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Oxydationen in Obst und Obstsiiten

Von W. Biedermann, Basel
(Arbeit ausgefithrt an der Eidg. Versuchsanstalt, Wadenswil)

Bei der Herstellung von Fruchtsiften besteht heute das Bestreben, moglichst
natiirliche Produkte zu erzeugen. Jedoch fliesst bekanntlich Apfelsaft bereits ab
Presse vollig braun. Auch bei andern Frichten (Birnen, Trauben, Kirschen usw.)
treten Braunungserscheinungen auf, welche sowohl beim Lagerobst wie auch in
der Fruchtsaft- und Konservenindustrie sehr unerwiinscht sind. Dies gab den
Anstoss fur die folgenden Untersuchungen, welche in den Jahren 1951/52 an
der Eidg. Versuchsanstalt fiir Obst-, Wein- und Gartenbau, Wadenswil, aus-
gefihrt wurden.

I. Ubersicht tiber die Oxydationen in Fruchtsaften

Trotz vielen Publikationen herrscht noch wenig Klarheit auf dem Gebiet der
Oxydationen in Fruchtsaften !)?). Zahlreiche Arbeiten beschranken sich darauf,
die Reaktionsmoglichkeiten aufzuzahlen. So besteht heute die Auffassung, dass
sich die Oxydationen in Fruchtsaften auf 3 verschiedene Arten abspielen kénnen.
namlich

a) nicht katalysierte Oxydationen

b) durch Metallsalze katalysierte Oxydationen

¢) durch Enzyme katalysierte Oxydationen.

Aber schon diese Einteilung steht auf schwankenden Fissen: Man kennt zwar
aus Modellversuchen die betrichtliche katalytische Wirkung der Metalle; wie
stark sich jedoch Spurenmetalle in der Praxis tatsachlich auswirken, ist noch
wenig untersucht. Ahnlich steht es mit den Punkten a und c.

Es scheint uns nun, dass man bisher die Geschwindigkeit der Oxydations-
vorgdange zu wenig beachtet hat. Nach unseren Erfahrungen verlaufen in der
Praxis die nichtenzymatischen Reaktionen a und b im allgemeinen langsam; zu
ihrer Beobachtung benétigt man mehrere Stunden, Tage oder Wochen. Die enzy-
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matischen Vorgange c¢ dagegen laufen schnell, zur Beobachtung gentigen hier
einige Minuten bis wenige Stunden. Dieses Einteilungsprinzip wird zwar von
zahlreichen Grenzfallen und Ausnahmen in Frage gestellt, diirfte aber dennoch
die Verstandigung erleichtern.

Unter den Oxydationsvorgangen, welche sich erst im Laufe langer Zeiten
(LLagerung) abspielen, gibt es moglicherweise sog. sekunddire Oxydationen. Dar-
unter ist eine langsame Reaktion der anfanglich gebildeten Oxydationsprodukte
mit reduzierend wirkenden Saftbestandteilen zu verstehen. Die primaren Oxy-
dationsprodukte sind in diesem Falle Zwischenglieder einer Redoxkette. Jedoch
bereitet die sichere Erkennung solcher Reaktionen betrachtliche Schwierigkeiten.

Der Praktiker bemiht sich, seine Produkte vor Anderungen der Farbe und
des Aromas, ferner vor Uitaminverlust zu schitzen. Man hat gefunden, dass
solche Verdnderungen haufig oxydative Vorgange sind. Daneben gibt es aller-
dings auch nichtoxydative Farb- und Aromaveranderungen.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich in erster Linie mit Oxydationsvor-
gingen der Form ¢, d.h. mit enzymatischen Oxydationen. — Mit der Oxydation
des Vitamins C haben wir uns nicht abgegeben. '

II. Die Oxydationsenzyme des Obstes

Bei der raschen Braunung eines verletzten Apfels handelt es sich um eine
Oxydation, welche durch die sog. Polyphenoloxydase katalysiert wird. Neben
diesem schnell verlaufenden Vorgang gibt es im unverletzten Obst auch langsame
enzymatische Oxydationen: Die Friichte atmen sowohl am Baum wie auf dem
Lager, wobei Sauerstoff verbraucht und Kohlensaure gebildet wird. Nach gegen-
wartiger Auffassung beruht die Atmung je nach Pflanzenart auf der Poly-
phenolase, auf der Cytochromoxydase (Warburgsches Atmungsferment) ?) und
bei manchen Pflanzenarten auch auf beiden Enzymsystemen zugleich *). Als wei-
tere Oxydase kommt in manchen Frichten die Ascorbinsaureoxydase vor, und
voriibergehend sprach man ferner von einer Dioxymaleinsaureoxydase °).

Neben diesen Oxydasen (sauerstoffiibertragende Enyzme) findet man noch
weitere Oxydationsenzyme: Katalase (sie zerlegt H20:2) und Peroxydase (sie
katalysiert Oxydationen in Gegenwart von H20:z). Uber die Bedeutung dieser
Enzyme fir den Stoffwechsel der Friichte ist noch wenig bekannt. — Schliesslich
miissen mit Sicherheit auch wasserstoffiibertragende Fermente (Dehydrasen) vor-
kommen, wenn auch solche bisher noch kaum aus Fruchten isoliert worden sind.

Bei unseren Versuchen gingen wir von den Braunungserscheinungen aus, wel-
che sich beim Mahlen und Pressen des Obstes abspielen. Hiefiir sind nach der
Literatur die Polyphenoloxydase und die Peroxydase verantwortlich. Wir haben
uns deshalb zundchst mit diesen beiden Enzymen beschaftigt.
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III. Die enzymatischen Braunungsvorgange

1. Literatur

Die Erkenntnis, dass sich bei der Braunung des Obstes enzymatische Oxydationen
abspielen, stammt schon aus dem 19.Jahrhundert. Auch die Bezeichnung «Oxydase»
datiert aus jener Zeit%). Je nach der Herkunft unterschied man z.B. zwischen Laccase
(welche den Milchsaft mancher Pflanzen braunt), der Kartoffeloxydase, der Oenoxydase
(welche das unerwiinschte Braunwerden des Weines verursacht) usw. Diese verschiedenen
Oxydasen sind jedoch einander sehr dhnlich, und wahrscheinlich handelt es sich immer
um dasselbe Enzym. Theorien iiber den Mechanismus der Oxydation wurden von Bach
und Chodat 7), von Onslow 8) u.a. aufgestellt. Die Ansichten dieser Autoren sind zwar
tberholt, werden aber trotzdem noch gelegentlich in Betracht gezogen.

Eine gute Zusammenfassung tber das Braunungsenzym stammt von Dawson
und Nelson ?). Diese Autoren nennen das Braunungsferment 7 yrosinase. Es ist
weitverbreitet; Untersuchungen wurden vor allem an Praparaten aus Kartoffeln
und aus Pilzen vorgenommen. Darnach ist die Tyrosinase ein Cu-haltiges Fer-
ment, welches die Eigenschaft besitzt, Monophenole (Kresol, Tyrosin usw.) sowie
Polyphenole zu chinonartigen, braunen Produkten zu oxydieren. Die Tyrosinase
ist sehr empfindlich und verliert schon bei geringen ausseren Eingriffen die
FFahigkeit der Monophenoloxydation: hingegen bleibt das Vermogen, Polyphenole
zu oxydieren, viel besser erhalten. Nach Dawson und Nelson ist die friher
ibliche Einteilung der Oxydasen in Mono- und Polyphenoloxydasen somit hin-
fallig geworden.

Neben der Tyrosinase muss auf die Peroxydase hingewiesen werden. Das
Iinzym, welches erst in Gegenwart von H202 wirksam wird, ist im Pflanzenreich
weit verbreitet. Verschiedene Autoren %) haben angeblich das gleichzeitige Vor-
kommen von H202 und Peroxydase in Friichten festgestellt und schliessen daraus
auf eine Braunungswirkung der Peroxydase.

2. Testung von Tyrosinase und Peroxydase

Bei unseren Versuchen bendétigten wir haufig Nachweis- und Bestimmungs-
moglichkeiten fiir Tyrosinase und Peroxydase.

a) Nachweis der Tyrosinase

Geeignet sind Losungen von Phenolen oder von aromatischen Aminen. Beim
Stehen an der Luft verfarben sich solche Losungen nur langsam, in Gegenwart
einer Oxydase dagegen sehr schnell. Wir verwendeten haufig das sog. Rothen-
fusser-Reagens (2,6 g Guajakol in 135 cm? Alkohol + 1,0 g p-Phenylendiamin-
chlorhydrat in 15 ecm® Wasser) 11); diese Losung ergibt eine intensiv violette
Farbe, wenn sie zum Saft von Apfeln, Kartoffeln usw. gegeben wird. Auch auf
angeschnittenen Friichten tritt die Farbenreaktion ein. Im folgenden werden wir
die Abkiirzung R-Reagens verwenden.
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Der gebildete Farbstoff hat folgende Eigenschaften: Bei tieferen pH-Werten als
etwa 3,2 entsteht zunachst eine blaugrine Stufe, welche sich mit Toluol ausschiitteln lasst,
wobei ein Farbumschlag nach rot auftritt. Die blaugriine Stufe hat die Eigenschaften
cines Saure-Basenindikators: Auf Zusatz von Alkali schlagt der Farbstoff auf violett um,
mit Saure entsteht daraus wieder die grine Form. Letztere wird bei langerem Stehen an
der Luft weiteroxydiertzu ciner violetten Stufe, welche jedoch nicht mehr umzuschlagen
vermag und sich nicht in Toluol 16st.

Bei hoheren pH-Werten als etwa 3,5 entsteht direkt violette Farbe, welche anfanglich
noch den reversiblen pH-Umschlag nach griin zeigt. Bei lingerem Stehen an der Luft
verschwindet auch hier die Fahigkeit zum Umschlagen.

Beim Nachweis der Tyrosinase missen folgende Stormaoglichkeiten in Be-
tracht gezogen werden:

1. Die Autoxydation des Reagens. Dieser Vorgang benétigt jedoch bei pH 3—4 einige
Tage bis Wochen, wahrend sich die enzymatische Oxydation im Laufe von Minuten
und Stunden abspielt. Sofern es sich nicht um den Nachweis von sehr geringen
Enzymmengen handelt, liegt hier somit keine Schwierigkeit vor.

2. Beschleunigung der Oxydation durch nichtenzymatische Katalysatoren beliebiger
Natur. Zur Unterscheidung der nichtenzymatischen Katalyse von den enzymatischen
muss erhitzt werden. Dabei werden die Enzyme inaktiviert, und die Nachweisreaktion
verlauft negativ. Wir haben jedoch im Obst niemals solch nichtenzymatische Kata-
lysatoren angetroffen.

3. Tyrosinase kann durch Anwesenheit von Peroxydase und H202 vorgetauscht werden.
In diesem Falle misste die Farbreaktion auch in Abwesenheit von molekularem Oz
positiv ausfallen. Wir fanden diese Moglichkeit weder bei Birnen, Apfeln noch
Trauben verwirklicht.

b) Bestimmung der ‘I yrosinase

In I'rage kommen manometrische ?), colorimetrische und titrimetrische %)
Methoden. Bei den erstern dient der O2-Verbrauch im Warburg-Apparat als
Mass fiur die Enzymaktivitat. Bei den titrimetrischen Methoden gibt man ein
Reduktionsmittel (z.B. Vitamin C) zur Oxydaselosung und bestimmt durch Titra-
tion die in einer bestimmten Zeit oxydierte Menge. Wir selbst haben eine colori-
metrische Bestimmung angewendet, welche der Peroxydasebestimmung nach
Willstatter-Stoll nachgebildet ist. Unsere Methode besitzt zwar noch einige
Mingel, erwies sich aber fur die gestellten Aufgaben als ausreichend genau.

Bei der Bestimmung der Tyrosinase muss die pH-Abhangigkeit des Enzyms
beriicksichtigt werden. Handelt es sich um die Ermittlung der in einem Saft
herrschenden Enzymaktivitat, so muss die Bestimmung beim pH-Wert des be-
tre{fenden Saftes durchgefiithrt werden. Ebenso darf man Versuche, bei denen
nur die Anderung der Aktivitat zur Diskussion steht, beim pH des Saftes an-
setzen. — Anders verhdlt es sich natiirlich beim Vergleich zweier Safte hinsicht-
lich ihrer Enzymmenge. In diesem Falle muss ein bestimmter pH-Wert eingestellt
werden. Als brauchbarer Puffer erwies sich z.B. Michaelislosung vom pH-Wert
4,62, '
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Auf die Ausarbeitung einer Standardmethode (Einheitenbestimmung) wurde
verzichtet, da wir einer solchen nicht bedurften. Vielmehr haben wir unsere
Bestimmungsmethode den jeweils im Saft herrschenden Verhaltnissen angepasst.
Hiefur zwei Beispiele:

Tyrosinasebestimmung bei pH 4,6: Eine Mischung von 6 cm3 Michaelispuffer (pH 4,62),
10 cm® Wasser und 2 cm? Rothenfusser-Reagens wird in einem 100 cm3-Erlenmeyer
auf 200 C gebracht. Man fiigt 2 cm? des zu untersuchenden Saftes hinzu und halt
unter Schutteln genau 3 Minuten auf 20° C. Nun wird die Reaktion durch Zusatz
von 2 cm? 5 %iger NaF-Losung gestoppt. Man giesst das Gemisch in einen 50 cm?-
Scheidetrichter nud schuttelt das gebildete Indophenol mit 20 ¢cm? Toluol aus. Das
violette Indophenol geht mit roter Farbe in die Toluolschicht. Letztere wird ab-
getrennt, durch Papier filtriert und colorimetriert. Wir beniitzen das Leifo unter
Verwendung des Filters S 53. Die Extinktionsmessung ist moglichst bald auszufiihren,

da die Farbe der Lésung beim Stehen an der Luft sich langsam andert. — Als Mass
fur die Enzymaktivitat bentitzen wir den mit 1000 multiplizierten Bunsenschen Ex-
tinktionsmodul.

T yrosinasebestimmung beim pH des Saftes: 20 cm3 Fruchtsaft (evtl. verdinnter Frucht-
saft) wird bei 20° mit 2 cm3 frischem Rothenfusser-Reagens versetzt unter Riick-
kihlung auf 20° C. Man schiittelt wiahrend einer standardisierten Zeit (z.B. 3 Min.,
oder z.B. 10 Min.). Hierauf wird die Reaktion mit 2 ¢m3 einer 5 %igen NaF-Losung
gestoppt. Im weitern verfahrt man wie bei der soeben angegebenen Bestimmung.

Es sei daran erinnert, dass es auch andere, eventuell noch besser geeignete
Reagentien fir eine solche Bestimmung gibt (z.B. Brenzkatechin).

¢) Nachweis der Peroxydase

Fir den Nachweis werden ebenfalls aromatische Amine und Phenole ver-
wendet. Im Unterschied zur Tyrosinase tritt jedoch die Peroxydase erst bei
Zusatz von H20:2 (1%sige Losung) in Funktion. Bei der Oxydation entstehen zum
Teil andere Reaktionsprodukte als beim Tyrosinase-Nachweis.

Auch hier muss man Stérungen in Betracht ziehen:

1. Es gibt Substanzen, welche Peroxydase vortauschen kénnen (z.B. himinartige Korper).
Gegenwart von Tyrosinase + Oz wiirde den Peroxydasenachweis verfalschen. Fiir den:
letzteren muss deshalb der Sauerstoff ferngehalten werden.

Allerdings bleibt auch bei Ausschluss von Oz eine Stérmoglichkeit bestehen: All-
fallig vorhandene Katalase zersetzt das H202; der dabei freiwerdende Sauerstoff
tdauscht nun mit Tyrosinase cine Peroxydase vor,

10

d) Nachweis von H20:

Nachdem in den Pflanzen einmal Peroxydase gefunden war, begann man
folgerichtig auch nach Peroxyden zu suchen, da erst diese dem Enzym die
Tatigkeit ermoglichen. Doch lasst sich voraussagen, dass Peroxyde in der Pflanze
nur beschrankte Lebensdauer besitzen konnen, infolge der Gegenwart der Ka-
talase.
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Wir beschranken uns hier auf den Hinweis, dass der Nachweis kleiner
Mengen H:202 in Pflanzensaften heikel ist. Verschiedene in der Literatur auf-
gefiihrte Befunde (z.B. 72) halten denn auch einer strengen Kritik nicht stand.

3. Erfahrungen bei den Testversuchen

In der Literatur stosst man immer wieder auf Versuche, bei denen Tyrosinase
und Peroxydase mit I'arbreaktionen nachgewiesen wurden. Im folgenden (Tab. 1)
mochten wir zeigen, dass fur solche I'arbteste betrachtliche Erfahrung notig ist,
falls sie richtig gedeutet werden sollen.

Tabelle 1
Farbreaktionen
Phenylendiamin | Guajakol Rothen- Brenz- Benzidin
fusser katechin
Aofel ohne H202 | blass, grim-violett <= grii-violet| bram schwach violett
I mit  H2Og2 | blass grin-violeft orange-rosa | griin-violett braun violelt his blau
= o o
Bicsen ohne H2O2 | blass, grin-violett — griin-violett | hraun sehwach violeft
mit  H2Os2 | Dlass, grin-violeft orange-rosa | eriin-violett braun intensiv blau
| ohne H20:2 — = ariin-violet hlass-hraun nicht geprilt
© L ) " . ' e
" mit He0:2 — — ariin-violeft blass-braun | nicht geprift
Rurtaffeln ohne H20:2 —- — lanzsam violelt | braun blass violeit
3 mit  H2Os2 | soforl intensiv grin | ritlich schoell violett | hraun blaw, instabil
b} !
Milch ohne H20:2 -— — = — =
: mit  H202 | intensiv hlau orange violett schwrothramn | bl

Diskussion: Bei Apfeln, Birnen und Kartoffeln wurde die Reaktion direkt auf
der Schnittflache ausgefthrt. Die Tabelle enthdlt Durchschnittsresultate, im ein-
zelnen kommen betrachtliche Abweichungen vor. So hangt z.B. der Gehalt an
Enzym und damit auch die Intensitat der Farbe von der Sorte, daneben auch
vom Reifezustand ab.

a) Die Farbungen beim Tyrosinasenachweis (ohne Zusatz von H203z)

Von den untersuchten Reagentien arbeitet das Rothenfusser-Reagens am zuverlissig-
sten. Auch Brenzkatechin ist gut. Die tibrigen geben nur schwache, Guajakol praktisch
gar keine Reaktion.

Beim R-Reagens sind die entwickelten Farben zwar vom pH, sonst aber kaum vom
Substrat abhingig. Bei Brenzkatechin dagegen treten je nach Substrat rotbraune bis
gelbbraune Nuancen auf. — Unerwartet und unerklart ist die auffallend schwache
Reaktion von oxydasereichem Traubensaft mit Brenzkatechin.
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Ferner ist uns nicht verstandlich, weshalb das R-Reagens die Apfeltyrosinase sehr
gut anzeigt, bei der Birnentyrosinase jedoch haufig nur schwache Reaktion gibt, wogegen
z.B. Brenzkatechin in beiden Fallen sehr gut anspricht. Es ist zu vermuten, dass viele
dieser Widerspriche durch fruchteigene Polyphenole bedingt sind, welche irgendwie in
den Vorgang eingreifen.

b) Die Farbungen in Gegenwart von H202

Die beobachteten Farben stimmen zum Teil mit denen der Tyrosinasereaktion tiber-
ein; in einigen Fillen hingegen tritt auf Zusatz von H202 eine neue Farbe auf. So gibt
auf Frichten Benzidin+ Oz violette Farbe, mit H2O2 dagegen ein instabiles Blau, das
sich anfanglich durch weitern Zusatz von H202 erneuern lasst.

Spezifisch fir Peroxvdase scheint die Guajakolreaktion zu sein, worauf schon von
verschiedenen Autoren hingewiesen wurde. Die Farbungen sind jedoch recht schwach,
so dass uns die Reaktion nicht sehr geeignet erscheint.

Am Beispiel des p-Phenylendiamin lédsst sich deutlich ein Einfluss des Substrates
nachweisen: Birnen geben ein blasses, schmutziges Grin bis Violett, Kartoffeln ein augen-
blicklich prachtiges, jedoch instabiles Griin, Milch ein intensives und bestdandiges Blau.

Unerwartet ist das Verhalten des R-Reagens gegentiber Birnenoxydase. (Dass letztere
vorhanden ist, lasst sich auf Grund der Blaufarbung mit Benzidin +H202 vermuten.) Da
R-Reagens sich z.B. bei Milch vorziiglich zum Peroxydasenachweis eignet, ware dasselbe
bet Birnen zu erwarten. In Tat und Wahrheit tritt mit H202 kaum eine zusitzliche Re-
aktion ein. — Auch fir diese Widerspriiche diirften fruchteigene Polyphenole mitverant-
wortlich sein.

Aus dem Gesagten geht hervor, dass man bei der Interpretation von Farb-
testen sehr vorsichtig sein sollte.

4. Die Briunung ist eine ‘I yrosinasereaktion

Auf die Tyrosinasenatur des Braunungsvorganges weisen folgende Tatsachen
hin:
a) Kocht man unverletzte Apfel, so verfdarben sie sich nicht mehr, wenn sie

nachtraglich zerschnitten werden. Die schnelle Braunung beruht somit tat-
sachlich auf einem enzymatischen Vorgang.

b) Der Saft von gekochten Apfeln beginnt sich wieder zu braunen, falls man
ihm Tyrosinasepraparate zusetzt, welche aus Botrytis cinerea gewonnen wur-
den. Folglich ist fiir die Reaktion keine spezifische, fruchteigene Tyrosinase
erforderlich.

¢) Durch Zusatz von Kaliumfluorid, Vitamin C sowie durch Hitze lassen sich
nicht nur samtliche Farbreaktionen, sondern auch die Braunungen verhin-
dern. Uberhaupt gehen die Tyrosinase-Aktivitat, gemessen durch Farbteste
und die Aktivitat geschatzt mittels der Braunungsintensitat, parallel.

Wir haben uns gefragt, wie weit neben der Tyrosinase auch Peroxydase beim
Braunungsvorgang eine Rolle spielt. Folgender Versuch mit Thurgauer Wein-
dpfeln gibt dariber Auskunft (siche Tab. 2).
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a) Nachweis der ‘I yrosinase

In den Kolben A der Apparatur (Fig. 1) wurde frisch gepresster Saft gegeben,
in den Kolben B eine kleine Menge R-Reagens vorgelegt.

Fig. 1
Apparatur zum colorimetrischen Nachweis der Filtrationsenzyme in Saften

Die Apparatur wurde evakuiert, hierauf der Hahn H geschlossen und nun
durch Kippen ein Teil des Saftes ins Gefass B hintibergegossen. Nach dem Kippen
blieb der Saft hell, wiahrend sich eine Kontrolle an der Luft ziemlich schnell
dunkel farbte. Als der Hahnen gedoffnet wurde, trat in kurzer Zeit Verfarbung
ein. Der Saft enthielt somit Tyrosinase.

b) Nachweis von Peroxydase

Zunachst wurde die Tyrosinase-Empfindlichkeit von Benzidin gepruft. Es
zeigte sich dabei, dass die Verfarbung in Abwesenheit von H202 nur langsam
eintritt und keine hohe Intensitét erreicht.

Wird dagegen im Kolben B Benzidin + H20:2 vorgelegt, so erfolgt nach dem
Kippen sofort Dunkelfdrbung, welche der Kontrolle (Saft+Benzidin+H202+
Luft) nicht nachsteht. Es ist somit Peroxydase vorhanden.
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Tabelle 2

Nachwers von I yrosinase und Peroxydase im Saft von Thurgauer Weindpfeln

Nr, Reagens Luftzutritt Zugﬁk;(e)”von Beobachtete Verfarbung

1 R-Reagens e - schnell und intensiv
2 R-Reagens - - nichts

3 Benzidin i — langsam und schwach
4 Benzidin — — nichts

5 Benzidin S -+ schnell und intensiv
6 Benzidin — -+ schnell und intensiv

c) Abwesenheit von Hz20:

Aus der Tabelle geht als weiteres Resultat hervor, dass Peroxyd nicht im
Saft vorhanden war, da sich sonst Versuch Nr. 4 wenigstens langsam verfirbt
hatte. Is trat jedoch auch iiber Nacht keine Farbvertiefung auf.

Auf Grund der Versuche a—c beruht die Briunung auf der Titigkeit der
Tyrosinase. Es ist zwar auch Peroxydase vorhanden, aber sie nimmt am Bréu-
nungsvorgang nicht teil (siehe auch Versuche | und 2, Seite 106).

Altere Autoren 7)%) nahmen an, die Tyrosinase erzeuge unter dem Einfluss
des Luftsauerstoffs ein Peroxyd, welches entweder selbst oder auch mit Per-
oxydase zusammen die Braunung bewirke. Die Diskussion tiber diese I'ragen ist
noch nicht abgeschlossen, doch steht fest, dass die Tyrosinase auch allein zu
braunen vermag.

5. Beobachtungen an der Apfeltyrosinase

Die folgenden Beobachtungen wurden nicht am gereinigten Enzym, sondern
an Frichten nud Fruchtsiften gemacht, da bei der Reinigung stets mit einer
Veranderung der Enzymeigenschaften gerechnet werden muss. Ilir die Versuche
wurde hédufig der quantitative Tyrosinasetest verwendet.

a) Uerteilung der T yrosinase in der Frucht

Farbteste ergaben, dass Tyrosinase im ganzen Apfel vorkommt, jedoch im
Gebiet des Kerngehauses starker angereichert ist. Birnen weisen im Zentrum
und unter der Schale reichlich Enzym auf, dazwischen liegt eine enzymarme
Zone,

Bei diesen Versuchen fédrbten Phenylendiamin und R-Reagens die holzigen
Bestandteile der Frucht (Gehausewinde, Steinzellen) intensiv orange an.

b) Trub und Enzym

Wird ein frischgepresster Saft durch Papierfiltration méglichst schnell vom
Trub befreit, so schreitet in der Folge die Braunung nur langsam fort. Aktivitat-
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messungen ergaben, dass der filtrierte Saft fast gar kein Enzym enthalt, da
letzteres im Trub haftet (siehe Tab. 3 sowie Kurve 5 der Fig. 2b). Triube Safte
dagegen braunen sich schnell; offenbar vermag also die Tyrosinase die im Saft
gelosten Polyphenole zu oxydieren, ohne selbst in L.osung zu gehen. — Es zeigte
sich, dass schon sehr feine Trubungen den Enzymgehalt des Saftes stark erhohen.

Tabelle 3
Uertetlung der Tyrosinase auf Trub und Flissigkeit

Test: 20 cm3 Saft + 2 ¢m® Rothenfusser-Reagens bei 15° wihrend 10 Minuten.
' Dann 1 cm?® KF-Losung, 20 cm?® Toluol.

| .
I Tyrosinase-Aktivitat

Saft ab Presse, trib a1e
Saft ab Prese, filtriert 1S

9 o

<

1

Die Menge Enzym, welche beim Pressen in Losung geht, andert sich je nach
Obstsorte, Reifezustand und Pressdruck. Trauben geben das Enzym viel leichter
in Losung als Apfel und Birnen. Sie eignen sich deshalb als Ausgangsmaterial
fur die Enzymgewinnung.

c) pH-Einfluss

Nach Angaben von Fleury '*) liegt das pH-Optimum der Tyrosinase bei pH
6,7—8. Wir selbst haben gefunden, dass Mineralsdauren das Enzym irreversibel
inaktivieren. Mit steigendem pH nimmt dann die Aktivitat zu. Oberhalb pH 6
stossen jedoch die Untersuchungen auf Schwierigkeiten wegen der Autoxydation
der Testsubstanzen.

Die Obst- und Traubensafte, deren pH-Werte bei 3—4 liegen, sind somit
ziemlich weit vom pH-Optimum der Tyrosinase entfernt.

d) Die Selbstinaktivierung der ‘I yrosinase

Verfolgt man die Aktivitat der Tyrosinase wahrend des Braunungsvorganges,
so beachtet man einen schnellen Rickgang (Fig. 2a und 2b).



Tyrosinase-

aktivitat
200 4+
Fig. 2a
Enzymmenge klein, 5 Min.-Test
Test: 2 cm3 Saft + 20 cm3 Wasser + 2 cm3 R-Reagens, 15° G,
5 Min. Wirkzeit, dann 1 cm3 KF-Lésung, 20 cm3 Toluol
100 4
—e
i 2' 3 Std-
Tyrosinase-
aktivitat
200
Fig. 2b
Fnzymmenge gross, 10 Min.-Test
Test: 20 cm3 Saft + 2 cm® R-Reagens, 159 C, 10 Min.
Wirkzeit, dann 1 cm3 KF-Losung, 20 cm3 Toluol
Kurve 1: Saft ab Presse, triib, kein Luftzutritt
Kurve 2: Saft ab Presse, trub, mit Luftzutritt
Kurve 3: Saft ab Presse, durch Papier filtriert,
kein Luftzutritt
100+

Fig. 2

Dic Selbstinaktivierung der Tyrosinase




In den ersten Minuten des Versuchs vollzieht sich der Abfall der Aktivitat
so rapid, dass es nicht moglich ist, exakte Messwerte zu ermitteln; tiber die
Aktivitat des Enzyms im unverletzten Apfel bleiben wir also leider im Un-
gewissen.

Bezuglich der Ursachen dieser Inaktivierung hat Wieland '5) gezeigt, dass
gasformiger Sauerstoff das Enzym direkt zu schadigen vermag. Wahrscheinlich
noch starker wirken jedoch die bei der Oxydation entstehenden Substanzen, was
aus folgendem Versuch hervorgeht:

Tabelle 4
Oxydationsprodukte als Enzymgifte

Bohnapfelsaft, pH = 3,5
Test: 17 em3 + 2 cm3 R-Reagens, 200 C, 4 Minuten Wirkzeit

Zusammensetzung der Versuchslosung
Versuch Tyro'sipe.l.se-
Nr. frisch ab Presse | frisch ab Presse | 24 Std. an Luft, R-R aktivitdt
ungekocht gekocht dann gekocht eAgens
cm? cm? cm? cm?

I 0 17 0 2 0

1 2 1.5 0 2 110

111 2 0 15 2 26

Der Vergleich der Versuche Il und III lehrt, dass der an Luft gestandene
Saft Hemmstoffe enthilt, welche die Enzymaktivitat herabsetzen. Solche Hem-
mungen wurden auch beim Arbeiten mit gereinigten Enzympraparaten beob-
achtet 19,

e) Inaktivierung durch Wdirme

In der Literatur '7) finden sich zahlreiche Angaben tber den Zusammenhang
von Temperatur und Erhitzungsdauer, welche zur Inaktivierung der Tyrosinase
erforderlich sind. Diese Daten, welche vorwiegend fiir praktische Bediirfnisse
ermittelt werden, weichen jedoch stark voneinander ab. Das rihrt nach
unserer Erfahrung vor allem daher, dass die Empfindlichkeit des Enzyms
keine konstante Grosse ist: Zundchst sind natirlich mit steigender Enzym-
konzentration hohere Erhitzungsdosen notwendig; gestandene Sifte, deren
Aktivitat bereits abgesunken ist, erfordern deshalb geringere Hitzeeinwirkung.
Dann zeigt sich ferner, dass die Hitzeresistenz vom pH abhangt: Die Wider-
standsfahigkeit ist am grossten beim pH-Optimum und fallt ab, wenn man sich
von diesem entfernt. Schliesslich spielt der Losungszustand des Enzyms eine
grosse Rolle; das im Trub verankerte IFerment erweist sich namlich im Vergleich
mit dem gelosten als bedeutend widerstandsfahiger. Aus alledem geht her-
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vor, dass es nicht zweckmassig ist, feste Angaben zu machen. Wir méchten uns
vielmehr auf den Hinweis beschrianken, dass bei Obstsaften bereits kiirzestes
Erhitzen auf 50° C die Tyrosinase deutlich angreift und dass das Enzym durch
Temperaturen von 100° C sofort inaktiviert wird. Schliesslich sei noch hingewie-
sen auf die Beobachtung verschiedener Autoren '®), wonach sich durch Hitze
inaktivierte Peroxydase allmahlich wieder regenerieren kann. Solche Erschei-
nungen, welche auch bei der Tyrosinase vorkommen sollen, sind uns jedoch nicht
begegnet.

[) Inaktiorerung durch Chemikalien

Es gibt einige Substanzen, welche die Tyrosinase direkt zu blockieren ver-
magen, z.B. S-Verbindungen wie Thioharnstoff oder Sulfit. Ahnlich wirkt auch
Cyanid; letzteres verliert jedoch in Gegenwart von Aldehyden seine Wirkung
bald infolge Bildung von Cyanhydrinen. Auch SOz diirfte in grosserer Konzen-
tration blockieren. Wahrscheinlich wirken diese Enzymgifte dadurch, dass sie
sich als Komplexbildner an das Kupfer des Enzyms anlagern. Ein vortreffliches
Enzymgift ist schliesslich das in der Tyrosinase-Literatur wenig genannte Iluo-
rid *), dhnlich, aber erst in hoherer Konzentration wirken auch Chlorid und
Jromid. (Es handelt sich dabei nicht um einen allgemeinen Salzeffekt.) Die
Hemmung durch Halogene kommt insofern unerwartet, als gewdhnliche Cu-
Halogenkomplexe sehr unstabil sind.

Hingewiesen sei noch auf die Inaktivierung der Tyrosinase durch chinon-
artige Stoffe, wie sie z.B. beim Braunungsvorgang gebildet werden.

¢) Haltbarkeit

Der grossen Labilitat der Tyrosinase stehen Versuche gegentiber, aus denen
cine erstaunlich grosse Haltbarkeit des Enzyms hervorgeht. Hinsichtlich der
Kélteresistenz liegen Beobachtungen an Kirschen vor. Danach lassen sich Kir-
schen monatelang tiefgekuhlt lagern, ohne dass Braunung auftritt; nach dem
Auftauen hingegen tritt schnelle enzymatische Braunung ein. Von Weinen, wel-
che zum Braunwerden neigen, ist bekannt, dass der Zutritt von Luft selbst nach
langer Lagerung noch zur Braunung fithren kann. Ebenso hat Kelhofer Versuche
ausgefihrt 1), aus denen mehrjahrige Lebensdauer der Tyrosinase hervorgeht.

h) Gewinnung des Enzyms

Die Gewinnung der Tyrosinase aus Apfeln bereitet einige Schwierigkeiten.
Einerseits haftet das Enzym sehr fest im Trub und ist daraus nur schwer ablésbar.
Anderseits wird die Tyrosinase ausserordentlich leicht verandert und inaktiviert.

Wir haben darauf hingewiesen, dass sich Trauben am besten als Ausgangs-
material eignen durften, da sie das Enzym relativ leicht abgeben. Wahrscheinlich

*) Nach Kelhofer 19) lasst sich Fluorid durch Waschen des enzymhaltigen Gewebes
mit Wasser wieder entfernen.
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ist die Zugabe von Vitamin C wahrend der Isolierung vorteilhaft. Letzteres soll
die gebildeten Hemmstoffe (Chinone) sofort reduzieren, wodurch die Aktivitat
wohl besser erhalten bleibt.

IV. Die Wirkungen der Tyrosinase

Mit der Wirkung der Tyrosinase in unverletzten Friichten haben wir uns
nicht beschaftigt. Die folgenden Ausfiithrungen beziehen sich auf Maischen und
Safte.

1. Der Briunungsvorgang

Im wesentlichen haben wir den Braunungsvorgang bereits besprochen. Es
handelt sich um die Oxydation von Polyphenolen zu braunen, chinonartigen
Substanzen:

Polyphenol + Oz + Tyrosinase — Chinonartige Substanzen

Allerdings ist die genaue Konstitution der hier vorkommenden Polyphenole noch
wenig untersucht.

Neben dieser enzymatischen Veranderung konnen die Polyphenole des Obstes
auch nichtenzymatisch oxydiert werden, wobei ebenfalls braune Produkte ent-
stehen. Mit Jodlosung verlauft dieser Vorgang schnell, mit molekularem Sauer-
stoff dagegen sehr langsam.

Durch Zusatz von Reduktionsmitteln lasst sich die Braunung verhindern, bzw.
teilweise rickgingig machen. In I'rage kommen Ascorbinsiure, SOz u.a., welche
bei der Entfarbung durch den braunen Chinonkérper oxydiert werden. Auch
garende Hefe reduziert die Braunungsstotfe deutlich; Garmost ist deshalb heller
als Stssmost.

Melaninbildung: l.asst man Mahlbrei einige Tage unter Zusatz von geeig-
neten Konservierungsmitteln stehen, so wird er dunkel. Hingegen ist der daraus
gepresste Saft umso heller, je langer man mit dem Abpressen zuwartet; bei ge-
nugender Wartezeit resultiert sogar ein gelber Pressaft. Die Ursache dieser
Erscheinung besteht in einer Bindung der Chinone an Bestandteile des Gewebes.
Moglicherweise lagern sich die braunen Chinone an N-haltige Substanzen an
unter Bildung von schwerloslichen Melaninen. Daneben wurde aber bereits von
Kelhofer 1) eine «physikalische Adsorption» in Betracht gezogen.

Wahrscheinlich um etwas Ahnliches handelt es sich bei folgender Erschei-
nung. welche wir gelegentlich — nicht immer — angetroffen haben:
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Da die Tyrosinase im Saft I 24 Stunden, im Saft II aber nur eine halbe Stunde
wirken konnte, sollte eigentlich Saft I dunkler sein als Saft II. In Wirklichkeit
ist er etwas heller; demnach hat die Gelatine aus Saft I mehr Farbstoff entfernen
kénnen. Wir miussen also annehmen, dass die Farbstoffe des Saftes II durch die
langfristige Oxydation in einen besonders gut fdllbaren (evtl. hochmolekularen)
Zustand verwandelt wurden.

2. Die Oxydation des Gerbstoffs

Die Catechingerbstoffe der Iriichte sind mit den Braunungsstoffen der
Frichte nahe verwandt. Es handelt sich in beiden Fallen um Polyphenole, welche
durch Tyrosinase oxydiert werden konnen. Deshalb lassen sich die meisten
unserer Ausfihrungen iber den Braunungsvorgang und tber das Braunungs-
enzym auf die Gerbstoffoxydation ubertragen.

Die crste sorgfaltige Untersuchung tiber die enzymatische Gerbstoffoxydation
stammt unseres Wissens von Kelhofer 19). In dieser zu wenig beachteten Arbeit
findet sich schon ein erstaunlich grosser Teil des heutigen Wissens vor. Auf
cinige Punkte, welche in unserem Zusammenhang von Interesse sind, méchten
wir hinweisen:

I. Durch enzymatische Oxydation geht der herbe Geschmack gerbstoffreicher
Birnsafte verloren. Dieser Vorgang verlauft gleichzeitig wie das Braun-

werden, halt jedoch langer an. Die Versuche wurden quantitativ ausgefithrt
(Gerbstoff-Titration).

Wihrend sich die nichtoxydierte Form des Gerbstoffs leicht im Saft 16st, wird
die oxydierte Stufe im Fruchtgewebe festgehalten. Vermutlich aus diesem

Grunde 1st Pressaft aus gestandener Maische leichter filtrierbar als aus
frischer.

ro
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3. Die Eigenschaften der Oxydase wurden untersucht (Temperatureinfluss,
Saureeinfluss, Hemmung usw.). Eine mit Chloroform konservierte Oxydase-
losung war nach 2 Jahren noch aktiv.

4. Das Brechen der gerbstoffreichen Safte (Scheidsifte) wird beschrieben; es
handelt sich dabei um eine langsame Ausfallung des (polymerisierten?) Gerb-
stoffs. Die Faktoren, welche das Brechen fordern und hemmen, werden auf-
gezahlt. Unter anderem wird darauf hingewiesen, dass Oxydation den Eintritt
des Brechens beschleunigt.

5. Unbegrindet scheint uns die Ansicht Kelhofers, die im Saft geloste und die
im Gewebe verankerte Oxydase seien 2 verschiedene Enzyme.

3. Uerdnderung von Geruch und Geschmack

Uber die fir das Apfelaroma charakteristischen Substanzen ist wenig bekannt. Man
hat zwar, ausgehend von sehr grossen Apfelmengen, fliichtige Fraktionen abgetrennt 29).
Diese bestanden aus Alkoholen, Estern, Aldehyden usw. Jedoch scheiterte der Versuch,
das Apfelaroma auf Grund dieser ausfiihrlichen Analyse kiinstlich herzustellen. Offenbar
wurden also entscheidende Bestandteile tbersehen. Wenn wir im folgenden von den
Aromaveranderungen sprechen, handelt es sich unseres Erachtens um diese entscheiden-
den Bestandteile, deren chemische Formel allerdings unbekannt bleibt.

Wir haben festgestellt, dass die Tyrosinase auch die geruchlichen und ge-
schmacklichen Qualitdten des Obstes zu verindern vermag. Vergleicht man das
Aroma geraffelter Apfel, welche 0 Stunden, 1 Stunde und 24 Stunden an der
Luft standen, so lassen sich reproduzierbare Unterschiede feststellen.

Fir solche Differenzierungen gibt es jedoch keine Messmethode. Man muss deshalb
auf das Ureil einer grosseren Zahl von Degustatoren abstellen, welche blind und mog-
lichst ohne jede Beeintlussung probieren. Eine weitere Schwierigkeit besteht darin, die
Sinneseindriicke in Worte umzusetzen. Immerhin ergaben sich von selbst einige stets
wicderkehrende Bezeichnungen, welche wir im folgenden verwendet haben.

a) Die Aromaverdnderungen sind Oxydationen

. Ldasst man geriebene Apfel an der Luft stehen, so dandert sich das Aroma. Es
ist anfangs frisch, nach einigen Stunden dagegen faulig. Am schnellsten ver-
laufen die Verianderungen in der ersten halben Stunde. — Bei Saften bestehen
dhnliche, aber weniger eindriickliche Verhaltnisse.

2. Verhindert man den Zutritt von Sauerstoff, so kommen die Verdanderungen
zum Stillstand.
3. Reduktionsmittel (Vitamin C, SO2) verhindern die Aromaveranderungen.

(Durch SOz wird das Aroma weitgehend ausgeloscht, wahrend Vitamin C
hdufig einen grasigen Geschmack erzeugt.) Sind die Reduktionsmittel weg-
oxydiert, so setzen sowohl Braunung als auch Aromaveranderungen von
neuem ein. — Durch Zusatz von Vitamin C zu einer oxydierten Maische kann
deren Aroma teilweise aufgefrischt werden.
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b) Die Aromaverinderungen sind Enzymreaktionen

1. Trubfreie, d.h. enzymarme Safte dndern nicht nur die Farbe, sondern auch
das Aroma viel langsamer als triitbe Produkte.

o

KF, welches zahlreiche Oxydationsenzyme hemmt, verhindert die Aroma-
veranderungen. (Beim Zusatz von KI' entwickelt sich allerdings bald ein
schwacher heudhnlicher Geruch; die Hemmung lasst sich deshalb mit KBr
oder KCI noch schoner demonstrieren.)

3. Pasteurisierte Safte sind auch bei Zutritt von Luft weitgehend aromastabil.
Die Stabilitat ist allerdings nicht vollkommen. Jedoch sind die Veranderun-
gen von deutlich anderer Art als die enzymatischen und meistens viel lang-
samer.

Zur Demonstration eignen sich moglichst schwach oxydierte Safte. Zu ithrer Gewin-
nung sind besondere Vorsichtsmassnahmen und forciertes Arbeitstempo erforderlich.
Solche Sifte haben meist gelbgrine Farbe und ein ganz «unentwickeltes», etwas
grasiges Aroma, welches bei manchen Sorten deutlich an das Aroma von Buchsen-
apfelmus erinnert.

Zusammenfassend lasst sich sagen: Die Veranderungen des Aromas gehen
den Farbveranderungen in jeder Hinsicht parallel. Samtliche Eingriffe, welche
die Farbveranderungen beschleunigen, stabilisieren oder riickgangig machen,
haben dieselbe Wirkung auf das Aroma. Es steht fiir uns deshalb ausser Zweifel.
dass die schnellen Aromaveranderungen enzymatische Oxydationen sind. Als
Oxydationsenzym kommt nur die Tyrosinase in Betracht.

¢) Die Oxydationskurve eines Siissmostes

Die Figur 3 soll die enzymatischen Aromaveranderungen eines Stssmostes
graphisch darstellen. Die Kurven beruhen auf den Resultaten zahlreicher, blind
ausgeftuhrter Degustationsversuche mit erprobten Teilnehmern. Als Ordinate
wurde der «Oxydationsgrad» des Saftes aufgetragen. Es handelt sich dabei aller-
dings nicht um eine messbare Grosse, sondern um bei der Degustation wahr-
genommene Sinneseindriicke. Dementsprechend ist die Figur 3 lediglich als ein
Schema zu verstehen,
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Schematische Aromakurve eines Sussmostes ab Presse *)

-
-

Kurve 1: Trubreich, enzymreich, saurearm, warm
Kurve 2: Trubarm, enzymarm, saurereich, kalt

[ir den Kurvenverlauf lassen sich folgende Regeln angeben: Die Kurve
verlauft umso flacher, je geringer der Luftzutritt zum Saft, je tiefer das pH, je
tiefer die Temperatur und je geringer der Enzymgehalt eines Saftes. (Letzterer
hangt von der Sorte, vom Reifezustand des Obstes und vom Trubgehalt des
Saftes ab.)

4. Die Selbstentliiftung des Saftes

Verfolgt man den O2-Gehalt eines Saftes ab Presse, so findet man einen ra-
piden Abfall im Laufe der ersten halben Stunde (Fig. 4). Hiefiir ist die Tyrosinase
verantwortlich; durch ihre intensive Tatigkeit wird in kurzer Zeit praktisch der
ganze im Saft geloste Sauerstoff aufgebraucht. Der Saft entliftet sich also selbst.
Wird dagegen die Tyrosinase durch Zusatz von NaF inaktiviert, so bleibt der
O:2-Gehalt hoch. — Inaktiviert man die Tyrosinase durch Hitze und lasst hierauf
den Saft an der Luft stehen, so steigt sein O2-Gehalt schnell in die Hohe.

Safte, die sofort nach dem Pressen schnell auf 709 C erhitzt wurden, zeigten nach
dem Erkalten einen besonders geringen O2-Gehalt, obwohl die angewendete Temperatur
zur Austreibung des Oz nicht geniigt. Die Erscheinung beruht darauf, dass beim Erhitzen
das Temperaturoptimum der Tyrosinase durchlaufen wird.

*) Um zum krautigen Geschmack zu gelangen, muss in forciertem Tempo und unter
Ausschluss von O2 gemostet werden.
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Linfluss verschiedener Behandlungen auf den O:-Gehalt eines Apfelsafts ab Presse

Kurve 1: Saft ab Presse, verschlossene Flasche (kein Luftzutritt)
Kurve 2: Saft ab Presse, offene Flasche (Luftzutritt)

Kurve 3: Pasteurisierter Saft, mit Luftzutritt

Kurve 4: Saft ab Presse, Zusatz von NaF schon zur Maische.

verschlossene Flasche

Auwsfithrung der O2-Messungen
Der Saft ab Presse wurde direkt in kleine Flaschen spundvoll eingefillt und letztere
sorgfiltig verschlossen. Nach geeigneten, abgestuften Zeiten wurden die Flischchen

geoffnet und der O2-Gehalt des Saftes polarographisch bestimmt. Dabei resultierte die
Kurve 1.

Zur Aufnabhme der ersten zwei Kurvenpunkte war es notwendig, die schnell ver-
laufende Oxydationsreaktion zu unterbrechen, was durch Zugabe von etwas NaF-Losung
geschah. Ohne dieses Hilfsmittel wire der O2-Spiegel im Laufe der Messung zu stark
abgefallen.

Lisst man den Saft ab Presse nicht in verschlossenen Flaschen. sondern in offenen
Gefissen stchen, so erhilt man praktisch dieselbe Kurve. Somit verliuft der O2-Ver-
brauch viel schneller als die O2-Nachlieferung aus der Atmosphdre. — Bei ldngeren
Wartezeiten kann allerdings der O2-Gehalt infolge Luftberiihrung wieder ansteigen.
Natiirlich hidngen in diesem Fall die Messresultate von den Gefissdimensionen ab, da-
neben auch von der Tiefe, in welcher die Probe entnommen wurde.

Die Selbstentliiftung der Stissmoste ist zu beriicksichtigen bei der Diskussion
uber Qualitatsverbesserungen. In letzter Zeit werden fiir die gewerbliche Siiss-
mostherstellung verschiedene technische Neuerungen vorgeschlagen, wobei auch
die kinstliche Entliftung ernsthaft erwogen wird. Der Gedanke stammt aus der
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Citrusindustrie. Dort wendet man solche Verfahren mit Erfolg an, um ungtinstige
Oxydationen zu verhindern. Man bringt dabei den Saft ab Presse in ein Vakuum,
durch welches der Sauerstoff abgesaugt wird.

mgjf 02

Apfel (pH = 3,45)

+- : = g ; =3
1 2 3 4 5 6 Std.
Fig. 5

Vergleich der Selbstentliftung bei Apfel- und Citrussaften

Es ist jedoch nicht richtig, solche Entliftungsverfahren schematisch auf Obst-
satte zu ubertragen. Dies geht aus der Figur 5 hervor. Man sieht, dass bei Citrus-
saften der O2-Gehalt nach dem Pressen nur ganz langsam zuriickgeht. Die
Verwendung von Entliftungsapparaturen ist somit sinnvoll (vgl. allerdings
Kefford *')). Anders verhdlt es sich bei den Kernobstsiften. Letztere entliiften
sich infolge ihres Tyrosinasegehaltes selbst, und zwar besser, als dies mit Appa-
raturen zu erreichen ware. In diesem Falle ware eine kinstliche Entliftung tiber-
flissig, jedenfalls so lange, als dem Saft nicht neue Luft zugefithrt wird.

5. Das Redoxpotential

Das Redoxpotential von Sdften ab Presse stellt sich nur langsam ein und ist nicht
schr gut reproduzierbar.

Wir haben Sifte im hellen, nicht oxydierten Zustand einerseits, im oxydierten Zu-
stand anderseits gemessen und nur geringe Differenzen gefunden. Jedenfalls ist das
Redoxpotential kaum imstande, praktisch brauchbaren Aufschluss iber den Oxydations-
zustand von Fruchtsiften zu liefern.
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V. Weshalb braunt sich die intakte Frucht nicht?

Die Beantwortung dieser Frage scheint auf den ersten Blick einfach zu sein.
Es liegt nahe anzunehmen, dass die unverletzte Frucht keinen gasférmigen Sauer-
stoff enthalt; erst durch das Zerschneiden kommt das Gewebe mit Sauerstoff
der Luft in Berithrung, worauf die Oxydationen beginnen kénnen.

Man hat dementsprechend versucht, durch Fernhalten des Luftsauerstoffes
helle, ungebriunte Safte herzustellen., (Das Obst wurde hiezu unter Kohlensiure
gemahlen und gepresst.) Diese Versuche schlugen jedoch fehl, es resultierte trotz
der Anwendung von GOz ein brauner Pressaft. Die Schuld daran trug der im
Obst enthaltene, gasformige Sauerstoff.

1. Nachweis von Sauerstoff im Apfel

Uersuch 1: Die Haut eines Apfels wurde mit einem Rasiermesser fein geritzt, in
die Ritze ein Faden gelegt und hierauf die Wunde sorgfaltig mit Vaseline
gegen Luft verschlossen. Nun wurde der Apfel mit Hilfe des Fadens ange-
schnitten, ohne dass Aussenluft zutreten konnte. Nach einer Stunde wurde
geoffnet; die Schnittflache war braun gefarbt.

Oersuch 2: Evakuiert man einen Apfel unter Paraffinél, so entweicht die Luft
in Form von Blasen durch Haut und Kelchréhre. Nach Aufhebung des Va-
kuums saugt sich der Apfel mit Paraffinél voll. In diesem Zustand rufen
«innere Verletzungen» keine Braunung mehr hervor. Erst bei Zutritt von
Sauerstof{ beginnt sich die Farbe zu verandern. .

Aus diesen beiden Versuchen geht folgendes hervor: Das Innere der Frucht
enthalt neben Polyphenolen und Tyrosinase auch gasférmigen Sauerstoff. Brau-
nung tritt nur ein, wenn das Gewebe verletzt wird und wenn tatsachlich Sauer-
stoff vorhanden ist. Die im Apfel eingeschlossene O2-Menge reicht fiur die
Braunung aus.

2. Bestimmung der Luftmenge im Apfel

Es wurden zwei verschiedene Methoden angewendet.

a) Raffelmethode

2 Apfel wurden einmal ungeraffelt und einmal geraffelt in einen mit Toluol
beschickten Messzylinder gebracht.

Fliissigkeitsstand

Toluol allein <. . 56b em®
Zusatz der ganzen Apfel 5)5 cm?
Zusatz der geraffelten Apfel 487 cm?
Apfelvolumen 150 cm?
Gasvolumen 28 cm3 = 18,5 %0 des Gasvolumens
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b) Schrumpfmethode

Das Volumen zweier Apfel wurde vor und nach Behandlung mit Benzoldampf
gemessen. Durch Evakuieren des Apfels tiber Benzol (2 Std.) wird das Gewebe
schlaff. Liasst man wieder Luft zustromen, so schrumpft der Apfel zusammen.
ohne dabei wesentliche Luftmengen einzusaugen.

Volumen vor Behandlung 139 cm?
Volumen nach Behandlung 109 cm?
Gasvolumen 30 cm?® = 21,5 %0 des Gesamlvolumens

Da es sich hier nur um rohe Methoden und nicht um dieselben Iriichte han-
delt, ist die Ubereinstimmung der Resultate befriedigend. Wir finden also einen
Gasraum von rund 20 /o des Gesamtvolumens. Nach Ulrich ®*) und andern ent-
hilt dieser Gasraum ca. 18 °/o Oz2. Somit enthalt ein Apfel etwa 4 Volumprozente
Sauerstoff.

Ubrigens beruht dic weisse Farbe des Obstfleisches zum Teil auf diesem Luftgehalt.
Saugt man namlich die Luft heraus und ersetzt sie durch Wasser, so erscheint das Apfel-
gewebe durchsichtig und gelblich. In den Zwischenzellrdumen fein verteilte Luft da-
gegen gibt Anlass zu intensiver Lichtstreuung. Dadurch wird das Gewebe undurchsichtig
und erscheint weiss.

3. Braunung durch mechanische Uerletzung

Obwohl im Apfelinnern alle drei zur Braunung erforderlichen Komponenten
vorhanden sind, bleibt der unverletzte Apfel weiss. Dies rihrt her von einer
raumlichen Trennung der beteiligten Substanzen. Man nimmt an, dass die Poly-
phenole im Zellsaft gelost seien und durch den Tonoplasten von den Oxydasen
getrennt wirden. Diese Annahme ist jedoch bis heute noch nicht streng bewiesen.

Sobald das Gewebe irgendwie verletzt wird, konnen die Braunungssubstanzen
miteinander in Kontakt treten, worauf die Braunung beginnt. Mechanisch ver-
letzend wirken: Zerschneiden und Mahlen der Friichte, Aufprallen des Apfels
am Boden (Fallflecken), Wurm- und Pilztatigkeit. Bei den FFallflecken handelt es
sich um «innere Verletzungen», sie lassen sich leicht kinstlich erzeugen.

4. Braunung durch chemische Uerletzung

Neben der mechanischen gibt es auch ‘eine «chemische» Verletzung. Lasst
man Apfel in evakuierten Gefassen tber organischen Losungsmitteln stehen, so
tritt mit manchen Substanzen Braunung und Weichwerden ein, besonders nach-
dem man wieder Luft zutreten ldsst. Somit machen diese Stoffe die trennenden
Winde des Gewebes durchléssig; sie erhéhen die Permeabilitit.
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Tabelle 5

Braunung von Apfeln durch Dampfe von Lisungsmitteln

Keine Braunung Luft, Wasser, NHs, Athylen, Aceton, Methanol
Sehr schwache Wirkung Methanol, Athylalkohol, Eisessig

Schwache, langsame Braunung  Acetaldehyd, Butanol

Mittelstarke Braunung Petroldther

Starke und schnelle Braunung  Dichloriithylen, Hexan
Sehr starke und sehr schnelle
Briunung Trichlordathylen, Chlorolorm, Ather, Benzol,
Toluol

Besonders kraftig wirkt z.B. Chloroform; eine Behandlung in Chloroform-
dampf von 10 Minuten Dauer kann bereits eine kraftige Braunung der Haut nach
sich ziehen (Wartezeit ca. 1 Tag). Aus der Tabelle 5 geht hervor, dass die fett-
losenden Substanzen besonders kraftig wirken, zugleich handelt es sich um Stoffe
mit ausgesprochen narkotischer Wirkung. (Uber den Zusammenhang zwischen
Fettlosungsvermogen, Permeabilitatserhohung und narkotischer Wirkung besteht
eine umfangreiche Literatur.) 23)

Ahnlich wie die Fettlosungsmittel wirken auch einige fruchteigene Stoff-
wechselprodukte, deren Natur allerdings noch nicht bekannt ist. Diese Stoffe
erzeugen — falls sie sich anstauen konnen — die Haut- und Fleischbraune und
vielleicht auch das Teigwerden der Birnen. Durch Aufbewahren von Frichten
in geschlossenen Behaltern lassen sich Haut- und Fleischbraune kinstlich be-
schleunigen. — Mit Hilfe von Olpapier wird versucht, diese lipophilen Sub-
stanzen dem Lagerobst zu entziehen und dadurch die Braunungen zu verhindern.

VI. Nichtenzymatische Oxydation

Die Oxydation von Polyphenolen ist ein Vorgang, der durch die Tyrosinase
stark beschleunigt wird, sich jedoch auch in Abwesenheit des Enzyms abspielt:
Lésungen von Polyphenolen verfarben sich an der Luft. Die Geschwindigkeit
dieser Oxydation wird durch tiefes pH gesenkt und durch Metallkatalysatoren
erhoht. — Wir haben bereits darauf hingewiesen, dass auch bei Obstsiften solche
enzymfreie Oxydationen vorkommen. Mit Jod, KMnOs usw. verlaufen sie ver-
hédltnismassig schnell, mit Sauerstoff dagegen langsam.

Um die nichtenzymatische, durch Oz bewirkte Braunung zu untersuchen, be-
nitzen wir verschiedene Ausgangsprodukte: den hellen Saft gekochter Apfel
einerseits, anderseits ungebraunten Stssmost, welcher im Eiltempo unter CO:2
hergestellt und sogleich pasteurisiert worden war. Aus mehreren Versuchen mit
tbereinstimmenden Resultaten teilen wir folgendes mit:
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Tabelle 6
Nichtenzymatische Oxydation
(Saft bzw. Friichte vor Versuch erhitzt)

Befund nach 10 Tagen

Nr. Behandlung Luftzutritt

Farbe Degustation
1 Unbehandelt — hell [ruchtig
2 KF — hell
3 Unbehandelt = gebraunt unangenchm
4 KF gebrdunt
5 Komplexon 111 + gebrdaunt

Wir finden somit, dass bei Luftzutritt langsame Briunung eintritt (Nr. 3—5).
Letztere beruht im vorliegenden Versuch nicht etwa auf der Wirkung von Rest-
enzyvmen, denn die mit KF behandelten Proben stimmten mit den unbehandelten
vollig tiberein (Nr. 1 mit 2 und Nr. 3 mit 4). — Mit dem Zusatz von Komplexon
III, welches Schwermetalle ausserordentlich fest bindet, suchten wir einen Hin-
weis auf die Wirkung von Metallkatalysatoren zu erhalten (Nr.5). Auch hier
stimmte der Farbton mit dem der Kontrolle tiberein. Daraus, sowie aus zahl-
reichen andern Beobachtungen schliessen wir, dass Metallspuren bei den lang-
samen Oxydationen von Obtssaften nicht die grosse und entscheidende Rolle
spielen, die man ihnen gelegentlich zuschreibt.

Neben der Farbvertiefung haben wir ferner eine nachteilige Uerdnderung des
Aromas festgestellt. Allerdings wird hier nicht die bei der enzymatischen Oxy-
dation beobachtete Geruchsskala durchlaufen, und es entsteht nicht wie dort
ein fauliger Geschmack. Bei der Oxydation der Aromastoffe fithren somit die
enzymatische und die nichtenzymatische Oxydation zu verschiedenen Produkten.

Uber die O2-Menge, welche fur diese Veranderungen erforderlich ist, wissen
wir noch nichts genaues. Wahrscheinlich gentigt schon ein geringes Quantum.
Nach Beobachtungen in der Praxis muss namlich zur Verdanderung von Obst-
konzentrat Oz:-freies Wasser verwendet werden; andernfalls werden Farbe und
Aroma des so bereiteten Getrankes nachteilig verandert 24).

Im Laboratorium lasst sich die nichtenzymatische Oxydation durch Anwendung von
Sauerstoff und von héheren Temperaturen beschleunigen: Mit Sissmost zur Halfte ge-
fillte Flaschen wurden einerseits mit Oz, anderseits mit N2 grindlich gesptlt, hierauf
mit Bugelverschluss verschlossen und auf 80—100° C erhitzt. Dabei traten deutliche
Difterenzen in Farbe und Aroma auf.

Neben den oxydativen Farbanderungen gibt es auch nichtoxydative. Am
bekanntesten ist wohl die sog. Maillard-Reaktion, welche auf der Verbindung
von Zucker mit N-haltigen Substanzen beruht 2?). Bis heute ist jedoch nicht
bekannt, ob diese Reaktion in der Stssmosterei eine praktische Rolle spielt. —
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Eine weitere Farbanderung ist die Aufhellung des Stssmostes ab Presse beim
Pasteurisieren. Moglicherweise handelt es sich hier um eine sog. sekundire Oxy-
dation (sieche Abschnitt I). — Auch bei den Aromaveridnderungen gibt es natiir-
lich nichtoxydative Vorgange; als Beispiel nennen wir den Kochgeschmack.

VIIL Einige Konsequenzen fir die Praxis

. Wahrend seiner Herstellung ist der Obstsaft dem atmospharischen Sauerstotf

sehr stark ausgesetzt. Vor allem ist dies beim Pressen der Fall, wo der Saft
in dinnen Faden tber die Packroste rieselt. In diesem Zeitpunkt ist die
Tyrosinase noch hochaktiv und sorgt fiir eine intensive Oz2-Aufnahme. Mit
grosser Geschwindigkeit setzen die Oxydationsvorgiange ein, so dass der ab-
fliessende Saft bereits braun gefarbt ist.

. Durch Mahlen und Pressen unter COz ldsst sich die Braunung nicht zuver-

lassig verhindern, da die Apfel gasformigen Sauerstoff enthalten. Zudem ist
die vollige Verhinderung der Oxydationen degustativ ungtinstig (krautiges
Aroma). Erst durch schwache Oxydation entsteht das gewiinschte fruchtige
Aroma.

Enzymatische Oxydationen lassen sich durch Anwendung von Hitze zu einem
beliebigen Zeitpunkt unterbrechen (Inaktivierung der Tyrosinase). Die erfor-
derliche Temperatur und die Erhitzungsdauer sind allerdings von Produkt zu
Produkt verschieden, da die Resistenz der Tyrosinase von zahlreichen Fak-
toren (pH, Losungszustand) abhangt.

. Wahrend der Oxydation (Mahlen, Pressen) geht die Aktivitat der Tyrosinase

schnell zuriick (Selbstinaktivierung). Sie ist aber im Schonungsbottich noch
gross genug, den im Saft gelosten Sauerstoff in kurzer Zeit vollig aufzubrau-
chen (Selbstentliiftung). Eine kinstliche Entliftung ist bei Apfel: und Birn-
saften deshalb unnotig. — Bei weiterer, tibermassiger O:-Zufuhr fihrt die
enzymatische Oxydation allerdings zu einem fauligen Aroma. Dies lasst sich
verhindern, indem man den Luftzutritt zum Schéonungsgefadss verhindert.

Durch die Schonung wird der grosste Teil der Tyrosinase entfernt, da letztere
an den Trubstoffen haftet. [.asst man zu einem solchen enzymarmen oder-
enzymfreien Saft Sauerstoff zutreten, so kann der letztere nichtenzymatisch
oxydieren. Bei diesem Vorgang entsteht neben einer Farbveranderung auch
eine deutliche Verschlechterung des Aromas, wobei wahrscheinlich schon
geringe O2-Mengen ausreichen. Man soll deshalb einen geschonten Saft nach
Moglichkeit vor Luftzutritt bewahren.

Zusammenfassung
Das Enzym

a) In Apfeln und Birnen wurden Tyrosinase und Peroxydase nachgewiesen. Fir die
schnellen Verdnderungen bei der Herstellung des Saftes ist nur die Tyrosinase
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verantwortlich. — Auf zahlreiche Stérungen beim Nachweis der Enzyme durch
Farbstoffe wird hingewiesen.

b) Ein quantitativer Tyrosinasetest wird beschrieben.

¢) Die Tyrosinase haftet fest im Trub und vermag den Saft zu verdandern, ohne selbst
in Losung zu gehen. Durch Filtration wird sie zum grossten Teil entfernt. — Fur
die Inaktivierung durch Hitze lassen sich nur grobe Richtlinien angeben, da die
Resistenz des Enzyms von der Konzentration, vom pH und vom Losungszustand
abhangt.

19

Die Wirkungen

a) Durch Tyrosinasewirkung werden verandert: Farbe, Gerbstoffgehalt, Aroma und
Oz2-Gehalt des Pressaftes. Auf das Redoxpotential hat das Enzym nur geringen
Finfluss.

b) Durch Tyrosinasewirkung entstehen aus den Polyphenolen der Frucht braune
Farbstoffe. Letztere werden, verglichen mit den Polyphenolen, leichter vom
Fruchtgewebe festgehalten und leichter durch Gelatine geféllt. Oxydierte Safte
konnen deshalb heller sein als nichtoxydierte.

c) Die enzymatischen Aromaveranderungen werden beschrieben.

d) Durch Tyrosinasewirkung verliert der Obstsaft nach dem Pressen seinen anfang-
lichen O2-Gehalt in kurzer Zeit (Selbstentliiftung), Kiinstliche Entliiftung ist des-
halb unnotig.

¢) Die Tyrosinaseaktivitat fallt nach dem Pressen rapid ab, weil bei der Oxydation
Enzymgifte gebildet werden (Selbstinaktivierung).

8. Uerhaltnisse im Apfel

a) Der Gasgehalt von Apfeln wurde zu 20 Vol.% ermittelt. Diese Luft ist mitbeteiligt
an der weissen Farbe des Fruchtfleisches. Der in der Frucht vorhandene Sauer-
stoff reicht zur Braunung aus.

b) Infolge von Trennwanden ist der Kontakt der 3 Braunungskomponenten verhin-
dert. Die Oxydationen setzen erst ein, wenn das Gewebe mechanisch oder chemisch
verletzt wird. — Die chemische Verletzung beruht auf der Erhohung der Per-
meabilitiat. Besonders wirksam sind fettlésende Substanzen.

4. Neben der enzymatischen Oxydation werden nichtenzymatische Oxydationsvorgédnge
beschrieben.

5. Fur die Praxis werden einige Konsequenzen gezogen.

Résumé

La présence de tyrosinase et de peroxydase a été mise en évidence dans des pommes
et des poires. C'est a la tyrosinase seule que sont dues les rapides transformations du
jus de ces fruits au cours de leur obtention.

On décrit un test quantitatif pour le dosage de la tyrosinase. — On a trouve que les
pommes contiennent environ 20 % de gaz, (air) en vol., et que c’est a cet air qu'elle
doivent la couleur blanche de leur chair.

On décrit 'oxydation enzymatique et non-enzymatique de jus de f{ruits.
Quelques recommandations pratiques sont faites.
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Summary

Tyrosinase and peroxydase have been detected in apples and pears. To tyrosinase

alone are due the quick changes observed in the juices of these fruits in the course of
their preparation.

A test for the quantitative determination of tyrosinase is described. — It has been

found that apples contain about 20 vol.% gas (air) and that it is to this gas content
that they owe the white colour of their pulp.

The enzymatic as well as the non-enzymatic oxidation of fruit juices is described.
A few practical recommendations are made.

Literatur

Y

o -1 = <t — [ 12
S Y e N N N N S

=

J. Lavollay, Oxydationserscheinungen bei der Herstellung und Lagerung von Frucht-
saften. Bericht iiber den II. internat. Kongress der Fruchtsafthersteller 1950. S. 51-80,
Verlag E. Kalt, Zug, Schweiz.

Cruess, Commercial Fruit and Vegetable Products 1948, S. 877.

Ann. Rev. of Plant Physiology 1, 211 (1950).

Ann. Rev. Bioch. 1951, S.8; Z. Fortschr. Botanik. 12, 298 (1942/48).

Z. 1940, 1, 1210 ff.

Schoenbein, Phil. Mag. 11. 137 (1856).

Bach und Chodat. Ber. 35, 2466 (1904).

Onslow, Bioch. J. 18, 549 (1924); Plant Biochemistry S. 123 (1931).

Nelson und Dawson, Adv.in Enzymology 4, 99 (1944); ferner

Klein, Handbuch der Pflanzenanalyse 1V, 975 (1933).

Balls und Hale, Ind. Eng. Chem. 27, 3835 (1935).

James und Crang. Jahresbericht der brit. Versuchsanstalt Long Ashton, S. 234 (1948).
Rothenfusser, Z.U.N.G. 16, 71 (1908).

Purr, Betriebsmethode zur Peroxydasebestimmung, Z.Unters.Lebensm. 90. 208 (1950).
Die Methode lisst sich zu einer Tyrosinasebestimmung umarbeiten.

Willstitter und Stoll. Ann. der Chemie 416, 21 (1918)
Fleury, C.r.d.I'Acad. des sciences 178, 1027 (1924).
Wieland, Ber. 63, 66 (1930).

J. Am. chem. 72, 820 (1950).

Luler, Chemie der Enzyme 11, S. 365 ff.;: Chem. Abstr. 1948, 8888b und 1949, 9275h.
z.B. Bioch. Z. 318, 4138 (1948). 7

Kelhofer. Landw. Jahrbuch der Schweiz 1908, S. 343.

CWhite, Food Res. 15 (1), 68 (1950).

Kefford, McKenzie und Thompson, Der Einfluss des Sauerstoffs auf die Geschmacks-
anderung und den Verlust an Ascorbinsiure bei Orangensaft in Konservenbiichsen
(siehe Bericht tiber den II. internat. Kongress der Fruchtsafthersteller, Anm. 19
Ulrich, Comptes rendus 228, 500 (1949).

Winterstein, Die Narkose (1926).

Brunner, Schweiz. Ztschr. Obst und Weinbau 61. 212 (1952).

Patron, Fruits outre mer 5, 167 (1950).

Friedmann und Kline, J.biol. Chem. 184, 599 (1950).

112



	Oxydationen in Obst und Obstsäften

