 
einen Zeitraum von bis zu S Minuten aus, so erhielt man nach 
Zentrifugation. in der oben aufgelagerten Fettschicht Lipidaus
beuten von 'maximal 2 - 3 %. Eine mikroskopische Analyse 
des Sedimentes demonstrierte, daß die gewählte Hornogeni
sationszeit einen Aufschluß des Gewebes nur maximal bis zur 
Stufe von Einzelzellen erbrachte. Dehnte man die Zeitdauer 
des Mörserns aus, so erhöhte man zwar die Lipidausbeute in 
der Fettschicht ( maximal 10 % ), jedoch zeigten die darin be
findlichen Lipidkörper erneut zu kleine Durchmesser von 0,4 
- 4,0 µm. Auch hier erwiesen sich Zusätze von PVP, RSA und 
Lecithin sowie entfettetem Erdnußhomogenat als unwirksam. 
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Diese offensichtlich schlechtere Aufschließbarkeit des Koty
ledonargewebes von Kakaosamen im Vergleich zu dem der 
Erdnußsamen ( s. 2.2 ) konnte weder durch eine Variation des 
Saccharosegehaltes ( 0,1 - 1,0 M) noch des pH-Wertes ( pH 5 
- 9 ) im Isolationsmedium kompensiert werden. 

Als einziger Ausweg aus diesem Dilemma wurde die Mög
lichkeit erachtet, kleine Fragmente der Keimblätter schockzu
gefrieren und das Material im gefrorenen Zustand zu homo
genisieren (s. 1.5 g,h ). Diese extrem hohe Kühlgeschwindig
keit war erforderlich, um den Temperaturbereich, in dem eine 
Kühlschädigung in Form einer Lipidkörperfusion auftritt 
( R ü h I et al. 1989 b), so schnell wie möglich zu überbrük
ken. 

Das Einfrieren erfolgte aus diesem Grunde über schmelzen
dem Stickstoff. Die Keimblätter wurden in Scheiben einer 
Dicke von maximal 0,5 mm geschnitten und anschließend 
schnell portionsweise eingefroren. Da die verfügbaren Homo
genisatoren nicht für einen Einsatz bei einer solch extrem nie
drigen Temperatur geeignet waren, mußte für die anschlie
ßende Zerkleinerung wieder ein Mörser zu Hilfe genommen 
werden, der ebenso wie das Pistill zunächst auf die Tempera
tur von flüssigem Stickstoff gekühlt wurde, bevor man ihn mit 
dem tiefgefrorenen Material beschickte. 

Das Mörsern wurde entweder in flüssigem Stickstoff oder 
nach Abdampfen desselben ohne Flüssigkeit vorgenommen. 
Dabei reichte die Kältekapazität des Mörsers aus, ein Erwär
men des Materials auf Temperaturen von mehr als -80 °C zu 
verhindern. Beides führte zum selben Ergebnis, auch das Ein
schieben eines Gefriertrockenvorganges nach dem Zerklei
nern veränderte das Resultat nicht. 

Während des gesamten Gefriertrockenprozesses ( 24 Stun
den ) sowie der Nachtrocknung ( 6 Stunden ) wurde gleich
bleibend eine Temperatur von -20 °C eingehalten. 

Das Auftauen des Gefrier- bzw. Gefriertrockenpulvers 
wurde in der 10 - 20-fachen Masse des Isolationsmediurns 
( s. 1.5 a) mit einer Temperatur von 20 °C vorgenommen. Im 
weiteren Versuchsverlauf wurde stets dieses Isolationsme
dium verwendet. 

Im Gegensatz zum Erdnußhomogenat ( s. 2.2 ) erforderte 
die Abtrennung des Lipids vom Kakaohomogenat stets eine 
Zentrifugation bei mindestens 20000 x g ( besser 30000 x g ) 
über die Dauer von 30 Minuten. Resuspension in Isolations
medium bzw. 0,45 M Saccharoselösung führte zu Lipidkör
pern, die gemäß lichtmikroskopischer Betrachtung eine unre
gelmäßige Gestalt besaßen und deren Inhalt sich im festen 
Aggregatzustand befand. Außerdem waren die Lipidkomparti
mente nicht isoliert, sondern hafteten in kleineren Gruppen 
aneinander, welche in der Aufsicht im Mittel 15 Lipidkörper 
erkennen ließen ( Abb. la ). 

Kurzzeitige Erwärmung ( 5 Minuten ) der Suspension auf 38 
°C - also eine etwas oberhalb des Schmelzbereiches von Ka
kaobutter gelegene Temperatur - erzielte eine Überführung 
der Lipidaggregate in flüssige, isolierte Lipidkörper eines 
Durchmessers von 2 - 8 µm ( Abb. lb). 

Kühlte man anschließend diese Lipidsuspension auf 2 °C, so 
blieben die Lipidkörper erstaunlicherweise zunächst unverän
dert. Erst nach etwa zwei Stunden zeigte sich eine nennens
werte Veränderung. Während die Lipidkörper im PVP
haltigen Isolationsmedium lediglich eine leichte Tendenz zur 
Zusammenlagerung aufwiesen ( Abb. lc ), traten in der 
Saccharoseprobe ( Lipidkörper in 0,45 M Saccharoselösung ) 
bereits vereinzelte Fusionen benachbarter Lipidtropfen sowie 
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eine Kristallisation mancher dieser Fusionsprodukte auf 
( Abb. ld ). Sechsstündige Einwirkung einer Temperatur von 
2 °C führte bereits zu einer fast vollständigen Kristallisation 
des Lipids sowohl in der PVP-haltigen Probe als auch in der 
Saccharoseprobe ( Abb. 2a ). 

Eine Temperatur von 20 °C ergab hingegen nach 6 Stunden 
erst vereinzelte Fusionsprodukte ( Abb. le ) bzw. Lipidkristal
lisationen ( Abb. 1f ), der Hauptanteil des Lipids bestand wei
terhin aus flüssigen, isolierten Lipidkörpern unveränderter 
Größe. 

Wurden die sich nach dem Schockgefriervorgang im festen 
Aggregatzustand befindlichen Lipidkörper vor dem Erwärmen 
auf 38 °C zunächst zweimal gewaschen ( d.h. zweimal resus
pendiert und zentrifugiert sowie erneut resuspendiert ) , so 
traten unabhängig vom Resuspensionsmedium ( 0,45 M 
Saccharose = S2-Probe, Isolationsmedium = IM2-Probe ) Lipid
tropfen auf, die infolge einer Fusion zahlreicher Lipidkörper 
einen Durchmesser von bis zu 45 µm besaßen ( Abb. 2b ) . 
Eine anschließende erneute Zentrifugalion ( 30 Minuten 
30000 x g ) resultierte in großen, offensichtlich strukturlosen 
Fettmassen, die sich erneut im festen Aggregatzustand befan
den und nur von einigen wenigen isolierten, flüssigen Lipid
körpem ursprünglicher Größe ( 2 - 8 µm ) umgeben waren 
(Abb. 2c ). Eine Inkubation dieser Suspension bei 38 °C bestä
tigte das Fehlen einer Struktur dieser Lipidmassen, denn es 
bildeten sich riesige Lipidtropfen mit Durchmessern von bis 
zu 250 µm ( Abb. 2d ), die obendrein noch untereinander fu
sionierten ( Abb. 2e, s. Pfeil ).Betrachtet man diese Suspensio
nen nach zweistündigem Stehen bei 20 bzw. 2 °C, so konnte 
man eine beginnende Kristallisation des Lipids beobachten. 
Diese beschränkte sich bei 20 °C zunächst nur auf die großen 
Lipidtropfen, die feine, nadelförmige Kristalle beinhalteten, 
während die infolge der vorangegangenen Behandlung unbe
rührt gebliebenen Lipidkörper unverändert flüssig und isoliert 
vorlagen ( Abb. 2e ). 

Im Falle einer Temperatur von 2 °C wiesen die großen, flüs
sigen Fettmassen im Inneren an vielen Stellen kleinere feste 
Lipidbereiche auf. Auch die Lipidkörper unveränderter Größe 
( 2 - 8 µm ) waren in den festen Aggregatzustand überge
wechselt ( Abb. 2f ). 

Zur Überprüfung dieser offensichtlich geringeren Stabilität 
zweimal gewaschener Lipidkörper gegenüber nur- einmal ge
waschenen wurden Lipidkörper aus Kakaogefriertrockenpul
ver nach einmaligem Zentrifugieren und Resuspendieren 5 
Minuten lang auf 38 °C erwärmt ( IM1, S1 ) und anschließend 
für die Dauer von 8 Stunden bei 2 °C inkubiert. Als Resultat 
ergaben sich feste isolierte Lipidkörper eines Durchmessers 
von ca. 3 - 12 µm ( Abb. 3a ) sowie kleinere Fettmassen, in 
denen sich lichtmikroskopisch noch die Grenzflächen der sie 
aufbauenden Lipidkörper erkennen ließen (Abb. 3 b, 
s. Pfeile). Erneutes Erwärmen auf eine Temperatur von 38 °C 
ließ wiederum flüssige, voneinander getrennte Lipidkörper 
entstehen, die - unabhängig vom gewählten Isolationsmedi
um - bereits nach zwei Stunden bei 2 °C fusionierten sowie 
kristallisierten ( Abb. 3c ). 

Eine weitere interessante Analyse stellte die Untersuchung 
des Verhaltens einer Lipidkörpersuspension bei Erhöhung der 
Elektrolytkonzentration dar, da bekannterweise besonders bi
valente Kationen die Eigenschaften von Grenzflächen stark 
beeinflussen können. 

Dieses sollte die Applikation von ea2+ -Ionen auf eine Lipid
körpersuspension zeigen ( IM1, S1 ). Im Falle der Verwen
dung des Isolationsmediums wurde hierbei auf einen Zusatz 
von EDT A verzichtet. Es wurden CaC)z-Konzentrationen im 
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Abbildung 1: Struktur isolierter Lipidkörper aus Kakaokotyledonen und ihr Verhalten in Suspension, 

Bel Aufnahme von Gefrler- bzw. Gefriertrockenpulver In Isolatlonsmedium OM, s. 1.5a) oder 0,45 M Saccharoselösuog .erhält 
man nach Zentrlfugatlon die Llpidkörper als kleinere Agg.regate In fester Form (a). Nach fünfmlniitlger Inkubation bei 38 °C 
verflüssigen sie und liegen Isoliert vor (b). Zwei Stunden Lagerung bei 2 °C bringt die Llpldkörper in IM nur zu einer leichten 
Zusammenlagerung (c), während die Upldkörper In 0,45 M Saccharose sowohl wieder eine Kristallisation als auch leichte Fu
sionen aufweisen (d). Nach 6 Stunden bei 20 °C treten sowohl In der IM-Probe als auch In der Saccharoseprobe vereinzelt 
größere, flüssige Upidtropfen (e) sowie kristalline Llpldberelche (f) auf, den Hauptanteil bilden Jedoch weiterhin Isolierte Ll
pidkörper unveränderter Größe (2 - 8 µm). 
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Abbildung 2: Stabilität isolierter Upidkörper aus Kakaokotyledonen in Abhängigkeit von Behandlung und Tem
peratur. 

Nach sechsstündiger Einwirkung einer Temperatur von 2 °C ist nahezu das gesamte Upid auskristallisiert (a). 
Erwärmt man die Lipldkörperprobe erst nach zweimaligem Zentrifugieren und Resuspendieren (IM2,SV, so erhält 
man bereits teilwe~e sehr große Lipidtropfen (b), die nach erneuter Zentrifugatlon große Lipld.massen festen Ag
gregatzustandes bilden (c). Erwärmt man anschließend erneut, so entstehen riesige Lipidtropfen (d), die sehr 
bald zu kristallisieren beginnen (e: 2 h 20 °C; f: 2 h 2 °C) und auch miteinander fusionieren können (e, s. Pfeil). 
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Abbildung 3: Stabilität isolierter Upidkörper aus Kakaokotyledonen im Vergleich zu Upidkörpern aus Erd-
nußkotyledonen. 

Lagert man eine Upidkörperprobe, die nach einmaligem Zentrifugieren und Resuspendieren 5 Minuten lang auf 
38 °C erwärmt wurde (IM1, Si), bei 2 °C, so sind nach ca. 8 Stunden alle Lipidkörper in den festen Aggregatzu
stand gewechselt und sind entweder noch voneinander isoliert (a) oder bilden größere Fettmassen, die jedoch 
noch Grenzflächen beinhalten (b, s. Pfeile). Erneutes Erwärmen auf 38 °C läßt wieder flüssige Upidkörper unter
schiedlicher Größe entstehen, die bereits nach 2 Stunden sowohl in 1M als auch in Saccharose fusionieren sowie 

198 LANDBAUFORSCHUNG VÖLKENRODE 



kristallisieren (c). Zugabe von Calciumionen (ad 0,25 M CaCh) zu einer Upidkörperprobe (IM1, Si) führt zu einer 
schnellen Kristallisation und Fusion (d, 30 min 0,25 M CaClz). Upidkörper aus Erdnußkotyledonen sind - un
abhängig von der lsollerungsmethode - stets flüssig und besitzen einen Durchmesser von 0,5 - 4,5 µm (e). Zu
gabe von Calciumionen (ad 0,25 M CaC12) führt selbst nach 48 Stunden nur zu leichten Fusionen (f), aber nicht 
zur Kristalllsation . 

Bereich von 0,05 - 0,5 M/1 angewandt. Alle getesteten ea2+ -
Mengen erreichten eine schnelle Kristallisation der Lipidkör
per ( Abb. 3d ). Die Schnelligkeit dieser Reaktion verhinderte 
offenbar die Bildung größerer Fusionsprodukte, das Auftreten 
gegenüber der Kontrolle vergrößerter Kristalle und länglicher 
flüssiger Lipidbereiche ( Abb. 3d, s. Pfeile ) macht jedoch 
deutlich, daß nicht nur die Kristallisation, sondern auch das 
Zusammenfließen von Lipidkörpern durch Ca2+-zugabe dra
stisch beschleunigt wird. 

Erwärmt man die Suspension anschließend auf 38 °C, so er -
zielt man keinen bleibenden Übergang der Kristalle in den 
flüssigen Aggregatzustand. Sofort nach Unterschreiten des 
Schmelzbereiches für Kakaobutter liegt das Fett erneut fest 
vor. 

Abschließend seien noch einige grundsätzliche Bemerkun
gen zu den Experimenten gemacht. Alle unter 1.5 a - f aufge
listeten Isolationsmedien führten bei Verwendung von Ge
frierpulver zu gleichen Ergebnissen. Zum Zwecke der Reini
gung der Lipidkörperfraktion sind saccharosehaltige Medien 
salzhaltigen vorzuziehen, da sich eine Dichtegradientenzentri
fugation durchführen läßt. Wie vorstehend bereits genannt, 
wurden die hier beschriebenen Resultate alle mit dem unter 
1.5 a erläuterten lsolationsmedium erzielt. 

Generell läßt sich sagen, daß Zusätze von RSA, Lecithin und 
fettfreiem Erdnußhomogenat keine Verbesserung der Stabilität 
von Lipidkörpern aus Kakaokeimblättem erbrachten, PVP hin
gegen eine - wenn auch nur geringfügige - Verzögerung der 
Fusion bzw. Kristallisation dieser Kompartimente erwirkte. 

Eine Erhöhung der NaCl-Konzentration im Isolationsme
dium ( 1.S c,e) bis auf 3 Wl zeigte ebenfalls keine Wirkung. 

Gegenüber einer Veränderung des pH-Wertes erwiesen sich 
Kakaolipidkörper als sehr unempfindlich. Erst unphysiolo
gisch hohe bzw. niedrige pH-Werte unter O bzw. über 13 führ
ten zu einer Fusion sowie zu Kristallisationserscheinungen. 

Besonders interessant wäre weiterhin das Verhalten der iso
lierten Lipidkörper bei Trocknung gewesen. Diese Dehydrata
tion einer solchen Suspension hätte jedoch eine Zeitspanne 
erfordert, welche diejenige überschreitet, während der die Li
pidkörper aus den Keimblättern von Kakaosamen stabil sind. 
Aus diesem Grunde mußte auf diese sehr reizvolle Versuchs
anstellung verzichtet werden. 

2. 2 Lipidkörper aus Erdnußkotyledonen 

Die Lipidkörper aus Erdnußkotyledonen offenbarten sich 
als außerordentlich stabil gegenüber sämtlichen angewandten 
Homogenisierungsmethoden. Keinerlei Unterschied zeigte 
sich zwischen den Lipidkörpersuspensionen, die mittels eines 
Braun-Messerhomogenisators bzw. eines Mörsers erzielt 
wurden, außerdem konnten alle vorstehend beschriebenen 
Isolierungsmethoden mit Erfolg angewandt werden. Dabei 
konnte die zur Reinigung erforderliche Zentrifugation im Ge
gensatz zur Situation bei der Isolierung von Kakaolipidkör
pern mit nur 5000 x g durchgeführt werden, um bereits nach 
15 Minuten eine vollständige Abtrennung des Lipids vom rest
lichen Homogenat zu erzielen. 
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Wurde die Homogenisation - nach Schockgefrieren dünner 
Scheiben des Kotyledonargewebes in schmelzendem Stick
stoff - bei -196 °C unter flüssigem Stickstoff mittels eines Mör
sers praktiziert, so erhielt man im weiteren Arbeitsgang (s. 
2.1.) bereits nach dem ersten Zentrifugationsschritt wieder 
flüssige, isolierte Lipidkörper ( Abb. 3e ). Diese besaßen 
einen Durchmesser von 0,5 - 4,5 µm, waren also im Mittel nur 
unerheblich größer als die Lipidkörper bei elektronenmikro
skopischer Betrachtung von Gewebeblöckchen aus Erdnuß
kotyledonen (Durchmesser 0,5 - 3,0 µm, R ü h 1 und 
B i e h 1 1989 ). Bedenkt man die in dieser Publikation vorge
stellte geringfügige Fusion einzelner benachbarter Lipidkör
per, so ist das Auftreten derartiger etwas größerer Lipidkom
partimente durchaus verständlich. 

Da alle angewandten Isolierungsmethoden das gleiche mi
kroskopische Bild erbrachten, wurde auf weitere Darstellun
gen verzichtet. 

Gegenüber einer pH-Änderung erwiesen sich die Lipidkör
per in Suspension ( 0,45 M Saccharose ) als außerordentlich 
unempfindlich. Erst pH-Werte von 13 bzw. 0 führten zu einer 
Aggregation der Lipidkörper unter teilweisem Zusammenflie
ßen derselben zu Partikeln einer Größe von 10 - 20 µm. 

Da im Falle der Erdnuß grundsätzlich bei Temperaturen un
terhalb von 4 °C gearbeitet wurde, konnte man davon ausge
hen, daß Kühlung keinen Effekt auf isolierte Erdnußlipidkör -
perkompartimente ausübt. 

Auch Suspensionen von Erdnußlipidkörpern wurde CaCh
Lösung bis zu einer Endkonzentration von 0,05 - 0,5 M/1 hin
sichtlich dieser Komponente zugesetzt. 

Unabhängig von der Ca2+-Ionenkonzentration in diesem 
gewählten Konzentrationsbereich traten bereits nach ca. 30 
Minuten geringfügige Fusionen einzelner benachbarter Lipid
körper auf, die sich jedoch auch nach einer Einwirkungs
dauer von 48 Stunden bei 2 °C nicht mehr weiter veränderten 
(Abb. 3f). 

Das bedeutet, Erdnußlipidkörper zeigen in Suspension nur 
bei drastischen pH-Änderungen und - in geringem Umfang -
infolge Erhöhung der Ca2+-Konzentration des lsolationsme
diums Fusionserscheinungen, eine Kristallisation des Lipids 
konnte jedoch keine der applizierten Behandlungen erwir
ken. 

Zieht man aus diesen Experimenten ein Fazit, so lassen sich 
folgende Unterschiede im Verhalten isolierter Lipidkörper aus 
den Keimblättern von Kakao- und Erdnußsamen nennen: 

1. Erdnußlipidkörper sind erheblich leichter isolierbar als Ka
kaolipidkörper ( Messerhomogenisatoren einsetzbar, nur 
leichtes Mörsern erforderlich, Zentrifugation bei 5000 x-g aus
reichend ). 

2. Lipidkörper aus Erdnußkotyledonen befinden sich im Ge
gensatz zu denen aus Kakaokeimblättern nach Schockgefrie
ren und Homogenisation im flüssigen Aggregatzustand. 

3. Ungewaschene oder einmal gewaschene Lipidkörper aus 
Kakaokotyledonen sind in Suspension deutlich instabiler als 
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solche aus Erdnußkeimblättern, unabhängig vom verwende
ten Resuspensionsmedium (Fusion, Kristallisation). 

4. Wiederholtes Waschen läßt im Falle einer Kakaoli
pidkörpersuspension infolge des Zusammenfließens zahl
reicher Lipidkörper sehr große Lipidtropfen entstehen. Erd
nußlipidkörper zeigen dieses Verhalten in Suspension nicht. 

5. Kühlung auf 2 °C verringert die Stabilität der Kakaoli
pidkörper in Suspension, wenn auch ein Zusammenfließen 
und Kristallisieren der Kompartimente erst nach etwa 2 Stun
den auftritt. 

6. Ca 2+ -Zugabe führt selektiv nur bei Kakaolipidkörpern zur 
Fusion mit anschließender Kristallisation, Erdnußlipidkörper 
zeigen nur vereinzelt~ kleinere Fusionsprodukte, jedoch 
grundsätzlich keinen Ubergang in den festen Aggregatzu
stand. 

3 Diskussion 

Die wohl wesentlichste, folgenreichste Veränderung bei Un
terschreitung des kritischen Feuchtebereiches von Kakaosa
men sowie nach Kühlung der Samen unter den kritischen 
Temperaturbereich ist die sprunghafte Fusion der Lipidkörper 
ausschließlich in den Speicherparenchymzellen der Kotyledo
nen ( R ü h 1 und B i e h 1 1989, R ü h 1 et al. 1989 b). Ent
scheidend ist dabei, daß sich die Phasen in der Zelle umkeh
ren, also nach der Lipidfusion eine kontinuierliche Lipidphase 
vorliegt, in der verbliebene cytoplasmatische Anteile wie 
"Inseln" anmuten. 

Trockene Erdnußsamen weisen bei ultrastruktureller Be
trächtung der Speichergewebe aus Keimachse und Keimblät
tern ebenfalls ein geringfügiges Zusammenfließen einiger we
niger benach~arter Lipidkörper auf ( R ü h 1 und B i e h 1 
1989). Auch O pik (1980) beschreibt für Os04-rauchfixierte 
Koleoptilzellen trockener Reiskörner, manchmal scheine eine 
Reihe Lipidkörper zu fusionieren. Jedoch niemals wurde aus 
subzellulären Beobachtungen trocknender oder trockener or
thodoxer Samen ein solches Ausmaß der Lipidfusion beschrie
ben, wie es in Kakaosamen nach Trocknung auf die kritische 
Hydratation bzw. nach Kühlung unter den kritischen Tempe
raturbereich vorliegt. 

S I a c k et al. (1980) zeigten, daß in gerührten Lipidkörper
suspensionen aus Saflor- und Leinsamen bereits eine pH
Senkung auf Werte von 7,1 - 6,7 e ine Lipidfusion induziere, 
jedoch nach erneuter Anhebung des pH auf 8,3 trete wieder 
e ine Dispergierung der Lipidkörper ein. Phospholipidhydroly
se mittels Phospholipase A2 resultierte hingegen in keiner 
Fusion. Die Autoren interpretieren ihre Ergebnisse dahinge
hend, daß die pH-Wirkung auf die Lipidkörper auf eine Punk
tion der Proteine in der Lipidkörperbegrenzung hindeute. 

Sehr interessant ist in diesem Zusammenhang die in dieser 
Publikation vorgestellte erheblich geringere Stabilität isolierter 
Lipidkörper aus den Kotyledonen von Kakaosamen gegenü
ber solchen aus Erdnußsamen. Sie tendieren bereits nach rela
tiv kurzer Zeit zur Kristallisation bzw. zur Fusion und erwei
sen sich im Gegensatz zu Erdnußlipidkörpern als außeror
dentlich empfindlich gegenüber bivalenten Kationen wie 
Ca2+, die eine Kakaolipidkörpersuspension in kürzester Zeit 
zur vollständigen Kristallisation bringen. 

Dies könnte ein Anhaltspunkt dafür sein, daß Lipidkörper 
aus Kakao- und Erdnußsamen unterschiedlich zusammenge
setzte Begrenzungen besitzen, also hinsichtlich Protein- bzw. 
Phospholipidkomponente voneinander abweichen. 
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Nun ist heutzutage akzeptiert, daß Lipidkompartimente in 
Zellen nicht von einer Elementarmembran umgeben sondern 
von einem "monolayer• begrenzt sind, also eine'r m;nomole
kularen Schicht polarer Lipide, deren hydrophobe Ketten zum 
Lipid hin ausgerichtet sind ( Y a t s u und J a c k s 1972, 
S o m m e r 1973, W e b s t e r und L e o p o I d 1977 
B a i rund S n y d e r 1980 ). ' 

Daneben häufen sich die Anhaltspunkte, die für eine spezi
fische Einbindung essentieller Proteine in diese Grenzschicht 
sprechen, wobei sich eine Verwandtschaft dieser Proteine mit 
denjenigen der Grenzschichten anderer Zellkompartimente 
nachweisen ließ ( Y a t s u und J a c k s 1972, B a i r und 
S n y d e r 1980 ). Das heißt, betrifft die von Erdnußsamen ab
weichende Komposition in Kakaosamen die Proteinkompo
nente der Membranen, so wäre es möglich, daß alle zellulä
ren Membranen die gleiche Sensitivität gegenüber Kälte auf
weisen, daß Lipidkörper aber aufgrund der eventuell instabi
leren monomolekularen Begrenzung mit eventueller Tendenz 
zur Bildung einer stabileren Doppelblattstruktur etwas früh
zeitiger eine Schädigung erleiden. 

Da aber eine wäßrige Homogenisation von Kakaosamen 
aufgrund der Sensitivität der Lipidkörper gegenüber geringe
ren Temperaturen als 12 °C ( R ü h 1 et al. 1989a ) stets bei 
Zimmertemperatur durchgeführt werden mußte, wäre auch 
nach Dekompartimentierung ein enzymatischer Angriff auf 
die Lipidkörperkontur durch Phospholipasen, Proteasen, etc. 
denkbar. Das Fehlen einer solchen Reaktion bei der Lipidkör
perextraktion aus Erdnußsamen bei Raumtemperatur könnte 
auf einen Mangel an derartigen hydrolytischen Enzymen zu
rückzuführen sein. 

Widersprochen wird dieser Möglichkeit lediglich durch die 
Tatsache, daß auch mittels Gefriertrocknung nach Schockge
frieren in schmelzendem Stickstoff eine derartige unterschied
liche Stabilität der Kakao- und Erdnußlipidkörper bestehen 
bleibt. Nach dieser Art der Homogenisation fallen Kakaolipid
körper allerdings aufgrund des gegenüber Erdnußlipid höhe
ren Schmelzpunktes von Kakaobutter in fester Form an und 
müssen durch kurzzeitige Inkubation bei einer oberhalb des 
Schmelzpunktes gelegenen Temperatur verflüssigt werden. 
D.h. durch diese Kristallisation besteht zumindest die Mög
lichkeit, daß bestimmte Komponenten aus der Grenzkontur 
entfernt oder verändert wurden. B i e h 1 ( unveröffentlicht ) 
konnte auch nach einjähriger Lagerung von Kakaosamen bei -
20 °C keine Kristallisation des Kakaolipids in den Speicherpa
renchymzellen der Keimblätter feststellen. 

Der von J ä n i c k e (1973) gezeigte erheblich höhere 
Anteil ungesättigter Fettsäuren im Speicherfett der Rindenpa
renchymzellen der Keimachse von Kakaosamen im Vergleich 
zu den Speicherparenchymzellen der Keimblätter könnte 
jedoch auch einen auf der Basis eines erhöhten Prozentsatzes 
ungesättigter Fettsäuren der polaren Lipide operierenden Me
chanismus der Kälteadaptation selektiv nur in den Keimach
sen von Kakaosamen andeuten. Denn es konnte ja gezeigt 
werden, daß Keimachsen keine subzellulären Veränderungen 
bei Temperatursenkung bis herab auf 2 °C erleiden ( R ü h 1 
und D a m b rot h 1989). Ein experimenteller Nachweis 
eines derartigen Mechanismus, der in den Keimblättern in 
Epidermiszellen und subepidennalen Zellen ebenfalls zumin
dest teilweise vorliegen könnte, steht jedoch noch aus. 

Ganz generell läßt sich also aussagen, daß die Grenzflächen 
und Membranen in Kakaosamen durch Kuhlung und Trock
nung destabilisiert werden und diese Tatsache den Keimfä
higkeitsverlust der Samen bedingt. 
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Zusanunenfassung 

Nachdem eine frühere mikroskopische Analyse sowohl für 
Kühlung als auch für Trocknung von Kakaosamen eine 
Fusion der Lipidkörper in den Speicherparenchymzellen der 
Keimblätter als gravierendste subzelluläre Schädigung offen
barte, wird in dieser Arbeit die Stabilität dieser Lipidkörper in 
Suspension im Vergleich zu Lipidkörpern aus Erdnuß
keimblättern untersucht. 

Lipidkörper aus dem Speicherparenchym von Kakaosamen 
erwiesen sich dabei als deutlich schlechter isolierbar und er
heblich weniger stabil. Mögliche Ursachen dieses Verhaltens 
werden im Zusammenhang mit dem Keimfähigkeitsverlust 
von Kakaosamen infolge Trocknung und Kühlung diskutiert. 

Investigations in the causes of sensitivity to cold and 
water stress of tropical seeds, represented by cacao 
seeds 

VII. Stability of isolated lipid bodies from cotyledons 

Since the microscopical analysis of cooling and desiccating 
cacao seeds revealed the fusion of lipid bodies in 
cotyledonary storage parenchyma cells as most serious dam
age, this publication deals with the stability of these lipid bo
dies after isolation and purification in comparison with peanut 
lipid bodies. 

Lipid bodies from storage parenchyma cells of cacao seed 
cotyledons are much less easy to isolate and considerably less 
stable. Possible causes of this behaviour are discussed in re
spect to the loss of germinability due to cooling and dehydra
tion of cacao seeds. 

Abkürzungen: 

EDTA = Ethylendiamin-N ,N ,N'-tetraessigsäure (Dinatrium
salz); IM = lsolationsmedium; L = Lipid; Lk = Lipidkörper; PVP 
= Polyvinylpyrrolidon; RSA = Rinderserumalbumin; S = 0,45 M 
Saccharoselösung; TRIS = a,a,a-Tris(hydroxymethyl)-methyl
amin. 
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