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1. Einleitung

Fast jeder Endverbraucher hat eine Meinung zu Lebensmittel-
zusatzstoffen, der eine kauft kein Lebensmittel, das diese
Stoffe enthdlt, der andere toleriert alles, was Lebensmittel
den Sinnen attraktiv erscheinen 14Bt. Lebensmittelhersteller
kommen ihrer Kennzeichnungspflicht in den Verbraucher
manipulierender Weise nach, indem sie - Jje nachdem, was
verkaufsférdernder erscheint - verschiedene Bezeichnungen
verwenden (Vitamin C oder E 300; Phosphorsidure oder E 338).

In dieser zeitlos populidren Diskussion spielt ein Aspekt nur
eine untergeordnete Rolle: welche Verdnderungen laufen in
Lebensmitteln ab, wenn auf Zusatzstoffe vollstdndig verzich-
tet wird? Aus der Masse der Einfliisse, die Ver&nderungen in
Lebensmitteln hervorrufen, soll hier der Sauerstoff
herausgegriffen und niher untersucht werden. Was geschieht
zum Beispiel in dem Stiick Obst oder dem aufbackbaren
Brétchen, wenn sie Luft und damit Sauerstoff ausgesetzt
werden, und welche Faktoren beeinflussen diese Prozesse?

Das Braunwerden von Obst und Gemiise, das Ranzigwerden wvon
Butter und anderen Fetten sowie Vitaminverluste sind
Vorgange, die uns im Alltag immer wieder begegnen. Auch wenn
diese Erscheinungen nicht immer sichtbar werden bzw.
geruchlich oder geschmacklich wahrzunehmen sind, so zeigen
zumindest Vakuum- oder Schutzgasverpackungen und
Packungsaufdrucke wie "mit Antioxidationsmittel E 220"*, danB
Sauerstoff einen EinfluB auf Lebensmittel haben kann. Von
welcher Bedeutung beispielweise die Farbe des Lebensmittels
flir den Endverbraucher und damit auch fiir den Lebensmittel-
techniker 1ist, zeigt die Beschdftigung mit diesem Aspekt
sogar in der fachfremden Offentlichkeit:

"Braun werdendes Obst bald Vergangenheit?

Sydney. Braun werdende Apfel und Birnen k&énnten schon bald
der Vergangenheit angehdren. Australische Forscher haben das
Gen isoliert, das zur Verfédrbung von Obst und Gemiise fiihrt,
wenn das Fruchtfleisch mit Sauerstoff in Beriithrung kommt.
Die Wissenschaftler haben ein Gegen-Gen entwickelt." (Neue
Presse, 12.1.1995)

" Schwefeldioxid
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Hier ist es nun interessant, sich nicht mit der Einsicht
zufrieden zu geben, daB ein Lebensmittel Sauerstoff
verbraucht und dieser Verbrauch wverhindert werden kann,
sondern iiber quantitative Oxidationsmessungen auch den
Reaktionsmechanismus genauer zu beleuchten. Anhand mBglichst
einfacher Verfahren, die modifiziert auch im Schulunterricht
Verwendung finden koénnten, sollen anfangs Lebensmittel,
deren oxidative Beeinflussung optisch leicht festzustellen
ist (hier: Apfel) untersucht werden. Im Unterschied zu in
der Literatur zu findenden Schulversuchen, die sich auf die
reine Beobachtung des Brdunungsprozesses (auch unter
Verwendung von Zusatzstoffen wie Ascorbinsiure) beschrianken
[10, 8.55; 36, 5.110-118 und 37, §.190-205], ermdglichen die
beschriebenen quantitativ arbeitenden Methoden ein
weitergehendes Verstiandnis der biochemischen Vorgénge.
Faktoren sind Sauerstoffverbrauch sowie Verdnderung
desselben = unter Verwendung von Zusatzstoffen und
physikalischen Einfliissen, sowie die damit einhergehenden
Anderungen einfach zu messender Parameter des Lebensmittels.
Gerade die Versuchsergebnisse unter Verwendung von
Zusatzstoffen lassen dabei begriindete Rickschliisse auf die
Vorgdnge unter '"nmormalen Bedingungen' zu.

Weil die einfache Messung des Sauerstoffverbrauchs nur
indirekt einen Einblick in die Vorgidnge in Lebensmitteln
gibt, miissen Verfahren entwickelt werden, die Aussagen iiber
den OxidationsprozeB von Inhaltsstoffen wie Enzymen und
Substraten erlauben.

In der vorliegenden Arbeit wurde der zeitliche Verlauf der
Sauerstoffkonzentration (mit Hilfe der CLARK-MeBzelle) 1in
Saft/Wasser—-Mischungen von Apfeln, Tomaten und Gurken
untersucht. Ergdnzend hierzu wurden photometrische Messungen
der Briunung oder Ascorbinsdurebestimmungen vorgenommen.



Verwendete Abkilirzungen und Symbole:

a Aktivitit

a Bunsenscher Absorptionskoeffizient

AS Ascorbinsiure

b Blindwert

¢ Konzentration

Ce Séttigungskonzentration

dN NERNSTsche Diffusionsschicht

DCPIP 2,6-Dichlorphenclindophenol Natriumsalz-Dihydrat
DDTC Natriumdiethyldithiocarbaminat-Trihydrat

DHAS Dehydroascorbinsiure

EDTA Ethylendiamintetraessigsdure Dinatriumsalz (Titriplex III)
ﬁ Aktivitdtskoeffizient

F Faradaykonstante

F (DCPIP) Titer der DCPIP-Lisung

I'p Diffusionsgrenzstrom

M Molmasse

op Diffusion durch eine Membran
P Druck

Pe Normaldruck

Py Permeabilitiit einer Membran
PPO Polyphenoloxidasen

Prot. Protein

§ Séttigungsindex

UpoL Polarisationsspannung

DCPIP 2,6-Diclorphenolindophenol
X Molenbruch

Vo,m Molvolumen

z Anzahl der Elektronen (NERNSTsche Gleichung)
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2. Grundlagen: MeBtechnik und biochemische Vorginge

Die Enzymatische Braunung, Vitamin C-Oxidation und die Aut-
und Photooxidation wvon Fetten sind die hdufigsten Ursachen
fiir den Sauerstoffverbrauch von Lebensmitteln. Dabeili ist
eine Oxidation eines Lebensmittels nicht immer mit dem
Verderb gleichzusetzen, da viele Lebensmittel erst ihren
charakteristischen Geschmack durch den EinfluB von
Saverstoff erhalten. Ist eine Reaktion mit Sauerstoff nicht
oder nur zum Teil erwiinscht, so gibt es einige Moglichkeiten
zur Steuerung der, bei der Oxidation von Lebensmitteln,
auftretenden Veorginge. Daneben werden die - in dieser Arbeit
angewandten - MeBtechniken fiir die Bestimmung des
Sauerstoffverbrauchs ndher erldutert.

2.1 Sauerstoffmessung und Ascorbinsiurebestimmung

Die CLARK-Elektrode und die maBanalytische Methode nach
WINKLER sind die gingigsten Mefitechniken zur Bestimmung
geldésten  Sauerstoffs. Zur Ascorbinsdurebestimmung sind
unterschiedliche Methoden bekannt.

2.1.1 Sauerstoffldéslichkeit in Wasser

Kommt sauerstofffreies Wasser mit Luft in Beriithrung, so geht
Sauerstoff neben anderen Gasen in Ldsung. Es bildet sich bei
Luftsattigung ein Gleichgewichtszustand, bei dem die
Aktivitit* des gelésten Sauerstoffs dem Sauerstoff-
partialdruck der dariiberstehenden Atmosphidre entspricht.
Unter der Annahme, daB sich Luft bei den zu betrachtenden
Druck- und Temperaturverhiltnissen ideal wverhdlt und der
Sauerstoffpartialdruck der Luft proportional zur Sauerstoff-
aktivitdt in diesem Gasgemisch ist, gilt

1 p(0;, Luft}) ~ a (0,, Luft)

und damit

2 a (0,, Luft) = a (0., Wasser)

faur das Gleichgewicht. Da fir dieses System die Sauerstoff-

aktivitdt im Wasser durch den O0:2-Partialdruck der Luft
bestimmt wird, ist er druckabhéangig.

3 p(0:) = x (0., Luft) - p(Luft)

* In [14 und 18] wird konmsequent der Begriff Partialdruck fir geldsten Saverstoff verwendet,
p(0:,Luft) = p{0z, Wasser} fir den Gleichgewichtszustand,
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Bei Gleichgewicht zwischen Atmosphidre und Wasser folgt unter
Beriicksichtigung des Wasserdampfdrucks

4 p’(0:) = x(0;)« (p(Luft) - p(Wasserdampf))

Weil der wWasserdampfdruck mit steigender Temperatur
zunimmt*, wird der Sauerstoffpartialdruck wvon Luft sinken.
Da die Léslichkeit fiir Sauerstoff in Wasser ebenfalls
temperaturabhidngig ist, kommt es zu einer Mischung dieser
beiden Effekte. Die Aktivitdt von Sauerstoff wird mit

steigender Temperatur im Gleichgewichtszustand abnehmen.

Die Sauerstoffléslichkeit 1ist bei konstantem p und T noch
von den Eigenschaften des Losungsmittels abhangig, wihrend
die Sdttigungsaktivitidt unter den gleichen Bedingungen eine
Konstante darstellt. Damit wird eine Sauerstoff-
Sdttigungsaktivitat in L&ésung von dem O:-Partialdruck der
Luft vorgegeben, und es stellt sich eine 1dsungs-
mittelabhingige O:-Sdttigungskonzentration im Gleichgewicht
mit Luft ein. Die Beziehung zwischen Aktivitdt und
Sauerstoffsattigungskonzentration (cs) wird durch Gleichung

S beschrieben.

a(0;) M(03)
= — " . T) » —
5 Cl(T) PO a}( ) Vﬂ.ll

Die Sauerstoffsdttigungskonzentration bei unterschiedlichen
Druck- und Temperaturbedingungen kann allerdings nicht
berechnet, sondern muB experimentell bestimmt werden [14,
5.971. In der Regel wird sie fiir Temperaturen von QO -
40 °C ( bei Normaldruck) angegeben ( 0O:-Sdttigungstabellen
[14, 8.13-15]). Eine Druckkorrektur fiir den herrschenden

Luftdruck erfolgt dann nach Gleichung 6.

Luf
6 c.(pLuft)= c,(ps) » p_( net)

Do
In der Praxis steht Wasser nicht immer mit Luft im

Gleichgewicht. So k&nnen iiber- und ungesidttigte Widsser auch
in Kontakt mit Luft recht stabil sein. Daher sind 0:-Konzen-

* Streng genommen gilt dies auch fir p(Luft) fir ein abgeschlossenes System. Dies kann jedoch durch
eine kleine Bohrung im GefdR umgangen werden, damit bleidt die Luft wasserdanpfgesattigt, der
Gesamtdruck ist jedoch gleich dem Atmosphirendruck.
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trationen von 0 - 70 mg/l (bei 0 °C, 1013 mbar) méglich [19,
$.167]. Die Loslichkeit fiur Sauerstoff bei Normaldruck und
Raumtemperatur betrdgt 44 mg/l. Die Sauerstoffkonzentration
fiar luftgesdttigtes Wasser unter gleichen Druck- und
Temperaturbedingungen liegt bei 9,07 mg/l.

Neben der Massenkonzentrationsangabe ist noch der
Saverstoffsattigungsindex iiblich. Er gibt das Verhdltnis von
Konzentration zum Sdttigungswert (fiir das Gleichgewicht mit
Luft) in Prozent an.

6 s =+ 100 %

Ca

Somit kann die O2-Konzentration mit Hilfe der Oz-
Sdttigungstabellen liber den Sdttigungsindex aus der
Aktivitat berechnet werden. Allerdings bleiben hier
Einfliisse moglicher geldster Substanzen unbericksichtigt. So
ist die Lo6slichkeit fiir Sauerstoff in Elektrolytldsungen
gegeniiber reinem Wasser erniedrigt. Im allgemeinen wird der
Aktivitatskoeffizient geldsten Sauerstoffs durch andere
geloste Stoffe vergrdBert. Der Sdttigungsmolenbruch muB dann

abnehmen.
7 2 (04),y,= Aﬁ(on' x(02),,,

Dieser Aussalzeffekt [16, S$.295] muB experimentell ermittelt
werden.

2.1.2 WINKLER-Methode

Die dlteste Methode zur Bestimmung des in Wasser geldsten
Sauerstoffs ist das Titrationsverfahren nach WINKLER (1888).
Es wird noch heute, allerdings in einer Modifikation nach
ALSTERBERG (Azidzusatz), angewandt. Die WINKLER-Methode ist
ein international anerkanntes Referenzverfahren und dient
vor allem zur Eichung der elektrochemischen MeBtechniken
[14, S.549].

2Mn "+ 40H + H,0+ /20, — 2Mn (OH),
2Mn (OH), + 6H  + 31 — 2Mn " + I, + 6H,0

S ————

I, — I,+ 1°

Abb.1 Methode nach WINKLER
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Der im Wasser geldste Sauerstoff oxidiert in alkalischen
Medium Mn{(II) zu Mn(III), welches als Mn(OH)3 ausfallt. Nach
Ansduern wird Iodid zugegeben. Mn(1I1I) oxidiert das Iodid zu
Iod (Abb.1). Durch Riicktitration des Iods mit
Thiosulfatlésung wird dann der Sauerstoffgehalt bestimmt.
Das Azid dient dazu, Stérungen durch Nitrit zu umgehen.

Der Vorteil aller Titrationsmethoden besteht darin, daB sich
aufgrund des stdéchiometrischen Prinzips die Sauerstoff-
massenkonzentration direkt bestimmen lagt.

2.1.3 Membranbedeckte Elektrode nach CLARK

Die polarographische Sauerstoffbestimmung beruht auf der
Reduktion wvon geldstem Sauerstoff an einer Goldkathode,
wihrend die Silberanode oxidiert wird (Abb.2). Bevor auf die
CLARK-Elektrode genauer eingegangen wird, werden vorweg die
Vorgidnge an den Elektroden erldutert.

1
i

O, + 2H,0 + 4¢ — 4 OH ~ E = 401 mV

4 Ag + 4 Br~ —= 4AgBr + de’ E°%= 71,3 mV

O,+2H,0 + 4Ag + 4Br  — 4 OH + 4 AgBr

Abb.2 Elektrodenreaktionen des O -Sensors, nach [14, §5.27]

Da diese Reaktion nicht

5 . P i
spontan abl&auft, muB sie otentiostat 1

durch eine &HuBere Spannung __CD

erzwungen werden. Deshalb U -
wird eine Polarisations- [ A

spannung (UrorL) zwischen der A B GE
Arbeitselektrode (A) und der | ' .
Bezugselektrode (B) angelegt — | o
und durch einen Poten- - . SRR

tiostaten elektronisch kon- S I T e
stant gehalten (Abb.3). "m"f"}ufq;f1~ﬁ””

Zwischen Gegenelektrode und w0y -haltiges Wasser

Arbeitselektrode wird dann

ein Strom gemessen, der als _
MeBsignal dient. In der Abb.3 Polarographische Anord-
nung zur Sauerstoffbestimmung
in Wasser, nach [14, S.19]

Praxis werden jedoch Gegen-



und Bezugselektrode meist zusammengefaft. Die Hdhe der
Polarisationsspannung richtet sich in etwa nach den
Standardredoxpotentialen (Abb.2). Sie wird aber aus der
Strom/Spannungskurve (Abb.4) experimentell ermittelt.

‘ Strom
Durchtritis- Diffusions-
bestimmier Tell bestimmter Teil
i |
D
Arbeitspunkt
I
D1/2
Nullstrom :
1 : i g f — - T
- 200 - 400 - 600 Spannung (mV)

Abb.4 Strom / Spannungskurve fiir Sauerstoff
gegen die Normal-Wasserstoffelektirode, nach [14, S.21]

Bei kleinen Spannungen flieBt nur ein geringer Nullstrom.
Wird durch Erhdhung der Spannung das Abscheidungspotential
[17, S.3267] des am leichtesten zu reduzierenden Stoffes
(Oz2)* erreicht, so nimmt die Stromstdrke bei anwachsender
Spannung stark zu, weil die Reduktion des Sauerstoffs
einsetzt. Bei Erreichen eines gewissen Grenzwertes
(Diffusionsgrenzstrom Ip) schlieBt sich dem durchtritts-
bestimmten Teil der Kurve ein Plateaubereich an, denn die
aus der L&dsung durch Diffusion an die Arbeitselektrode
gelangenden Sauerstoffmolekiile werden an dieser sofort
reduziert. Dabei wird die Diffusionsgeschwindigkeit bei
konstanter Temperatur von der Differenz zwischen der
Konzentration in der L&sung und an der Elektrodenoberfiche
(dort ist sie Null!) bestimmt. Der Wert des Diffusionsgrenz-

* Die Elekrolytzusanmensetzung ist so gewihlt, daf Saverstoff der am leightesten zu reduzierende Stoff ist.
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stromes hdngt nach Gleichung 9 vom Diffusionskoeffizienten D

des Sauerstoffs, seiner Konzentration c, der
Elektrodenoberflidche A und der Dicke der NERNSTschen
Diffusionsschicht duw [16, S£.833] (="ungerihrte Grenz-

schicht” [14, 8§8.22]) ab. Er kann deshalb zur quantitativen
Bestimmung der Sauerstoffkonzentration herangezogen werden.

A

9 I,=2+F+« D »

N
Dieses Prinzip der Sauerstoffbestimmung hat allerdings den

Nachteil, danR blanke Elektroden mit den Inhaltsstoffen der
Probe reagieren und so0o das MeBverhalten einer solchen
Anordnung beeintridchtigen. Weil diese MeBtechnik fiir viele
Bereiche interessant ist {Abwassertechnologie, Medizin,
Lebensmitteluntersuchung etc., also Fliissigkeiten die
sowieso pgewissen Schwankungen unterliegen), wird deutlich,
daB diese Arbeitsweise keine deutliche Verbesserung zur
WINKLER-Methode ist. Aus dieser Problemstellung heraus wurde
von CLARK ein membranbedeckter Oz-Sensor entwickelt und 1956
zum Patent angemeldet {(Abb.5). Die Elektroden, welche sich
in einer definierten Elektrolytl&dsung befinden (gepufferte
KBr-Lésung), werden durch eine sauerstoffdurchléssige
Membran von der Probe getrennt. Wie oben erwdhnt, werden die
Bezugs—- und die Gegenelektrode zusammengefaBt. Durch die
Membran erfolgt natiirlich ein Eingriff in das
polarographische Prinzip. Der Diffusionsgrenzstrom, welcher
sich bei dem offenen Verfahren direkt proportional zur
Konzentration verhdlt, ist nun abhangig von der Dicke b und
der Permeabilitit der Membran Pu und, das ist der
entscheidende Unterschied, von der Aktivitdt des geltsten

Sauerstoffs (Gleichung 10).
a(0;)

10 I, = ZOFoPM-TcA

Der Grund dafiir ist wahrscheinlich darin zu sehen, daB sich
die Diffusion durch die Membran np proportional zur Aktivi-
tdt wverhidlt (Abb.6). Damit wird die Sauerstoffaktivitidt
gemessen. Uber diese Aktivitdtsmessung bestimmt das MeBgerit
die 0:2-Konzentration (vgl. 2.1.1). Das hat zum einen den
Vorteil, daB die Eichung des Gerdtes an Luft mdglich ist,
andererseits aber den Nachteil, daB eine Korrektur fur die
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Sauerstoffloslichkeit bei Anwesenheit anderer pgeldster
Stoffe durchgefiihrt werden muB.

[-+ Luft p(0, ) ~a (0,)

Kathode |*
Isolator \ _— Anode N

MeBgut

Elektrolyt Wasser a(oz)

L Sensor-
“innen-
raum

"'“.M.embraq

o

Abb.5 Membranbedeckte Elektro- Abb.6 Diffusion im
de nach CLARK, nach [14, S.23] System Luft / Wasser / Sensor

Die Eichung. Die MeBzelle mufl geeicht werden, weil durch
die Oxidation der Silberanode Bromid wverbraucht wird
(Ag* + Br- -> AgBr). Daher verdndert sich das Potential der
Halbzelle nach Gleichung 11. Damit wird die Spannung der
Anode =zu positiveren Werten verschoben. Die Polarisati-
onsspannung der Goldkathode - elektronisch gegen die Anode
stabilisiert - muB sich damit in der gleichen Weise
verschieben, da Bezugs—- und Gegenelektrode zusammengefaBt
sind. Demnach driftet die Elektrode, weil der Arbeitspunkt
in Abbildung 6 auf dem Plateau nach links verschoben wird.
Diese Drift wird durch die Eichung ausgeglichen.
RT

11 Englaglr = Ej‘l.gi.u!r- — « 1n C(BI'_)
zF

2.1.4 Quantitative Bestimmungsmethoden von Ascorbinsiure

Ascorbinsidure ist ein starkes Reduktionsmittel, daher
beruhen auch die meisten Bestimmungsmethoden auf der dieser

Eigenschaft. Da jedoch in Lebensmitteln mit anderen
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reduzierenden Substanzen (zum Beispiel phenolische Verbin-
dungen) zu rechnen ist, kann es hier zu Storungen kommen.
Einige Methoden arbeiten daher mit Farbkupplern die
spezifisch mit Ascorbinsdure reagieren sollen.

Neben maBanalytischen und photometrischen Techniken gibt es
auch ein Teststdbchensystem sowie die Moglichkeit der
polarographischen Bestimmung. Allein die groBe Anzahl der
Methoden, fir die vielfach noch unterschiedliche
Modifikationen vorgeschlagen werden, geben einen Eindruck
iiber die Problematik der Ascorbinsdurebestimmung in

Lebensmitteln.

Die Redoxtitrationen beruhen einerseits auf der Entfarbung
von farbigen anorganischen Oxidationsmitteln oder
organischen Farbstoffen durch die Reduktionswirkung der
Ascorbinsdure. Andererseits kann wihrend einer Titration mit
einem Oxidationsmittel das Redoxpotential gemessen und somit

der'ﬁquivalenzpunkt bestimmt werden.

Bei den photometrischen Methoden wird ein Reagenz im
Uberschuf zugesetzt, welches mit Ascorbinsdure eine
Verbindung eingeht (Kupplungsreaktion) oder reduziert wird.
In jedem Fall entsteht eine Farbung, die der Konzentration
von Ascorbinsdure proportional ist.

Bestimmung mit Iod. Ascorbinsiure reduziert lod zu lodid, es
wird mit einer Iod-Standard-Ldsung titriert, Stédrke dient
als Indikator. Neben der direkten Titration wird auch die
Riicktitration mit Thiosulfatlésung vorgeschlagen, oder
Iodid-Ldésung wird mit Iodat titriert, und das entstehende
Iod reagiert mit Ascorbinsiure, ist diese wverbraucht, wird
der Endpunkt durch die blaue Farbe des lIod-Stadrke-Komplexes
angezeigt [4, §.27-29]. Weitere Modifikationen {(Oxidation
mit Iodmonochlorid oder die Verbindung einer S&dure/Base-
Titration mit einer direkten 1Iod-Titration nach DAB 7)
werden in [13, S.200] beschrieben.

Die Bestimmung mit 2,6-Dichlorphenolindophenol (DCPIP}. Die
erste titrimetrische Methode (TILLMANN, 1936) beruht auf der
Verwendung von DCPIP. Der blaue (in gsaurem Medium
rosafarbene) Farbstoff wird durch Ascorbinsdure in seine



farblose Leukoverbindung tiberfiithrt (Abb.7). Die
Ascorbinsdure-Lésung wird in Essig— oder Oxalsdure bis zum
Auftreten einer blassen Rosafdrbung mit DCPIP-Ldosung
titriert (Arbeitsvorschrift [11, $.2231). Bei stark
gefdrbten Proben ist diese Rosafdrbung schlecht oder nicht
zu erkennen. Daher wird von HERRMANN [15, 5.219] empfohlen,
nach der Reagenzzugabe die Probe mit Ether auszuschiitteln,
bis sich dieser rosa f&rbt. Hierflir soll der Probe, auf
mehrere GefdBe aufgeteilt, jeweils eine definierte, von
Probe zu Probe sich steigernde Menge DCPIP zugefiigt werden.
In einer anderen Variante (ZONNEVELD [5, S§.319-333]) sollen
stérende, reduzierende Stoffe durch eine Mischung aus
Bleiacetat, Metaphosphorsdure und Trichloressigsdure vor der
Titration entfernt werden. An gleicher Stelle wird eine
Modifikation vorgeschlagen, welche durch die Zugabe von
Formaldehyd die Reaktion wvon Ascorbinsdure mit DCPIP bei
einem bestimmten pH-Wert verhindert. Demnach kénnen stdrende
Substanzen getrennt quantitativ mit DCPIP erfaft werden.

Cl
H
red |
" ———
N ~—0H +2H*+2¢ m— - H N H
ox
Ccl Cl

2,6-Dichlorphenolindophenol Leuko-Verbindung

Ck

Abb.7 Ascorbinsiurebestimmung mit Z;B-Dichlorphenolir;do-
phenol, nach [11, 5.220]

Quantitative Redoxpotentialmessungen. BLUME, BADER und
PLAUSCHINAT [7, 5$.293-296] beschreiben die Moglichkeit
Vitamin C titrimetrisch bei gleichzeitiger Messung des
Redoxpotentials zu bestimmen. Das Potential der Halb-
zelle Ascorbinsdure/Dehydroascorbinsdure hdngt nach der
NERNSTschen Gleichung von der Konzentration der
Ascorbinsédure ab. Die Spannung zwischen einer
Indikatorelektrode (Platin oder Silber) in Ascorbin-
sdurelodsung und einer Bezugselektrode (Hg/Hg2C12 oder
Hg/HgS04 in pgesattigter Kaliumchlorid- bzw. -sulfat-Ldsung)
wird gemessen. Gleichzeitig wird die Ascorbinsiure mit
einem Oxidationsmittel {(Silbernitrat, Kaliumhexacyano-
ferrat (117}, Eisen(III)-chlorid, Kaliumbromat oder Cer(IV)-
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sulfat) titriert. Der Endpunkt der Titration ist erreicht,
wenn auf Grund iiberschiissigen Oxidationsmittels das
Potential sprunghaft ansteigt.

Teststdbchen. Die Firma Merck arbeitet mit Phosphormolybdat
(wahrscheinlich dem schwerléslichen Ammoniumsalz der Phos-
phormolybdédnsdure H7[P(Mo207)6] 28H20), welches durch Reduk-
tion in intensiv blau gefdrbtes Molybdidnblau uberfiihrt wird.
Die Farbung ist auf die gleichzeitige Anwesenheit wvon Mo(IV)
und Mo(VI) in der valenzgemischten Verbindung MoOi-x(OH)x
zuriickzufiithren [17, §.2658, 2660, 1693]. Die Bestimmung
erfolgt iber einen Farbvergleich der sich einstellenden
Mischfarbe der Reaktionszone des Teststdbchens zwischen
Phosphormolybdat {gelb) und Molybdéanblau mit einer
Farbskala. Eine Anleitung zur Herstellung von Vitamin C-
Teststreifen findet sich in [30, §.272].

Nach dem gleichen Prinzip kann auch eine photometrische Be-
stimmung vorgenommen werden. Nur wird dann mit Phosphor-
molybd&dnsdure (SONNENSCHEINs Reagenz) oder dem entsprechen-
den Natriumsalz gearbeitet. Beide Substanzen sind gut was-
serléslich und Molybdanblau bildet eine kolloidale Lésung,
welche im Experiment (Abb.75) ein Extinktionsmaximum bei
etwa 720 nm aufweist. Es werden allerdings auch andere Werte
angegeben. GewbOhnlich wird dieses Verfahren zur photo-
metrischen Phosphatbestimmung verwendet, da sich Phosphor-
molybdat wesentlich besser reduzieren 148t als Molybdat.
Vitamin C dient dann im UberschuB als Reduktionsmittel.

Polarographische Bestimmung. Mit einer Quecksilbertropf-
elektrode kann auf Grund der leichten Oxidierbarkeit der
Ascorbinsdure eine Konzentrationsbestimmung durchgefihrt
werden (Dropping Mercury Elektrode (DME), Versuchsdurch-
fiihrung [11, S.224], Versuchsaufbau und Theorie [16, S§.833
und 17, 5.3267]1). Die Bestimmung erfolgt nach einer
Eichgerade Uber die Peakhéhe.

Farbkupplungsreaktion mit 2,4-Dinitrophenylhydrazin. Ketone
und Aldehyde k&nnen mit Stickstoffbasen eine Konden-
sationsreaktion eingehen. Bei Ascorbinsdure liegt zwar eine
Carbonylfunktion vor, aber es handelt sich um die eines
intramolekularen Esters. Hier 1ist die Positivierung des
Kohlenstoffs (Voraussetzung fir diesen nukleophilen
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Abb.8 Ascorbinsdurebestimmung mit 2,4-Dinitrophenyhydrazin,
nach [7, S.296]

Angriff) nicht gegeben. Daher muB Ascorbinsdure erst zu

Dehydroascorbinsdure oxidiert werden. Dies geschieht in der
Regel mit Iod. 2,4-Dinitrophenylhydrazin bildet mit Dehydro-
ascorbinsidure ein intensiv orange-rotes 0Osazon (Abb.8),
welches nach etwa 5-10 Minuten ausfdllt und filtriert werden
kann. Der Feststoff kann in Schwefelséure gel&st und
photometrisch bestimmt werden [7, S§.296].

Neben dieser Kupplungsreaktion soll noch eine weitere Me-
thode (H. MOOR [6, $.20-27]) erwdahnt werden, die nicht auf
der Reduktionswirkung von Vitamin C beruht. Dabei reagiert
Ascorbinsdure mit diazotiertem 2-Nitroanilin. Es bildet sich
ein rotblaues Salz des 2-Nitrophenylhydrazids der Oxalsaure,
dessen Konzentrationshestimmung photometrisch geschieht.

2.2 Enzymatische Briunung

Kupferhaltige Enzyme (Polyphenoloxidasen) bewirken die
beschleunigte Oxidation von phenolischen Verbindungen durch
Luftsauerstoff. Die Folge dieser Oxidation ist eine Br&Aunung
des Lebensmittels (Obst und Gemiiseprodukte) durch Chinone,
Die sich bildenden Chinone sind relativ reaktive
Verbindungen und kdnnen beispielsweise Reaktionen mit phe-
noclischen Verbindungen (Polymerisation) oder mit Proteinen
(Gerbung) eingehen. Einige dieser Verbindungen beeinflussen
den Geschmack des Lebensmittels. Diese Vorgidnge lassen sich
iiber physikalische (Erhitzen, Abtrennung der Enzyme und
Substrat oder AusschluBR von Sauerstoff) oder chemische
Methoden {(pH-Wert oder Einsatz von geeigneten Inhibi-
toren) steuern. Neben der enzymatischen Briunung konnen in
Lebensmitteln zusdtzlich nichtenzymatische BrAunungsprozesse



ablaufen die durch den oxidativen Abbau von Ascorbinsiure
eingeleitet werden konnen. In diesem Zusammenhang soll
darauf jedoch nicht weiter eingegangen werden.

2.2.1 Der Ablauf der enzymatischen Briunung und die
beteiligten Enzyme

Die verschiedenen Enzyme {in

ihrer Gesamtheit Polyphenoloxi-
L

dasen oder kurz PPO genannt)*, VC&§7 v

die fiir die Braunungsreaktionen 2 fv‘v

&

verantwortlich sind, besitzen \M/

allesamt zwei Kupferionen im

15}

Folypeptidkette

aktiven Zentrum. Diese sind

jeweils iber den Iminstickstoff

zweler Aminosiuren Histidin an Abb.9 Kupfer im PPO-
ein Protein gebunden (Abb.9). Komplex [12, S.346]

Diese Struktur spielt bei der ©bereits angesprochenen
Phencloxidation durch Luftsauerstoff eine wichtige Rolle,
SOLOMON et al. 21, 5.208] postulieren hierzu einen
méglichen Reaktionsmechanismus (Abb.10), bei dem je 1 Mol 02
pro Mol Phenol verbraucht wird.

o/ .
S/ N\] /N
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L]
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v e _~ Desoxy-Form
-
T
L: verbriickter O-Ligand N
N: His-Iminzenirum 0, +L

Abb.10 Mono-bxygenierung und Oxida'tion durch PPOH,I_n'a'ich [21, §.208]

* huch Begriffe wie Phenolase oder Tyrosinase werden verwendet
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Die hierbei entstehenden gelblichen o-Chinone kénnen mit
anwesenden Phenolen zu phenolischen Dimeren weiterreagieren.
Es entsteht also wiederum ein PPO-Substrat, welches nach
erneuter Oxidation zur Bildung wvon braunen Polymerisations-
produkten fiihrt (Abb.11).

Einige dimere Pflanzenphenole (Procyanidine, Abb.13) zeigen
allerdings keine beschleunigte Oxidation durch Sauerstoff
bei Anwesenheit von PPQO. Sie kdnnen jedoch durch enzymatisch
entstandenes Chinon oxidiert werden und somit ebenfalls

polymerisieren {(Abb.11).
-]
o
A
O\
[} ]

o braune Polymere
0 «
lg /
~R"
O
on

Abb.11 Reaktionen von o-Chinonen mit phenolischen Inhalts-
stoffen in Anwesenheit von Polyphencoloxidasen, nach [20, 5.502]

Y

Y

Wie wird die enzymatische Brdunung nun aber in Gang gesetzt?
Der Vorgang setzt beim Pressen des Fruchtsaftes ein.
Hierdurch werden die Pflanzenzellen zerstdrt und die PPO und
ihre Substrate treten in Kontakt, so daB es zur
Phenoloxidation wund Polymerisation kommen kann. Die PPO
liegen hierbei gebunden an Triubstoffe wvor [32, S§.68], zu

denen vor allem unlodsliche Zellbestandteile wie Mem-
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branbruchstiicke, Zellwandbestandteile, Cellulose, etc.
zdhlen. In der lebenden Zelle sind PPO und Substrate réaum-
lich voneinander getrennt. Widhrend PPO an Membranstrukturen

der Chloroplasten (Thylakoide), Mitochondrien und
Peroxisomen gebunden sind [20, S.500], befinden sich die
Substrate im Cyvtoplasma . Dabei ist bisher noch ungeklirt,

welche Funkticn die PPO im Stoffwechsel der Pflanze
iiberhaupt einnehmen [35, $.659-663].

Aufgrund der Umsetzung verschiedener Substratformen werden
die PPO in zwei Klassen eingeteilt (Abb.12). Erstens
Cresolasen (Hydroxylierung von Monophenolen zu o-Dihydroxy-
phenolen) und Catecholasen (Oxidation von o-Dihydroxypenolen
Zu den entsprechenden Chinonen), zweltens Laccasen
(Oxidation wvon ortho- und para-Dihydroxyphenolen zu den

entsprechenden Chinonen.

FPO PRO

OH OH
(Cresolane) (Catecholase)
OH
Qe
. \.\If Laccase
13 Oa
B 1
OH FFO oder -Hy O

: OH (Catecholane} (t OH
| iy On O
H
-Ha O R

Abb.12 PPO-katalysierte Reaktionen, nach [20, S.500]

2.2.2 Substrate in Apfelsidften.

Nach LEA 1984 [22, 8.356] stellen die Pflanzenphenole
Chlorogensaure, Phoridizin, Catechin und Epicatechin die
wichtigsten Substrate fir PPO in Apfelsaft dar (Abb.13).

OR
H Chlorogensiure
—CH=CH—CO0
COOH
HO| _VOH

OH
Phleridzin . 44

(=) Epicatechin

HO OH _

Procyanidin B2

oGL O (+) Catechin

Abb 13 Die wichtigsten Phenole in Apfeln, nach [22, S 356}
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Weiterhin konnen Polymere des Catechins beziehungsweise
Epicatechins, sogenannte Procyanidine, durch Oxidation
dunkle Produkte bilden. Allerdings wirkt hier nicht das
System PPO/0:, sondern Chlorogensdurechinon als schnelles
nichtenzymatisches Oxidationsmittel, welches =zuvor durch
PPO-Einflus entsteht und durch Reduktion wieder zu
Chlorogensdure wird. Somit sind Procyvanidine ebenfalls am
Sauerstoffverbrauch beteiligt. Eine typische Phenolzusam-
mensetzung fir einen Apfelmost wird in Tab.1 wiedergegeben.
Tafeldpfel weisen einen etwa fiinf- bis zehnmal niedrigeren
Phenolgehalt auf als Mostédpfel.

Chlorogensiure 980 mg/l 2,85 mmol/l
Epicatechin 380 mg/l 1,35 mmol/l
Phloridzin 190 mg/l 0,40 mmol/l
Procyanidin B2 450 mg/l 0,80 mmol/l
andere dimere

Procyanidine 340 mg/l 0,60 mmol/l *
trimere Procyanidine 260 mg/l 0,31 mmol/l *
teramere Procyanidine 210 mg/l 0,19 mmol/l *

oligomere / polymere
Procyanidine 3350 mg/l

Tab.l1 Typische Phenolzusammensetzung fﬂlznic.i;.en bittter-
sliBen englischen Apfelmost (cider) nach [22, S.356]

* berechnet als das jeweilige Vielfache von Epicatechin

2.2.3 Weitere Substrate far PPO

Ganz allgemein fiir Obst und Gemiise werden in [12, 8.345]
Ferulasdure, Gallussdure, Rutin, Kaffeesidure, Luteolin und
Pelargonidin als Hauptsubstrate fiir PPO angegeben . Wobei
Ferularsdure nach [20, §.505] sogar ein kompetitiver
Inhibitor fidr PPO sein soll. Hier werden Chlorogensiure,
Catechin und Kaffeesdure als Substrate beschrieben. Es
finden sich in der Literatur einige Widerspriiche. So wird in
[33, 5.207] Brenzcatechin als bevorzugtes Substrat in vitro
erwdhnt, wihrend es an anderer Stelle [26, §.100] als
Inhibitor auftaucht (vgl.2.2.6).



2.2.4 Temperatur- und pH-Einfliisse.

Die Aktivitdt der Polyphenoloxi&asen ist abhidngig von der
Temperatur. Zundchst ist auch bei enzymatischen Reaktionen
eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit mit der Tempe-
ratur zu erwarten. Eine weitere Temperaturerhdhung iiber 30°C
fiihrt jedoch durch Denaturierung der Proteinkomponente von
PPO zu einer weitgehenden irreversiblen Zerstérung des
Enzyms (Abb.14).

Das pH-Optimum liegt im neutralen Bereich, unterhalb von pH
3 und oberhalb von pH 10 ist ebenfalls mit einer
irreversiblen Inaktivierung zu rechnen.

Akbivitat [%]
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Erzymaktvitd %}
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3L5678510N
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Abb.14 pH- und Temperaturabh.’ingigk;it der PPO-Aktivitidt [12, S.345]

2.2.5 Aussehen und Geschmack.

Die Oxidation der phenolischen Inhaltsstoffe von Fruchtsédf-
ten ist aus kosmetischen Griinden (Braunfadrbung) ein Problem.
So sieht ein heller Triibsaft frischer aus und 148t sich
besser verkaufen. Die Procyanidine im Apfelsaft zeichnen
sich im Geschmack durch Bitterkeit und Adstingenz aus und
tragen so zu dem typischen Apfelsaftgeschmack bei. Das
Gleichgewicht dieser beiden Geschmacksnoten ist jedoch ab-
hdngig vom Molekulargewicht der Procyanidine (Abb.15) [22,
S$.357], so dafi eine Steuerung der Oxidation auch aus diesen
Griinden notwendig ist.

Brtarness

Magnitude of — — —— Aslnngency

tasie sensation

- i n L L
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- Lot Degree of procyanmdin polymernsation
1 2 3 4 S ] 7 g 9 Y pely

Abb.l.SmBezieh'ung zwischen Geschm;t“:_l;s_émpfriiﬂaiung
und Procyanidinpolymerisation [22, 5.337]




1.2.6 Verhinderung der enzymatischen Briunung

Die Brdunungsreaktion ist in der Obst- und
Gemiiseverarbeitung zum Teil erwiinscht, beispielsweise bei
schwarzen Oliven, Kakao, Kaffee, Tee, Datteln und Feigen, da
sie hier wesentlich zur Farbe und zum typischen Aroma
beitrdgt. Ist die Braunung jedoch nicht erwiinscht, so gibt
es mehrere Methoden sie 2zu unterbrechen oder ganz zu
unterbinden. Die MOglichkeiten bestehen darin, das Enzym
durch Erhitzen zu denaturieren, es mit einem geeigneten
Zusatzstoff zu hemmen, den Sauerstoff wvom Lebensmittel
fernzuhalten oder das Enzym aus dem Gemisch zu entfernen
(Abtrennen der Triibstoffe). Alle diese Methoden finden bei
der Fruchsaftherstellung Anwendung.

In der Lebensmittelherstellung finden Ascorbinsiure,
Schwefeldioxid, Zitronensidure und Benzoesdure als Zusatz-
stoffe Anwendung. Sie haben die Eigenschaft, gesundheitlich
als unbedenklich zu gelten. Als Inhibitoren sind aber
weitere Stoffe bekannt, sie sollen hier ihrer Wirkung nach
geordnet wiedergegeben werden (Tab.2}.

1. Inhibitoren welche die Zentralionen (Kupfer) im aktiven
Zentrum des Enzyms angreifen

Zitronensdure [12, S.345] Cyanide [20]
Azide [20 S.504] DDTC [20]
Ethylxanthate [20]

2. Inhibitoren welche mit dem Substrat um das Enzym kon-
kurrieren (kompetitive Hemmung)

Ferularsiure [20] Phenylessigsiure [20]
Brenzcatechin [26, S.100] Zimtsiure [20]

Sorbinsiiure [20] Benzoesiiure [20]

3. Inhibitoren welche die Reaktion riickgéngig machen (starke
Reduktionsmittel)

Ascorbinsdure [1, S.201] Schwefeldioxid [12, §.347]

Tab.2 ]nhibfi.:.t;;e-:.n {'on PPO
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Die Substanzen der Gruppe 1. Starke Komplexbildner kdnnen
das Kupfer aus dem aktiven Zentrum des Enzyms entfernen.
Jedoch sind nicht alle Komplexbildner dazu in der Lage.
Beispielsweise zeigt EDTA (auch in grofen Konzentrationen)
nicht die geringste Wirkung. vermutlich ist der
Histidinkomplex im Enzym stabiler als der Kupfer-EDTA-
Komplex. Damit ergeben sich jedoch neue experimentelle
Mbglichkeiten (Einsatz als Maskierungsmittel oder als
Hemmstoff gegen Mikroorganismen).

Die Stoffe der Gruppe 2. Einige Substanzen konkurrieren mit
den Substraten um das Enzym, ohne oxidiert zu werden
{Phenylcarbons&duren und Sorbinsidure) oder sie werden
oxidiert, zeigen jedoch keine so starke Briaunung
{Brenzcatechin ?). Gerade hier sind oft gegensdtzliche
Angaben in der Literatur zu finden. So werden Substanzen als
Inhibitoren erwdhnt die an anderer Stelle Substrate
darstellen. Das Brenzcatechin beispielsweise wurde in der
vorliegenden Arbeit erfolgreich als Substrat eingesetzt.

Gruppe 3. Antioxidationsmittel Dehydro- o-Dihydroxy-

. . L-ascorbin- phenol Y2 Oy
schlieBlich stellen Substanzen sdure \y/ (farblos) \\/
dar, die aufgrund ihrer Reduk- nichtenzymatisch 1¥3T
tionseigenschaften mit dem oxi- bemHm/ﬂ\ o-Chinon
dierten Produkt reagieren. Die sdure (gelb) H,0
Edukte werden wieder herge- *s%meMﬂm
stellt, wobei sich die Inhi- “ﬂ?%ﬂmf

ol11¢
bitoren verbrauchen. Der Vor-

_ _ Abb.16 Inhibitorwirkung
teil besteht wvor allem darin, von Ascorbinsdure [1, S.201]
dad der in der Mischung enthaltene Sauerstoff wverbraucht

wird (Abb.16). Schwefeldioxid soll aber auch direkt das
Enzym inhibieren [12, S.347] und [23, 381-387]. Weiterhin
wird das Substrat durch nukleophile Addition wvon Sulfit an
einer erneuten Reaktion gehindert (Abb.17) [12, S.346].

aH

Q QH
) OH OH
b I
g 505

S0y

Auch fiir Ascorbinsdure und Dehydroascorbinsidure wurde eine
direkte Wechselwirkung mit dem Enzym nachgewiesen [2,
S.765].



Die Produkte (also die gebildeten o-Chinone) sind im
allgemeinen sehr reaktionsfreudige Stoffe. Sie ko&nnen
Bindungen mit den Amino- und Thiolgruppen von Aminosduren
eingehen. Somit sind Reaktionen mit der Proteinkomponente
des Enzyms méglich (Abb.18). Die daraus resultierende
Strukturdnderung des Proteins fithrt zu einer irreversiblen
Inaktivierung des Enzyms. Diese Produkthemmung wird Gerbung

genannt .
OH
H
o Prot—SH Prot—§ Oxidation
_——— _— e
2]
R
OH
Prot—NH; Oxidation
R S OH —
Prot—NH-—
R

Abb.18 Reaktionen von o-Chinonen mit Proteinen, nach [20, S.503]

Diese Enzymhemmung ist allerdings fir die Verhinderung und
Steuerung der enzymatischen Brdunung nicht geeignet, da es
in diesem Fall die Chinone sind, die das Aussehen und den
Geschmack eines Lebensmittels beeinflussen. Es wire demnach
nicht sinnveoll, einen Vorgang den man verhindern will, erst
einmal ablaufen zu lassen, damit die unerwiinschten Produkte

im nachhinein die Ursache ihrer Entstehung zerstdren.

Ein gewisser technischer Nutzen bei der Fruchtsafther-
stellung kommt der Gerbung allerdings zu. So werden Enzym-
proteine, die fiir den pektolytischen Abbau verantwortlich
sind, zerstort. Damit wird der partielle Abbau von Pektin zu
einer schleimigen Pulpe wverhindert, und die Friichte lassen
sich damit wesentlich besser pressen [20, §.358].

Fiir Experimente mit Polyphenoloxidasen ist die Gerbwirkung
der Reaktionsprodukte allerdings ein unerwiinschter
Nebeneffekt, der sicherlich gerade bei Messungen iiber
laingere Zeitrdume ins Gewicht f&allt.
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Zusammenfassend werden die Mechanismen fir die Steuerung der
enzymatischen Briunung mit den in der Lebensmitteltechnik
gebrduchlichen Stoffen in (Abb.19) dargestellt.

Saure {schwach ) Sdure lausgeprigt)
z B. Citronen- , Apfelsaure
. |
pH - Abhangigkeit der Aktivitgt komplexierende Wrrkung aut Cu

N i

or tho -Hydrochinon ortho-Chinon  —— oligomerisierfe —— polymerisierte

0 Verbindungen Verbindungen
Red Melanine
ed T
reduz'reren die o-Chinone inaktiviert hellt leicht broune, intermediar gebildete
T \ /Sloffe auf
Ascorbirsture (gut! S0, {sehr gut)
% Ascorbatoxidase wird inaktiviert.d h ‘ @:Phenolose

Ascorbinsdure  bleibt  erhalten

s
Abb.19 Reaktionsschema: Inhibition der enzymatischen

Bréunung [12, S.347]

2.2.7 "Ascorbinsdurebrdunung"” / MAILLARD-Reaktion

Allerdings sind der Zugabe von Ascorbinsidure auch Grenzen
gesetzt. S0 nimmt Dehydroascorbinsdure durch Reaktion mit
Aminosduren - iiber den Strecker-Abbau - an nicht en-
zymatischen Brdunungsreaktionen {MAILLARD-Reaktion) teil. Es
bildet sich Scorbaminsdure, welche mit Dehydroascorbinsdure
zu einem roten Farbstoff reagiert. Dieser Farbstoff bildet
nun unter Einbeziehung eines welteren Molekiils
Scorbaminsdure braune Produkte {(Abb.20). Diese reine
"Ascorbinsiurebridunung” stellt beispielweise Probleme bei
der Lagerung von Kiwisaftkonzentraten dar (1, S. 200)
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Abb.20 Reakt. von Dehydroascorbinsdure mit Aminosduren (1, S.201]



2.3 Oxidation von Vitamin C und damit verbundener Sauer-
stoffverbrauch

Wiahrend kristallines Vitamin C einer Oxidation gegeniiber
relativ stabil 1ist, findet in wissrigen Ldsungen beil
Anwesenheit wvon Luftsauerstoff ziemlich schnell eine Um-
setzung zu Oxidationsprodukten statt. Noch schneller als
diese Spontanoxidation verlauft die durch Spuren wvon
Schwermetallen (Eisen III, Kupfer II) katalysierte Oxidation
(Abb.21). Ascorbinsiure kann weiterhin unspezifisch durch
das System PPO/o-Diphenole in pflanzlichem Material
beschleunigt oxidiert werden. Zahlreiche Pflanzen (Kohl,
Spinat, Gurken wusw.) enthalten jedoch ein spezifisches

Kupferproteid, die Ascorbinsdureoxidase. Sie dehydriert
Vitamin C zu Dehydroascor-
. . CH;0H CH,0
binsdure. Dehydroascorbin- |’ |Hz
sdure 1ist noch biologisch |HCOH HCOH
o, __o
o

aktiv aber sehr 1instabil. +0,+ Be?*

Die biologische Vitamin-

wirkung geht jedoch ver- ;"o”uf < g
loren, wenn aus Dehydro- - ﬁ
ascorbinsdure durch irre- ){/// 0
versible Of fnung des ;;;ﬁg
Lactonrings 2,3,-Diketo- _ o ¢;°

gulonsédure entsteht, wel- HO m

che dann iiber weitere ®éu \0 +FS T4 1,0,
Reaktionen eine Vielzahl Dehydrosscorbinskure

von Abbauprodukten liefert ,pp a4 pe* _katalysierte Oxida-

{Abb.22). tion von Ascorbat nach [1, S.199]
Monodehydro- 2,3-Diketo- |
Ascorbat ascorbinsAnre Dehydroascorbinsiore gulonalure |
CH, OH CH, OH CH , OH CH , OH i
| | i | |
I-ICOH — HCOH O HCOH HCOH OH OH !

O L. . e O A0 |
e g o o B
X:{ +e +H* ‘ P ' te /7 0/———4x\0

/’0 ., O ,,-"'O . /B Decarboxylierung;
I | ¥ eEMO L 7 Bildung von |
no / iy /r . ),r’ \ HD\(" ’ Furfural;
‘\_\ /{ - \\‘L "'+ e - H,0 ] - nichtenzymatische
@ N ! 0 : \ Brivnungsreaktionen
OH o 1) ] o ‘
Hemiketal hydratiziertes
Hemiketal

Abb.22 Oxidativer Abbau von Ascorbinsiure, nach [1, S.200]



In der Lebensmittelverarbeitung werden diese Prozesse unter
dem Begriff "Vitamin C-Verluste" zusammengefaBt. Gewohnlich
ist an allen Reaktionen Sauerstoff beteiligt. Theoretisch
reagiert ein Sauerstoffmolekiil, iiber Wasserstoffperoxid als
Zwischenprodukt, mit zwei Molekiilen Ascorbinsdure (Abb.23).

AS — DHAS + 2e-
()2 + 2Ht+ 2 e~ —> }12()2

AS + O, — DHAS + H)0,;
AS + H,0, — DHAS + 2 H,0

2 AS + O, —» 2 DHAS + 2 H,0

Abb.23 Oxidation von Ascorbins#ure, veridndert nach [3, S.298]

Der Vitamin C-Verlust ist von Bedeutung fur Citrussidfte,
schwarzen Johannisbeersaft sowie Erdbeer- und Sanddorn-
SiBmost, wihrend Apfel- und Traubensaft wvon vornherein kaum
Ascorbinsdure aufweisen. Da bereits bei der Herstellung
Vitamin C verlorengeht (zu Dehydroascorbinsdure oxidiert
wird), wird es in wvielen TF#dllen nachdosiert, um die
enzymatische Briunung zu verhindern. Meist weist der
Hersteller in werbewirksamer Weise auf den besonders hohen
Vitamin C-Gehalt seines Getrdnks hin, tatsdchlich hat er den
Saft aber nicht so sehr aus Sorge um die Gesundheit des
Verbrauchers vitaminiert, sondern um die Farbe des Getridnks
zu erhalten.



2.4 Fettoxidation

Eine der Ursachen fiir den Verderb von Fetten und fetthal-
tigen Lebensmitteln ist die Reaktion von ungesédttigten Fett-
siuren mit Sauerstoff. Als Folge dieser Reaktion konnen
Geruchs—- und Geschmacksstoffe entstehen, die oft schon in
AuBerst geringen Konzentrationen einen ranzigen, tranigen,
metallischen oder fischigen Aromafehler ("off-flavour”)
verursachen. Der =zeitliche Verlauf dieser radikalischen
Oxidation 148t sich in die drei Abschnitte Induktions-
periode, Kettenwachstum und -verzweigung und schlieBlich den
Kettenabbruch einteilen. Durch Licht wird die Fettoxidation

beschleunigt. In diesem Zusammenhang spielen Photosensi-
bilisatoren (z.B. Chlorophyll) und Sauerstoff im
Singulettzustand eine Rolle, Der Verderb kann durch

Antioxidationsmittel wie Vitamin E in Verbindung mit dem
fettldslichen Vitamin C-Derivat Ascorbyl-6-palmitat hinaus-

gezdgert werden.

ungesittigte nicht-fliichtige

2.4.1 Radikalkettenreaktion

¥ 100 Fettsiuren Endprodukte
Die Geschwindigkeit der g ol ﬁ%ﬂgmm P
Fettoxidation nimmt nach % 60 [ ;4\ ,/nmmge
einer gewissen Induktions- g al 4 X, Sﬂx?ﬁgn
periode exponentiell zu ¥ 0 _-/ ﬁkﬂmé
(Anfang von Zeitraum B, “ ok*ﬁ_;:::;: -
Abb.24) . Dies 1&4Bt sich A B 'Zi
mit den autokatalytischen

Schritten 3 und 4 in Abb.24 Fettoxidation [1, S.203]

Abbildung 25 erkldren. Hier (A: Induktionszit, B: Kettenwachstum
und -verrweigung, C: Ketienabbroch)

Start: Bildung von R*' oder RO, 5
Kettenwachstum: (1) R + 05 — RO,"

(2) RO2° + RH ——= ROOH + R
Kettenverzweigung: (3) ROOH — ™ RO + -OH

(4) 2RO0H ~— ™ ROO- + RO- + H,O

Kettenabbruch: (5) 2RO, ~®™ ROOR + O,

Abb.25 Elementarschritte der Autoxidation von Fetten [25, S.71]
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werden erneut Radikale durch uni- oder bimolekularen Zerfall
von Hydroperoxiden gebildet. Aus der Kettenabbruchreaktion
(Schritt S, Abb.25) entstehen Dialkylperoxide. Es ist aber
auch mdglich, daB der cyclische Ablauf der Reaktion zu einer
Disproportionierung in Keto- und Monohydroxyfettsduren fiihrt
(Abb.26).

\\
——- [ -
g €70 + , CH—OH +0;

Abb.26 Kettenabbruch und Dlsproportionierung'aufgrund der
Reaktion von zwei Peroxidradikalen, nach [24, S.72]

2.4.2 Aromafehler

Die aus der Radikalkettenreaktion hervorgehenden Hydro- und
Dialkylperoxide sind geruch- und geschmacklose Verbindungen.
Die durch Disproportionierung entstehenden Vinylketone
(Abb.26 z.B. das 1-Octen-3-on) und fliichtigen Aldehyde (die

erst sekundir, wahrscheinlich durch Zerfall der
Hydroperoxide (Abb.27), entstehen) machen den Grofiteil des
"off flavours" aus. Dabei ist die Reaktionsfidhigkeit
R'—CH—R
iy :
‘|)‘L R"—CH—O0 + R- + -OH
OH

Abb.27 Zerfall von Monohydroperoxiden zu Aldehyden [24, S.74]

der Fettsduren {(Die Reaktionsgeschwindigkeit nimmt mit der
Anzahl der Doppelbindungen =zu) weniger ausschlaggebend,
vielmehr sind die oftmals geringen Schwellenkonzentrationen
(Tab. 3) der entstehenden fliichtigen Carbonylverbindungen
fiir die Geschmacksverinderung verantwortlich. Darauf ist
wohl auch der relativ schnelle Verderb wvon Butter und Rin-
der- bzw. Hammeltalg zuriickzufiihren. Diese Lebensmittel ent-
halten (zwar in nur geringer Konzentration) cis-11,cis-15-

* Hier werden sowohl Sauerstoff, als auch Kohlenstoff disproportioniert, wobei einem Fall die
Positivierung des Kohlenstoff{I} erniedrigt wird, also in gewissem Sinnme reduziert wird:
LOL0 S0+ Tem => 20820 + 02008 wpd 2 CUI*E 4 HIVD > CLIHY 4 U4 4 HET4D 4 ] -



Octadecadiensdure, welche aber als Vorldufer fiir das cis-4-
Heptanal mit besonders hohem Aromapotential gilt [24, S.74].

Aromaschwelle (mg/kg)
Verbindung Aroma Gervch Geschmack
Pentanal stechend 0,24 0,15
Hexanal grasig 0,32 0,15
Heptanal Blig, nach Kitt 32 0,042
Octanal fettig © 0,32 0,068
trans-2-Heptenal . fettig, nach Kitt 14,0 0,63
ciz-2-Octenal fettig, nach Walolasen .
tranz-2-0Octenal . fettig 7,0 1,0
trans-2-Nonenal . talgig, nach Gurken 3,2 0,1
c¢is-1-Nonenal nach frischen Gurken : :
trans-3-Nonenal nach Gurken
trans-2,trans-4-Nonadlenal fettig nach Splilwasser
trans-2,cis-4-Decadlenal  Fritieraroma 2,15 0,28
cla-4-Heptenal 0,01 . 0,0016
1-0Octen-3-0n nach Metall .
trans-6-Nonenal - 0,005 0,0004

'I';i:_._;“i‘:‘lrﬁc“llfi.gé"é.é}b;mylverbindungen aus autoxnimc"lierten Fett-
sduren und Aromaschwellen von Aldehyden geltst in Paraffinél
(Auszug aus [27, S$.73,74])

2.4.3 Reaktionen widhrend der Induktionsperiode

Licht vermag die Induktionsperiode zu verkiirzen, somit die
Radikalkettenreaktion schneller einzuleiten und damit kommt

es zu einem frihzeitigen Verderb des Lebensmittels.

Diese Lichtempfindlichkeit der Fette ist auf die Bildung wvon
Sauerstoff im 1. Singulettzustand (10:2) zurickzufihren. In
Abbildung 28 ist die Elektronenkonfiguration des Sauerstoffs

wiedergegeben.
'. R | i
1166 kd/mol _i_ 1r'_ " 2p 2. angeregter Zustand \\\
1
i~ Singulectt-Sauerstoff ("o, )
92 kd/mol Ll _ 7" 2p 1. angeregter Zustand |I
! -
bl ! T 4 3
([ - Il & *ap Grundzustand Triplett-Sauerstoff (0, )

Abb.28 Ele.k{ronenkonfigl.jration 7desm 0, -molekiils, nach [2.7, $.394]
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Filr Sauerstoff im Grundzustand (302) sind in diesem
Zusammenhang nur 1-Elektronen-Reaktionen mit Radikalen zu
erwarten. Da aber im angeregten 1.Singulett-Zustand die
Elektronen gepaart vorliegen, sind 2-Elektronen—-Reaktionen
dhnlich dem Etylen méglich, nur daB Sauerstoff
elektrophiler reagiert. Durch Cyclo-Addition (Abb.29) wvon
Singulett-Sauerstoff an die Doppelbindung der Fettsdure
bilden sich Hydropercxide, welche nach den Schritten 3 und 4
in Abbildung 25 die radikalisch verlaufende Autoxidation

einleiten.

O OH
({ijfm)q H ()’//
c) \(‘:H (‘: CH
R Scg R R SCcH W

Abb.29 Reaktion von Singuléti-Sauerstoff mit.mallylsténdigen
Doppelbindungen, nach {24, S.76]

Es stellt sich nun die Frage nach der Bildung von Singulett-
Sauerstoff. In einem Modellversuch [24, §.77] wurde reine

Linolsidure unter Lichteinwirkung nur in Anwesenheit von

Chlorophyll beschleunigt oxidiert. Danach wird die
Lichtenergie von einem Sensibilisator (neben Chlorophyll
kommen noch eine Reihe weilterer Verbindungen mit

Sensibilisator-Eigenschaften in fetthaltigen Lebensmitteln
vor) aufgenommen und auf Sauerstoff lUbertragen, dieser geht
dann in den angeregten Singulettzustand liber (Abb.30).

1
Sen Llont, Sen
1 3
Sen A Sen
3 3 1
0, + Sen —_ Sen + 04

Abb.30 Bildung von Singulett-Opbei der sensibilisicrten Photo-
oxidation, nach [24, S.77]



2.4.5 Methoden =zur Verlédngerung der Haltbarkeitszeit wvon
fetthaltigen Lebensmitteln

Als MaB fiir die Haltbarkeit wird die Induktionsperiode
herangezogen, da die folgenden Reaktionen vergleichsweise
schnell ablaufen. Um diesen Abschnitt der Fettoxidation zu
verlangern, kommen verschiedene physikalische und chemische
Methoden zur Anwendung.

Speisedle werden in gelben oder braunen Flaschen oder in
Blechdosen verkauft. Diese MaBnahme, einmal abgesehen wvon
den vollen Lichtschutz bietenden Blechumhiillungen, beruht
auf der unterschiedlichen Lichtempfindlichkeit bei ver-
schiedenen Wellenlangen (Abb.31). Dennoch werden einige
fetthaltige Lebensmittel (z.B. Milch) nicht lichtgeschiitzt
verpackt. Der Grund dafilir ist sicherlich kosmetischer Natur,
aber viele Lebensmittel wunterliegen auch einem weitaus
schnellerem Verderb anderer Ursache, so daB hier die
Fettoxidation kaum eine Rolle spielt.

.5 S
i

500 :
Ha b | !
odi | | .

500

Lot - - ; e

WOk e J N
| 5 ///.
zu[] e _.._.._..'/._ I
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/ | age
100 / - _-——""'LI/___.--—-—" ,__-—;'_GL-‘(_I.‘:-—-'_"‘
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Zeit

Abb.31 Saunerstoffaufnahme von Sojatl bei verschiedenen
Wellenldngen [25, S.43]

Die Oxidationsgeschwindigkeit ist in einem weiten Bereich
nur wenig vom Sauerstoffpartialdruck abhidngig [25, S.44].
Dies ist angesichts der niedrigen Geruchs- und Geschmacks-
schwellenwerte der auftretenden Verderbsprodukte verstidnd-
lich. Erst bei einem wesentlich verminderten Sauerstoff-
partialdruck {0 bis 10 mbar) findet eine deutliche Senkung
der Reaktionsgeschwindigkeit statt. Dies ist technisch am
besten durch eine Schutzgasatmosphdre zu erreichen.



Antioxidationsmittel. Vitamin E (Tocopherol) und Vitamin C
kénnen erfolgreich als Radikalfédnger zur Haltbarmachung von
Fetten eingesetzt werden [1, S.203]. Am besten wirkt eine
Kombination aus beiden Verbindungen, wobei anstatt der
Ascorbinsdure das fettldsliche Vitamin C-Derivat Ascorbyl-
6—palmitat verwendet wird. Die Mischung bewirkt eine
Haltbarkeitsverliangerung die durch Vitamin E allein nicht
erzielt werden kann (Abb.32). Ein einfaches Erkldrungsmodell
fiir dieses Phinomen =zeigt Abbildung 33. Danach ist Toco-
pherol der eigentliche Wirkstoff, es wird, durch die aus der
Kettenreaktion gebildeten Peroxylradikale, zum Chromanoxyl-
Radikal umgesetzt. Dieses Radikal ist zu reaktionstridge um
die Kettenreaktion fortzufiihren, es kann aber durch Ascor-
bylpalmitat (welches nicht mit den Peroxyl-Radikalen re-
agieren soll [12, §.64]) regeneriert werden und steht so
erneut als Radikalfdnger zur Verfiigung. Dieses Modell stellt
den Inhibitionsvorgang sicherlich vereinfacht da, so spielen
beispielsweise auch direkte Wechselwirkungen gewisser

Fettsiuren mit Ascorbylpalmitat eine Rolle [1, S5.204].

Induktionszeit

Induktionszeit

Induktionszeit | Induktionszeit

750 750
%0 Ca50 L2507 0
4o, Phe o
Mae, Hop e 6‘\1.’3
Cpy o™
e W
Schweineschmalz Sojatl

Abb.32 Ein.fluﬂ von Tocopherol und.Ascorbylpalmitat auf 7
die Oxidationsstabilitdt von Fetten [1, S.203]
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Abb33 Reaktion von Toéﬂpherol mit Pcroxyl-Radikélen und
Regeneration durch Ascorbylpalmitat [1, S.204]



2.5 Andere Ursachen fiir einen Sauerstoffverbrauch von
Lebensmitteln

Neben der enzymatischen Brdunung, der Fettoxidation und
einem Sauerstoffverbrauch durch Vitamin C gibt es eine Reihe
weiterer Ursachen fiir einen Sauerstoffverbrauch von
Lebensmitteln. Hat der EinfluB wvon Sauerstoff eine
qualitdtsmindernde Auswirkung auf das Lebensmittel, so kann
unter Einbeziehung aller diesbeziiglichen Vorgange eine
spezifische Sauerstoffempfindlichkeit oder -toleranz be-
stimmt werden. In der Regel geschieht dies durch sensorische
Analyse von Geschmack, Geruch, Farbe und Konsistenz. So
wurden unter Vernachlidssigung der Diffusion* folgende Werte
fir hochstzulissige Sauerstoffaufnahme gefunden (in mg/kg)
[25, .38 und 28, 8.52]: Bier 1-4, Wein 3, ultrahocherhitzte
Milch 1-8, Kartoffelflocken 10-40, Volleipulver 35, Coca-
Cola 40, Tomatenketchup 70, Fruchtgetrdnke mit Zitrusaroma
20, Rostkaffee 15 und Emmentaler Kase 420.

Neben allen essentiellen Fettsduren und Vitamin C sind die
Vitamine A und E sowie einige Aminosduren (Arginin, Histidin

Lysin, Methionin) sauerstoffempfindlich.

Die Oxidation wvon rotem Myoglobin zu braunem Metmyoglobin
ist die Ursache, warum Fleisch unter Sauerstoff- und
Hitzeeinwirkung eine "unansehnliche" Farbe annimmt. Daher
werden viele Fleischwaren mit Natriumnitrit behandelt; es
entsteht rotes Nitrosomvoglobin, welches das tyvpische

Aussehen von Pdkelfleisch ausmacht.

Stoffwechselvorgidnge in weitgehend noch intakten Organismen
(Zellatmung in frischem Obst und Gemiise) konnen groBe Mengen
an Sauerstoff umsetzen. Diese Eigenschaft wird z.B. bei der
Lagerung von Apfeln unter CO: ausgenutzt**. So erzeugt das
Obst 1in speziellen Lagerrdumen seine Schutzgasatmosphédre
durch die Veratmung von anwesendem Sauerstoff selbst.

* Der Sauerstoff mud erst einmal in das Lebensmitte] eindringen, so wurden zur Bestimmung
der Toleranzgrenzen diinne Schichten von Lebensmitteln eingesetzt, der Sauerstoffverbrauch
gemessen und die Verkduflichkeitsgrenze sensorisch bestimmt [29].

** Telefonische Auskunft des Bundessortenanmtes, Priifstelle Wurzen
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Neben diesen endogenen Ursachen kénnen auch sekundire
Einflisse wie Mikroorganismen filir einen Verbrauch wvon
Sauerstoff verantwortlich sein. Beispielsweise ist halbge-
backenes, zum Aufbacken bestimmtes Brot wegen der hohen
Oberflichenfeuchtigkeit sehr anfidllig gegen Schimmelpilz-
befall. Um diesem Umstand Abhilfe zu wverschaffen, wird das
Brot in einer Schutzgasverpackung aus Verbundmaterial unter
CO2 verpackt. Die Firma Harry-Brot verwendet zwei
unterschiedliche Feolienverpackungen: Schlauchbeutel und
Tiefziehfolien. Der technisch bedingte Restsauerstoffgehalt
in der ersten betrdgt 0,2 %, in der zweiten 1,2 % und es
gibt einen direkten Zusammenhang zwischen Restsauer-—
stoffgehalt und Mindesthaltbarkeitszeit*.

* Telefonische Auskunft der Firma Harry-Brot / Hamnover



3. Material und Arbeitstechniken

Um quantitative Sauverstoffmessungen in L&sungen durchzufiih-
ren, muf3 der EinfluB wvon Luft ausgeschlossen werden. Die fiir
diesen Zweck entwickelten Versuchsapparaturen bestanden
groBtenteils nicht aus den iiblichen Laborgerdten, sondern
wurden aus mbglichst leicht zu beschaffenden Gerdtschaften
des klinischen und alltdglichen Bedarfs konstruiert. Kern-
stiick fir alle Gelbdstsauerstoff-Messungen waren die Sauer-
stoffmeRBgerdte OXI 92 und 96 der Firma WIW. Weiterhin wurden
die laboriiblichen Chemikalien (zum groBten Teil
Analysequalitdt) und zwei Schnelltestsysteme der Firma Merck
("Aquamerck-Sauerstoff"-Test nach WINKLER und "Merckoquant-
Ascorbinsdure"-Teststidbchen) verwendet.

3.1 Die SauerstoffmeBgerite Membran
. i Kunststoffstutzen .
Die beiden verwendeten Elektrolytraum - .

Gerdte (OXI 92 und 96) der
Firma WTW unterscheiden sich

weitgehend nur in der

Signalverarbeitung, der Auf- Goldkathode

bau der Sonde (Abb.34) ist Silberanode . -
identisch. Die Tempera- Isolator (Kunststeff)

turkorrektur erfolgt iiber ei-

nen 1in die Elektrode einge- Abb.;;ﬁAufbau der
bauten Temperaturfiihler. Wdh- Sauerstoffelektrode
rend beim OXI 92 der Luft- nach [31, S.8]

druck mit einem mitgelieferten Barometer bestimmt und am

Gerdt eingestellt werden muB, erfolgt die Druckkorrektur im
OXI 96 automatisch iUber einen eingebauten Druckfiihler und es
ist eine Salzkorrektur méglich, die am OXI 92 {iber eine

verdnderte Eichung erfolgen mufl.

Da der Sensor nullstromfrei (vergl. Abb.4 Strom/Spannungs-
kurve fir Sauerstoff) arbeitet, ist eine Einpunkteichung
mdglich. Die Eichung erfolgt an wasserdampfgesdttigter Luft.
Dabei wird der Wert fir den Sauerstoffsdttigungsindex auf
102% eingestellt (beim Oxi 96 erfolgt dies automatisch beim
Driicken der Taste "cal”), dies entspricht dann einem Wert

von 100% in luftgesidttigtem Wasser.



Technische Daten [31]
Drift: < 1 digit/24h

Polarisationsspannung: 790 mV + 10 mV (Dauerpoclarisation,
auch im ausgeschalteten Zustand)

Ansprechzeit: 90 % des Endwertes nach < 10s (20°C)
99 % des Endwertes nach < 40s (20°C)

Nullstrom: nullstromfrei

Mindestanstrdmung: 15 cm/s

3.2 Versuchsaufbauten

In Vorversuchen wurden meist Bechergldser oder Erlenmeyer-
kolben als MeBgefidBe verwendet. Es stellte sich jedoch
schnell  heraus, daB der EinfluB der Luft erhebliche
Stdérungen verursachte. Daraufhin wurden mehrere Apparaturen
entwickelt, die einen Kontakt der Luft mit der zu messenden
Fliissigkeit ausschlossen.

Apparatur 1, Abb.35: Es wurde
ein 60 ml Standzylinder als
MeBgef4B benutzt. Die MeBsonde
(OXI 92) wurde mittels eines

durchbohrten Stopfens aufge-

Kanile

setzt. Zum Befiillen der

Apparatur und zum Splilen mit
Stickstoff oder Sauerstoff
dient eine Kaniile, die mit

einem diinnen Schlauch
verbunden ist, welcher bis zum
Boden des Standzylinders
reicht. Fiir den Druckausgleich CLARK-Elektrode
sorgt eine weitere, etwas
diinnere Kaniile. Beide Kanlilen
werden durch den Stopfen
gestochen und verbleiben dort.

Wiahrend der Messung kdénnen sie

mit kleinen Stopfen ver- e Standzylinder

schlossen werden. Das Volumen

S - N—

betragt ca. 50 ml, muB aber

bei jedem Versuchsansatz neu .

Abb.35 Apparatur 1

bestimmt werden.



Diese Apparatur diente neben der direkten Messung auch zum
Einstellen definierter Sauerstoffldsungen, welche dann in
Apparatur 2 iiberfiithrt wurden.

Apparatur 2, Abb.36: Um Pro-
ben widhrend der Sauerstoff-
Messung entnehmen zu koénnen,
wurde dieser Versuchsaufbau
modifiziert. Die MeBsonde (OXI
96) wurde in den Gummikolben | | |eees CLARK -Eleckirode
einer 50 ml Perfusorspritze
eingebaut. Somit kodnnen Proben N é
entnommen werden ohne das eine
Gasphase mit dem Reaktions-
gemisch in Beridhrung kommt.
Ein weiterer Vorteil besteht
darin, auch kleinere Proben-
volumina einsetzen zu k&énnen.
w - Perfusorspritze
Damit konnten ©beispielsweise
Saftproben einer Frucht in

verschiedenen Ansidtzen und

unter wverschiedenen Bedingun-

gen untersucht werden. Das
jeweilige Probevolumen wird
anhand der Skaleneinteilung

der Perfusorspritze einge- | vy

stellt. Dabei wird das Volumen

o Dfelwege hahn

N
des Rithrfisches und der &fﬁ
iberstehenden CLARK-Elektrode |
mit 1 ml beriicksichtigt. Abb.36 Apparatur 2

Ein gewisser Nachteil ergibt sich allerdings daraus, daB der
Temperatursensor der MeBzelle bei dieser Variante nicht mehr
direkt mit der Probe in Kontakt steht. Allerdings sind die
daraus resultierenden Fehler als gering einzuschidtzen, da
(wie Temperaturmessungen zeigten) die Temperatur von Probe
und Umgebung nahezu gleich gehalten werden kann.

Apparatur 3, Abb.37: Um direkt nebeneinander polarogra-
rhisch und photometrisch in ein und derselben Ldsung messen
zu konnen, wurde Versuchsapparatur 2 erweitert. Zundchst
multe ein geeignetes Photometer gefunden werden, welches



sich einfach in den bisherigen Versuchsaufbau integrieren
lieR. Mit dem "Aquanal-plus"-Photometer als kleines
tragbares Geréat wurde ein Kompromiss gefunden. Die
Verdunklung des MeRBraumes geschieht durch einfaches
Aufstecken einer Kunststoffkappe und die Kiivetten ragen aus
dem Gehduse heraus. Die Kiivetten selbst sind rund und groB
genug um eine gute Verbindung und Vermischung mit dem
restlichen Probevolumen zu gewidhrleisten. Leider ist die
Extinktionsmessung nur bei vier fest eingestellten
Wellenlingen mdglich (635, 585, 565 und 480 nm).

ool CLARK -Elektrode
i ) [
i e Photometer
Perfusorspritze
i
!
C_ - Alufolie
|:
\. /_) _ Dreiwegehahn
— o Heifikleber

Abb.37 Apparatur 3
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Die Perfusorspritze wurde am unteren Ende seitlich
durchbohrt und die Kiivette dort rechtwinklich nach aufen
luft- und flissigkeitsdicht mit HeiBkleber fixiert. Als
Schutz gegen einfallendes Licht dient Aluminiumfolie. Ein
zweiter Rihrfisch in der Kiivette sorgt fiUr eine gute
Durchmischung im ganzen Flussigkeitsraum.

AbschlieBend wurde dieser Aufbau mit Kaliumpermanganat
getestet. Gute Ergebnisse wurden erzielt, wenn direkt nach
dem Einspritzen der zweiten Fliissigkeitsportion (in diesem
Fall Permanganat-Loésung) ein Magnet iiber der Kiivette etwa
eine Minute hin und her bewegt wurde.

Apparatur 4, Abb.38: Dieser Versuchsaufbau schlieBlich
stellt die Biosensoren fir die Bestimmung wvon Ascorbinsdure

und Brenzcatechin dar.

Der Sauerstoffgehalt der Probe wurde konstant gehalten, dies
geschah durch Einblasen von Luft. Auf der Membranoberflé&che
der MeBzelle wurde enzymatisches Material so fixiert, daB
Sauerstoff und Substrat nur in dieser Region miteinander
reagieren koénnen. Der aus dieser enzymatischen Reaktion
resultierende Sauerstoffverbrauch kann zur quantitativen

Bestimmung des Substrats herangezogen werden.

Biosensor zur Bestimmung von o-Dihydroxyphenolen. Es wurde
ein etwa 2 mal 2 c¢m groBes Stick Bananenschale mit der
Innenseite nach auBen iber den Sauerstoffsensor (OXI 92)
gestiilpt und mittels eines Gummiringes befestigt (Abb.39B).
Da die Polyphenoloxidasen am Pflanzengewebe gebunden sind,
bleiben sie in der Bananenschale lokalisiert. Um eine
ausreichende Sauerstoffdiffusion zu gewdhrleisten, muR die
Bananenschale méglichst dunn sein. Deshalb wurden relatiwv
"alte" schon stark gebrdunte Bananen verwendet, da hier die
Schale etwas dinner ist. AuBerdem wurde ein Grofiteil des
anhaftenden Pflanzengewebes mit der stumpfen Seite eines
Kichenmessers vorsichtig abgeschabt.

Biosensor zur Bestimmung von Ascorbinsdure. Es diente
Salatgurkensaft als enzymatisches Material. Mit diesem Saft
befeuchtete Kiichenpapierstiickchen wurden auf die
Membranoberfliche des O2-MeBgeridtes gelegt und mit
Einmachhaut (Zellglas, Firma Folia) fixiert (Abb.39A).
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Biosensor (modifizierte CLARK-Elektrode)

:

————— Luft

Probe

Gurkensaft

Kichenokrepp

Clark-Elektrode

Abb.39 Aufbau der Biosensoren (A: Ascorbinsiiuresensor,

B: Sensor zur Bestimmung von o-Dihydroxyphenolen)
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Um die enzymhaltigen Prédparate moglichst enganliegend auf
der CLARK-MeBzelle zu befestigen, muBBten 1in beiden Féllen
die kleinen Kunststoffstutzen am Membrankopf (Abb.34)
entfernt werden. Die Eichung des 0O:2-Sensors erfolgte einmal
(vor der Modifikation) auf 102%. Aufgrund des hoheren
Diffusionswiderstandes (nach Aufbringen der Enzymschicht),
stellte sich ein geringerer Wert ein. Alle folgenden

Eichungen erfolgten auf diesen Wert.
3.3 Arbeitstechniken unter LuftausschliuB

Mit den Apparaturen 1-3 unter Zuhilfenahme wvon Stickstoff
und Kohlendioxid als Schutzgase kann der SauerstoffeinflufB
der Luft weitgehend wverhindert werden. Fiir das Uberfiihren
von Lésungen haben sich Spritzen, Schl&duche und
Dreiwegehihne aus dem klinischen Bedarf bewdhrt. Diese
Hilfsmittel weisen eine ausreichende Gasdichtigkeit auf und
sind mit Normverbindungen ausgestattet. Neben der Art und
Weise des Uberfiilhrens, ist fiir die Messung auch die
Reihenfolge der Zugabe entscheidend. Die Verfahrensweisen
werden im folgenden ausfihrlich beschrieben.

3.3.1 Aufarbeitung der Proben:

- Lagerung: Frichte, die nicht sofort nach dem Kauf
verarbeitet werden konnten, wurden in einem Kunststoffbeu-
tel mit Kohlendioxid begast, verschlossen und im Kihlschrank
aufbewahrt.

- Pressmethode: Der Apfel wurde in einem Baumwollsdckchen
untergebracht und kam in einen Gefrierbeutel ("Topits"). Es
erfoigte eine Stickstoffspiilung. Der Beutel wurde
verschlossen, darauf erfolgte eine Ruheperiode um restlichen
Sauerstoff, der sich noch im Apfel befinden kann, durch
Diffusion zu verdiinnen. Nach einer zweiten Stickstoffspiilung
wurde dieser Beutel in einen weiteren Beutel ("gelber
Sack"), welcher auch mit Stickstoff gefiillt wird, iiberfihrt.
Nach Verschluf und Umwickeln mit einem Handtuch wurde eine
Holzplatte aufgelegt und mit einem Hammer einige Male
kriftig auf die Platte geschlagen. Eine weitere Zerklei-
nnerung erfolgte durch Kneten in der Hand. Ist der Apfel ge-
niigend zerkleinert, kann man nun mit vorsichtigem Druck den



Saft durch den Stoff abpressen. In der Gefrierbeutelecke
sammelte sich nun ausreichend Saft fiir die Messung.

Die Saftentnahme geschah folgendermaBen:

- 60ml-Spritze mit Stickstoff aus dem
duBeren Beutel spiilen

- Spritze mit Stickstoff aus dem inneren
Beutel spiilen

- Probe entnehmen

- Kanile mit Stopfen oder
Dreiwegehahn sichern

Diese Technik wurde fiir alle zu untersuchenden Friichte
angewendet. Bei weichen Friichten (z.B. Tomaten) entfiel
allerdings die grobe mechanische Zerkleinerung mit dem
Hammer .

Fir die Bestimmung der Sauerstoffldslichkeit in Frucht-
saft/Wasser-Mischungen wurde sauerstofffreier, vollstidndig

oxidierter Fruchtsaft bendtigt.
- Herstellung von sauverstofffreiem ausoxidiertem Fruchtsaft:
- Frucht ohbne Schutzgas pressen

- Saft 3 Stunden unter Lufteinwirkung
riihren (Magnetriihrer)

- Saft Im siedenden Wasserbad 15 Minuten
erhitzen

- Saft In Apparatur 1 solange unter
Riihren mit Nz begasen bis die Anzeige

des MeBgerdtes Null zeigt

- Saft iiber Kaniile 1 mittels einer mit
Stickstoff gespiilten Spritze mit
Dreiwegehahn entnehmen



3.3.2 Befiillen der Apparaturen

- Apparatur 1, Variante 1: Um den Sauerstoffgehalt der Probe
aufzunehmen wurde der Fruchtsaft als erstes eingefillt und
anschiliefend sauerstoffreiches Wasser aufegefillt. Die

Versuchsapparatur muf3 vollstidndig gefiillt sein.

- Volumenbestimmung und Berechnung des
Volumenanteils der Probe fiir die

gewiinschte Verdiinnung

- Apparatur mit N2 spiilen bis die Anzeige
des MeBgerites den Wert Null anzeigt

~ Einfiillen der Fruchtsaftprobe iiber

Kaniile 1
- MeBwert notieren

- Einfiillen von sauerstoffreichem Wasser
bis alles Gas aus der Apparatur
verdrdngt ist. (eventuell Versuchsaufbau
schridg halten). gleichzeitig Uhr starten

~ Messung beginnen

Es hat sich gezeigt, daB die Fruchtsafte nach dem Pressen
keinen Sauerstoff enthielten (wahrscheinlich wurden Sau-
erstoffreste durch Oxidation von Inhaltsstoffen entfernt).
Daher kann die Reihenfolge der Zugabe auch umgekehrt

geschehen.
— Apparatur 1, Variante 2:

- Volumenbestimmung und Berechnung des
Volumenanteils der Probe fiir die

gewiinschte Verdiinnung
- Wasser einfiiilen
- Wasser unter Riihren mit O: begasen
- Mepwert aufnehmen

- Probe einfillen, Uhr starten, MeBwerte

aufnehmen



- Apparatur 2:
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Vorsichtig sauerstoffreiche Lésung iiber
Dreiwegehahn ansaugen (kein Vakuum
ziehen)

Versuchsaufbau drehen und durch leichtes
Klopfen Gasblasen zur Spritzendéffnung
bringen

Gasreste und iiberschiissige Fliissigkeit
aus der Apparatur dricken bis das
gewiinschte Volumen erreicht ist

Dreiwegehahn verschlieBen
MeBwert aufnehmen

Dreiwegehahn mit der Probe spiilen, damit
keine Luftbldschen in die Apparatur
gelangen

Apparatur iiber den Dreiwegehahn mittels
einer Spritze bis zum gewiinschten
Endvolumen mit der Probe auffiillen, Uhr
starten

Messung beginnen

- Apparatur 3: (Modellversuch zur Enzymatischen Bridunung)

gepufferte Enzymléung mit O: aus der
Gasflasche sdttigen und in die Apparatur
iiberfihren

Photometer auf 480 nm einstellen und

kalibrieren
Oz ~-MeBwert aufnehmen

Substratldsung durch Einleifen von
Stickstoff (Apparatur 1) von
Sauerstoffresten befreien

Hemmstoff einwiegen und in die zur
Aufnahme der Substratlésung bestimmten

Spritze tliberfiihren

Spritze iiber Dreiwegehahn mit N: spiilen



Substratldsung aufnehmen, schiitteln und
N2-Gasblidschen aus der Spritze driicken

- Dreiwegehahn des Versuchsaufbaus mit
Substrat/Hemmstoff-Lésung spiilen

- Apparatur bis zum gewiinschten Endvolumen
mit Substrat/Hemmstoff-Lésung iiber
Dreiwegehahn auffiillen, Uhr starten

- Extinktions- und Oz-MeBwerte aufnehmen

Da einige Saftproben den geldsten Sauerstoff vollstandig
verbrauchten, wurde versucht den Sauerstoff nachzudosieren.
Dies kann auf unterschiedliche Weise geschehen. Einerseits
kann direkt Gas nachgeliefert werden, oder es wurde
sauerstoffreiches Wasser aufgefiillt, was eine weitere
Verdiinnung der Probe zur Folge hat.

— Nachdosieren von geldstem Sauerstoff (unter gleichzeitiger
Verdiinnung der Probe)

- Apparatur 1, Variante 2

- Messung durchfiihren bis aller Sauverstoff

verbraucht ist

- einen definierten Volumenanteil der
Saft-Wasser-Mischung liber Kaniile 1
entnehmen

- sauerstoffreiches Wasser iiber Kaniile 1
zugeben bis die Apparatur vollstidndig
gefiullt ist

- gegebenenfalls Vorgang wiederholen
- Nachdosieren von Sauerstoffgas
- Dreiwegehahn auf Kaniile 1 anbringen

- Messung durchfiihren bis aller Sauerstoff
verbraucht ist

~ etwas Mischung iiber den Dreiwegehahn

entnehmen, Spritze aufgesteckt lassen
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- 0z aus der Gasflasche tliber den
Dreiwegehahn 30 Sekunden in die
restliche Mischung einleiten

- entnommene Mischung wieder zufiigen
- Messung fortfiihren
- gegebenenfalls Vorgang wiederholen

Diese beiden Methoden wurden allerdings nur in Vorversuchen
{(Abb.40) angewendet, da sie einige Nachteile beinhalten:
erstens 1ist der Sauerstoffverbrauch widhrend des Nach-
dosierens nicht zu bestimmen und zweitens wird aufgrund der
Verdinnung durch sauerstoffreiches Wasser die Reakti-
onsgeschwindigkeit herabgesetzt; oder ein gewisser Teil der
Mischung wverldBt (durch das Einleiten von 0:2) als Aerosol
den Versuchsaufbau, damit entstehen unvermeidlich Gasblasen
nach dem Wiederzufiigen der entnommenen Mischung, was ein

Nachldsen von Sauerstoff zur Folge haben kann.

Um einen vollstdndigen Verbrauch 2zu verhindern, wurden im
allgemeinen Ox—gesittigte Ldsungen verwendet und mit
niedrigeren Saftanteilen gearbeitet.

3.4 Sauerstoffléoslichkeit in den verwendeten Medien

DPa chemisch indifferente Stoffe die Léslichkeit von
Sauerstoff im allgemeinen herabsetzen, kommt es unweigerlich
zu Problemen bei Sauerstoffmessungen in Lebensmitteln. Zum
einen enthalten die zur Messung verwendeten Fruchtsidfte eine
nicht unbetrédchtliche Menge an geldsten Stoffen (Zucker,
Sduren etc.), zum anderen wurden den Saft/Wasser-Mischungen
in wvielen F&allen Zusatzstoffe beigemengt. Wie bereits
erwdhnt, sind die SauerstoffmeBgerdte nicht dazu in der Lage
den absoluten Sauerstoffgehalt einer Probe zu messen. Sie
registrieren vielmehr die Aktivitdt und berechnen daraus die
Konzentration, welche sich auf reines Wasser bezieht. Die
Methode wvon CLARK wird somit in Saft/Wasser-Mischungen,
Pufferldsungen und so weiter immer einen héheren Wert
anzeigen.

Um eine Korrektur vorzunehmen wurde anfangs mit der WINKLER-
Methode gearbeitet. Es =zeigte sich jedoch schnell, daBs
Inhaltsstoffe der Probe oder einige zugesetzte Stoffe auch



hier zu unzuverlidssigen Werten fihrten.

seldsungen geringere Werte angezeigt,

S0 wurden in Gluco-
ein Umstand der wahr-

scheinlich auf

einer Oxidation von Glucose durch geldsten

Sauerstoff, im teilweise alkalischen Milieu,

des WINKLER-

03 -Konz. (mg/l)
7 ] : 7

| Gala Royal (38% Anfangs-
6 gehalt)

140

80 109 120

Minuten

¢ 20 40 60 160

O3 -Konz. (mg/l)

Gala Royal (50%)

80 100 120
Minuten

140 160

0 min: 26,5 ml Saft + 26,5 ml Wasser (100% Q2)

6 min: 30 m! Saft/Wasser-Mischung enitnommen und verworfen
8 min: 30 ml luftgesdttigtes Wasser aufgefiiit

40 min: 26 mi Saft/Wasser-Mischung eninommen

43 min: 26 m! luftgesidttigtes Wasser aufgefiillt

0 min: 26,5 ml Saft + 26,5 ml luftgesiittigtes Wasser

10 min: etwas Mischung entnommen, Saverstoff eingeleitet,
Mischung wieder zugefiigt

45 min; etwas Mischung cntnommen, Sauverstoff cingeleitet,
Mischung wieder zugefiigt

Abb. 40 Nachdosieren von Sauverstoff in Saft/Wasser-Mischun-

gen, mit verschiedenen Methoden



Tests beruht. Weiterhin reagierten Zusitze wie EDTA oder
Diehyldithiocarbaminat mit den Reagenzien und machten eine
Sauerstoffmessung unmoéglich.

Tabelle 4 zeigt einen Vergleich der beiden Bestim-
mungsmethoden fiir Sauerstoff in unterschiedlichen Medien.
Ausgegangen wurde von sauerstoffhaltigem, destilliertem Was-
ser, welches nach der MeBwertaufnahme (Apparatur 2) mit
einer sauerstofffreien Glucose—, Saccharose- oder
Kochsalzlésung im Verhdltnis 1:1 gemischt wurde. Nach der
Sauerstoffbestimmung dieser Mischung durch die CLARK-
MeBzelle wurde eine Probe aus der Apparatur entnommen und
nach WINKLER bestimmt.

Wasser vor der Mischung (1:1) . Mischung (1:1) ‘- Mischung {1:1)
Mischung . (mach CLARK) (nach WINELER) erwarieter Wert

(nach CLARK) .

Saccharose 10,4 6,0 5,15 5,20
171

(0,35 mol/1) 9,9 : 5,9 4,90 4,95

Glucose 14,9 8,6 6,50 7,45
111 :

(0,55 mol/l) 9,0 5,0 3,95 4,50

Kochsalz 2,0 5,0 4,55 4,50

(0,275 mol/1)

16,3 9,2 8,05 8,15

Tab.4 Vergleich der zweier O, -Bestimmungsmethoden
(Konzentrationsangaben in mg/l1)

Da Fruchtsidfte ein komplexes Gemisch darstellen, ist also
nicht auszuschlieBen, daB es auch hier bei beiden Methoden
Zu Fehlern kommen kann. Daher wurde ein anderes Verfahren
verwendet, um die Abweichungen, die mit der polarogra-
phischen MeBtechnik entstehen, zu korrigieren. Auch hier
wurde wieder von O2-haltigem destilliertem Wasser
ausgegangen, welches mit ausoxidiertem, sauerstofffreiem
Fruchtsaft gemischt wurde (Apparatur 2). Der MeBwert und der

crwartete Wert der Mischung wurden ins Verhéltnis gesetzt



und SO ein

Mischungsverhdltnis wurde so gewahlt,

- b1

Korrekturfaktor

bestimmt (Tab.5).

Das
daR es dem der Messung

entsprach. Abbildung 41 zeigt eine typische Messung vor und

nach der Korrektur.

O, -Konzentration
in dest. Wasser
vor der Mischung
(nach CLARK)

O, -Konzentration
in der Mischung
(3:1), (CLARK)

erwarteter Wert berechneter
fiir dic Mischung Korrckturfaktor
(3:1)

7.4 5,6 4,93 0,88

7,7 5.4 5,13 0,95
25,3 19,5 16,87 0,86
26,3 19,8 17,53 0,89 |
15,3 11,3 10,20 0,90 |

Mittelwert: 0,9

Tab.5 Bestimmung des O, -Korrekturfaktors fiir ¢ine Saft- Wasser-
Mischung (Golden Delicious 33,3%), Konzentrationsangaben in mg/l

0, -Eonz. (mg/l)

17 —— -
/A'\““\-RR 1. Wert fiir dest. Wasser, vor der Mischung
/ mit Fruchtsaft wurde fir die Verdinnung 1:3
L 16 / T berechnet (66,6% des Melwertes)
i I(f} ‘\\ : : :
A 5 |
S : i R
e : \"'\1_ ? Wme Korrektur .
14 | _\\ ; \’\x
“‘ﬂx_xhx : \—-____ :
~—_ : : .
T : : :
T | Rorrekturfaktor 0,9
13 | e \‘“\ﬂ R rrektur .3 tor U, _J
_"‘“"b\_\x
12 | o _ | , ;
0 1 2 3 4 5 6

Minuten

Abb.41 Sauerstoffverbrauch einer Saft-Wasser-Mischung
(Golden Delicious 33.3%)



In ganz &hnlicher Weise wurde bei LOsungen mit den ver-
wendeten Zusatzstoffen verfahren. Hierzu wurde zunichst die
doppelte Konzentration als bendtigt angesetzt und von
geldstem Sauerstoff durch Einleiten von Stickstoff befreit
(Apparatur 1). Die Ldsung wurde mit destilliertem Wasser
einer definierten Sauerstoffkonzentration im Verhdltnis 1:1
vermischt (Apparatur 2). Dieser Mischung wurde nun
sauerstofffreier, ausoxidierter Fruchtsaft im gewlinschten
Verhiltnis zugegeben und der Korrekturfaktor aus dem
erwarteten Wert und dem Mefwert berechnet.

3.5 Sauerstoffverbrauch der MeBzelle

Die Vorgiange in dem membranbedeckten Sauerstoffsensor, die
zu einem MeBsignal fiihren, sind mit einem Verbrauch von Sau-
erstoff verbunden. Bei groBen Volumina und kurzen Mefizeiten
ist dieser Sauerstoffverbrauch zu vernachlissigen. Bei einem
kleinen Volumen fillt er jedoch ins Gewicht (Abb.42).

02 -Konz. (mg/l)
10
s
—— |
— =
ﬂt‘“‘“‘:\.____
1
p - ; _ - : |
0 100 200 300 400
Minuten
|

Abb.42 Sauerstoffverbrauch der MeBzelle bei einem Probe-
volumen von 20ml (Apparatur 2 mit dest. Wasser)

Um den Sauerstoffverbrauch einer Saft/Wasser-Mischung zu
bestimmen muB der Verbrauch der MeBzelle beriicksichtigt

werden. Da unterschiedliche Volumina zum Einsatz kamen,



wurde der O:2-Verbrauch der MeBzelle in der Regel durch
Extrapolation aus der Verbrauchskurve ermittelt. Diese
Verfahrensweise ist zwar nicht ganz korrekt, da die
MeBelektrode bei groBeren 0:2-Konzentrationen (wie sie am
Anfang der Reaktion vorliegen) auch einen grioBeren Verbrauch
aufweist. Da aber die Oxidation von Fruchtsiften gerade am
Anfang relativ schnell wverlduft, wird dieser Umstand nicht
all zu sehr ins Gewicht fallen.

3.6 Bestimmung des Sauerstoffverbrauchs eines Fruchtsaftes

Um den Oz-Verbrauch eines Fruchtsaftes zu bestimmen, muB3 die
Saverstoffléslichkeit und der Verbrauch der MeBzelle
berlicksichtigt werden. Weiterhin muB ein Sauerstoffverbrauch
von Mikroorganismen ausgeschlossen werden. Wie spéter
gezelgt wird, ist letzteres durch einen Zusatz von EDTA zu
erreichen. Es wurde folgendermaBen vorgegangen:

- Verwendung einer Mischung von sauerstoffge-
sdttigtem Wasser und sauerstofffreiem
Fruchtsaft (Apparatur 2)

- Aufnahme der MefBwerte bis die Konzentrations-
abnahme des Sauerstoffs einen linearen Ver-
lauf zeigt

— Berechnung des Anfangswertes
- Léslichkeitskorrektur der MeBwerte nach 3.4

- Extrapolation des linearen Anteils der Kurve
auf die y-Achse

— Berechnung des Verbrauchs fiir reinen Saft aus
den erhaltenen Werten fiir die Fruchtsaft-

Wasser-Mischung

Die Anwendung dieser Arbeitsweise zeigt Abbildung 43. S0 ist
in diesem Beispiel die Sauerstoffkonzentration der Mischung
innerhalb wvon 10 Stunden wvon 28,2 mg/l auf 12,3 mg/l
gesunken. Die Extrapolation ergibt einen Sauerstoffverbrauch
fiur die MeRBzelle ven 1,7 mg/l in diesem Zeitraum. Damit
ergibt sich fir die 33,3%ige Saft/Wasser—-Mischung ein
Verbrauch von 14,2 mg/1. Der reine Saft wirde
dementsprechend das Dreifache wverbrauchen, also 42,6 mg/l.
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Abb.43 Ermittlung des Sauerstoffverbrauchs einer Saft/Was-
ser-Mischung (Golden Delicious 33,3%) bei Zusatz von
EDTA (Konzentration in der Mischung 0,66 mol/l)

3.7 Reagenzien und Gerite

Neben den schon bespreochenen SauerstoffmeBgerdten und einem
pH-MeBgerdt kamen zwei Photometer zur Anwendung. AuBer fir
den Modellversuch (Aquanal-plus'"-Photometer), wurde aus-
schlieflich mit dem Beckmann DU7 UV/VIS Spektrophotometer
gearbeitet.

Die meisten eingesetzten Chemikalien hatten Analysequalitédt.
In einigen Fidllen muBten die verwendeten Stoffe jedoch erst
hergestellt bzw. aufgereinigt werden, und das Ansetzen der
Reagenz-LOsungen beschridnkte sich nicht immer auf das

Einwiegen und einfache L&ésen der Substanz. Daher soll an



dieser Stelle die Herstellung einiger Reagenzldsungen
genauer beschrieben werden.

2,6-Dichlorphenol indophenol-Lésung (1mmol/1)

326 mg (1 mmol) des Natriumsalz-Dihydrats wurden in etwa 100
ml dest. Wasser bei 50°C unter Riihren in einem Becherglas
geldst. Nach dem Abkiihlen wurde die Ldsung in einen 1000 ml
MepBkolben iiberfiihrt und mit dest. Wasser bis zur Marke
aufgefiillt und nicht geldste Substanz abfiltriert. Mit einer
Ascorbionsdure-Standardlésung (2000 mg/1) wurde ein Faktor
von 0,9 ermittelt.

Die Lésung wurde kiihl und dunkel aufbewahrt (Kihlschrank).
Natriummolybdatophosphat-Stammlésung (10 mmol/1)

1,7 g (12 mmol) Molybddnoxid (MoO3) wurden mit ca. 40 ml
dest. Wasser unter Riihren aufgeschwemmt und mit
Natriumhydroxid versetzt bis sich alle Substanz geldst hat.
Nun wurden etwa 4 ml konz. Schwefelsdure zugefiigt.

In einem 100 ml MeBkolben wurden 136 mg (1 mmol)
wasserfreies Kaliumdihyvdrogenphosphat in ca. 40 ml dest.
Wasser geldst, die saure Natriummolybdat-Losung langsam
zugefigt und bis zur Marke mit dest. Wasser aufgefiillt.

Brenzcatechin-Stammlésung (1,5 mmol/1)

Um das technische Produkt von Verunreinigungen (haupt-
sdchilich braune Oxidationsprodukte) zu befreien, wurde in
Petroleumbenzin (Siedebereich 100 - 140°C) umkristallisiert.
Dabei 16st sich das Brenzcatechin in heiBem Benzin, wihrend
die Verunreinigungen zwar schmelzen aber ungel8st bleiben.

Die heiBe Lésung wurde abdekantiert wund filtriert, beim

Abkiihlen bilden sich weille etwa 5 mm !

lange Nadeln. Diese Substanz wurde an i

der Luft getrocknet und unter Stickstoff I
aufbewahrt. 'i-"’_" N,
165 mg (1,5 mmol) so vorbereitetes !]‘
Brenzcatechin wurde in 1 1 sauerstoff- 'U\

freiem dest. Wasser geldst (MeBkolben). ij_;

Die Entnahme der Lisung geschah dann —

Abb.44 Entnahme

immer unter Stickstoff (Abb. 44). unter N, -Begasung
2



Dopamin-Stamml&ésung (1,5 mmol/1)

A wm
Zur Herstellung der Lésung wurde eine /Rijr |
5 ml Ampulle Infusionsldsungskonzen- no \f/ er” %
trat (Firma Giulini) verwendet, diese on !
enthdlt 50 mg (52,8 mmol/1) 4-(2- Abbjs Dopamin- :
Aminoethyl)brenzcatechin-hydrochlorid hydrochlorid

(Dopaminhydrochlorid, Abb.45) und 9,15
mg (9,6 mmol/1) Natriumdisulfit als
Stabilisator.

5 ml dieser Lésung wurden in 171 ml dest. Wasser aufgenom-
men und sofort verwendet. Die Dopamin-Konzentration dieser
Stammldbsung betrdgt 1,5 mmol/1, die Natriumdisulfit-
Konzentration etwa 0,3 mmol/I.

Polyphenoloxidase-Lésung (10 mg/1)

Da der Vorrat an PPO (Tyrosinase aus Pilzen, Sigma) begrenzt
war (insgesamt 12 mg Feststoff), wurden nur sehr geringe
Mengen eingewogen und kleine Volumina angesetzt.

1 mg Tyrosinase wurden in einem 20 ml Becherglas eingewogen,
unter Nachspiilen dieses GefdBes in einen 100 ml Mepkolben
iberfiihrt und bis zur Marke mit dest. Wasser aufgefiillt.
Diese Lésung (im Kiihlschrank gelagert) ist etwa 3 - 4 Tage
verwendbar.

Phosphatpuffer—-Lésung (0,1 mol/1)

8,9 g (0,05 mol) Na:HPOs - 2H:0 und 6,8 g (0,05 mol)
wasserfreies KH:PO:¢ wurden in einem Liter dest. Wasser
geldst und der pH-Wert bestimmt (pH 6,88).

3.8 Lebensmittel

Alle Lebensmittel wurden aus dem normalen Handel bezogen.
Zum Einsatz kamen frische Tomaten, Salatgurken, Bananen,
Apfel und trinkfertige Obst- und Gemiisesifte bzw. Nektare.
Zwar existieren bei Tomaten, Gurken und Bananen auch die
unterschiedlichsten Sorten, es ist Jjedoch in Deutschland
nicht iiblich die Sortenbezeichnung anzugeben. Dies geschieht
in der Regel nur bei Apfeln, daher kann hier auch nur eine
Sortenangabe fir Apfel erfolgen (vgl. Exkurs: Auswahl der
ApfTel).



Folgende Fertigprodukte wurden untersucht:

"Wertkost” Klarer Apfelsaft mit Vitamin C angereichert
(30 mg/100 ml zum Zeitpunkt der Abfiillung), EUCO Hamburg

- "albi" Tomatensaft aus Konzentrat (gesalzen), albi

Biithlenhausen

- "hohes C" Orangensaft aus Konzentrat mit Calcium und
Milcheiweis (Vitamin C: 38 mg/100 ml, Calcium: 135 mg/100

ml), Eckes-Granini Nieder-Olm

- "Wertkost" schwarzer Johannisbeernektar (Fruchtgehalt:
34%), EUCO Hamburg

- "vVitraletten Orange mit Calcium" Vitamin-Lutschbonbons,
Beckerwerk Fulda GmbH, Zutaten: Traubenzucker,
Calciumsalz mindestens 4 g in 100 g (Trennmittel E341*}),
Citronensiure, Stédrke, Vitamin C 500 mg in 100 g,
Vitamin Bi—-nitrat 8,8 mg in 100 g, Orangenaroma

* E 341a = CalP04, E 341b = Dicalciumorthophosphat, E341c = Cas{POs}s0H [34, 5.86)



4. Ergebnisse und Diskussion

Zur Untersuchung oxidativer Vorgidnge in Lebensmitteln wurde
die polarographische Sauerstoff-MeBtechnik eingesetzt. Die
hier angewandte Methode beruht auf der Abnahme der
Sauerstoffkonzentration in Saft/Wasser-Mischungen von Obst-
und Gemiise. Zum Einsatz kamen Apfel-, Tomaten~ und

Gurkensaft.

Der Einsatz von Zusatzstoffen und ein Modellversuch geben
einen Einblick in die Vorginge der enzymatischen Bridunung
bei Apfeln. Die Oxidationsvorgidnge in Tomaten und Gurken
konnten auf Vitamin € zuriickgefiihrt werden und es wurde
Bananenschale und Gurkensaft zur Herstellung von zwei
Biosensoren verwendet, deren Funktion und Einsatzmdglich-

keiten getestet wurden.

Exkurs: Auswahl der Apfel

Das Braunungsverhalten wvon Apfeln hdngt wvon der Sorte und
Reifegrad ab; es schwankt auch wvon Apfel zu Apfel
einer Sorte gleicher Herkunft. Um nun vergleichbare

Ergebnisse Zu erhalten muB eine Apfelsorte gefunden

werden, die erstens mit der beschriebenen Pressmethode
eine ausreichende Menge an Saft pro Apfel fir
Mehrfachmessungen liefert und zweitens ein mittleres
Bridunungsverhalten zeigt . Die zweite Eigenschaft ist
wichtig, da die Sauerstoffkonzentration und damit der
verfigbare Sauerstoff in Losung, von der begrenzten
Sauerstoffldslichkeit abhdngt. Daher kann nur in einem

bestimmten Bereich gemessen werden. Es wurden die Sorten

Granny Smith, Golden Delicious, Gala Royal, Jona
Gold, Boskoop und Cox Orange auf diese Eigenschaften
untersucht.

Hierfir wurden die Apfel zunédchst einfach aufgeschnitten und
sich selbst iiberlassen (Abb.46). Boskoop zeigte hier die
stadrkste und Granny Smith die schwidchste Briunung. In ganz

dhnlicher Weise wird nach einer sogenannten Boniturskala der
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UPOV-Priifungsrichtlinie TG/14/1 im Bundessortenamt verfah-
ren. Das Br3unungsverhalten wird als eines wvon vielen Sor-
tenkennzeichen* bestimmt (Abb.47), die Einstufung (Bonitur)
erfolgt hier ebenfalls visuell, nach dem Durchschneiden mit
einem Edelstahlmesser durch Vergleich mit dem Sortiment.

: > i 1

[ N il 1

Granny Smith Cox Qrange Jona Gold

Golden Delicious Gala Royal Boskoop

Abb.46 Bréunung verschiedener Apfel nach 60 Minuten

Sorte 1992 1993 1994

Boniturskala:
Golden Delicious 4 3 4 ; t‘el:-:;nd oder sehr gering
Gala Royal 3 1 1 M :z:lttef
Jona Gold 3 4 5 7 stark
Boskoop 5 6 7 ; 9 sehr stark
Cox Orange 3 3 3 ¢

Abb.47 Boniturdaten der Fruchtfleischbrdunung 1992 - 1994

Neben dieser rein visuellen Kontrolle wurde der Sauerstoff-
verbrauch von 1:1 Saft/Wasser-Mischungen untersucht
(Abb.48): Die Apfel wurden unter AusschluB von Luftsauer-
stoff gepreBt und in Apparatur 1 nach Variante 1 mit luft-
gesfittigtem Leitungswasser vermischt und die Zeit fir den

vollstandigen Verbrauch des angebotenen Sauerstoffs
bestimmt.

* Telephonat und Schriftwechsel mit dem Bundessortenamt, Priifstelle Wurzen. Die Fruchtfleischbriunung
gilt dort als relativ unzuverldssiges Sortenkennzeichen, wird aber aufgrund der Prifungsrichtlinien
pitbestimmt.
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Abb.48 Vollstiindiger-Sauerstoffverbrauch von Saft/Wasser-
Mischungen im Verhé#ltnis 1:1

Fiir Boskoop, Cox Orange, Golden Delicious und Gala Royal
wurde ein mittlerer Sauerstoffverbrauch bestimmt. Dafiir
wurden jeweils drei Verbrauchskurven {(ein Apfel pro Kurve),
bei erhdhtem Sauverstoffangebot (Verwendung von O:2-gesidt-
tigtem Wasser bei einem Saftanteil von 33,3 %) aufgenommen
und gemittelt. Lediglich bei Boskocop wurde der angebotene
Sauerstoff nach etwa 90 min wvollstandig wverbraucht, daher
mite der Wert fiir diese Sorte hdher liegen. Mit Apparatur 1
nach Variante 2 wurden folgende Werte fir den mittleren 0:-
Verbrauch erhalten (in mg O0:2/1 reinem Saft): Gala Roval 34,
Golden Delicious 42, Cex Orange 62 und Boskoop 63. Diese
Werte sind als Richtwerte zu wverstehen, da hier keine
Korrektur der MeRBwerte fiir die O0O:-Konzentration in der

Mischung vorgenommen wurde und damit der Anfangs- und



Endpunkt der Messung nicht korrekt bestimmt werden konnte.

Fir Golden Delicious wurde eine solche Korrektur vorgenommen

und ein Verbrauchswert von 42,6 mg/l bestimmt (Abb.43).

Der Vergleich der drei

gute Ubereinstimmung.

Golden

Geschwindigkeitsmessung des Sauerstoffverbrauchs.
daB ein Apfel
vor der Oz-Messung mit Luftsauerstoff

daran liegen,

ist. Die
bestidtigen diese Vermutung.

Delicious

zeigen

Methoden

MeBergebnisse fir

{Abb.49)
Lediglich die Sorten Cox Orange und

eine

dem

Abweichung bei

(Cox Orange)

mittleren

zeigt eine recht

der
Das kénnte
unbemerkt schon
in Kontakt getreten
Verbrauch

Nichtibereinstimmungen mit den

Boniturdaten des Bundessortenamtes sind mit grof3er
Sicherheit auf die wunterschiedliche Herkunft der Apfel
zurdckzufiithren.

Fir die meisten Experimente hat sich die Verwendung der
Apfelsorte Golden Delicious bewidhrt. Der Apfel lieferte
mit der angewendeten Pressmethode etwa 50 - 60 ml Saft,
ist fast das ganze Jahr 1iiber in etwa gleichbleibender

Qualitat

im Handel

zu erhalten

und zeigt

einen mittleren

‘ Boskoop Boskoop Boskoop Boskoop
Jona Gold Jona Gold Jona Gold
Golden Golden
Cox O - Cox O
ox Urange Delicious ox range Delicious
Golden Golden
C O C Orange
Delicious ox Drange Delicious ax 8
i Gala Gala Gala Gala
i Royal Royal Roval Reval
\
\ Granny Granny
} Smith Smith
i |
| Zunahme visueller Sauerstof{- mittlecer Bonitur |
der Reak- Vergleich verbrauchs- Saverstoff- (Bundessor- |
tivitét geschwin- verbrauch tenamt} |
digkeit |

Arbrb.49 Reihenfﬁlge der Reakitivitdt verschiedener Apfelsorten
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Sauerstoffverbrauch. Widhrend sich die Triibstoffe bei diesem
Apfel durch Zentrifugieren nur sehr unzureichend entfernen
lieBen, gelang dies recht gut bei Verwendung der Sorte
Boskoop.

4.1 Sauerstoffverbrauch von Apfelsaft

Am Beispiel der Herstellung von Apfelsaft wurde der Ablauf
der enzymatischen BriAunung nadher untersucht.

4.1.1 Zusammenhang zwischen Br#iunung und Sauerstoffverbrauch

Fiir die Messung der Brdunung bietet sich eine photometrische
Arbeitsweise an. Ausgehend von der Annahme, daB die Enzyme,
die fir die Braunung von Apfelsaft verantwortlich sind, an
Trubstoffe gebunden sind, muBB die Reaktion in einem Triibsaft
stattfinden, die photometrische Messung kann Jjedoch nur in
klaren Ldsungen geschehen.

Imin  8min 1Smin 30min 45min 60min

lmin Smin 15min 30min 45min 60min

Abb.50 Brdunung einer Apfelsaft/Wasser-Mischung (Boskoop 35%)
A: Nach Erhitzen B: Nach Zentrifugation der erhitzten Mischung
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Die abgelesenen MeBwerte multipliziert mit Korrektur-

faktor 0,9 (vgl. 3.4)

Ab.l:-;-..SHZI_Zusammenhang zwischen Sauerstoffverbrauch
einer Saft/Wasser-Mischung (Boskoop 35%)

und Braunug

!
0,6 .

0,4
i
0,2
320 416 512 608 ldnge (nm)
Abb.51 Absorptionsspektrum von oxidiertem Apfelsaft, gemessen
gegen wenig oxidierien Apfelsaft (Mischung 1:3, Boskoop

erhitzt und zentrifugiert)




Daher wurde der Saft (Boskoop) in Apparatur 2 mit O2-ge-
sattigtem Wasser gemischt wund die Abnahme der Sauer-
stoffkonzentration aufgenommen. In bestimmten Zeitabstidnden
wurden nun Proben entnommen und sofort im siedenden
Wwasserbad 2 Minuten erhitzt (Zerstdrung der Enzyme). Die so
behandelten Proben wurden in Eis aufbewahrt und eine Stunde

bei 2000 Upm zentrifugiert (Abb.50}.

Die Braunungsprodukte zeigen ein Extinktionsmaximum bei etwa
395 nm (Abb. 51). Die Extinktion der Proben wurde bei dieser
wellenldnge gegen dest. Wasser aufgenommen und gegen die
Zeit aufgetragen (Abb.52). Der Vergleich zeigt eine
eindeutige Korrelation zwischen Briunung und O:-Verbrauch
(Abb.53).

! 045 -Verbrauch
Lineare Regression: : e
25 : e
|y = 40,9x - 10,7 7
BestimmtheitsmaB: 0,97243 =
20 | Korrelationskoeff.: 0,98612 | e
i Standardabweichung: 1,40435 | pa
15 - R // - ‘
A
10 e ,.5‘"// . | i
5 ///': .
: i
| |
0 N T B 1 S _ I
0,2 0,3 0.4 0,5 0.6 0,7 0,8 0,9 1
Extinktion (395 nm)

Abb.53 Korrelation der Bridunung mit dem Sauerstoffverbrauch
(Boskoop 35%)



4.1.2 Beziehung zwischen Verbrauchsgeschwindigkeit und

Sauerstoffkonzentration

Fiir den Ablauf der enzymatischen Brdunung sind (neben einem
Enzym) Sauerstoff und mindestens ein Substrat notwendig.
Daher wird die Reaktionsgeschwindigkeit also auch wvon
mindestens zwei Ausgangsstoffen abhidngen. Die Konzentration
eines Ausgangsstoffes kann jedoch s¢ hoch gewahlt werden,
daf hauptsidchlich die Konzentration der anderen Komponente

geschwindigkeitsbestimmend wirkt.

Da Sauerstoff sowohl als MeBgrdBe aufgenommen wird, als auch
gleichzeitig als Substrat filir die Reaktion dient, ist es
sinnvoll, eine Sattigungskonzentration (fir Sauerstoff) des
Enzyms zu bestimmen. So k&nnen dann alle Messungen an einer
Apfelsorte, wenn die Sauerstoffkonzentration wAhrend der
Messung immer iiber diesem Wert liegt, als nahezu

sauerstoffunabhidngig angesehen werden.

Hierbei interessierte weniger die MICHAELIS-Konstante {(Km-—
Wert) fir Sauerstoff, sondern wvielmehr die Konzentration,
oberhalb derer ihre Anderung einen vernachlidssigbar geringen

EinfluB auf die Reaktionsgeschwindigkeit ausiibt.

Ein Km-Wert, im enzymkinetischen Sinne, bezieht sich auf ein
definiertes Substrat und ein definiertes Enzym. Er gibt die
Konzentration des Substrates an, bei der die
Reaktionsgeschwindigkeit die halbe Maximalgeschwindigkeit

ausmacht.

Da nun aber in Apfelsaft mehrere Substrate, mehrere Enzyme
und verschiedene Nebenreaktionen an einer Oxidationsreaktion
beteiligt sind, kann auch ein solcher Km-Wert nur den

gesamten Vorgang wiedergeben.

Zunidchst wurde die Sauerstoffkonzentration mit Apparatur 1

durch unterschiedlich lange Begasung mit Sauerstoff oder
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Stickstoff eingestellt und in Apparatur 2 iiberfihrt. Danach
erfolgte die Aufnahme der Anderung der Sauverstoff-
konzentration in der Saft/Wasser-Mischung in halbminiitigen
Abstdnden (Abb.54).

0 2-Konz. (mg/1)
16 ;
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e R -—_EB___SZI }
) P— | 0 Tt |
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abgelesene Mefwerte multipliziert mit Korrekturfaktor 0,9

(vgl. 3.4)

Abb.54 Reaktionsgeschwindigkeit einer Saft/Wasser- Mischung
(Golden Delicious, 33,3%) bei unterschiedlichen Sauerstoff-
Anfangskonzentrationen
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Werden die daraus berechneten Anfangsgeschwindigkeiten gegen
die Sauerstoffanfangskonzentration aufgetragen (Abb.55), so
wird deutlich, daB sich die Reaktionsgeschwindigkeit ab ein-

er Konzentration iiber 10 mg/l nur noch wenig steigern 1iBt.

Bei einer Sauerstoffléslichkeit von 44 mg/]l (Raumtemperatur
und Normaldruck)} 1&Bt sich fiir eine 33%igen Saft/Wasser-
Mischung maximal eine Konzentration von 29,3 mg/l erreichen.
Somit bleibt ein Spielraum von 19,3 mg/l, ohne den Bereich
der Sauerstoffsidttigung des Enzyms zu verlassen. Der
mittlere O:2-Verbrauch fiir eine Apfelsaft/Wasser—-Mischung der
Sorte Golden Delicious liegt bei etwa 14 mg/l. Damit kénnen
Geschwindigkeitsmessungen (Verwendung von OQOz-gesdttigtem
Wasser vorausgesetzt) als weitgehend sauerstoffunabhidngig

eingestuft werden.
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Werden die reziproken Werte fiir die Geschwindigkeit und die
Sauerstoffanfangskonzentration gegeneinander aufgetragen
(LINEWEAVER-BURK-Plot)}, so ergibt sich eine Gerade, aus der
sich die Maximalgeschwindigkeit Vmax und ein Km-Wert (mit
den bereits erwidhnten Einschridnkungen) bestimmen lassen
{Abb.56).

]
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/v |
3’5 S — S -~ E
: o | |
Lineare Regression: ' /|f
3 y = 2,6075x + 1,6074 : ) |
Nullstelle: -0,6164 : :
- | Bestimmtheitsmaf: 0,9658 : /{ '
2,5 - Korrelationskoeff.: 0,9828 - -
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Abb.56 LINEWEAVER-BURG-Plot zur Bestimmung der MICHAELIS-
Konstanten fiir O , (Golden Delicious, 33,3%)



4.1.3 EinfluB von Inhibitoren und Temperatureffekte

Da eine Beinflussung durch die Sauerstoffanfangskonzen-
tration ausgeschlossen werden konnte und die Substrat-
zusammensetzung 1m Apfel die gleiche bleibt, kann die
Wirkung wvon Zusatzstoffen und anderen Einfliissen auf die
Reaktionsgeschwindigkeit in vergleichender Weise untersucht
werden (Abb.57). Aus dem gleichen Grund war es mdglich,
aufgrund der besseren Ubersicht die Differenz-Werte (Ver-
brauch} gegen die Zeit aufzutragen.

O, -Verbrauch
14 | .
; EDTA (0.066 mol/l, pH:4,3) __—
o
120 o '.-}-'-/"""/'
- ohne Zusﬁtie (pH: 3,8)
mT - i
8
6
DDTC (0,066 mol/l)
4 : e
L o o ' Benzoesure |
(ca. 0,015 mol/l)
abgekocht |
0.4 T L | |
40 60 80 100

Minuten

Alle MeBwerte wurden bei einer O, -Konzentration von diber 10 me/l
aufgenommen und die abgelesenen MeBwerte mit dem Korrektur-
faktor 0,9 multipliziert (vgl. 3.4)

Abb.57 Sauerstoffverbrauch von Saft/Wasser-Mischungen
(Golden Delicious, 33%) bei Verwendung verschiedener Zusatzstoffe




Durch einfaches Erhitzen des Saftes kam es zu einer
deutlichen Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit. Dies stiitzt
die vorweggenommene Annahme fir die Existenz eines TfUr die
Bridunung verantwortlichen Enzyms. Aufgrund der Uberlegung,
Komplexbildner konnten die Verbindung zwischen Kupfer und
Proteinkomponente im Enzym l|&6sen und damit selektiv Poly-
phenoloxidasen zerstdéren, wurden EDTA und DDTC* eingesetzt.

Wihrend EDTA keine Wirkung =zeigt (es beschleunigt die
Reaktion sogar etwas, wahrscheinlich durch Anhebung des pH-
Wertes), findet bei Verwendung von DDTC nach einer kurzen

Induktionsperiode eine Verminderung der Reaktionsge-
schwindigkeit gegeniiber der unbehandelten Saft/Wasser-
Mischung statt. Diese Tatsache ist auf eine direkte

Wechselwirkung zwischen DDTC und PPO zuriickzufiihren.

DaB EDTA keine Inhibition wvon PPO zeigt, kdnnte zwei
Ursachen haben: zZzum elinen wire es moéglich, da3 eine
sterische Hinderung vorliegt, also ein EDTA-Molekiil zu grof
ist um bis ins aktive Zentrum des Enzyms vorzudringen; zum
anderen koénnte die Stabilitdt des Histidin-Kupfer-Komplexes
einfach gréBer sein, als die des EDTA.

Fir die zweite Moglichkeit spricht ein einfacher
Reagenzglas-Versuch, in dem eine EDTA-Kupferkomplex-LOosung
mit DDTC versetzt wird. Die Farbe der Ldsung wechselt wvon
tiefblau nach braunrot. Das heiBt, daB EDTA (in Bezug auf
Kupfer) einen schwicheren Komplexbildner darstellt und damit
wahrscheinlich nicht die F&dhigkeit besitzt, Kupfer aus dem
Enzym zu entfernen. Gegen die erste Hypothese spricht die
Tatsache, daB selbst groBe Substrate (z.B. Chlorogensaure)
und deren Polymerisate zum aktiven Zentrum vordringen und
dort eine, wenn auch reversible, Bindung mit Kupfer
eingehen. Somit 148t sich der Unterschied in der Wirksam-
keit von EDTA und DDTC mit ihrer unterschiedlichen Affinitéit
zu Kupfer erkléaren.

Benzoesdure zeigt ebenfalls Hemmwirkung auf die Oxidation
von Apfelsaftinhaltsstoffen. Da die Struktur von Benzoesdure
eine gewisse Ahnlichkeit mit der von Phenclen aufweist, ist
eine Konkurrenz- bzw. Verdridngungsreaktion am Enzym méglich.
Da jedoch die Carboxylgruppe der Benzoesiure nicht weiter

* Strukturformel 4bb. 58



oxidiert werden kann, wird die enzymatische BrAunung
gehemmt .

Neben der Zerstdrung von PPO durch Erhitzen kann auch das
Tiefgefrieren zu einer Verlangsamung der Reaktion filhren
(Abb.58). Da fiur die Apfelsorte "Jona Gold" keine Korrektur-
faktorbestimmung fir die Sauerstoff-Gehalt vorgenommen
wurde, sind hier lediglich die vom Gerdt angezeigten Konzen-

trationsidnderungen mit der Zeit wiedergegeben.

0, -Konz. (mg/l)

30

|

i

|
257&%F

" e

. =
iy -
S
N\ . #»‘_uF

20 - e

! . Tt

S
*BEH“ i -tiefgefroren
"“'-.‘._ :
15 : H’"“"*-s«; '
-.-\-H_"EI-\ —_
normal

. | | |

) 20 40 60 80 160

Minuten

Abb.58 Einflufl des Tiefgefrierens auf die Oxidations-
geschwindigkeit (Jona Gold 40%)

Fiir die Messung wurde ein Apfel unter Stickstoff eingefroren
und nach dem Auftauen geprefit. Damit entstehen Eiskristalle,
die eine vollstandige Zerstorung der Zellen verursachen. Der
so erhaltene Saft =zeigte keinerlei Braunfidrbung und war
weniger triub als herkdmmlich gewonnener Saft. AuBerdem lieB
er sich nicht so gut pressen. Es war ein Phdnomen zu
beobachten, welches schon in Abschnitt 2.2.6 beschrieben
wurde: die Bildung einer schleimigen Pulpe. Das war
warscheinlich der Grund, warum Triibstoffe zuriickgehalten
wurden. Damit ergibt sich die Erklarung fiir die langsamere
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Reaktion: der Gehalt wvon PPO - an Trubpartikel gebunden -
war in dem so behandelten Saft geringer.

Antioxidativ wirkende Inhibitoren (Ascorbinsidure und
Natriumsulfit) lassen sich nach dieser Methode nicht
untersuchen, da sie selbst Sauerstoff verbrauchen.

4.1.4 Gehaltsabschitzung von PPO in Apfelsaft mit Hilfe von
Natriumdiethylcarbaminat (DDTC)

Da EDTA auch in re- _
lativ hohen Dosie- C:Hs\ ;S\ N ./C2H5 ‘
. . _ S N—C’ Cu* ,C—N_

rungen keinerlei | CyHy” N g s C i
Wechselwirkungen mit . |
PPO zeigt, ergaben |
sich neue Moglich-
keiten der Versuchsdurchfithrung. So kann DDTC gezielt =zur
Bestimmung des Enzymgehaltes, es bildet sich Cu(DDTC):

(Abb.59), herangezogen werden, wihrend EDTA als Maskierungs-

Abb.59 DDTC-Kupfer-Komplex

mittel fiir andere anwesende Metallionen dient {(Abb.60).
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8
T DDTC-Konzentration:
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) «:xw 0,01 mmol/l
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Maskierung: Der Apfelsaft wurde mit EDTA (0,75g / 50ml) versetzt

Abb.60 Inhibition von PPO durch DDTC in verschiedenen Kon-
zentrationen (Golden Delicious 33,3%)



Ausgehend von Literaturwerten [38] betridgt der Gehalt an
Kationen in 50 g Apfelsaft etwa 1,7 mmol. 50 ml des unter
SauerstoffausschluBl gepreBten Apfelsaftes wurden daher mit
0,75 g {(etwa 2mmol) EDTA versetzt. Dieser so vorbereitete
Apfelsaft wurde nun mit luftgesdttigten DDTC-LOsungen

unterschiedlicher Konzentration vermischt (Apparatur 2).

Es zeigte sich, daB DDTC-Konzentration von 0,03 - 0,1 mmol/1
in der Mischung einen deutlichen Effekt aufwiesen. Dem-
entsprechend miBte der Gehalt an Enzym in der Saft/Wasser-—
Mischung etwa in diesem Bereich liegen. Da PPO zwei Kupfer-
Ionen besitzt, werden vier Molekile DDTC bendtigt, um das
Kupfer wvollstédndig aus dem Proteinkomplex zu entfernen.
Daher kann von einer PPO-Konzentration von etwa 0,05 mmol/1

in reinem Saft ausgegangen werden.
4.1.5 EinfluB von Mikroorganismen

Vorab sei darauf hingewiesen, daB Mikreoorganismen nicht
direkt nachgewiesen wurden. Der =zeitliche Verlauf der 0:-
Verbrauchsgeschwindigkeit und die Effektivitit eines
antimikrobiell wirksamen Stoffes lassen jedoch den SchluB
zu, daB Mikroorganismen bei Langzeitmessungen (10 Stunden)
einen erheblichen Anteil am Sauerstoffverbrauch einer
Saft/Wasser-Mischung haben kdnnen und damit eine Stérung der
Messung bewirken.

Befinden sich einige Mikroorganismen in einem geeigneten

Nihrmedium, so findet nach einer gewissen Zeit eine
Zellvermehrung statt. Unter optimalen Bedingungen tritt
exponetielles Wachstum auf. Benttigen nun die
Mikroorganismen Sauerstoff, so muB auch der Sauerstoff-

verbrauch exponentiell zunehmen.

Bei Apfelsaft findet nun eine Uberlagerung zweier Qa-
Verbrauchsursachen statt: anfangs iiberwiegt die Oxidation
von Phenolen unter Mitwirkung von PPO (die Verbrauchsge-
schwindigkeit nimmt mit der Zeit ab), zu einem spiteren
Zeitpunkt wird der EinfluB von sauerstoffverbrauchenden
Mikroorganismen deutlich (es kommt zu einer Beschleunigung

der Verbrauchsgeschwindigkeit).

Um Stdédrungen durch Mikroorganismen auszuschlieBen, muite

eine MoOglichkeit gefunden werden diese zu hemmen, ohne die



Wirkung wvon PPQO zu beeinflussen. Konventionelle Konser-
vierungsmittel wie Benzoesiure oder Sorbinsdure sind somit
unbrauchbar (vgl. 4.1.3 und 2.2.6).

Nach ELLINGER [39, §.743] soll EDTA eine Grof3zahl von
Organismen inhibieren, da fiir deren Zellwandaufbau einige
Metallionen (z.B. Magnesium und Calcium) essentiell
notwendig sind. Da EDTA keinen EinfluB auf die PPO-Aktivitat
besitzt, kann es als Hemmstoff eingesetzt werden. Abbildung
61 zeigt eine Langzeitmessung von Apfelsaft mit EDTA-Zusatz
im Vergleich zu einem unbehandelten Saft.
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Abb.61 Einfluf von Mikroorganismen auf den Sauerstoffver-
bravch von Saft/Wasser-Mischungen (Golden Delicious 33,3%)



4.2 EinfluB von Antioxidationsmitteln im Modellversuch

Unter dem Namen Tyrosinase wird ein Enzymgemisch aus Pilzen
von der Firma Sigma vertrieben. Nach Herstellerangaben
enthdlt das Produkt Catecholase wund Cresolase. Es ist
wasserléslich und nicht an Trubpartikel gebunden. Als

Substrat dient Brenzcatechin.

In den so0o erhdltlichen klaren Ldésungen ist neben der polaro-
graphischen Sauerstoffmessung auch eine photometrische
Verfolgung der Reaktion mdéglich. AuBerdem 138t sich durch
genaue Einwaage des Substrates der Sauerstoffverbrauch im
voraus berechnen. Durch die parallele Messung von
Sauerstoffverbrauch und Bridunung konnten so auch die
Folgereaktionen (Inhibitorwirkung und Polymerisation)
untersucht werden. Da mit definierten Lésungen gearbeitet

wurde, fielen die bei Obstsidften iiblichen Schwankungen weg.

Rein wvisuell ist schon kurz nach der Enzymzugabe eine
Gelbfarbung zu erkennen, welche sich vertieft spdter braun
wird, aber spdtestens am nadchsten Tag ist die Ldsung wieder

fast farblos.

Die Oxidation von Brenzcatechin verliduft iiber o-Benzochinon
(Primarprodukt), welches im sichtbaren Spektrum im
kurzwelligem Bereich Licht absorbiert und so¢ zur gelben
Farbe der Lésung Tiihrt. Das Absorbtionsmaximum liegt im UV-
nahen Bereich bei c¢a 400nm. Zu einem spdteren Zeitpunkt
nimmt die Extinktion jedoch in diesem Bereich ab. Der
Anstieg bei 292,5nm laBRt sich als eine Zunahme von Polymeren

(Sekundarprodukte) interpretieren {Abb.62).

Es 1Bt sich keine Wellenlédnge angeben welche den
Reaktionsverlauf vollstidndig charakterisiert (Abb.63). Zumal
der Extinktionsverlauf wvon der Reaktionsgeschwindigkeit der
Primdrreaktion abhédngt, welche in diesem Fall sicherlich
durch unterschiedliche Sauerstoffkonzentrationen wvariiert.
Da die Sekundarreaktionen jedoch sauerstoffunabhangig
eingeleitet werden (Abb.11), aber die Reaktionsge-—
schwindigkeit wvon der o-Brenzochinon-Konzentration aus der
Primdrreaktion abhingt, ergibt sich ein variables

Konzentrationsverhédltnis von o-Benzochinon und Polymeri-
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Abb.62 Absorptionsspektren fiir die
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Abb.63 Enzymatische Oxidation von Brenzcatechin

durch PPO (Extinktion bei drei Wellenléngen)




sationsprodukten. Dieses kommt durch den unterschiedlichen
Kurvenverlauf bei 400nm und 292,5nm zum Ausdruck. '

Fiir die praktische Messung mit Versuchsapparatur 3 (Abb.38)
ist aus geradtetechnischen Griinden nur eine Extink-
tionsmessung bei 480nm moéglich. Diese Wellenlédnge ist
insofern gilinstig, da vor allem der Anfang der Reaktion
interessant ist (Ascorbinsdure und Natriumsulfit greifen
vorwiegend in die Primidrreaktion ein). AuBerdem =zeigt der
Extinktionsverlauf bei 480nm nicht so groBe Schwankungen wie
bei den anderen beiden Wellenlangen (Abb.63). Es ist
sicherlich ein Kompromif3i, glinstiger wire eine Verfolgung der
Extinktion bei allen drei Wellenldngen. Da Ascorbinsdure
aber ein Extinktionsmaximum bei 285nm aufweist (Abb.64) und
somit die Messung stort, widre diese Variante wenig
zweckdienlich.

Abb.64 Absorptionsspektrum von Ascorbinsiure

Um die Wirkung von Inhibitoren auf dieses System ndher =zu

untersuchen, wird zeltgleich neben der Sauerstoff-
konzentration die Extinktion 1in dem gleichen Reaktions-
gemisch gemessen. Hierzu dient Versuchsapparatur 3. Es

werden L-Ascorbinsdure und Natriumsulfit als Briunungs-
inhibitoren eingesetzt (Abb.65).
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Abb.65 Enzymatische Oxidation von Brenzcatechin
(Inhibition von Polyphenoloxidase)

Beide

wirden bei

Substanzen beschleunigen den Sauerstoffverbrauch und

ausreichender Zugabe den Sauerstoff komplett aus

der Losung entfernen. Damit kénnte dann auch keine
enzymatische Oxidation mehr stattfinden. Weiterhin werden
die gebildeten Chinone wieder zu den Ausgangssubstanzen
reduziert. Sowohl Ascorbinsdure als auch Sulfit verhindern

die BrAunung komplett. Erst nachdem sie verbraucht sind, 1st

eine Zunahme von Chinonen photometrisch A messen.



Deutlicher 1ist dies 1in der Darstellung von Sauerstoff-
verbrauch gegen Extinktion zu erkennen (Abb.66). Ein Mol
Ascorbinsdure oder Natriumsulfit werden durch ein halbes Mol
0Oz oxidiert. Dabei wird die Oxidation iiber das System
Brenzcatechin/PPO und damit schneller als die Spontan-
oxidation {(Abb.67) ablaufen. Der vollstidndige Verbrauch wvon
0,5mmol/1 Inhibitor deutet sich hier jedoch schon bei einem
Sauerstoffverbrauch wvon 0,2mmol/1 (entspricht 0, 4mmol/1
Inhibitor) an. Diese Diskrepanz ist mit dieser
Versuchsanordnung nicht zu erklidren. Es widre jedoch méglich,
daB eine Oxidation schon vor Beginn des Versuchs eingesetzt
hat, oder die eingesetzten Substanzen haben bereits als
Fegtstoffe mit Sauerstoff reagiert.

Extinktion
bei 480 nm
0’6 B R —
1
m_m ohne Zusatz }
o = | ‘
0,5 e
'
| : g Ascorbinsiure
| ' /[ (0,5 mmol/l)
‘ /1’ : -~
| . o
! / | /“
0,3 - R s
] r d'

0,2 . F,; e :
m/m : : Natrivmsulfit
' : S g (0,5 mmaol/l)

| = Efu :
0,1 /ﬁ'f
e fﬂm’!
0 L ——
_0’1 i L — - | S !
0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 |

O 2-Verbrauch (mmol/l)

Abb.ﬁﬁ K&rrelation von Sauerstoffverbfé'ﬁ'ch ond
Extinktion mit verschiedenen Inhibitoren.



Auch
ungeklart bleibt,

wenn

dieser

Sachverhalt in diesem Zusammenhang

so wird doch einiges iliber die Wirkungweise

dieser beiden Braunungs—-Inhibitoren deutlich.
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Abb.67 Spontanoxidation von Ascorbinsiure (0,5 mmol/l)

sollte
Brenzcatechins

daB die Oxidation des
ablauft der Inhibitor
sofern noch ausreichend Sauerstoff vorhanden

Eigentlich man annehmen,

vollstandig wenn
verbraucht ist,
ist. Ascorbinsdure aber zeigt auch nach vollstdndigem Umsatz
noch eine Briunungsverhinderung im Vergleich zur Referenzld6-
Deutlicher

sung ohne Zusédtze. ist dies bei Natriumsulfit zu

beobachten. Somit ist die Inhibitorwirkung nicht nur auf die
Reduktion der Chinone zuriickzufithren. Ein Verbrauch von o-
Benzochinon durch die Sekunddrreaktion, und eine damit ver-
bundene Abnahme der Maximal-Extinktion bei 480nm, ist weit-
gehend zu vernachlidssigen, da gebildetes o-Chinon durch die
Inhibiteoren sofort =zuriickgebildet wird.

on

Die Sekundiarreakti-

kann somit erst nach wvollstidndigem Verbrauch der

Inhibitoren verstarkt ablaufen. Auch eine Gerbwirkung durch

die entstandenen Produkte ist als unerheblich anzusehen, da

eine Hemmung vorwiegend beim Einsatz der Inhibitoren
auftritt, also die Bildung der Produkte hinaus gezégert
wird. Vermutlich ist die schwidchere Brdunung bei Zugabe von

Ascorbinsdure oder Natriumsulfit mit einer direkten Wirkung
Weiterhin kann Natriumsufit mit o-
Substrat

auf das Enzyvm verbunden.

Benzochinon reagieren, also am angreifen.



4.3 Sauerstoffverbrauch von Tomatensaft

Auch bei frisch gepreBtem Tomatensaft ist eine Abnahme des
angebotenen Sauerstoffs zu messen, er zeigt aber ein anderes
Verhalten als Apfelsaft. Zum einen ist auffidllig, daB mit
dem Sauerstoffverbrauch keine feststellbare Intensivierung
der Fdrbung auftritt, zum anderen weist der Kurvenverlauf

nicht auf eine Beteiligung von Enzymen hin.

Die Bestimmung von Ascorbinsdure mit DCPIP zu unterschied-
lichen Zeitpunkten der Sauerstoffmessung (Probeentnahme aus
Apparatur 2) deutet auf einen O:-Verbrauch aufgrund einer

Spontanoxidation von anwesendem Vitamin C hin (Abb.68).
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. Konzentrationen in der Mischung:
/ot Asgcorbinsiurebestimmung EDTA: 0,066 mol/l

Phosphatpuffer: 4,066 mol/l

abgelesene MebBwerte multipli-
ziert mit Korrekturfaktor 0,838
(vgl. 3.4)

Abb.68 Sauerstoffverbrauch einer Saft/Wasser-Mischung
(Fleischtomate)




Allerdings verhilt es sich mit der Stochiometrie hier anders
als bei der Hemmung der enzymatischen Braunung durch
Ascorbinsidure. Im Model lversuch (4.2) wurden 2 Mol
Ascorbinsidure durch 1 Mol Sauerstoff liber das Enzymsystem
PPO/Brenzcatechin oxidiert, wihrend bei Tomatensaft ein

molares Verhidltnis von 1 : 1 zu beobachten ist.

Nach LIAO und SEIB [3, S8.298] soll die Spontanoxidation von
Ascorbinsiure iiber Wasserstoffperoxid, als Zwischenprodukt,
ablaufen (Abb.23). Dabei wird Wasserstoffperoxid im zweiten
Reaktionsschritt durch ein weiteres Molekiil Ascorbinsidure
reduziert. Fiir die Gesamtreaktion ergibt sich damit ein
stdchiometrisches Verhdltnis von 2 : 1. Um diese Diskrepanz
zu klidren, wurde der Sauerstoffverbrauch einer reinen
Vitamin C-Ldosung gemessen und in bestimmten Abstdnden die
Konzentration der Ascorbinsdure mit DCPIP bestimmt (Abb.69).
Die Ascorbinsdurekonzentration wurde so bemessen, daB sie in

etwa der des Tomatensaftes entspricht.

Hierbei verlduft die MeBreihe der Ascorbinsdurekonzentration
nahezu parallel zu der, der Sauerstoffkonzentration. Dies
zeigt eindeutig, daB unter diesen Bedingungen Vitamin C im
Verhadltnis 1 : 1 mit Sauerstoff reagiert. Weiterhin konnte
in dieser Mischung Wasserstoffperoxid mit Titan(IV)-sulfat
gualitativ nachgewiesen werden {schwache Gelbfarbung),
wahrend Peroxid-Teststidbchen der Firma Merck kein Ergebnis
erbrachten*. Diese Ergebnisse legen den Schluf nahe, daB der
zweite Reaktionsschritt (Reduktion von Wasserstoffperoxid)
unter diesen Bedingungen nicht, oder nur sehr langsam
ablauft.

* In einem Reagenzglasversuch, bei dem eine Ascorbinsdureldsung héherer Komzentration mit Saverstoff
begast wurde konnte nach eimer halben Stunde Hasserstoffperoxid deutlich ait Titan{IV)-sulfat
nachgewiesen werden. Die Teststibchen zeigten, selbst in einer etwa 3%igen HiD:-Lbsung die mit
Ascorbinsdure versetzt war, keinerlei Wasserstoffperoxid an. Die Erklarung hierfir ist mit Sicherheit
in den unterschiedlichen Testprinzipien zu sehen. Wihrend der Nachweis mit Titan{IV}-sulfat auf der
Bildung eines Komplexes | [Ti0[0:){H:0)«] ) beruht, wird Peroxidsauerstoff bei dem Teststdbchensystem
enzymatisch auf einen organischen Redoxindikator dbertragen, der dadurch in ein blaugefdrbtes
Oxidationsprodukt dberfihrt wird {Information der Packungsbeilage}. Bei den Teststébchen handelt es
sich also um ein Redoxsystem welches durch die Anwesenheit von Ascorbinsdure empfindlich gestdrt wird.
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Abb.69 Oxidation von Ascorbinséiure

Nun stellt sich jedoch die Frage, was mit dem entstehenden
Wasserstoffperoxid im Tomatensaft passiert. Konnte dieses
nicht durch eventuell anwesende Katalase wieder zu Sauer-
stoff umpgesetzt werden? Ein Reagenzglasversuch verschaffte
Klarheit in diesem Punkt. So zeigte eine Mischung aus frisch
geprefitem Tomatensaft und 3%iger Wasserstoffperoxidldsung
keine deutliche Gasentwicklung, im Vergleich zu der Reaktion
mit Kaliumpermanganat. Da die entstehenden Wasserstoffper-
oxidmengen bei der Oxidation von Ascorbinsiure wesentlich
niedriger (im Millimol-Bereich) liegen, ist ein Umsatz wvon

Wasserstoffperoxid durch Katalase zu vernachlissigen.

Damit kann der Sauerstoffverbrauch von Tomatensaft auf eine
nichtenzymatische Oxidation von Ascorbinsiure zurickgefihrt

werden.



_84_
4_4 Sauerstoffverbrauch von Salatgurkensaft

SCHORNMULLER [33, S.207] weist darauf hin, daB u.a. Gurken
ein kupferhaltiges Enzym (Ascorbatoxidase) beinhalten.
Dieses konnte im Versuch bestidtigt werden (Abb.70). Da auch
hier keinerlei Farbung auftritt, ist eine Oxidation wvon
Phenolen auszuschliefBen.

So zeigt unter Sauerstoffausschluf gepreBter Gurkensaft
gegeniiber Tomatensaft eine beschleunigte Oxidation.
Zugesetzte Ascorbinsdure wird schneller umgesetzt als dies
ohne Anwesenheit wvon Gurkensaft geschieht. Leider konnte
Ascorbinsiure, aufgrund der Schnelligkeit mit der die
Reaktion ablduft, nicht titrimetrisch erfafit werden.

EDTA zelgt auch hier keine Wirkung auf die Reak-
tionsgeschwindigkeit (Abb.71). Somit wird auch bei Zusatz
von EDTA, wie dies bei Tomatensaft geschah, eine Anwesenheit
von Ascorbatoxidase nicht unbemerkt bleiben.
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Abb.70 Sauerstoffverbrauch einer Saft/Wasser-Mischung
(Salatgurke 33,3%)
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Abb.71 Sauerstoffverbrauch von Saft/Wasser-Mischungen (Gurke)
4.5 Zweli Biosensoren

Bisher wurde die Oxidation wvon Lebensmitteln oder deren
Inhaltsstoffen untersucht. Dabei spielten die Enzyme PPO und
Ascorbatoxidase eine wichtige Rolle. Nun sollen die
Lebensmittel, welche diese Enzyme enthalten, direkt
eingesetzt werden, um mit Hilfe der CLARK-MeRzelle, die
Substrate quantitativ zu bestimmen. 1985 beschrieben SIDWELL
und RECHNITZ einen elektrochemischen Biosensor fiir Depamin

[40] - die sogenannte "Bananatrode". Hier werden zwei nach



diesem Prinzip arbeitende Sensoren zur Bestimmung wvon o-

Dihydroxyphenolen und Ascorbinsdure vorgestellt.
4.5.1 Die "Bananatrode"

SIDWELL und RECHNITZ verwendeten als Basis die Clark-
Elektrode 1in Verbindung mit einer diinnen Bananenscheibe,
welche mit einer Dialysemembran auf der Membran der MefBzelle
fixiert wird. Da das Enzymsystem PPO hier immobilisiert ist,
kann man anhand des angezeigten SauerstoffmeBwertes die
Konzentration wvon Dopamin oder anderer geeigneter Phenole
feststellen.

Der Nachbau dieses Biosensors gestaltete sich als schwierig,
da die Scheiben der Banane nicht in der gewiinschten Dicke
(0,75 mm ) geschnitten werden konnten und, weil die
vorhandene Dialysemembran oder handelsibliche Einmachhaut in
Verbindung mit dem Bananenfruchtfleischgewebe eine zu groSe
Barriere fiir Substrat und Sauerstoff darstellten. In reinem
luftgesidttigtem Wasser wurden so Sdttigungswerte von etwa 3%

gemessen.

In den folgenden Versuchen wurde dann auf die Dialysemembran
vollstdndig wverzichtet wund, anstatt Bananenfruchtfleisch
Bananenschale verwendet (Versuchsaufbau und Vorbereitung der
Bananenschale siehe Abschnitt 3., Abb.38 und 39) . Als =zu
messende Substanzen wurden Brenzcatechin und Dopaminhydro-
chlorid eingesetzt. Nach der Messung von Dopamin stellte der
Sensor allerdings seine Funktion komplett ein, wvermutlich
weil der verwendeten Infusionslésung aus dem klinischen

Bedarf als Stabilisator Natriumdisulfit zugesetzt war.

Nach der Vorbereitung verblieb der Sensor einen Tag in luft-
gesdttigter Phosphatpufferldésung (0,1 mol/1, pH = 6,88).
Diese Zeitperiode ist notwendig., damit alle pflanzeneigenen
phenolischen 1Inhaltsstoffe der Bananenschale wollstandig
umgesetzt werden. Danach 1i1ist der Biosensor etwa 3-4 Tage
einsatzfihig. Die Substrate wurden in destilliertem Wasser
geldost. Der MeBbereich liegt im Bereich von etwa 0,05 - 0,5
mmol/1 filir geldstes Brenzcatechin bzw. Dopamin. Die unter-
schiedlichen Konzentrationen der Probeldsungen wurden durch
Verdinnung einer 1,5 millimolaren Stammldsung hergestellt.

Anwesende Ascorbinsdure stdrt die Messung erheblich, da
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umgesetztes Substrat, welches sich in der Bananenschale
anreichert, wieder zu oxidierbaren Stoffen umgewandelt wird.
Weiterhin ware es méglich, daB andere in der Banane vorkom-
mende Enzyme {Ascorbatoxidase ?) direkt die Ascorbinsidure

oxidieren und damit den MeBwert verfidlschen.

Funktionsweise des Biosensors. Das Prinzip der Elektrode ba-
siert darauf, daB gelé6ster Sauerstoff das Bananenschalen-
gewebe passieren muf3, bevor er an der CLARK-Elektrode das
MeBsignal ausldsen kann. Aufgrund des damit wverbundenen
groBeren Diffusionswiederstandes resultiert ein geringeres
Signal. Das Gerdt =zeigt in diesem Fall bei luftgesdttigtem
destillierten Wasser einen Sattigungsindex wvon <ca. 60%
(theoretisch = 0 mmel Substrat) an. Gleichzeitig mit dem
Sauerstoff diffundiert Substrat in die Bananenschale, wo es
enzymatisch oxidiert wird. Das Resultat ist eine Erniedri-
gung des SauerstoffsédttigungsmeBwertes. Da nun in der Probe-
lésung die Sauerstoffkonzetration konstant gehalten wird
(Durchleiten von Luft), ist der angezeigte MeBwert in einem
gewissen Bereich direkt proportional =zur Substratkonzen-
tration in der Ldsung. Aus dem groéfleren Diffusionswiderstand
resultiert allerdings eine langere Anspechzeit der Elek-

trode, nach der sich ein konstanter Wert einstellt.

Messungen. Die Aufnahme der MeBBwerte geschah nach 5 Minuten;
zu diesem Zeitpunkt stellte sich eine konstante Sauer-
stoffsdttigung an der Elektrodenmembran ein. Das Probevolu-
men betrug 80 ml und wurde widhrend der Messung durch Riihren
und Einleiten wvon Luft bei einer konstanten Sauerstoff-
konzentration gehalten. Fiir Brenzcatechin und Dopamin wurden
Kalibriergeraden aufgencommen (Abb.72). Dabei zeigt das Medi-
kament Dopamin eine geringere Reaktion mit dem Sensor als
Brenzcatechin. Das k&énnte sicherlich an den unterschied-
lichen Oxidationsgeschwindigkeiten liegen. Allerdings wurde
der EinfluB des als Stabilisator zugesetzten Natriumdi-
sulfits nicht weiter wuntersucht, da der Inhibitor dem

Dopamin bereits vom Hersteller beigemischt wurde.

Es zeigte sich, daB die "Bananatrode" in dieser Form nicht
besonders stabil war. Wahrend die Reaktion des Biosensors am
1. Tag noch weitgehend 1linear verlief, war sie an den

darauffolgenden Tagen charakteristisch verdndert {(Abb.73).
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50 deutet sich bei den geringeren Konzentrationen eine
grofere Empfindlichkeit an als bei den grofleren
Konzentrationen. Das Resultat ist ein kurvenférmiger Verlauf
der Mefiwerte. Wahrscheinlich {iberlagern sich hier zwei
Effekte. Zum einen konnte eine korrekte Eichung der CLARK-
MeBzelle nicht mehr vorgenommen werden, da der
Diffusionswiderstand durch die Bananenschale erhéht ist, zum
anderen nimmt sicherlich die Aktivitat der

Polyphenoloxidasen im Pflanzengewebe mit der Zeit ab.

In Vorversuchen war eine irreversible Emfindlichkeits-
erniedrigung nach Kontakt mit Brenzcatechinldsungen hoher
Konzentration zu beobachten. Der Grund dafiir ist mit gréfter
Wahrscheinlichkeit eine Gerbung der Proteinkomponente des
Enzyms durch die Keaktionsprodukte. Es ist daher anzunehmen,
dafl dieser Gerbungseffekt sich auch bel Messungen mit

niedrigen Konzentrationen {(0,1-0.5 mmol/1) auswirkt.

4.5.2 Ein Biosensor fir Ascorbinsiure auf der Basis von

Gurkensaft
Wie in Abschni tt 1.3 gezeipgt
werden konnte, enthaltlen Salat-

gurken das Enzym Ascorbatoxidase.
Es lag nahe, auch dieses System
auf seine Tauglichkeit Zur
quantitativen Bestimmung von
Vitamin C 2zu prufen. Da fir die
Bestimmung von Ascorbinsdure
mehrere Verfahren vorliegen, ble-
tet sich ein Vergleich mehrerer
Methoden an. Neben dem Biosensor
{Abb.74) wurden eine photo-
metrische und eine maBanalytische
Bestimmung wvon Ascorbinsidure an-
gewendet. Alle Methoden basieren

auf Redoxvorgidngen und beinhalten

damit die unter 2.1.4 bhe-

schriebenen Fehlerquellen. Der Abb.74 Vorbereitung des
Vorteil besteht allerdings darin, Ascorbinsdiuresensors
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daB sie einfach und schnell durchzufiihren sind und bei
Nichtanwesenheit stdrender Stoffe gute Ergebnisse liefern.
Die Chemie und die Herstellung, der zum Verfahren bendtigten
Losungen, wurden bereits in den vorangegangenen Abschnitten
ausfihrlich behandelt.

Ausgehend von einer frisch angesetzten Vitamin C-Stammldsung
(2000 mg/l) wurde eine Verdiinnungsreihe (76, 181, 245, 333
und 571 mg/l) hergestellt. Das Probevolumen betrug jeweils
60 - 80 ml. Davon wurden 2 ml fiir die Photometrie, zwei mal
1 ml fiir die Titration und der Rest fiir den Biosensor
verwendet. Zur Bestimmung des Blindwertes wurde destil-
liertes Wasser benutzt.

Bestimmung mit Molybdatophosphat. Durch Ascorbinsdure zu
Molybddnblau reduzierte Natriummolybdatophosphat-Lésung
zeigt ein Extinktionsmaximum bei etwa 720 nm (Abb.75).
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Die Molybdatophosphat-Stammldsung wurde 1 1 wverdinnt und

davon 5 ml mit 2 ml Probe versetzt und nach ca. zwei Minuten
gegen Blindwert (2
Wasser + 5 Molybdatophosphat-Lésung)
Abbildung.76 zeigt,

zwischen Ascorbinsdurekonzentration und Extinktion.

die Extinktion den ml destilliertes

ml gemessen. Wie

ergibt sich ein linearer Zusammenhang

Extinktion (bei 720nm)
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Abb.76 Kalibriergerade filr Photometrische Ascorbinsdure-
bestimmung mit Natriummolybdatophosphat

Methode nach TILLMANN.

Normalerweise wird bei

der maBanaly-

tischen Mefitechnik
tration direkt aus

phenol-Lésung

(DCPIP),

nach TI1LLMANN die Ascorbinsdurekonzen-
dem Verbrauch an 2,6-Dichlorphenolindo-

nach einer Titerbestimmung, ermit-



telt. Der Titer wird dann aus dem Verbrauch an DCPIP-
Losung {a) fir eine Ascorbinsiurestandardl&sung, nach Abzug
des Verbrauchs fiir den Blindwert (b) und dem Gehalt an
Vitamin ¢ (x), der =zugesetzten AS-Standardl&dsung nach

Gleichung 12 berechnet.
X mg AS
12 F(DCPIP) = "~ 3 ™ ‘mi DCPIP

In diesem Fall wurde jedoch der Verbrauch fiir die unter-

schiedlichen Ascorbinsadureldsungen der Verdiinnungsreihe
gegen die Konzentration aufgetragen (Abb.77) und die

Konzentration einer Probe aus der Geradengleichung bestimmt.

Die Titration wurde fiir jede Probe doppelt durchgefiihrt und

gemittelt.
DCPIP-Verbrauch (ml / 2 ml Probe)
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Abb.77 MaBanalytische Ascorbinsdurebestimmung mit
2,6-Dichlorophenolindophenol
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Biosensor. Ascorbatoxidase oxidiert wunter Verbrauch von
Sauerstoff die Ascorbinsdure. Das Prinzip dieses enzymatisch
arbeitenden Biosensors ist sonst das gleiche wie bei der
Bananatrode, nur wurde hier anstatt Pflanzengewebe
saugfédhiges, pgetridnktes Papier unter einer semipermeablen
Membran (Einmachhaut) auf der CLARK-Elektrode fixiert. Als
Enzymldsung wurde frisch gepreBter Salatgurkensaft
verwendet. Wegen der Benutzung wvon Einmachhaut und Papier
reduziert sich der Sauerstoffsidttigungsindex far
luftgesdttigtes Wasser von 100 auf ca. 42 %. Damit ergibt
sich, bei einem MeBbereich von 0 - 600 mg Ascorbinsdure pro
Liter und einer MeBwertauflésung von 1%, eine
Ablesegenauigkeit wvon 14,3 mg/l (Abb.78). Die MeBwerte

wurden nach sieben Minuten aufgenommen.
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Da alle drei Methoden filir reine Ascorbinsdureldsungen gute
Vitamin C-Bestimmungen an
handelte

in einem Fall

Ergebnisse lieferten, wurden nun

einer Auswahl wvon Lebensmitteln durchgefihrt. Es
sich dabei um handelsiibliche Fruchtsdfte und
die hauptsidchlich aus Traubenzucker

in Tabelle 6

um Vitaminlutschbonbons,

bestanden. Die Ergebnisse dieser Messung sind

wiedergegeben. Es zeigten sich starke Abweichungen zwischen
den einzelnen Testmethoden.
Packungs-
Photometrie Titration Biosensor anfdruck bzw.
Literaturwert
Vitraleticen
(Vitamin- 558 mg/100g 560 mg/100g 429 mg/100g 500 mg/100g
banbons)
Apfelsaft 224 mg/l 374 mg/l 4314 mg/l 300mg/l
(Zusatz)
sw. Johannis-
beerncktar 737 mg/l Farbe stdrt 626 mg/l | 300 mg/kg [9]
Orangensaft 419 mg/l 452 mg/l 516 mg/l 180 mg/l
Tomatensaft 57 mg/l i 29 mg/l 272 mg/l 170 mg/kg [9]

verschiedenen Testmethoden

Als Griunde fir dieses Verhalten lassen sich fiur jeden

Einzelfall nur MutmaBungen anstellen. Generell kann jedoch
dal die Lebensmittel
abgesehen)

Inhaltsstoffe

eingesetzten

gesagt werden, (von den Vitaminbonbons

einmal neben Ascorbinsiure noch andere redu-

zierende enthalten k&nnen und die Zur

Bestimmung Substanzen zeigen dann eine

unterschiedliche Empfindlichkeit auf diese Stoffe.

In dem komplexen biologischem System Gurkensaft erwartet man

neben Ascorbatoxidase sicherlich noch eine Reihe weiterer

oxidativ wirkender Enzyme. Angenommen, die untersuchten

Lebensmittel enthalten mneben oxidierbaren Substanzen auch

noch inhibitorisch wirksame Stoffe, so ist mit Abweichungen

nach unten und oben zu rechnen.

Un hier mehr Gewissheit zu bekommen, wiren Aufstockungs-

versuche sicherlich hilfreich.



4.5 Zusammenfassung der Ergebnisse

a) Ergebnisse der Messungen des 0z—-Verbrauchs von
Apfelsaft/Wasser-Mischungen

- Verschiedene Apfelsorten =zeigen eine unterschiedliche
Reaktivitat mit Sauerstoff. Von den untersuchten Sorten
reagierte Boskoop am schnellsten und Granny Smith am
langsamsten

- Den fiir die Messungen ginstigsten Sauerstoffverbrauch
zeigte Golden Deliciocus. In einigen F&dllen kamen jedoch auch
die Sorten Jona Gold und Boskoop zum Einsatz.

- Es besteht ein direkter Zusammenhang zwischen
Apfelsaftbriunung und Sauerstoffverbrauch

- Die Reaktionsgeschwindigkeit 1dBt sich durch eine Erhdhung
der Sauerstoffkonzentration bis zu einem Wert von etwa 10
mg/ 1 steigern, dariiberhinaus ist keine nennenswerte
Steigerung mehr moéglich.

- Es lieB sich eine MICHAELIS-Konstante fiur Sauerstoff wvon
Apfelsaft der Sorte Golden Delicious bestimmen. Diese ist
aus enzymkinetischer Sicht ein Mischwert, der durch
mehreren Enzyme und Substrate entsteht, dementsprechend
gilt sie nur mit Einschrankungen.

- Folgende Behandlungen fiihrten zu einer Abnahme der Geschwin-
digkeit des Sauerstoffverbrauchs:

Kochen
Tiefgefrieren
DDTC-Zusatz
Benzoesdure-Zusatz
— EDTA zeigte keine Wirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit

- Mit DDTC konnte eine Abschitzung des Enzymgehalts
vorgenommen werden.

- Mikroorganismen koénnen die Messungen stdren. EDTA wurde
erfolgreich als Hemmstoff eingesetzt werden.

b) Ergebnisse aus den photometrischen und polarographischen
Messungen bei Verwendung von Antioxidationsmitteln im
Modellversuch

— Es konnte eine inhibierende Wirkung von Ascorbinsdure und
Natriumsulfit auf die enzymatische Braunung festgestellt
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werden. Neben der Riuckfihrung der Produkte in ihre
Ausgangsstoffe miilssen noch weitere direkte Wechselwirkungen
zwischen Enzym und diesen Zusatzstoffen bestehen.

- Uber photometrische Messungen war es méglich, am System
PPO/Brenzcatechin die aufeinanderfolgende Bildung unter-
schiedlicher Produkte nachzuweisen. Diese kénnen als End-
und Zwischenprodukte einer Polymerisationsreaktion gedeutet
werden.

c) Ergebnisse der Messungen des Oz—-Verbrauchs von
Tomatensaft/Wasser—Mischungen

- Der Sauerstoffverbrauch von Tomatensaft lien sich
eindeutig auf eine Spontanoxidation wvon Ascorbinsdure
zuriickfiihren. Das hier auftretende stochiometrische
Verhaltnis wvon 1 : 1 konnte einem Modellversuch bestadtigt
werden. Hier konnte als eines der entstehenden Produkte
Wasserstoffperoxid mit Titan{(IV)-sulfat nachgewiesen werden,
widhrend das Teststidbchensystem der Firma Merck durch
Ascorbinsdure empfindlich gestdrt wird.

d) Ergebnisse der Messungen des 02-Verbrauchs von
Gurkensaft/Wasser-Mischungen

- Die Messungen an Gurkensaft bestdtigten Literaturangaben,
nach denen Gurken das Enzym Ascorbatoxidase enthalten
sollen.

— EDTA zeigte keine Wirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit

e) Ergebnisse der Messungen mit den konstruierten
Biosensoren

— Die Biosensoren auf der Basis der CLARK-MeBzelle wurden zu
folgenden Messungen erfolgreich eingesetzt:

Die Bananatrode ermdglichte die Bestimmung von
zweli verschiedenen o-Dihydroxyphenolen mit einer
Empfindlichkeit von 0,1 - 0,5 mmol/1l.

Der Biosensor auf der Basis von Gurkensaft
ermiglichte Ascorbinsiurebestimmungen im Bereich
von etwa 50 - 600 mg/1.

- Bei vergleichenden Ascorbinsdurebest immungen an
Lebensmitteln mit drei Methoden (Bestimmung mit DCPIP,
Molybdatophosphat und dem Biosensor) zeigten sich starke
Unterschiede zwischen den einzelnen Testsystemen.



5. AbschlieBende Betrachtungen

Ziel dieser Arbeit war es, den Sauerstoffverbrauch wvon
Lebensmittelinhaltsstoffen, mit der Methode nach CLARK zu
bestimmen. Es sind verschiedene Methoden zur Bestimmung des
Sauerstoffverbrauchs bekannt, sie lassen sich grundsdtzlich

in zwel unterschiedliche Techniken einteilen.
a) Messung im Gasraum tiber der Probe
- Gaschromatographische Bestimmung
- Manometrische Bestimmung nach WARBURG
b) Geldst-Sauerstoffmessung
~ Stochiometrische Methode nach WINKLER
- Polarographische Methode nach CLARK

In vielen F&allen , gerade im schulischen Bereich, scheitert
die gaschromatographische Bestimmung am Fehlen der Apparate.

Somit muB auf einfache Methoden zuriickgegriffen werden.

Die manometrische Bestimmung nach WARBURG ist eine dltere
Methode aus den 20ger Jahren [41]. Diese miBt die
Druckdnderung in einer, iiber der Probe stehenden, Gasphase
(Luft).

Im Gegensatz dazu wird bei der WINKLER-Methode und der hier
angewandten Methode nach CLARK, direkt der Sauerstoff in der
Probe bestimmt. Dabei muB die Probe nicht mit einer Gasphase
im Gleichgewicht stehen.

Aufgrund der geringen Léslichkeit von Sauerstoff in Wasser,
treten bei gleichem Sauerstoffverbrauch, in einem abge-
schlossenen nur wassrigen System, griflere Anderungen der
Sauerstoffaktivitadt auf, als 1in dem Gasraum eines Zwei-
Phasen-Systems, mit gleichen Volumina Luft und Wasser
{Abb. 79).

a (02, Luft)

 m— a (02, Wasser)

a (02, Wasser)

| /i a(02, Wasser) > /[ a(0,, Luft) *
|
Abb.79 Ein- und Zwei-Phasen-System © Erfsuterung m Toxl
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Dieser Unterschied kann durch die Wwahl des Volumen-
verhidltnisses des Zwei-Phasen-Systems ausgeglichen werden.
Wird der Gasraum verkleinert, so werden sich die Anderungen,
bei gleichbleibendem Sauerstoffverbrauch der Probe, ver-

groflern.

Dementsprechend kdnnen Messungen beider Verfahren mit etwa
gleicher Empfindlichkeit durchgefiihrt werden. Wobei der
apparative Aufwand bei der manometrischen Messung in der
Gasphase grofBer ist [41].

Die Methode nach WINKLER besitzt zwei Nachteile: erstens
148t sich der Verlauf einer schnellen Oxidation schlecht
verfolgen und zweitens kénnen Stérungen durch Lebensmittel-
inhaltsstoffe auftreten.

Somit sind polarographische Messungen in der wassrigen Phase
anderen MefRtechniken vorzuziehen. Bei der Bestimmung des
Sauerstoffverbrauchsg von festen oder sehr viskosen
Lebensmitteln (z.B. Butter, Kartoffelchips, Kaffee usw.),
muffi jedoch auf eines der anderen Verfahren zuriickgegriffen

werden.
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Ascorbinsaure-Test swan

Teststibchen zum Nachweis und zur halbquantitativen
Bestimmung von Ascorbinsiiure

T ————

Allgemeines

Merckoquant® 10 023

Mit dem Ascorbinsiure-Test kann nicht nur die natiirlich vorkommende As-
corbinsdure (Vitamin C) in Lebensmitteln, z. B. Obst- und Gemiisesiifte, Erfri-
schungsgetrinke, wie auch in Bier und Wein rasch bestimmt werden, sondern
es kann auch die zur Stabilisierung und als Antioxidanz in vielen Lebensmit-
teln, Wurstprodukten und Getrinken zugeselzte Ascorbinsiure iiberpriift wer-
den.

Auch der Vitamin C-Verlust bei Lagerung, Verarbeitung bzw. Zubereitung von
Lebensmitteln ist feststellbar.

Mitdem Test 148t sich nicht nur in flussigen Proben die Bestimmung durchfiih-
ren, sondern es kann auch eine Direktbestimmung auf Oberflichen, z.B. auf
frisch angeschnittenen Oberflachen von Obst, Gemise oder Kartoffeln durch-
geflihrt werden.

Bei der Vielzahl von Einsatzmoglichkeiten in vielen Lebensmittelbetrieben
kann er hier die Betriebskontrolle rationalisicren und u.U. eine aufwendige la-
bormiBige Bestimmung der Ascorbinsiure unnétig machen oder wenigstens
reduzieren.

Analytik

Die IMarbreaktion beruht auf der Heduktion des gelb gefirbten Phosphor-
molybdatokomplexes durch Ascorbinsdaure zu Molybddanblau.

Anmerkung

Da der Test auf einer Reduktionsreaktion beruhit, kénnen auch andere, mit
Ascorbinsaure vergleichbare, Reduktionsmittel zu einer positiven Reaktion
fuhren.

Instark gefiarbten Flissigkeiten, z.B. rotem Johannisbeersaft, wird die Anzeige
durch Farbliberlagerung gestort. Bei Anwendung von Entfirbungsmitteln ist
zu prifen, ob dies Ascorbinsiure zu Dehydroascorbinsiure oxydiert. Dies ist
vorallembeider Verwendung von Aktivkohle zu erwarten. Glinstige Ergebnis-
sekoénnenu. U bei Anwendungvon Cellulosepulvern Avicel® (Artikel 2330 und
2331) erzielt werden.

Eine Abschitzung des Ascorbinsiuregehaltes in gefiirbten Lésungen kann
auch bei Binsatz des Leerstibehens Artikel 11860 erfolgen. Das Leerstibchen
enthilt eine Papierzone ohne Reagenszzusatz. Beim Eintauchen in die gefirbte
Losungnimmtdas Papiereine Firbungan, dieandie Stelle des Null-Wertes der
Farbskalatritt. Die bei Durchiithrung desTestsim Nachweisstiibehen dann auf-
tretende Farbung wird mit der des Leerstibchens verglichen. Bei negativem
Ausfall sind beide Stibchen gleich angefirbt. Bei positivem Nachweis erhiilt
man cine Mischfarbe aus dem entsprechenden Farbton der Vergleichsskala
und der Farbe des Leerstibchens.

Lagerung

Die

Packung sollte k

wh Bntnabhme der

wen elagert werden. Dose sofort
wicder versehliefien.

Weitere Schnellteste

I'ur die Untersuchung von Lebensmitieln und Weln stehen weitere Mercko-
quant”-Teststibehen, z.13. fur Weinsiaure, Sulfit, Nitrit, Nitrat, Aluminium, Ki-
sen, Kupfer, Zink und andere Tests zur Verligung. Klein- und Mittelbetriebe
konnen mit Aquamerck”/Aquaquant”-Reagenziensitzen auf einfache Weise
schnell und zuverlissig das zur Reinigung, Kesselspeisung, Kithlung oder »u
anderen Zwecken verwendete Wasser tiberprufen.

Uber das Gesamlprogranm informiert unser Prospekt Schnelltests zur Un-
tersuchung von Wasser, Boden, Feststoffen, Lebensmitteln,

B Merck, Postfach 41 19, D-6100 Darmstady 1
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Peroxid-Test i

Teststibehen zum Nachweis und zur halbquantitativen
Bestimmung von Peroxiden

I T T e T e T

Allgemeaines

M1t dem Peroxid-Test lassen sich anorganische und organische Verbindungen nachweisen, die eine
Peroxid- oder Hydroperoxid-Gruppe enthalten. Der Tes: ist daher zur Routinekontrolle einfacher Ether,
wie Diethy lether, Tetrahydrofuran und Dioxan. gut gesignet. Polymers Peroxide, die sich u. U. auch in
einfachen Ethern bilden konnen, werden nicht oder nur mit verminderter Empfindlichkeit angezeigt.
In diesen Falien sollte jeweils mit giner Labormethode eine Kontrollbestimmung auf Eignung des Per-
oxid-Teststibehens durchgefithrt werden.

Neben der Uberpritfung von Ethern kann der Test u a. zur Uberpriifung von H-Milch auf Restperoxide,
zur Hestimmung von Perboraten in Wasehmitteln, zur Kontrolle von peroxidhaltizen Beizbidern und
Entkupferungsbaderninder Galvanik, 2ur Konzentrationstiberprufung von Peroxiden, als Bleichmittel
oder als Oxidationsmittel bei der Papier- und Textilherstellung und zur Peroxidbestimmung in
Scnwimmbedwasser erfolgreich eingesetzt werden.

Peroxid st allein und in Kombination mit Peressigsaure emn universell einsetzbares Desinfektionsmittel,
dasoptimal aufgrund seinerbakteriziden, fungiziden und viruziden Eigenschaften und ohnedan proble-
e Zersetaungsprodulkte entstehen, auch im Lebensmittelbereich eingesetzt werden kann, Hier

er Test zur Uberwachung der vorgesehri n Finsatzkonzentration sowie auch zur Rest-
konzentrationsbestim mung nach einer erfolgten Desinfektion. wenn die Anlage oder das Produkt desin-
[zktiensmitteldTel gespily sein mul.

Bestimmungsmethode

r"Jlu. Oxidat r;.l.:.pI.Jd.unL nIJ-NmI rLowir Li

htigkeett wird im F der Uberprafung organischer Lasemittel ein
. s Was h menrfaches Anhauchen der Reaktionszone
ittel erzielt.

Die fiie die Reaktion srforderlichs
maldurch kurzes
aach dem Eintauchen @

i Gebrauchsanweisung
WiBrige Losung

1. Teststdbchen entnehmen u.mi Dose sofort wieder verschlieBen.

2. Teststibchen 1 Sekunde in die zu untersuchende Lésung eintauchen, dafl die Reaktionszone voll
benetzt wird.

3. Teststibchen herauamehmen iiberschissige l"l.uSSlgl{Elt abschiitteln und Reaktionszone nach
15 Sekunden mit der Fa.rhskn.la vergleichen.

Organische Losemittel (leicht fliichtige Ether)
'Testat.ﬁ.bchan entnehm!.n und Dosq’sofort w‘!eddr'varschneﬂeﬂ g At

2. Teststibchen 1 Seklmds llndu zu pfﬁ!ande
s benetzt wird : k

3 Reaknon.szone n.a.ch urdun.ltung das Ldsemittela (’I‘eatsrahc enn’ag Sekunden Ln.ng- le:.cht hm u.nd
arbewegan) .tk T d:mt::u“

a) '1 Sekunde in desﬁll.lertes Wamr emtauchga:; ﬁbel‘SChu.‘!Blgt‘.s Wasaer absc htltte].n oder
b) vlemal  je 3—5 Seku.nden an%uchen, : . ;
n.a-d&is Sekund&p mit. der Fa.rbslmla. verglemhen i S

4. Ans hheﬁend Reakuons_zon_

i

N e T

Anmerkungen

Finsatz in schwer {10 a1 Ethern siehe Gebrauchsanweisung im Prospekt Merckogquant®.

dede Blaufirbung innerhath von 3 Min. kann noch als positiver Befund gedeutet werden,

kntsteht eine tiefdunkelblaue bis braune oder eine griine bis brauns Farbung, soist die Peroxidkonzen-

tration fur die Zuordrung zur Farbskala zo hoch. Es ist dann mit Wasser bzw. mit peroxidfreiem Ether
cder Petroleambenzin (40-60 "C) zu verdilnnen und nach der L‘:—-h:A‘ll‘hsanweisung zu privfen,

nisehe Peroxide werden in walrviger Losung bei pH 2 —12 bestimmt. (Messu ngdes pH-Wertes mit
ruchtblutenden Universalindikatorstibehen pH 0—14) Gegebenenfalls wird die Losung mit Citronen-
saure oder Salzsivre 1mol{l baw, mit Natriumeitras oder Natrinmacetas entsprechend eingestellt.

Anorgs

Fur wettergehende Informationen (= B, 5t rungen durch andere Anionen und Kationen) fordern Sie
bitte unseren Prospekt Merckogquant *-Tests an.

Lagerung

s Merckoquant® Peroxid-Tests sollen im Kithlschrank gelagert wer
hene Packungen d: ren sind moglichst trocken und kithl, jedoch aulBerhalb des Kithl-
ubewahren, da sonst Dei hauligem Ofnen dep abgekuhllen Packung soviel Luftfeuchtig
re, dald die azitit des im Stopfen enthaltenen Trockenmittels itherbean-

15 s
el in o der Dose kondens:

3

spruent wird,

Weitere Schnelltests

rische und titrime-
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ehen zahlre kolorim
t*-Teststabohen zur Verfit

ned Verbindungen s
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Gebrauchsinformation .
GIULINI PHARMA GMBH » HANNOVER
Dopamin Giulini® 200

Wwirkstoff: 4-(2-Aminoethyljbrenzcatechinhydrochlorid
{Dopaminhydrochlorid}

Infusionslésungskonzentrat

Zusammensetzung:

10 ml Infusionslbsungskanzentrat (= 1 Ampulle) enthalten: 200 mg
4-(2-Aminoethylibrenzcatechinhydrochiofid (Dopaminhydrochlorid)
und max. 6,5 mg Matriumdisulfit (entspricht: max. 4,65 mg SO0,) als
Stabilisator; auBerdem als Hilfsstoffe: Natrivmehlorid, MNatrium-
hydraxid, Wasser fir Injektionszwecke.

Anwendungsbebiete:

Schockzustinde, z B. bei Herzversagen, auch infarktbedingt (kar
diogener Schock); nach Operationen (postoperativer Schock); bei
grofien Flissigkeitsverlusten (hypovolamischer Schock) erst nach
Volumenauffillung; bei schweren Infektionen (septischer Schock);
bei Uberemplindlichkeilsreaktionen (anaphylaktischer Schock).
Starker Blutdruckabfall {schwere Hypolensionen), drohender Schock
{Praschock); drohendes Nierenversagen.

Gegenanzeigen:

Schilddrisendberfunktion { Thyreotoxikose). Tumor des Meben
nigrenmarks (Phicchromazytom). Bestimmte Formen des griinen
Stars (Engwinkelglaukom). VergréBerung der Vorsteherdrise
(Prostataadenom) mit Restharnbitdung. Tachyarrhythmien,
Kammerilimmern.

Anwendung in der Schwangerschaft nur, wenn der Nutzen fur dic
Mutter das potentielle Risiko fir den Feten Uberwiegt
Warnhinweis:

Dooamin Giulini 200 dart nicht bei Bronchialasthmatikern mit Sulin-
Uperemplindlichkeit angewendet werden.

Hebenwirkungen:

Galegentlich leichie Ubelkeit, Erbrechen, Kopfschmerzen, Unruhe,
Fingertremor, pektanginose Beschwerden, Herzklaplen, Blutdruck-
anstieg. Mit steigender Dosis nimmt das Risiko der Ausldsung von
Herzrhythmusstarungen {Sinustachykardie, supraventrikulare ung
ventnkuldre Eklopien) und gines unerwiinschien Ansliegs des
linksventrikuldren enddiastolischen Flllungsdruckes zu.

l I I Saita 1

Soweit nicht anders vererdnet, gelten folgende Richtdosen:

a) Niedrigdosisbereich {z. B. internistische Intensivmedizin und
nephrologische Indikation):
100-250 pgfmin = 1,535

b} Mittierer Dosisbereich iz, B chirurgische Intensivmedizing:
300-700 pg/min - 4-10 pgfkg/min

¢} Hochdosishereich {z. B. seplischer Schock}:

750-1500 pgimin = 10,5-21,5 pgikg/min
Dopamin Giulini 200 ist {ir samtliche Dosisbereiche geeignet.
AuBerdem stehen fir den Niedrigdosisbereich Dopamin Giulini 50,
fir den niedrigen und mittleren Dosishereich Dopamin Giuline 250
und fir den Hochdosisbereich Dopamin Giuling 500 zur Verfligung.

9 kgimin

Stehen Zunahme der Inotropie und der Diarese im Vordergrund des
Behandlungsz inn empfehlen sich Dosen von 100-250 pgfmin

D Maximum der Coar
bileibt {ibaer eine

min und

[bis ca 1800 pg
sissleigerung mul mil

n Ruckgang der Diurese

Mult cine Emfluinabme aut den artenellen Druck ero’gen. so st
vine Dosissteigerung aul ca. 500 pgimin oder mehr angezeigt, oder
es mull bei gleicher Dopamin-Dasierung eine zusatzliche Verab
reichung von Moradrenalin in enar Dosis von 5 pg/min bal einem
Karpargewicht von ca. 70 ka erfalgen

Unabhangig von den app Men Dose t beim Auttreten ener aus-
gepragtan | requenzs nahiuften Auftreten van

Rhythmusstérung wzilere o crung kontraind ziert,

Dosierung bei Kindern:

ruder Erwa
ichlercherd dos

imenenarwendung sollte man bei
siren . also mil redrige Dosis beginnen

Kindern air

Dauer der Anwendung:

Art der Anwendung:
Drepamin Goling 2001
verdinnt durc
den. Nach Stals
nicht abrupl abgetro
wirden

Dapamin ist alkalie

lsungen mil einem pH ot
verbracht wiersen

acd sallle dater michtin Infusions
fur langene il (uber 4 Stundeny

Eine Dopamin-Intusion kann zu Hautnekrosen fihren (Umverteilung
des Blutflusses zugunsten des Splanchnikusbereiches und zu
Lasten von Haut und Muskulatur). Die Gefahr besteht besonders bei
Patienten mit akralen Durchblutungsstérungen und bei Verab-
reichung hoher Dosen.

Mach Operationen im Splanchnikusbereich oder bei Patienten mit
Blutungsneigung im Gastrointestinaltrakt besteht Blutungsgelahr
wegen Umverteilung des Blutflusses.

Fine versehentliche paravendse Infusion kann zu paravendse
Nekrosen fahren, Die Infusion sollte deshalb méglichst dber einen
Vienenkatheter edolgen. Motfalls empfiehll sich als GegenmaBnahme
die sofortige lokale Infiltration von Fhentolamin (5-10 mg, geldst in
10 ml 0,9 %iger Kochsalzldsung) in das Extravasat.

Besonderer Hinweis: ) )
Aulgrund des Gehaltes an Natriumdisulfit kann es im Einzelfall, ins
besandere bei Bronchialasthmatikern, zu Uberempfindlichkeits
reaktionen kommen, die sich als Erbrechen, Durchfall, keuchende
Almung, akuter Asthmaantall, BewuBiseinsstarungen oder Schock
duern kannen. '

Wechselwirkungen mit anderen Mitteln:

Eei gleichzeitiger Verabreichung van Dopamin und Guanethidin wird

sympathomimetische Wirkung verstarkt. Patienten, die mit Mono
oxydaseinhibitoren (MAD-Hemmer) behandelt werden,

Gtigen eine wesentlich geringere Dosis Dopamin (ca. /10 der

maldasis}

M
Gleichzeitige Verabreichung von Dopamin und Diuretika kann
additive und potenzierende Effekte haben. Weitere Wechsel-
wirkungen sind bekannt zwischen Dopamin und trizyklischen
Antidepressiva, Andsthetika (verstarkte Neigung zu Rhythrmus-
starungen) oder Phenytoin (Blutdruckabtall und Bradykardie). Die
Kombination von Dopamin und Mutterkornalkaloiden kann zu
maximaler peripherer GefaBverengung mit Gangréngefahr filhren.

Besonderer Hinweis:

Matriumdisullit ist gine sehr reaktionstahige Verbindung. Es mut
deshaln damil gerechnet werden, dai mit dem Praparal zusammen
verabreichtes Thiamin (Vitamin By} abgebaut wird.

Dosierungsanleitung:

Die Dosis st individuel anzupassen und richtet sich nach dem
Sohwere des Schocks sowie dem Ansprechen auf die Therapie.
Trotz Ar dung von Dopamin ddrfen die zusalzlich erfarde en
tafnahmen, wie ausreichende Volumensubstitution de lauis
und exakle Uberwachung der Elektrolytverhaltnisse usw. nicht aufler
acht gelassen werden. Bei somnolenten Patienten ist wagan evil.
Aspirationsgefahr auf Freibaltung der Atemwege zu achten. Eine

! idurd ach S, e
Volumensubstitution solite maglichst vor Behandlungsbeginn eriolien.

Herle 2

Die Infusionslésung sollte jeweils vor Gebrauch frisch angesetzt
werdan, Nur klare, nach Zugabe von Dopamin Gioline 200
unverfarble Infusionslésung verwenden.

Anwendungsiertige Infusionsldésungen mit Dopamin Giulini 200 sine
wahrend tblicher Infusionsdaver stabil (mindestens 24 Stunden).

Lias Arzneimittel soll nach Ablaut des Verfalldatums nicht mehr
angewendel wearden

Arzneimittel, unzuganglich fir Kinder aufbewahren!

Hinweis:
Beerhohlem Preload oder Afterioad empfiebit sich zur Herzent-
lastung die Kombination mit Nitroglycerin oder Matrivmnitroprussid.

Eigenschaften:
Depamin wirk! positiv inotrop, fordert die Koronar-, Mesentenal ung
Hierendurchblulung mit S erung der Diurese bei vermaehrter

A

-mpfohlene Infusionlésungen:
Matriumehlorid-Lasung

- Lisung

—in 0,9 %iger Natriumchlorid-Losung
—in Ringer-Lactal-Lésung

s in 0,45 2Giner Natriumchlorid-Ldsung
motare Matripmiactat Losung

Ringar-Lactat-Losung

Hinweis: Dopamin Giulini 200 wird jetzt in OPC-Ampullen
gelietert. Bitte zum Offnen die punktférmige
Farbmakierung aul der Ampullenswiebel nach oben
halten und wie gewehinl den Spiel abbrechen,

Packungsgraben:

Ampulien 2o 10 ml (200 mgy 10, 50, 100 Amputicn
AuBerdem:

Dopamin Giuline 50030, 300 Ampullen za 5 mb (50 meg)
Dopamin Gialine 250010, 50 Ampullen zu 50 mi (250 mag)
Dopamin Gioling 500 10, 50 Ampullen 70 50 mi {500 mao)

Sele 4
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Product No. T-7755

TYROSINASE

(Monophenol monoc)xy-gcnasc; Polyphenol Oxidase: Catechol Oxidase;
Monophenol, dihydroxyphenylalanine: oxygen oxidoreductase; EC 1.14.18.1)

from Mushroom . Lot 24H9542
Enzyme Activitics

Tyrosinase Activity: 4,400 Units/mg solid

Unit Definition: One unit will cause an increase in A,g, - of 0.001 per minute at pH 6.5 at
25°C in a 3 ml reaction mixture containing L-tyrosine.

Polyphenol Oxidase Activity: 84,000 Units/mg solid

Unit Dchinition: One unit will cause a decrease in A,y - of 0.001 per minute at
pH 6.5 at 25°C in a 3 ml reaction mixture containing L-8-3,4-di-

hydroxyphenyl alanine (L-DOPA).
Catechol Oxidase Activity: 400,000 Units/mg solid

Unit Definition: One unit will cause a decrease in A,y o 0f 0.001 per minute at
pH 6.5 at 25°C in 3 ml reaction mixture containing catechol and ascorbic
acid.

Specific details as assay procedures are available upon request.

SIGMA warrants that its products conform to the information contained in this and other Sigma
publications. Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See
reverse side of invoice or packing slip for additional terms and conditions of sale.

Satisfaction is always guaranteed when you use SIGMA Reagents.

In the USA/Canada call;
1-800-325-3010 for orders
and 1-800-325-8070
for customer service,

;]

Outside the USA/Canada call oo & TSR W
collect: 314-771-5750 for orders CHEMICAL COMPANY
and 314-771-5765 PO BOX 14508, ST. LOUIS, MO 63178 USA

for customer service.

Printed in tllg-\-_l-é:";x
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