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Abstract

Capsaicinoids are found only in the fruits of Capsicum plants. While their
biosynthesis is largely established, accumulation and degradation are still not
completely understood. Some study groups assume hot pepper peroxidases are

responsible for the degradation.

In a two year study the capsaicinoid contents of more than 400 individual fruits,
representing the whole harvest of seven plants, were investigated with regard to
dependence on fruit age and fruit position. Capsaicinoid contents in fruits of the same
plant harvested at the same day differed considerably, although mean values and
range were similar in both years. Due to the wide heterogeneity no dependence of
capsaicinoid levels on fruit age or node position was observed. The statistical
evaluation illustrated the problem to obtain representative values. Highly varying
pungency contents of individual fruits may lead to mistakes when taking samples
which are composed of only a small number of fruits for the observation of
biosynthesis, degradation curves and environmental influences. In future experiments
heterogeneity and natural fluctuation in individual fruits have to be considered during

planing and evaluation.

The storage of minced and homogenised fruit material showed that enzymes take
part in the reduction of capsaicinoid content. Storage parameters that are favourable
to peroxidases led to a fast loss of pungency. Intensity of degradation varied with fruit
age: minced material from young fruits showed the fastest and strongest loss of
capsaicinoids, while capsaicinoids in material from old fruits were not degraded.
Subsets of isozymes expressed at different times and locations, e. g. outer cuticle of
the pericarp, may contribute.

Cellular disruption was always a pre-requisite, an enzymatic metabolism in the intact

fruit was not observed.
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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die Paprikafrucht ist seit nahezu 10 000 Jahren Bestandteil der menschlichen
Ernahrung, in Europa aber ein junges Gewulrz, das erst durch die Entdeckung
Amerikas zu uns kam." Da viele Paprikasorten scharf sind, bezeichnete man sie bald
nach ihrer Entdeckung als Pfeffer, Peppers (engl.), Peperone (ital.), Paprika (ungar.),
Peppar (skand.), Pimienta (span.) und Poivre (franz.). Biologisch ist die Paprika aber
in keiner Weise mit dem allseits bekannten Pfeffer (Piper nigrum) verwandt.?

Die Paprika gehort zur Gattung Capsicum, die fir eine vielfaltige Pflanzengruppe
steht.® Die sehr verschiedenartigen Gewachse unterscheiden sich nicht nur durch
Form und GrdRe der Staude und der Frucht, sondern auch durch Bliten- und
Fruchtfarbe, Gehalt an Aroma- und Scharfstoffen, Ertragshéhe und Verwen-
dungsmoglichkeiten. Es gibt ein- und mehrjahrige Capsicum-Arten, wildwachsende
und angebaute, mit milden und scharfen, groRen und kleinen Friichten.*

Es ist schon seit langem bekannt, dass Pflanzen der Gattung Capsicum in den
Frichten Scharfstoffe bilden, diese als Sekret ausscheiden und anreichern.’ Die
scharf schmeckenden Fruchte, die unter den Namen (Gewirz-) Paprika, Peperoni
und Chil(l)i bekannt sind, werden als Wuirzmittel in Lebensmitteln, als Farbstoff in
Kosmetika und als lokaler Warmeentwickler in Medikamenten verwendet. Darlber
hinaus sind Paprikafrichte reichhaltige Quellen an Vitaminen, besonders Vitamin C

in griinen, unreifen Friichten und Provitamin A in roten, reifen Friichten.®

1.1 Herkunft und Verbreitung der Paprikafrucht

Die Heimat der Paprikapflanze diirfte nach Heiser * Kolumbien sein. Von dort hat
sich spater die kleinfruchtige Wildform Capsicum annuum var. aviculare Dierb.’
nordwarts von Sudamerika (Brasilien, Guayana, Venezuela) durch Mittelamerika (An-
tillen, Costa Rica, Guatemala, Mexiko) bis in die Siidstaaten der USA verbreitet."°

Seit 1542 wird die Paprikapflanze in Spanien angebaut. Von dort aus wurde inner-
halb von 150 Jahren ihr Anbau in der Garten- und Feldwirtschaft in Sudeuropa,

Afrika und Asien verbreitet.'®

" Johann Heinrich Dierbach (1788-1845), Pflanzensystematiker ®
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Die kultivierten Abkdmmlinge der Capsicum-Pflanze sind heute in allen warmeren
Landern und an vielen Orten der gemalligten Zonen heimisch. Der Paprikaanbau zu
Gewdulrz- und Gemusezwecken steigt jahrlich stark an. Die bedeutendsten europa-
ischen Anbaugebiete findet man in Spanien, Ungarn, Rumanien, Bulgarien, Jugosla-
wien, Griechenland, Italien und Sudfrankreich. Aber auch in Indien, in Ostasien und
in den stdlichen USA wird Paprika kultiviert.'* ™ Die weltweiten Hauptproduzenten
waren 2001 China (8 328 t) und die Turkei (1 400 t) gefolgt von Spanien (965 t),
Mexiko (904 t), den USA (886 t) und Nigeria (715 t)."

Entsprechend der langen Zeit ihrer Kultivierung in vielen verschiedenen Gebieten der
Welt trat eine starke Hybridisierung auf." Obwohl es zwischen 300 und 500 Chili-
sorten gibt — allein in Mexiko sind es mehr als 100 — konzentrieren sich die internatio-
nalen Kuchen auf eine wesentlich kleinere Anzahl. Dabei existieren jedoch von Land
zu Land Schwerpunkte, die in ihrer urspriunglichen Heimat in erster Linie von der
regionalen Verflugbarkeit der Chilisorten gepragt wurden. So werden in Mexiko
verstarkt Poblano, Ancho, Jalapefio, Chipotle, Chile de Arbél, Habanero und Pequin,
in SUdamerika Aji und in den USA New Mexican (Anaheim) sowie Jalapefio
eingesetzt. In der Karibik dominieren die scharfen Scotch Bonnets, in Sideuropa und
auf dem Balkan milde und scharfere Paprika, Peperone und Peperoncini. In Indien,
Fernost und Afrika wird mit scharfen Schoten gekocht, die sich regional aus dem

sudamerikanischen Cayenne entwickelt haben.?

1.2 Taxonomie

Botanisch gehort die Paprika zur Familie der Nachtschattengewachse (Solanaceae),
die zum einen Giftpflanzen wie Bilsenkraut und Tollkirsche, aber auch viele Nutz-
pflanzen wie die Kartoffel (Solanum tuberosum L.), Tomate (Lycopersicon esculen-
tum Mill.}), Tabak (Nicotiana tabacum L.) und die vielen Arten der Gattung Capsicum

umfasst.> 1617

T Carl von Linné (1707-1778): Pflanzensystematiker und Verfasser von ,Species plantarum* 8
* Philip Miller (1691-1771): Pflanzensystematiker
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Das Genus ,Capsicum® wurde 1753 von dem schwedischen Botaniker Carl von
Linné (1707-1778) geschaffen. Er stellte anhand des ihm vorliegenden Herbar-
Materials drei Arten auf: C. annuum, C. frutescens und C. baccatum. Inzwischen sind

weitere 30 Arten beschrieben worden * '3, von denen jedoch lediglich eine Handvoll

kultiviert wird:

C. annuum L. — weltweit

C. frutescens L. — weltweit

C. chinense N. Jacq.} — Sid- und Mittelamerika
C. baccatum L. — Afrika und Asien

C. pubescens Ruiz & Pavon = — Afrika und Asien.% '8

Von diesen funf Arten ist Capsicum annuum die am starksten kultivierte Spezies 16

mit Varietaten, die in Europa und den USA angebaut werden. C. annuum schlief3t
auch die meisten scharfefreien Varietiten der Paprika mit ein.® ' Praktisch alle
Chilisorten, die man in Europa frisch, eingelegt oder getrocknet kaufen kann,
gehoren zur Art C. annuum: z.B. Gemdisepaprika, Anaheim, Peperone und
Jalapefio. Urpflanze der meisten scharfen Chilisorten ist die zu Capsicum annuum
gehorige Varietat glabriusculum (Chiltepin) mit scharfen roten, etwa erbsengrof3en
Frichten. Eine Varietat von Capsicum annuum (C. annuum var. minimum), die bird
pepper genannt wird und im Gebiet zwischen dem nordlichen Sidamerika bis in die
USA wachst, wird als nahe Verwandte dieser urspringlichen Capsicum-Pflanze
vermutet.™

In einer weiteren Kategorisierung bemuhten sich die Botaniker, die vielen Varietaten
von C. annuum ihrer Form nach in funf Gruppen zu unterteilen: kirschformig (cerasi-
form), zapfenférmig (conioides), zapfenformig/rot (fasciculatum), grof3/stf’ (grossum)
und lang (Iongum).2 Diese Einteilung wird heutzutage aber nicht mehr verwendet:
das aktuelle System gibt die Gattung (auch: Genus), die Art (auch: Spezies), die

Varietat und das Kultivar an '*: z. B. Capsicum annuum var. annuum cv. Padrén.

Zu Capsicum frutescens gehoren viele sehr scharfe Chilisorten, z. B. Tabasco und

viele Zierpfeffer-Sorten. Chilis dieser Art werden in hohem Malde in den warmeren

Regionen Indiens, Japans, Chinas, Mexikos und der Turkei angebaut.

S Nicolaus Joseph von Jacquin (1727-1817): Pflanzensystematiker °
Hipdlito Ruiz-Lopez (1754-1815) & José Antonio Pavon (1754-1844): Pflanzensystematiker 8
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Bei Capsicum baccatum (,beerenahnlich®) handelt es sich um strauchige,

mehrjahrige Pflanzen, die bis zu 0 °C winterhart sind. Drei wildwachsende Varietaten
wurden entdeckt: Capsicum baccatum var. baccatum, Capsicum baccatum var.
microcarpum und Capsicum baccatum var. pendulum. In die letztgenannte Gruppe
fallen die sudamerikanischen, in den Anden beheimateten Aji. Da fur C. baccatum
genauso viele Varietaten existieren wie fir C. annuum, variieren die Scharf-

stoffgehalte von mild bis sehr scharf.®

Die Umschreibung Capsicum chinense (,chinesisch®), auch als C. sinense

bezeichnet, trifft nicht zu, da in diese Gruppe auflerst scharfe Chilis wie die
Habanero und Scotch Bonnet gehoren, die in Mittel- und Sidamerika bzw. in der
Karibik zu Hause sind, jedoch nicht aus Asien stammen.? C. chinense ist nah
verwandt mit C. frutescens und wachst Uberwiegend im tropischen Sudamerika,

normalerweise im Tiefland.®

Die Art Capsicum pubescens (,haarig“) erhielt ihren Namen wegen der behaarten

Blatter, die diese Gruppe kennzeichnen. Sie ist vor allem auf die Anden Studamerikas
begrenzt '°: hierzu gehoren die siidamerikanischen Rocoto. Als einzige der fiinf
Kulturformen gilt diese Art als frosthart (bis -5 °C) und soll sich sogar als Spalier-
pflanze eignen, die zurtuck geschnitten werden kann. C. pubescens ist wesentlich
unempfindlicher gegenlber der Temperatur als C. annuum, frutescens und chinense,

die keinerlei Frost vertragen.?

Es durfte historisch bedingt sein, dass die Art Capsicum annuum weltweit am
starksten verbreitet ist. Sie wurde im Laufe der Eroberung Amerikas etwas fruher
entdeckt als die wenig spater in Sudamerika aufgefundenen Pflanzen der Arten
Capsicum chinense und Capsicum frutescens und wurde weltweit Uber die Handels-

schifffahrt verbreitet.?

Die ungewohnlich hohe Zahl an Synonymen und die zum Teil ungenauen
Charakterisierungen in der Namensgebung zeigen, wie schwer sich Systematiker
tun, ,Ordnung“ in die Gattung Capsicum zu bringen und die Kultivare nomen-
klatorisch zu definieren.® Im Widerspruch zueinander stehen Uberlegungen, ob sich

Capsicum annuum, chinense und frutescens in eben diese Arten unterteilen lassen,



EINLEITUNG 5

ob es sich nicht vielmehr um Varietaten derselben Art handelt und wie sich dank
verbesserter genetischer Forschungsmethoden neue Varietaten und Arten einordnen
lassen.? Inzwischen haben sich so viele Kultivare, Lokalsippen und Handelssorten
differenziert, dass eine botanisch-taxonomische Erfassung der Formenvielfalt ganz

unmdglich geworden ist.®

1.3 Botanik

Die Paprika ist eine zweikeimblattrige (dikotyle) Pflanze mit oberirdischer
(epigaischer) Keimung. Trotz variierender Form und Grofe sind die Keimblatter in
der Mitte breit und werden zu den beiden Enden hin schmaler. Die meisten Wurzeln
befinden sich unter der feuchten Oberflache. Sie breiten sich horizontal bis zu einer

Lange von 30-50 cm aus und wachsen 30-60 cm in den Boden hinein.™

Anfangs ist der junge Stamm recht karg und wird erst buschiger wahrend des
weiteren Wachstums. Sobald sich Uber der ersten Gabelung vier Blattachsen seitlich
verzweigt haben, werden die Bluten gebildet. Die meisten C. annuum-Sorten
entwickeln einen einzigen Stamm mit 8-15 Blattern, bevor die erste Blute erscheint.
Mit der Entwicklung der ersten Bllitenknospe verzweigt die Stammspitze zwei- oder
mehrmals. Jeder Trieb besitzt ein oder zwei Blatter und endet wiederum in einer
Blute, um sich erneut in die Verzweigungen (Nodium) zweiter Ordnung zu teilen. Im
Laufe dieses Prozesses konnen Verzweigungen der 7.-11. Ordnung entstehen.
Manchmal wird die Entwicklung einer Verzweigung unterdrickt, insbesondere ab der
dritten oder hoheren Ordnung, so dass das weitere Wachstum von den
Seitenzweigen der néchst héheren Ordnung Gibernommen wird (Sympodium).™

Die Pflanzen besitzen buschig auswachsende Zweige, an denen sich die Blatter
spiralformig anordnen. Die Blatter unterscheiden sich in Grélke, Form und Farbe. Die
Blattform der meisten Pflanzen ist aber einfach und symmetrisch: eiférmig, elliptisch,
breit-lanzettlich und zugespitzt.* '? Die Blattoberflaiche kann eben, glatt, faltig, haarig
und unbehaart sein. Die Blattfarbe ist meistens mittel- bis dunkelgrin, selten purpurn,
buntscheckig oder gelb.
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Die Chilipflanzen beginnen die Bluhphase meistens mit einer einzigen, selten mit
zwei Bluten in der ersten Verzweigung. AnschlieBend bilden sich mit jedem
zusatzlichen Nodium Bliten, so dass sich die Blitenanzahl entsprechend der
Nodienzahl vervielfacht.® Ublicherweise sitzt bei C. annuum in jeder Verzweigung
eine einzelne Blute, aber es gibt auch Arten, die viele Bluten traubenartig in den
Nodien angeordnet haben, z. B. C. chinense.®

Die meist zierlichen (ca. 10-15 mm Durchmesser), nicht duftenden Bliten sind
fiinfblattrig und haben einen unterstandigen Fruchtknoten (hypogyn).> Ob die Bliiten-
blatter einfarbig oder gefleckt sind, ist hilfreich fur die taxonomische Einordnung.

Bis auf wenige wildwachsende Sorten, wie z. B. C. buforum und C. cardenasii '°,
sind Chilisorten in der Regel aufgrund zwittriger (hermaphroditisch) Bliten selbstbe-
staubend, d.h. zur fruchtbringenden Bestaubung sind keine weiteren Chilipflanzen
erforderlich. Stehen die Chilipflanzen im Freien, Ubernehmen die diversen Insekten
die Bestaubung, wohingegen im Gewachshaus manchmal mit einem weichen
Haarpinsel nachgeholfen werden muss. Trotzdem sind die meisten Chilisorten sehr
empfanglich fur Fremdbestdubung und kreuzen sich gerne mit anderen Sorten. Ist
Sortenreinheit erwlnscht, mussen verschiedene Sorten isoliert gehalten werden, um
eine Fremdbestaubung durch Insekten oder Wind zu vermeiden. Die reifenden
Frichte einer fremdbestaubten Sorte selbst sind stets noch reine Exemplare der
bestaubten Pflanze; erst die aus deren Samen gezuchteten Nachkommen (F1-
Hybride) weisen gekreuzte Merkmale auf.?

Wahrend die hochste Befruchtungsrate der Bluten vorliegt, wenn die Temperatur
zwischen 16 und 32 °C liegt, tragen die Pflanzen eine maximale Blitenanzahl
zwischen 16 und 21 °C. Bei nachtlichen Temperaturen Uber 24 °C werden die Bliten
abgeworfen °, was ein allgemeines Problem bei heiRem Wetter darstellt. Der Bliiten-
abwurf ist damit der groRte Faktor bei Ernteeinbullen. Blutenbildung und
Pflanzenwachstum sind hingegen nicht beeintrachtigt. Nachtliche Lufttemperaturen
Uber 32-38 °C hemmen die Befruchtung und die frihe Fruchtentwicklung nach der
Bestaubung. Sobald die Nachttemperaturen aber wieder auf 16-21 °C fallen, steigt
die Fruchtbildungrate wieder an. Mogliche Erklarungen fur den Blutenabwurf waren
die erhdhte Transpiration der Pflanze oder der ungenlgende Zuckertransport bei

hohen Temperaturen.™
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Weiterhin diskutieren Erickson und Markhart %° aufgrund mikroskopischer Beobach-
tungen, ob die Pollenkorner in den Blutenknospen ca. 16-18 Tage vor der Blutezeit in
ihrer Entwicklung gehemmt werden und somit unfruchtbar sind oder nach der
Befruchtung zu gering ausgebildeten Friichten filhren. Usman et al. #' konnten aber
entgegen dieser Ergebnisse keinen negativen Einfluss der Temperatur auf die
Bestaubung und die Befruchtung erkennen, da sich die Pollen und Samen als
lebensfahig erwiesen, und vermuten, dass biochemische Veranderungen im Prozess

zur Fruchtbildung den Blutenabwurf verantworten.

Aus den Bliiten entwickeln sich nicht sehr fleischige Beerenfriichte.'?> Das ideale
Frucht : Blatt-Verhaltnis lautet 1 : 2. Es existiert eine immense Vielfalt in Fruchtfor-
men (z. B. langlich, konisch, kegelférmig, glatt), -farben (z. B. kraftig rot, grin, gelb,
schwarz, glanzend) und -gro3en. Bei den verschiedenen Sorten variiert die Frucht-
lange von weniger als 1 cm bis zu (iber 32 cm."

Die Zeit von der Blute bis zur vollstandig ausgewachsenen Frucht kann sich bei den
verschiedenen Fruchtsorten betrachtlich unterscheiden. Wie in vielen Frichten
verlauft die Fruchtwachstumskurve sigmoid.?*? Chilifriichte wachsen normalerweise
4-5 Wochen, bis sie ihre endgultige Grole erreicht haben. Danach steigt das Frucht-
gewicht, wahrend sich die Fruchtwand immer mehr verdickt. Die Frichte erreichen
{iblicherweise den reifen Zustand 5-7 Wochen nach der Befruchtung der Bliite.
Unter Gewachshausbedingungen konnen aber mitunter auch elf Wochen von der
Fruchtbildung bis zum Farbumschlag ins Rote vergehen. Der Zeitpunkt der Reife
hangt von der Varietat und den Umweltbedingungen (z. B. von der Temperatur)
wahrend der Entwicklung ab.™

Die Blutenentwicklung scheint nicht von der Tageslange sondern von der
Lufttemperatur, besonders wahrend der Nacht, abzuhangen. So bluhen Chilis fleil3ig
den ganzen Sommer Uber bis weit in den Herbst. Haufig entwickeln sich mehr als
100 Bluten an einer Pflanze. Auch nach dem Ansatz von Frichten setzt sich die
Blute fort. An ein und derselben Pflanze hat man daher Bluten und Frichte in den

diversen Reifestadien (Abbildung 1).2
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sulimncnne

Abbildung 1: Zeichnung einer blithenden Chilipflanze *

Je mehr Fruchte allerdings heranwachsen, umso weniger Bluten werden gebildet
und befruchtet. Frichte, die sich aus den ersten Bliten entwickelt haben, sind im

reifen Zustand haufig gréRer und intensiver rot.®

1.4 Anatomie einer Chilifrucht

Das Fruchtinnere aller Paprikasorten und —arten ist prinzipiell gleich. Abbildung 2

zeigt den Langsschnitt einer typischen Chilifrucht.
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Abbildung 2: Langsschnitt einer Chilifrucht *®

Die Frucht ist am Stiel (1) aufgehdngt, an dem sie sich aus der befruchteten Bllte
entwickelt. Die Anzahl der Stiele, die jeweils aus einem Zweigknoten wachsen, hangt
von der Capsicum-Art ab und stellt demzufolge eines der Unterscheidungsmerkmale
dar. An der Basis der Frucht befindet sich der funfzipfelige Kelch (2) der ehemaligen
Blute, der bei den meisten Chilisorten gut ausgepragt ist. Das Fruchtfleisch der
Schoten wird in drei Schichten eingeteilt. Die glanzende AufRenhaut (Exokarp) (3)
schitzt die Frucht vor dem Austrocknen und Beschadigungen. Darunter befindet sich
die sortenabhangig dicke Zwischenschicht (Mesokarp) (4). Das Fruchtinnere wird
durch die Innenhaut (Endokarp) (5) abgegrenzt. Alle drei Schichten bilden zusam-
men das Perikarp. Die mehrfacherigen Frichte sind innen hohl 2 und haben zwei
oder mehr Fruchtscheidewande (Plazentarleisten) (6). Sie unterteilen die Schote in
Kammern und sorgen fiir Stabilitit.? Ausgehend vom Kelch erstreckt sich die
Plazenta (7) in die Mitte des Hohlraumes. Auf ihr sitzen die weil’en bis hellgelben,
zahlreichen, scheibenférmigen Samen (9) (Durchmesser = 3,5 mm, Schichtdicke 0,5
bis 1,0 mm)." Die wichtigste Aufgabe der Plazenta ist es, Nahrstoffe fiir die
Samenentwicklung zu liefern." Die Plazentawand (8) hat in der Epidermis schmale,

radial gestreckte, dunnwandige Drusenzellen, die die Capsaicinoide genannten
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Scharfstoffe produzieren und die zwischen Zellwand und Cuticula ein gelbes,
teilweise kristallines Ol mit den scharf schmeckenden Capsaicinoiden abscheiden.’
Die Hersteller von Paprikapulver machen sich zunutze, dass die Samen sowie
Scheidewande aufgrund der raumlichen Nahe wesentlich capsaicinoidreicher und
somit erheblich scharfer als das Fruchtfleisch sind. Je nach gewutinschtem Scharfe-
grad werden Plazenta, Scheidewande und Samen aus den Fruchten entfernt. Ein
Verlust an Aromastoffen tritt in diesem Fall nicht auf, da sich diese im Fruchtfleisch
befinden. Um die anhaftenden Capsaicinoide zu entfernen, werden die Samen
teilweise gewaschen und je nach Handelssorte in unterschiedlichen Mengen wieder
zugesetzt, da sie aufgrund ihres hohen Lipidgehaltes fur eine gleichmaRige
Verteilung der Carotinoide und fiir eine Farbvertiefung des Pulvers sorgen.*

Die Spitze (10) der Frucht lauft je nach Sorte abgerundet oder spitz zu. Als Teil der

Gesamtfruchtform hilft sie, Chilisorten zu unterscheiden.?

1.5 Anbau im Gewéadchshaus

Weltweit filhrend im Chilianbau in Gewachshausern sind die Niederlande %', gefolgt
von Spanien. Gewachshauser liefern optimale Wachstumsbedingungen fur den
Chilianbau. Sie schutzen die Pflanzen vor unginstigem Klima und ermdglichen das
ganze Jahr hohere Temperaturen. Der Produzent kann Temperatur, Feuchtigkeit und
Tageslange kontrollieren. Der Anbau im Gewachshaus erfordert aber einen relativ
hohen Einsatz an Nahrstoffen und Energie fur die optimale Kontrolle uber das
Wachstum und die Produktqualitat. '

Die Lichtbedingungen sind genauso wichtig wie die Temperatur, da die Pflanzen
genugend Licht bendtigen, um ihr gesundes Wachstum aufrechtzuerhalten und
Frichte wahrend der gesamten Saison bilden zu konnen. Es wurden sogar
Varietaten speziell fur den Gewachshausanbau entwickelt, die bei den veranderten
Lichtbedingungen (Lichtstreuung, Abwesenheit der kiirzeren Wellenlangen) dennoch
gut wachsen.™

Unter Gewachshausbedingungen konnen Chilipflanzen mehrjahrig gehalten werden.
Wenn es die Umstande (Gesundheit der Pflanzen, Wirtschaftlichkeit) rechtfertigen,
kann eine Aussaat durchaus flr einige Jahre bestehen, da sonst bei einem Pflanzen-

austausch Kosten fiir Sterilisation, Aussaat und Fortpflanzung entstehen.™
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Der Standort von Paprikapflanzen muss auf humosem, lockerem, mittelschwerem
Boden mit einem pH-Wert zwischen 7,0 und 8,5 in sehr warmer, sonniger Lage sein
" da Chilipflanzen sehr empfindlich auf Frost reagieren, Chilisamen in kalter Erde
nur langsam keimen und im Temperaturbereich zwischen 5 und 15 °C nur noch
sparlich wachsen, indem z.B weniger Verzweigungen angelegt werden.*? Die
unterste tolerierbare Tagestemperatur betragt 18 °C. Ab Temperaturen von 24-30 °C
im Erdboden keimen die Samen in kurzester Zeit und die Pflanzen wachsen zlgig.
Zu hoch durfen die Temperaturen aber auch nicht sein, da in Untersuchungen mit
mehreren Varietdten herausgefunden wurde, dass die Keimung durch supra-
optimale Temperaturen inhibiert wird. Ab Temperaturen von 30-40 °C fallt die

Keimrate von — je nach Varietat — 80-100 % auf ca. 10 %.>

Deformierte und kranke Fruchte sollten so schnell wie moglich entfernt werden.
Seitentriebe werden ebenfalls schnellstmdoglich abgeschnitten, um durch den
besseren Lichtdurchlass eine starkere Blitenentwicklung zu erzielen. Lediglich bei
sehr starker Sonneneinstrahlung sollten die Blatter nicht entfernt werden, um

Verbrennungen durch die Sonne zu vermeiden."

Da Chilipflanzen urspringlich aus den sudamerikanischen Tropen stammen, in
denen es den Sommer Uber taglich regnet, ist der Wasserbedarf der Pflanzen
entsprechend hoch. Insbesondere wahrend der Bliten- und Fruchtbildung kommt es
bei trockener Erde zu enormem Bluten- und Fruchtabwurf. Andererseits mogen

Chilipflanzen keine ,nassen Fiisse®, da sonst die Wurzeln faulen kénnen.?

Chilipflanzen haben einen hohen Bedarf an Haupt- und Minornahrstoffen. Sie
brauchen Stickstoff fur das Blattwachstum und spater fur die Capsaicinoidsynthese in
den Fruchten, Nitrat fur gesundes Wourzelwachstum und Phosphor fur die
Fruchtentwicklung. Weiterhin sollte es nicht an Kalium, Calcium und Magnesium
mangeln.”® Bioregulatoren (= Phytohormone) wie z. B. Gibberellinsaure, Indol-3-
essigsaure und Naphthalinessigsaure bewirken beim Einsatz in Gewachshausern die
Ausbildung von Fruchten mit hoher Stabilitdt und hoheren Konzentrationen an
organischen Sauren, Zuckern und Carotinoiden.** Wichtig fir die Pigmentbildung in

grunen und roten Frichten ist eine ausreichende Eisenversorgung.35
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Allerdings besteht die Gefahr der Uberdiingung. Geringe Mengen Stickstoff sind
natzlich fur Chilipflanzen, obwohl das Ziel, den Capsaicinoidgehalt durch gezielte
Stickstoffsupplementierung zu erhdhen, in verschiedenen Arbeitsgruppen nicht
verwirklicht werden konnte.?® *® Zuviel Stickstoff, insbesondere vor der Fruchtbildung,
kann das Wachstum zu grof3en, buschigen Pflanzen mit Gppigem Blattwuchs, aber
wenigen Fruchten Uberstimulieren. DarlUber hinaus verzogert Uberschussiger
Stickstoff die Fruchtreife, so dass bei gleichzeitig hoher Luft- und Bodenfeuchtigkeit
wassrige, spat reifende Frichte mit einem hohen Risiko an Pflanzen- oder

Fruchtfaule entstehen.

1.6 Ernte

Mit Ausnahme von Frichten, die im reifen Zustand grun, gelb oder schwarz sind,
werden die Fruchte rot im reifen und grin im unreifen, keimunfahigen Stadium geern-
tet.® Chilisorten, die griin gegessen werden kénnen, sind z. B. Jalapefio, Serrano,
Anaheim und Gemiisepaprika.?

Werden die Schoten frihzeitig, womoglich noch grin abgeerntet, begunstigt dies die
Bildung und das Nachwachsen weiterer Fruchte. Allerdings gewinnen die roten reifen
Frichte fleischiger Sorten beim volligen Ausreifen an der Pflanze zwar weniger an
Scharfe, dafur aber enorm an Sufte und Carotinoiden, und schrumpeln nicht so
leicht, ehe sie rot werden.?

Sollen die Fruchte im reifen Zustand geerntet werden, muss berUcksichtig werden,
dass dieser je nach Anbaugebiet und Sorte gegen Ende Juli beginnt und in der Regel
bis Anfang Oktober andauert. Da keine zeitgleiche Reife der Beeren erfolgt, sind
mehrere Pflickungen innerhalb mehrerer Wochen notwendig: z. B. ca. 6-8 Ernte-
gange im Abstand von jeweils 10-14 Tagen."" %8

Die Frichte werden haufig vorzeitig geerntet, wenn sie zu 85 % rot sind, und dann
durch Lagerung einer Nachreife unterzogen. Die optimale Temperatur, um die
geernteten Friichte zu lagern, betragt 7,8-8,9 °C *’, wobei, wie auch an der Pflanze,
Seneszenzvorgange ablaufen, die je nach Lange der Lagerzeit und der Lager-
bedingungen den Pigmentgehalt verandern kdnnen. Oxidativ wirkende Enzyme wie

Peroxidasen und Lipoxygenasen sind in der Nachreifephase besonders aktiv.®
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Die relative Luftfeuchtigkeit muss uber 90 % betragen, da die Frichte dazu neigen
auszutrocknen. Die Fruchte verlieren ihre Festigkeit bereits ab 2 % Wasserverlust

und schrumpeln ab 6 % Wasserverlust.

Je nach beabsichtigter Verarbeitung werden die Frichte in einem unterschiedlichen

t.3” Die meisten frisch als Gemiise zu verbrauchenden Chili-

Fruchtstadium geernte
frichte werden physiologisch unreif geerntet, wahrend die Hersteller von getrock-
neten und purierten Produkten physiologisch reife Frichte bendtigen. Auch Frichte
die spater eingelegt werden sollen, durfen keinerlei rote Farbe aufweisen, da die
Auldenhaut von reifen Frichten an der Schote klebt und damit das spatere Hauten
erschwert. Aulerdem muss bedacht werden, dass Frlchte, die Uber lange Strecken
transportiert werden, insbesondere bei Temperaturen tber 21 °C infolge von Atmung
und Ethylen-Produktion noch nachreifen. Uberreife Friichte kdnnen dann kaum noch
am Zielort verkauft werden, da sowohl Farbstoffverluste auftreten, als auch die
Stabilitdat durch die erhodhte Aktivitat Polysaccharid-spaltender Enzyme, z. B. [-

Galactosidase, Cellulase, Mannanase und Polygalacturanase, nachlasst.?* *°

Je nachdem, ob die Fruchte frisch oder verarbeitet angeboten werden sollen, ist eine
geeignete Nacherntebehandlung essentiell fur die Produktqualitat. Acht Verarbei-
tungsbereiche befassen sich mit der Verwendung von Chilis: Chilis werden frisch, in
Dosen, gepokelt/eingelegt, tiefgefroren, fermentiert, getrocknet und als Oleoresine
angeboten.™

1.7 Scharfstoffe

Die meisten Pflanzen aus der Familie der Solanaceae enthalten fur Saugetiere
toxische Mengen an Alkaloiden. Die Capsaicinoide als Alkaloide der Capsicum-
Pflanzen sind in den naturlich vorkommenden Konzentrationen nicht toxisch, aber sie
kénnen im Mund oder Maul von Saugern nach dem Verzehr abschreckend brennend
sein. Vogel, die die Scharfstoffe nicht wahrnehmen, werden von den leuchtend roten
Friachten angelockt. Ihr Verdauungstrakt lasst die Samenschalen chemisch und
physikalisch unversehrt, so dass die Samen weiterhin keimfahig bleiben und deshalb

von Végeln verbreitet werden.™
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Die Scharfe wird durch ein Gemisch aus Vanillylamiden gesattigter und
ungesattigter, geradkettiger oder methylverzweigter Cg- bis Cq¢-Fettsauren
verursacht, das einzigartig fur das Genus Capsicum ist, so dass die Gruppe dieser
Substanzen Capsaicinoide genannt wird. Sie sind geruchlos, farblos, geschmacks-
und nahrwertfrei." 4°

Capsaicinoidgehalt und -zusammensetzung der verschiedenen Chilisorten sind sehr
unterschiedlich, und damit ihre Scharfe und ihre sensorischen Eigenschaften
(Geschmacksnote, Scharfedauer, Wirkort). Die bei uns als Rohkost und Gemiuse
verwendeten Paprika wurden gezielt capsaicinoidfrei gezichtet. In anderen
Chilisorten variieren die Capsaicinoidgehalte von 1-38 000 mg/kg.? Beispiele sind in

Tabelle 1 aufgefiihrt.*’

Sorte Capsaicinoidgehalt Bewertung
[mg/kg Frischgewicht]

New Mexican
NuMex Sweet 42 2 mild
NuMex R’Naky *? 20-60 mild
Padron 2> 041 44 6-100 mild — leicht scharf
Cascabel *° 123 leicht scharf
Pasilla *° 333 méRig scharf
Cubanella ©° 1 091 scharf — sehr scharf
Jalapefio *° 1833 sehr scharf
Piquin *° 4 834 sehr scharf
De arbol *° 7 247 extrem scharf
Habanéro *° 12 981 extrem scharf

Tabelle 1: Maximale Capsaicinoidkonzentrationen in verschiedenen Capsicum-Sorten

1.7.1 Struktur und Capsaicinoidmuster

Capsaicin und seine Analogen sind Vanillylamide von Fettsauren, die sich in der
Lange ihrer aliphatischen Kette, der An- oder Abwesenheit einer Doppelbindung,
dem Ort der Methylverzweigung und ihrer relativen Scharfe unterscheiden.

Die drei Hauptcapsaicinoide Capsaicin (C), Dihydrocapsaicin (DC) und Nordihydro-

capsaicin (NDC) machen zusammen meist iber 95 % der Capsaicinoide aus.*’*°
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Von den naturlich vorkommenden Capsaicinoiden, die eine Doppelbindung aufwei-
sen, wurden bisher nur trans-lsomere nachgewiesen.**>?
Die Strukturformeln der bisher bekannten Capsaicinoide sind in Abbildung 3 darge-

stellt.
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Die mengenmaliigen Anteile der Capsaicinoide sind je nach Capsicum-Art oder
-Varietat verschieden. Die Anbaubedingungen (Gewachshaus oder Freiland) Uben
bei unterschiedlichen Gesamtscharfegehalten nur einen geringen Einfluss auf das
Capsaicinoidmuster aus. Jurenitsch et al.*® *° iiberpriiften anhand der Capsaicinoid-
muster von vier Arten, ob die prozentuale Zusammensetzung neben dem Gesamt-
capsaicinoidgehalt ein wichtiges ldentifizierungsmerkmal darstellt. Aufgrund von
Gemeinsamkeiten im Capsaicinoidmuster innerhalb einer Art und unter Zuhilfenahme
der Blutenmorphologie wurde ein taxonomischer Bestimmungsschlissel aufgestellt.
Kirschbaum ® fand in frischen Friichten gleicher Herkunft eine Ubereinstimmung des
Capsaicinoidmusters unabhangig von Fruchtalter und Fruchtfarbe.

Neuere Ergebnisse von Zewdie und Bosland ®', die die Capsaicinoidmuster von 191
Varietaten aus 6 Arten mittels linearer Diskriminanzanlayse untersucht haben,
fuhrten zur Aussage, dass sich das Capsaicinoidmuster nicht als chemotaxono-

mischer Indikator fur eine Sortendifferenzierung eignet.

1.7.2 Lokalisation/Verteilung in Pflanze und Frucht

90-99 % der Capsaicinoide befinden sich in den Scheidewénden und der Plazenta ®
6265 die wegen des nahtlosen Ubergangs zwischen diesen Geweben schlecht
getrennt voneinander aufgearbeitet und analysiert werden kénnen und die im Grunde
,zusammen gehdren®.

In den Driisenzellen der Plazenta werden die Capsaicinoide synthetisiert.> Abbildung
4 zeigt, dass die etwas hoheren dunnwandigen Drusenzellen in Gruppen zwischen
den Epidermiszellen eingestreut sind. Die Uber ihnen liegende Cuticula ist dadurch
abgehoben, dass zwischen Drusenzellen und Cuticula das gelbe, oft kristallin

erstarrte Ol abgeschieden ist, welches die Capsaicinoide enthalt.®®
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Vakuolen mit

Capsaicinoiden
Cuticula P

Drisenzellen

Epidermiszellen

Abbildung 4: Langsschnitt durch den Randteil der Paprika-Fruchtscheidewand mit epidermalen
Capsaicinoid-Drisen *°

Suzuki et al.®® fanden durch mikroskopische Untersuchungen heraus, dass sich die
Capsaicinoide im epidermalen Gewebe der Plazenta in kleinen Blaschen oder in den
Vakuolen isoliert von anderen subzellularen Organellen anreichern. Sie vermuten,
dass sie im Verlauf der Fruchtreife ab einer bestimmten Konzentration als Ol-
Capsaicinoid-Mischung aus den Zellen abgesondert werden. Von der Plazenta aus
verbreiten sich die Capsaicinoide wahrend der Reife Uber alle Teile des Perikarps

und in die Samen.> 5667

1.7.3 Biosynthese

Die Biosynthese (Abbildung 5) der Capsaicinoide konnte mittels radioisotopenmar-
kierter Verbindungen weitgehend geklart werden. Die Acylkomponente wird aus den

von L-Valin, L-Leucin oder L-Isoleucin abgeleiteten a-Ketosauren und Acetateinhei-

ten in einem mit der Fettsduresynthese vergleichbaren Reaktionsverlauf gebildet.>®

®8. 89 Wahrend L-Valin die Vorstufe fiir die geradzahligen Fettsdurekomponenten von

C und DC bildet, liefert L-Leucin die Vorstufen der ungeradzahligen Fettsaurekompo-

nenten von NDC, Homo-C | und Homo-DC .70

t.71

L-Isoleucin wird zur Bildung von
Homo-C Il und Homo-DC Il bendtig
Das Kohlenstoffgeriist des Benzylaminteiles stammt aus L-Phenylalanin *® © "2 das

Uber einen Ublichen Synthesepfad, den Phenylpropanoidweg, Uber Zimtsaure, p-
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Cumarsaure, Kaffeesaure, Ferulasaure und Vanillin zu Vanillylamin umgewandelt
wird.

COOH

.
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l Phenylalanin-ammoniumlyase

X~ COOH
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l Zimtsaure-4-hydroxylase
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o
p-Cumarsaure
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NH,
o
HO
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H,C j@/\N
HO

Capsaicin

5

Abbildung 5: Biosyntheseweg von Capsaicin °

Die Enzyme der ersten vier Synthesestufen sowie das Capsaicinoid-synthetisierende
Enzym sind bekannt: Phenylalanin-ammoniumlyase (PAL), Zimtsaure-4-hydroxylase

(£S-4-H), p-Cumarsaure-3-hydroxylase (CS-3-H), Kaffeesaure-O-methyltransferase
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(KSOMT) und Capsaicinoid-Synthetase (CS). Die Enzyme, die die Umwandlung von
Ferulasdure zu Vanillylamin Uber Vanillin katalysieren, sind unbekannt. Die
Enzymaktivitaten von PAL, ZS-4-H, CS-3-H und KSOMT konnten von Ochoa-Alejo
und Gémez-Peralta " bereits in den ersten 3-8 Tagen, die von CS ab dem 15. Tag
nach der Blute nachgewiesen werden. Die maximale Enzymaktivitat bestand fur alle

l. ™ sowie Hall und Yeoman ®

funf Enzyme in 30 Tage alten Frichten. Holden et a
konnten aber keinen Hinweis darauf finden, dass die PAL- und ZS-4-H-Aktivitaten die
Capsaicinoidkonzentration beeinflussen, d.h. die Capsaicinoidsynthese regulieren.
Die Aktivitaten der finf Enzyme sind von Fujiwake et al.”® in vitro in Plazenta-
Protoplasten nachgewiesen worden. Die Intermediate und die Enzymaktivitaten
wurden allerdings in unterschiedlichen Fraktionen des Protoplasten ermittelt. Wah-
rend die PAL-Aktivitat im Cytosol zu finden war, wurden die Aktivitaten der ZS-4-H
und der CS in der Vakuole gemessen. Es wird vermutet, dass diese beiden Enzyme
als membrangebundene Proteine mit dem Tonoplasten assoziiert vorliegen und sich
aufgrund ihres pH-Optimums von = 7 auf der dem Cytoplasma zugewandten Seite
befinden. Nachdem die Capsaicinoid-Synthetase die Bindung von Vanillylamin und
Fettsaure katalysiert hat, konnte das entstandene Capsaicinoid durch den
Tonoplasten in die Vakuole eindringen und sich dort anreichern. Dixon und Paiva ’’
berichten, dass sich viele Phenylpropanoide — haufig in Form von Konjugaten — in
der Vakuole anreichern, indem die Reaktion, die zur Bildung dieser Konjugate fuhrt,
mit dem Transport in die Vakuole gekoppelt ist. Die hierbei wirksamen Enzyme sind
moglicherweise mit dem Tonoplasten verbunden.

Die Capsaicinoide konnten, dieser Theorie entsprechend, zusammen mit p-Cumar-

saure in der Vakuole nachgewiesen werden.’®

Fujiwake et al.”® haben auRerdem in vitro die Spezifitit des Capsaicinoid-
synthetisierenden Enzyms hinsichtlich ausgewahlter Fettsauren, die in aktivierter
Form als CoA-Derivate vorlagen, untersucht. Als Substrat wurden methylverzweigte
gesattigte Fettsauren mit einer Kettenlange von iso0-Cg bis iso-Cq19 sowie die
ungesattigte Fettsaure iso-Cqp.1 akzeptiert, jedoch nicht Fettsduren mit einer
geringeren oder hoheren Kettenlange sowie die geradkettige Fettsaure n-Cqo.0. Bei
gleichzeitiger Zugabe von iso-Cg., i1S0-C1¢.0, iS0-C10:1 und iso-Cq1.,0 wurde NDC mit
68 % als Hauptcapsaicinoid synthetisiert, gefolgt von DC (12 %), C (10 %) und
Homo-DC (10 %). Da dieses Ergebnis nicht mit dem naturlich vorkommenden
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Verteilungsmuster uUbereinstimmt, mussen neben der Enzymspezifitat auch andere
Faktoren Uber das Capsaicinoidmuster entscheiden.

Kim et al. &

erreichten bei einer C. annuum-Varietat mit hohem Capsaicin- aber
wesentlich geringerem Dihydrocapsaicingehalt durch die Zugabe von iso-C+o0 sehr
hohe Dihydrocapsaicingehalte und halten die Verfugbarkeit der Fettsauren fur das
Capsaicinoidmuster verantwortlich.

Laut Suzuki et al.®' kénnte die Zusammensetzung des Aminosaurepools mafgebend
sein, da drei- bis funfmal mehr L-Valin, die Vorstufe fir C und DC, als L-Leucin, die
Vorstufe fur NDC, in der Plazenta ermittelt wurde.

Allerdings konnten Kehayoglou und Manoussopoulos , als sie Aminoséurekonzen-
tration und -muster von milden mit scharfen Gewdurzpaprikafrichten verglichen,
keinen Unterschied beobachten. Die Konzentrationen der fir die Capsaicinoid-
synthese relevanten Aminosauren waren in der scharfen Sorte nicht hoher, so dass

eine Regulierung der Capsaicinoidbildung Uber den Aminosaurepool fraglich ist.

Die Capsaicinoidzusammensetzung ist wahrend der Stadien bis zur Fruchtreife

konstant 25, 26, 41, 64, 83

, SO dass dies fur eine parallele Bildung der Scharfstoffe in
jeweils konstanten Mengenverhaltnissen spricht. Da eine gegenseitige Umwandlung
der Hauptcapsaicinoide ausgeschlossen werden kann, findet die Ausbildung der
Doppelbindung oder Hydrierung des Saureteiles der Capsaicinoide vor der Ver-
knupfung der Sauren mit dem Vanillylamin und nicht vor oder nach der Sezernierung

der Scharfstoffe in die Subkutikularraume der Fruchtscheidewande statt.

1.7.4 Capsaicinoidgehalte wahrend der Fruchtentwicklung und —reife

Der Schéarfegrad wird laut Iwai et al.”> vom Genom und den Umweltbedingungen
beeinflusst. So spielen nicht nur Varietat, Alter und Ernahrungsstatus der Pflanze,
sondern auch Klima, Temperatur, Licht, geographische Lage, Bodenfeuchtigkeit,

Dungung und Anbauart eine wichtige Rolle.

Viele Studien berichten Uber die Anreicherung von Capsaicinoiden in Capsicum-
Frichten im Verhaltnis zum Alter, zur Grofe und zum Entwicklungsstatus der Frucht.

In Tabelle 2 sind diese Arbeiten aufsteigend nach dem Publikationsjahr aufgefihrt.
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Autor (Publikationsjahr)
(Art)

Capsaicinoide

Bildung und Anrei-

Konzentrations-

Konzentrations-

cherung maximum abnahme

Schratz und Rangoonwala | (keine Angabe) im reifen grinen Zu- | nein

(1966) % (C. annuum) stand

Iwai, Suzuki und Fujiwake | ab 20. Tag 40. Tag ab 50. Tag starke Ab-

(1979) * (C. annuum) nahme

Hall, Holden und Yeoman | ab 20.-25. Tag ; 40. Tag nein

(1987) % wenn die Frucht ihr

Hall und Yeoman (1991) ”° | Langenwachstum

Sukrasno und Yeoman einstellt

(1993) ¢

(C. frutescens)

Contreras-Padilla und ab 40.-50. Tag starke

Yahia (1989) 46 Abnahme auf eine

(C. annuum) <10. Tag 40.-50. Tag Konz., die der vom 10.-

(C. chinense) ab 10.-20. Tag 50. Tag 20. Tag entspricht; C.
chinense nicht so stark

Salgado-Garciglia und ab 10. Tag 50. Tag ab 50.-60. Tag auf eine

Ochoa-Alejo (1990) % Konz., die der vom 10.-

(C. annuum) 20. Tag entspricht;
danach konstant

Sakamoto et al. (1994) °° | ab 3.-4. Woche ca. 12. Woche nein

(C. annuum)

Estrada, Pomar, Diaz, Me- | ab 10.-20. Tag Anstieg  bis  zum | (nicht untersucht)

rino, Bernal (1997/98) 2> letzten Messtag, dem

Estrada, Bernal, Diaz, Po- 30.-40. Tag

mar und Merino (2000)

(C. annuum)

Kim, Varindra, Cho, Kim | ab 12. Tag Anstieg bis zum letz- | (nicht untersucht)

und Lee (2000) * ten Messtag, dem 58.

(C. annuum, mild) Tag

Kim, Varindra, Cho, Kim | ab 12. Tag 36. Tag geringe Abnahme vom

und Lee (2000) % 36.-48. Tag; dann kon-

(C. annuum, scharf) stant nach Heranreifen
der Fruchte und deren
Farbwechsel

Park, Park, Yoo und Jeong | (keine Angabe) im Stadium begin- | (keine Angabe)

(2001) *

nender Rote

Tabelle 2: Anreicherung von Capsaicinoiden in Capsicum-Friichten
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Kim et al.® teilten die Friichte in Samen, Perikarp und Plazenta, um jeweils die
Aktivitat der Capsaicinoidsynthetase und die Konzentration der Capsaicinoide in
Abhangigkeit vom Fruchtalter zu betrachten, und fanden beides Uberwiegend in der
Plazenta. Die Enzymaktivitat erreichte ihr Maximum bereits 24 Tage nach der Blute,

wahrend die Scharfstoffkonzentration kontinuierlich weiter anstieg.

Alle Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Anreicherung der Capsaicinoide im
frihen Entwicklungsstadium der Frucht einsetzt und solange ansteigt, bis die Frucht
ihre maximale Lange erreicht hat. Wie sehr die Scharfstoffkonzentration steigt und

eventuell wieder sinkt, hangt von den unterschiedlichen Kultivaren ab.*

Eine Konkurrenz zwischen dem Einbau ligninartiger Verbindungen in die Zellwande,
der Bildung weiterer Pflanzenphenole und der Capsaicinoidbiosynthese wurde nicht
uberraschen, da Capsaicinoide Uber einen Syntheseweg produziert werden, der
vielen Vorstufen und Zwischenprodukten flr andere Biomolekile wie z. B. Proteine,

Lignin, Anthocyane, Cumarine und Flavonoide gemeinsam ist.67 & Lediglich die

Konkurrenz mit den Proteinen um das Phenylalanin ist laut Hall and Yeoman "

67

unwesentlich. Abbildung 6 fasst die von Sukrasno und Yeoman vermuteten

biosynthetischen Zusammenhange zwischen den vielfaltigen Phenylpropanoiden und
den Capsaicinoiden zusammen.

Phenylalanin
Zimtsaure
\Ir Lignin
Cumarsaure
$

Cinnamoyl- / Kaffeesaure Flavonoide
Glykoside ¢

Ferulasaure

\

Vanillin Cg-C1-phenoli-

@ vor Beginn der ‘ \ sche Glykoside

Capsaicinoidsynthese

B wahrend der Vanillylamin
Capsaicinoidsynthese \‘
Capsaicinoide

Abbildung 6: Biosynthetische Zusammenhange zwischen den Phenylpropanoiden ®
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Um zu uUberprufen, ob die Verfugbarkeit der Phenylpropanoide die Capsaicinoid-
synthese reguliert, wurde die Konzentration der freien Phenole in den einzelnen
Entwicklungsstadien parallel zum Schéarfegehalt bestimmt. Sukrasno und Yeoman ©’
konnten in C. frutescens zwar keine freien Phenole, aber deren Glykoside messen.
Sie vermuten, dass diese nach Translokation aus den Samen, in denen sie fruher als
in der Plazenta angereichert werden, als Speichersubstanzen fur die Capsaicinoid-
synthese in der Plazenta dienen, da ihre Konzentration parallel zur Bildung der
Capsaicinoide und der ligninartigen Substanzen abnimmt.

Die Arbeitsgruppe um Ishikawa 2 und Sakamoto ®’, die die Bildung und Anreiche-
rung der freien Phenole und des Vanillylamin parallel zur Capsaicinoidkonzentration
uberprifte, konnten freie Phenole sowohl in einer scharfen als auch in einer milden
Sorte von C. annuum messen. Die Akkumulation erfolgte im gleichen Zeitraum wie
die der Capsaicinoide. Die Konzentration der freien Phenole in der Plazenta betrug
nur /45 der Capsaicinoidkonzentration. Ein regulierender oder limitierender Einfluss
dieser freien Phenole auf die Capsaicinoidsynthese wird nicht angenommen, da

keine Akkumulation vor der Capsaicinoidbildung beobachtet wurde.

Umweltbedingungen, die das Pflanzenwachstum begunstigen, fihren dazu, dass
viele sekundare Pflanzeninhaltsstoffe wie Lignin und die Capsaicinoide in geringerem
Ausmald synthetisiert werden, weil der Kohlenstoff primar fur die Wachstumspro-

zesse benétigt wird.®”

1.7.5 Okologische Einfliisse

Zuchter kénnen selektiv Kultivare mit unterschiedlichen Scharfegraden entwickeln
oder die Scharfe durch das Stressausmal}, dem sie die Pflanzen aussetzen,
kontrollieren. Die Fruchte sind scharfer, nachdem sie anstrengende Wachstumsbe-
dingungen Uberstanden haben. Jeglicher Stress fur die Pflanzen kann den Scharfe-
gehalt der Friuchte anheben, so dass einige heille Tage den Capsaicinoidgehalt —

selbst bei ausreichender Bewasserung — signifikant erhdhen kénnen.5: 44 84.92.93

Jurenitsch et al.®® ermittelten Unterschiede im Capsaicinoidgehalt innerhalb eines

Kultivars, wenn dieses im Gewachshaus oder auf dem Feld angepflanzt wird. Dieses
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Ergebnis unterstreicht den Einfluss der Umweltbedingungen auf den Scharfstoff-
gehalt.

1.4 saten auf dem Feld Pflanzen so aus, dass sie entweder im Sommer

Balbaa et a
oder im Herbst 1967 Fruchte trugen, und ermittelten, dass die Scharfstoffsynthese in
den Frichten bei sommerlich hohen Temperaturen friher einsetzt, der Scharfegrad
aber nicht beeinflusst wird. Estrada et al.*® bestatigten die erste Beobachtung in
einem ahnlichen, aber im Gewachshaus durchgefihrten Experiment wahrend des
Sommers und Herbstes 1997. Sie stellten aber im Gegensatz zu Balbaa et al. fest,
dass der Zeitpunkt der Aussaat den Scharfegrad der Frichte beeinflusst, indem

Frichte mit einer Reifezeit wahrend des Sommers mehr Capsaicinoide enthielten.

Lindsey und Bosland ** sowie Harvell und Bosland % tberpriiften den Einfluss der
Umweltbedingungen auf den Scharfegehalt der Frichte der milden Sorte ,New
Mexiko* (C. annuum). Innerhalb eines Feldes wurden auf funf Parzellen a 1 m x 9 m
24 Pflanzen angebaut. Von jeweils einer Parzelle wurden zufallig drei Pflanzen
ausgewahlt, deren reife Fruchte pro Pflanze jeweils zusammen aufgearbeitet und
hinsichtlich ihres Scharfstoffgehaltes (Angabe in SHU) untersucht wurden. Innerhalb
einer Parzelle herrschten zwischen den drei Pflanzen in allen funf Fallen starke
Schwankungen von 20-40 % oberhalb und 15-30 % unterhalb der berechneten
Mittelwerte. Im Vergleich der funf Mittelwerte ergab sich ebenfalls eine
Schwankungsbreite von +39 % bis -27 % des berechneten Mittelwertes, der bezogen
auf die Scharfstoffgehalte der 15 Pflanzen eine Schwankungsbreite von +78 % bis
-46 % aufwies. Diese Ergebnisse demonstrieren den groReren Einfluss der Umwelt-
bedingungen auf die Scharfe als den des Genotyps.

Wie schwierig es fur Zuchter und Produzenten ist, stets gleich scharfe Frichte
anzubieten, zeigten Zewdie und Bosland ° auf, indem sie sechs geziichtete Geno-
typen hinsichtlich der Genotyp-Umwelt-Wechselwirkungen untersuchten und lediglich

einen Genotyp als stabil gegeniber Umwelteinflissen herausstellen konnten.
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1.7.6 Stabilitat der Capsaicinoide

1.7.6.1 Stabilitat wahrend der Fruchtentwicklung

Die Aussagen zur Abnahme von Scharfstoffen beim Reifen und Altern von
Capsicum-Frichten vermitteln ein uneinheitliches Bild (Tabelle 2, Seite 21). Iwai et
al.%* hatten bei alten Friichten niedrige Capsaicinoidgehalte beobachtet und fiihrten
dies auf einen enzymatischen und/oder chemischen Abbau zurtck, den sie noch
nicht abschlieRend untersucht hatten.

Grolle Bedeutung wird hierbei den Peroxidasen zugesprochen. Peroxidasen in
Pflanzen werden in Zusammenhang mit Polymerisation von Phenolen, Lignifizierung,
Verkorkung, Wundheilung, Schutz gegenuber Wasserstoffperoxid und anderen
Oxidantien, Toleranz gegenuber Trockenheit, Chlorophyllabbau und Alterung sowie
Resistenz gegenuber Krankheiten gebracht.

Peroxidasen sind Glykoproteine, die entsprechend ihres pl-Wertes in zwei Gruppen
eingeordnet werden konnen: sauer und basisch. Eine bestimmte Frucht kann
verschiedene Isoenzyme mit unterschiedlichen isoelektrischen Punkten besitzen. In
den einzelnen Reifestadien einer Frucht kann die Art und/oder die Konzentration der

Isoenzyme variieren.

Auf der Suche nach dem Grund daflr, warum der Capsaicinoidgehalt bei einem
Fruchtalter von 40-50 Tagen geringer ist, konnten Bernal et al.®® % in vitro nach-
weisen, dass ein Rohextrakt aus Capsicum annuum-Frichten ebenso wie
Meerrettichperoxidase bei obligatorischer Anwesenheit von Wasserstoffperoxid
Capsaicin und Dihydrocapsaicin umsetzt, indem der Vanillylrest oxidiert wird. Um zu
Uberprifen, ob der Capsaicinoidabbau in Frichten auf Peroxidasen zurlckzuflihren
ist, wurde deren basisches Isoenzym Bg mittels Acetonfallung aufgereinigt, da
insbesondere dieses wie die Capsaicinoide in der Vakuole vorkommt. Capsaicin
sowie die biosynthetischen Vorstufen, mit Ausnahme von Vanillylamin, wurden durch
das Isoenzym Bg abgebaut.' 1’

Durch histochemische Untersuchungen konnten die Peroxidasen der Frucht in der
Plazenta und den duRersten Epidermiszellschichten nachgewiesen werden.'® Da
das basische Peroxidase-Isoenzym Bg auch in den Zellwanden lokalisiert ist, ist es
mdglicherweise an der Lignifizierung der Phenylpropanoide fiur den Zellwandaufbau

beteiligt. Dementsprechend wurden als Oxidationsprodukte des Capsaicins das
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Dimer (5,5-Dicapsaicin), ein Ether (4’-O-5-Dicapsaicinether) und dehydrierte
Polymere ligninartiger Struktur ermittelt.'®

Auch eine saure Isoperoxidase setzt Capsaicin um.'™ Sie weist zwar eine hohere
Aktivitat als die basische Isoperoxidase, aber nur eine sehr geringe Konzentration in
der Plazenta auf. Die Aktivitat der sauren Isoperoxidase nimmt im Verlauf von 14-42
Tagen nach der Blute zu, wahrend die der basischen Isoperoxidase abnimmt. Das
saure Isoenzym ist raumlich von den Capsaicinoiden getrennt und kénnte erst an
deren Abbau teilnehmen, wenn die Zellkompartimentierung mit fortschreitender Reife
und dem Weichwerden der Friichte aufgehoben wird.®

Alle Untersuchungen durch die Arbeitsgruppe von Bernal wurden stets in vitro mit
zugefugtem Capsaicin durchgefuhrt. Als Proteinquelle wurde ein nicht weiter
differenziertes Produkt der Acetonfallung eingesetzt.

6 untersuchten bei Friichten von C. chinense und C.

Contreras-Padilla und Yahia *
annuum (zwei Varietaten) ebenfalls den Zusammenhang zwischen Capsaicinoid-
gehalt und Peroxidaseaktivitat in den verschiedenen Entwicklungsstufen von unreif,
grun bis zu reif, rot (10-80 Tage Fruchtalter). Die Frichte wurden halbiert. Die eine
Halfte diente der Scharfstoffmessung, die andere der Bestimmung der Peroxidase-
aktivitat mit Capsaicin als Substrat. Weitere Details zur Probenvorbereitung fehlen.
Hochstwahrscheinlich wurden keine Einzelfrichte untersucht, sondern Gemische aus
mehreren Fruchten weiter aufgearbeitet. Die Capsaicinoidkonzentration nahm konti-
nuierlich zu, erreichte nach 40-50 Tagen Fruchtalter das Maximum und nahm dann
ab. Hinsichtlich der Peroxidaseaktivitat wurde ein entgegengesetzter Zusammen-
hang beobachtet, da diese zu dem Zeitpunkt ansteigt, wenn die Capsaicinoidkon-

zentration zu sinken beginnt.

Biles et al.'® bestatigen, dass der Expressionsgrad an Peroxidasen dem Reifegrad,
der Verdickung der Cuticula und der erhdhten Widerstandsfahigkeit entspricht. Durch
eine histochemische Untersuchung (tissue blotting) wurden Peroxidasen insbeson-
dere in der Fruchtschale (Exokarp) lokalisiert.'® In jeder Altersstufe konnten nur
saure Peroxidasen nachgewiesen werden, die im zeitlichen Verlauf zunehmen. Es
bleibt unklar, welche Peroxidasen fur die Lignifizierung verantwortlich sind, da diese
madglicherweise nicht vollstandig durch tissue blotting nachgewiesen werden kdénnen

und somit eventuell noch weitere Isoenzyme existieren.
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Tevini *® unternahm Untersuchungen zur Lokalisierung der Peroxidase und ermittelte
die spezifischen Aktivitaten in ganzen Frichten sowie in den getrennten Fruchtkom-
partimenten (1. Kelch mit Stengel, 2. Samen und 3. Perikarp). Verglichen mit ganzen
Frichten existierte in den Kelchen mit Stengeln eine viermal hohere, im Perikarp

eine leicht geringere und im Samen eine viermal geringere Peroxidaseaktivitat.

Krajayklang et al.’®” haben beobachtet, dass sich der Scharfegehalt im Verlauf der
Reifestadien von grin (reif) nach tief-rot nicht andert und die Capsaicinoide demnach

nicht abgebaut werden.

1.7.6.2 Stabilitat wahrend Verarbeitung und Lagerung

Untersuchungen durch Kirschbaum et al.'® sprechen dafiir, dass die Capsaicinoide
in intakten Fruchten stabil sind. Ein Capsaicinoidabbau wird erst durch die
Zerkleinerung der Fruchte ausgeldst und hangt von den Lagerungsbedingungen ab;
niedrige Temperaturen und schnelle Trocknungsverluste verhindern den Capsai-
cinoidabbau. Aufgrund dieser Beobachtungen wurde die Beteiligung von Enzymen
am Abbau vermutet. Enzyme, die Capsaicinoide als Substrat nutzen, kdnnen nach in
vitro-Versuchen von Bernal et al. Peroxidasen sein.®*'%" Da sowohl Estrada et al.®®
als auch Contreras-Padilla und Yahia *® feststellten, dass die Peroxidaseaktivitat
wahrend der unterschiedlichen Fruchtalterstufen variiert, konnte dies die Erklarung
dafur liefern, dass bei vergleichbaren Lagerbedingungen ein unterschiedlich grol3er
prozentualer Abbau beobachtet wurde.

Die weitere Verarbeitung zu getrockneten Produkten oder zu Extrakten hat keinen
einheitlichen, einfach zu beschreibenden Einfluss auf die Stabilitat der Capsaici-
noide.

Capsaicinoide werden weder durch das Erhitzen beim Kochen noch durch Einfrieren
zerstort.? Erst ab Temperaturen von 200 °C fiir einen Zeitraum von zwei Stunden
konnten Henderson und Henderson '® eine Spaltung vor allem in die Produkte 8-
Methyl-6-nonenamid, Vanillin, 8-Methyl-6-nonensaure, 2-Methoxy-4-methylphenol,
Nonansaure, Nonanamid und Methylvanillin messen.

In Oleoresinen sind die Scharfstoffe sehr stabil und zerfallen Ublicherweise sogar
wahrend der Verarbeitung bei hohen Temperaturen sowie langen Lagerungszeiten

nicht.
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In getrockneten Produkten (Frichte, Pulver) sind die Capsaicinoide nicht so stabil
wie in den Oleoresinen.** Lease und Lease ' konnten beobachten, dass die
Temperatur wahrend der Trocknung der Frichte den Scharfegehalt beeinflusst.
Frichte, die bei 65 °C getrocknet wurden, waren scharfer als bei 49 °C oder 80 °C
getrocknete. Weiterhin fuhrt auch die Dauer der Trocknung zu Verlusten bis zu
50 %.%° Mangaraj et al.""" haben die kiinstliche Trocknung (45 °C in Lattenkisten) der
herkdbmmlichen Trocknung und einer Sonnentrocknung in einem Gewachshaus mit
Bellftung sowie in einer Kammer mit natirlicher Umluft gegeniber gestellt. Die
Qualitat der kunstlich getrockneten Frichte wurde hoher eingestuft, da der Scharfe-
gehalt am hochsten war.

Nachdem die Frichte getrocknet wurden, ist selbst bei einer Lagerung unter kalten
Bedingungen (-16 °C) mit monatlichen Verlusten von 1-2 % zu rechnen. Die Scharf-
stoffgehalte sinken bei Pulvern bis zu 5 %, abhangig von der Mahlfeinheit und der
Lagerungstemperatur.*°

Der Scharfstoffgehalt von thermisch behandeltem (85 °C flir 15 min) Chiliplree sinkt

ebenfalls nach Ahmed et al.'"?

um 19 % von 559 mg/kg auf 441 mg/kg.

Weitere Verarbeitungsverfahren wie Kochen, Tiefgefrieren und Einlegen von
blanchierten Friichten wurden durch Harrison und Harris ' mit ,Jalapefio“-Friichten
untersucht. Sie verglichen die Capsaicinoidgehalte nach der Behandlung mit denen
von frischen Fruchten und beobachteten hohere Gehalte nach dem Kochen und
niedrigere Gehalte nach dem Einlegen. Durch das Kochen (100 °C fur 10 min)
kénnen die Capsaicinoid-abbauenden Enzyme inaktiviert werden. Beim Einlegen
muss beachtet werden, dass die Friichte durch die Lake aus Essigsaure, Ol und
Kochsalz ausgelaugt werden. Lee und Howard ' berichten, dass das Einlegen und
Pasteurisieren der Fruchte sowie der Zusatz von CaCl,, um die Erweichung wahrend
der Verarbeitung und Lagerung herab zu setzen, den Scharfegehalt weder positiv
noch negativ beeinflussen. Im viermonatigen Verlauf der Lagerung auftretende

Verluste von 10-30 % werden ebenfalls auf das Auslaugen zurtckgefuhrt.

1.7.7 Physiologische Eigenschaften

Der Pharma-Wissenschaftler Wilbur L. Scoville entwickelte 1912 das erste Messver-

fahren, um flr medizinische Praparate eine mdglichst prazise Capsaicindosierung zu
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ermdglichen.? Da Capsaicinoide noch in verdiinnten Lésungen von 1:16 000 000
wahrgenommen werden kdnnen *°, basiert diese Methode auf der Messung, in wie
starker wassriger Verdinnung die Scharfe des zu untersuchenden Gewdurzpaprika
noch spurbar ist. Das Messergebnis wird in den nach ihrem Erfinder benannten
Scoville-Einheiten angegeben. Die sogenannte ,heat-scale” oder ,Scoville-Skala“ fur
den Scharfegrad der diversen Paprikasorten reicht von null fur Gemusepaprika bis zu
300 000 fir Habaneros.?

Essentiell fur den Scharfeeindruck der Vanillylgruppe ist die Anwesenheit einer nicht-
methyl-substituierten neben der methyl-substituierten Phenolgruppe.’” Um den
Zusammenhang zwischen Scharfegrad und Fettsaurerest zu untersuchen,
verknupfte Nelson geradkettige Fettsauren mit Vanillylamin. Erst ab einer
Kettenlange mit sechs Kohlenstoffatomen tritt Scharfe auf, die schrittweise mit der
Kettenlange von 7-12 Kohlenstoffatomen ansteigt, dann aber mit weiterer Kettenver-
langerung wieder abnimmt. Das Scharfemaximum besteht bei einer Kettenlange von
neun Kohlenstoffatomen. Die An- oder Abwesenheit einer Doppelbindung bt keinen
Einfluss auf den Scharfeeindruck aus.'®

Die beiden Hauptcapsaicinoide Capsaicin und Dihydrocapsaicin erwecken nahezu
einen gleich starken Scharfeeindruck, wahrend die Analogen 30-70 % der Scharfe-
intensitat erzeugen."”” Jurenitsch *° ermittelte mit vier Versuchspersonen die
~Scharfwerte®, d.h. die reziproken Werte der Verdlinnungen, bei denen die Lésungen
der Einzelcapsaicinoide gerade schon scharf empfunden wurden. Capsaicin weist
demnach mit 17 Mio. den hochsten Scharfwert auf, gefolgt von Homocapsaicin | + 1l
(13 Mio.), Dihydrocapsaicin (11 Mio.), Nordihydrocapsaicin (10 Mio.), Decyl- und
Nonylsaurevanillylamid (9 Mio.), Homodihydrocapsaicin | + Il (8 Mio.) und Capryl-
saurevanillylamid (7 Mio.).

Beim Verzehr wird nicht nur die Scharfeintensitat, sondern auch jedes Capsaicinoid
unterschiedlich wahrgenommen. Die verschiedenen Capsaicinoidmuster entwickeln
den individuellen Schéarfecharakter der Chilisorten.'® Die Scharfeintensitat hangt

b %% 18 sondern wird auch von

nicht nur linear von der Capsaicinoidkonzentration a
den weiteren Lebensmittelinhaltsstoffen beeinflusst. So wirkt eine scharfe KasesolRe
bei einem niedrigen Fettgehalt (3 %) scharfer als bei einem hohen Fettgehalt (21 %),
obwohl die gleiche Capsaicinkonzentration (0,4-1,6 mg/kg) enthalten ist.""® Umge-
kehrt kann Capsaicin in Konzentrationen von 4-16 mg/kg den Sufdigeschmack eines

Lebensmittels unterdriicken.'?°
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Die Warmewahrnehmung nach Verzehr capsaicinoidhaltiger Lebensmittel resultiert
aus einer Reizung von in Mund, Nase und Magen lokalisierten Schmerzrezeptoren,
die zum trigeminalen Nervensystem gehoren. Unter anderem wird durch Capsaicin
ein Neurotransmitter, die Substanz P, ausgeschiittet.'?! Die Substanz P (SP) ist ein
aus elf Aminosauren bestehendes Peptid, das zur Gruppe der Neurokinine gehort,
und bindet an spezifische Rezeptoren, die Neurokinin-Rezeptoren.'?* Substanz P
bewirkt eine starke Erweiterung der Blutgefal’e und steigert die Durchlassigkeit der
Gefallwande. Als Folge davon wird die ortliche Durchblutung des Gewebes erhoht.
Diese Vorgange bewirken wiederum eine Steigerung der Empfindsamkeit des
Schmerzrezeptors.'?® Die Substanz P signalisiert dem Gehirn iber das Zentrale
Nervensystem den Schmerz sowie die Ausschittung von Endorphinen an den
Nervenenden, um dem Schmerz auf natiirliche Weise entgegenzuwirken.” Wieder-

holter Chilikonsum fiihrt zu einer Adaptation dieser Schmerzrezeption '?*

, was der
Grund dafur ist, dass regelmalige Konsumenten eine hohe Toleranz gegenuber
Capsaicinoiden aufbauen und scharfere Speisen als Chili-Ungewohnte essen
kénnen.’

Durch die Ausschuttung von Endorphinen wird der Kreislauf angeregt und dadurch
das Wohlbefinden gesteigert. Nach der Aufnahme wird das Herzschlagvolumen
erhoht, die Speichelmenge vermehrt, wodurch Karies auslésende Sauren neutra-
lisiert werden, die Fermentaktivitat des Speichels gesteigert und so die Verdauung
unterstutzt. In heillen Landern sorgt ihre schweiltreibende Wirkung dafur, dass der
Koérper nicht tiberhitzt. '8 4% 12°

Lebensmittel, die Capsaicinoide enthalten, erhohen die Metabolismusrate des
Korpers nach dem Verzehr. So konnte bei Kaninchen beobachtet werden, dass bei
Verabreichung von Dihydrocapsaicin zu einer Cholesterin-angereicherten Diat ein
Schutz vor Hyperlipidamie bestand, was auf einen erhdhten Lipidtransport zurick-

gefiihrt wird.""’

Nicht nur in der Erndhrung sondern auch in der Medizin spielt Capsaicin eine
wichtige Rolle. Die pharmazeutische Industrie nutzt Capsaicin in Cremes zur aul3e-
ren Anwendung (0,025-0,075 %) "% '?': es ist die aktive Komponente in Pflastern fiir
schmerzende Muskeln. Capsaicin eignet sich auch bei chronischen Schmerzen, wie
z. B. im Fall von Gurtelrose, in dem es auf der Haut fur mehrere Wochen angewen-

det wird. Die Verwendung von Capsaicinoiden bei der Schmerzbehandlung setzt an
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zwei Punkten an: die Warmeentwicklung, die in Muskeln und arthritischen Gelenken
als angenehm empfunden wird, und die Verminderung der Substanz P aufgrund von
Desensibilisierung, so dass die Schmerzempfindung in der behandelten Koérper-
region herabgesetzt oder gestoppt wird. Da Capsaicin-sensitive Rezeptoren, die die
Substanz P ausschutten, in vielen Geweben lokalisiert sind, besteht der Ausblick,
auch in diesen Geweben (d.h. Gastrointestinaltrakt, Herz, Gehirn und die Skelett-
Muskulatur) Schmerzen zu behandeln.'! Kopfschmerzen, rheumatische Arthritis und

Osteoarthritis konnten so bereits behandelt werden.' °

Capsaicinoide aktivieren einen Oberflachenrezeptor, den Vanilloidrezeptor (VR 1),
der vor allem in Nervenzellen der Schmerzwahrnehmung und -verarbeitung
(Nozizeption) exprimiert wird. VR 1 wird durch Vanilloide, extrazellulare Protonen und
hohe Temperaturen aktiviert und spielt eine zentrale Rolle in nerval bedingten

Entziindungen.'®® Buck und Burks '’

stellen Vermutungen an, ob Capsaicin eine
endogene, Schmerz auslésende Substanz imitieren kann und somit wichtige
therapeutische Ansatze erdffnet: ein Antagonist zu Capsaicin kdnnte ein neues
Analgetikum sein, wahrend ein Analogon zu Capsaicin, das keine Schmerz-
empfindung hervorruft, aber die Fahigkeit, die Capsaicin-Rezeptoren zu desen-
sibilisieren, beibehalt, ein moglicherweise wertvolles Schmerzmittel sein kdnnte.

Capsaicin und mdglicherweise auch andere Vanilloide besitzen ein vielfaltiges

Muster an biologischen Aktivititen, die auf weitere zellulare Ziele gerichtet sind .

Die Arbeitsgruppe um Watanabe '2%'%

untersucht seit ca. funf Jahren die Wirkung
von den nicht als scharf empfundenen Capsinoiden, den Ester-Analogen der
Capsaicinoide, die aus einer gezuchteten Capsicum-Mutante gewonnen werden.
Diese bewirken die Anhebung der Catecholamin-Sekretion, des Energiestoff-
wechsels, des Sauerstoffverbrauchs und der Korpertemperatur. Durch den erhdhten
Energie-, d.h. Fettstoffwechsel, wird das Korpergewicht reduziert. Unklar ist derzeit
noch, ob Schmerzleitungen ebenfalls analgetisch desensibilisiert werden und ob der

Vanilloidrezeptor eine Rolle spielt.

1.7.8 Analytik

Aufgrund ihrer breiten Verwendung der Capsaicinoide in vielen Industriezweigen ist

es wichtig, den Gehalt zu messen.
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Viele Veroffentlichungen befassen sich mit der Bestimmung und Bewertung von
Capsaicinoiden in Capsicum-Pflanzen, Oleoresinen und extrakthaltigen Produkten.
Analysenmethoden, um die Scharfe zu bestimmen, koénnen in funf Gruppen
kategorisiert werden:

1. organoleptisch,

2. kolorimetrisch (Reaktion einer chromogenen Substanz mit der phenolischen

Hydroxylgruppe des Vanillylrestes),

3. dunnschicht- und papierchromatographisch,

4. gaschromatographisch und

5. hochleistungsflussigchromatographisch.
Die Scharfe von Paprika kann in Scoville heat units (SHU) ausgedrickt werden. Der
Scoville-Test war die erste bewahrte Messmethode, um Scharfe zu bestimmen. Fur
diese Bestimmung testet ein ,Gremium“ von funf Personen Paprikaproben und
erfasst den Scharfegrad. Obwohl diese Methode immer noch eine Standardmethode
fur die Scharfeanalytik ist, stof3t sie an ihre Grenzen. Die Verkoster mussen speziell
trainiert werden und ihre Fahigkeit, viele Proben zu testen, ist begrenzt durch die
Scharfe der Probelosungen und Desensibilisierung. Die Verkoster ermuden und
konnen auch nicht zwischen den einzelnen Capsaicinoiden unterscheiden. Aus
diesem Grund wurde der Scoville-Test durch instrumentelle Methoden ersetzt.
Die HPLC ist die Standardmethode flr die Routineanalytik in der verarbeitenden
Industrie. Sie liefert genaue Resultate hinsichtlich Gehalt und Capsaicinoidtyp in der
vorliegenden Chiliprobe. Ein ubliches Vorgehen ist die Multiplikation des
Capsaicinoidgehaltes in mg/kg mit dem Faktor 15, um in SHU umzurechnen.™

Mit der Probenaufarbeitung nach Kirschbaum ©°

und der HPLC-Trennung nach
Peusch "**'%® an einer RP-18e-Saule und Fluoreszenzdetektion liegt eine robuste
und reproduzierbare Methode vor. Im Vordergrund steht hierbei die Trennung und
Analyse der Hauptcapsaicinoide C, DC und NDC. Als externer Kalibrierstandard flr
die Quantifizierung aller Capsaicinoide kann Pelargonsaurevanillylamid (PSVA)
verwendet werden, da die Emission der Fluoreszenz-Strahlung vom Vanillylrest
verursacht wird und damit der Einfluss des enthaltenen Fettsaurerestes auf die
molare Fluoreszenzausbeute vernachlassigt werden kann. Die Erstellung nur einer
Kalibriergeraden flhrt zu einer groRen Zeitersparnis. Zudem ist PSVA der

preiswerteste, kauflich zu erwerbende Standard, der als synthetisch gewonnene
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Substanz in hoherer Reinheit als die aus natlurlichem Material isolierten Capsaicin-,
Dihydrocapsaicin- und Nordihydrocapsaicin-Standards vorliegt.

1.8 Zielsetzung

Die Konsumenten erwarten Paprikafrichte und -produkte von mild bis sehr scharf.
Um dieser Anforderung nachzukommen, sollte das Saatgut von Capsicum-Arten
abstammen, deren Frichte einen moglichst homogenen und gegenuber Umwelt-
einflussen toleranten Scharfstoffgehalt aufweisen. Die Wachstumsbedingungen wie
Dungung, Bewasserung, Klima, Bodenverhaltnisse und Erntezeitpunkt muissen
genauso kontrolliert werden wie die Verarbeitungsschritte wahrend des Waschens,
der Zerkleinerung, der Trocknung, der Vermahlung und der Lagerung, wenn die
Produzenten die gewlnschte Qualitat liefern mochten.

Dementsprechend befassen sich viele Veroffentlichungen einerseits mit den gene-
tischen Grundlagen der Capsaicinoidbiosynthese, indem z. B. Hybride gezlichtet

oder Wildtypen wieder entdeckt und untersucht werden %" 137 138

, und andererseits
mit dem Einfluss der Wachstums- und Verarbeitungsbedingungen.

Im Gegensatz zu den meisten Arbeitsgruppen, die den Einfluss der Verarbeitungs-
parameter auf die Qualitatsfaktoren Farbe und Aroma untersuchen, befasste sich
Kirschbaum °° mit dem Einfluss der Verarbeitung auf Schérfegehalt und -stabilitét.
Erforderlich bei Kirschbaums  Untersuchungen war definiertes Ausgangsmaterial.
Gekaufte Fruchte erwiesen sich als sehr heterogen im Scharfstoffgehalt. Aber auch
durch Gewachshausanbau gewonnene Frichte unterschiedlichen Alters von drei
Strauchern ein und derselben Varietat offenbarten eine starke Heterogenitat von
Frucht zu Frucht.'® Da dieses Phanomen in der bisherigen Literatur noch nicht
diskutiert oder eventuell sogar negiert worden ist, bedurfte es weiterer Untersuchun-
gen fur eine statistische Bearbeitung der Daten.

Die bisherigen Literaturergebnisse zu Capsaicinoidgehalt und -stabilitat lieRen sich
kaum vergleichen, da die Scharfstoffgehalte auf das Frisch- oder Trockengewicht
einzelner Frichte oder einer nicht naher beschriebenen Fruchtmenge bezogen
wurden. Details zur Probennahme fehlten, so dass neben mangelnder Nachvollzieh-
barkeit auch die Reprasentativitat der Probenauswahl unklar blieb. Weiterhin legten

die stets geringen Standardabweichungen die Vermutung nahe, dass es sich bei den
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als Mehrfachbestimmung deklarierten Untersuchungen doch eher um Mehrfach-
messungen handelte.

Eindeutig war nur, dass 14 Tage nach der Blite ein messbarer Capsaicinoidgehalt
vorliegt und im Verlauf von Fruchtwachstum und -reife weiter zunimmt. Ob er auch
wieder abnimmt, ist noch unklar. Durch Friachte definierten Alters, die einzeln
aufgearbeitet und analysiert werden, sollte Uberpruft werden, ob eine Abhangigkeit
zwischen Alter, Position am Strauch, Fruchtgewicht und Capsaicinoidgehalt der
Frichte besteht.

Bei zerkleinerten Paprikafrichten treten abhangig von der Temperatur und dem
Wasserverlust Verluste an Scharfstoffen auf, wohingegen ganze Frichte keinem
Capsaicinoidabbau unterliegen.™® Da dies auf die Beteiligung von Enzymen hinweist
und in der Literatur beschrieben wird, dass Peroxidasen Capsaicinoide zu lignin-
artigen Produkten umbauen konnen (Kapitel 1.7.6.1), sollten Lagerungsbedingungen
fur zerkleinertes Fruchtmaterial gewahlt werden, die entweder férdernd oder
hemmend auf beteiligte Enzyme, insbesondere Peroxidasen, wirken.

Da in der Literatur ebenfalls beschrieben wird, dass Peroxidasen in uberreifen
Frichten den Scharfstoffgehalt verringern, sollte mit definiertem Ausgangsmaterial,
d.h. eigenen Frichten aus dem Gewachshaus, weiterhin die Starke des Capsaici-
noidabbaus in zerkleinerten Gewurzpaprikafrichten in Abhangigkeit vom Fruchtalter

bestimmt werden.
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2 UNTERSUCHUNGEN UND ERGEBNISSE

2.1 Heterogenitat im Capsaicinoidgehalt von Gewdirzpaprikafrichten iden-
tischer Herkunft: Nodium und Erntezeitpunkt

2.1.1 Ausgangslage

Die Capsaicinoide werden in den Epidermiszellen der Plazenta synthetisiert, so dass
der Scharfstoffgehalt in der Plazenta am hochsten ist. Die Scharfstoffe werden als
Oliges Exkret Uber Drusen unter die Cuticula ausgeschieden und verteilen sich
nachfolgend von der Plazenta in die Samen, die Scheidewande und das Perikarp,
wobei die Samen die Capsaicinoide aufgrund ihrer Nahe zur Plazenta am starksten
absorbieren.

Arbeitsgruppen, die sich mit dem Scharfstoffgehalt wahrend der Fruchtentwicklung
und -reife beschaftigten, beobachteten, dass die Capsaicinoide ab dem 10.-14. Tag
gebildet werden, sich bis zum 30.-40. Tag anreichern und danach einen konstanten
oder fallenden Gehalt aufweisen (Kapitel 1.7.4).

Kirschbaum °% '*° beobachtete, dass sich die Capsaicinoidgehalte einzelner Friichte
stark voneinander unterscheiden, auch wenn sie unter denselben Bedingungen
angebaut und unter identischen Bedingungen bis zur Aufarbeitung aufbewahrt
werden. Untersucht wurden 45 EinzelfrGchte von drei Capsicum-Buschen (C.
annuum ,Pfeffer de Cayenne®) aus verschiedenen Altersstufen: 14 Tage (6 Frichte),
20-25 Tage (12 Fruchte), 33-42 Tage (16 Fruchte) und 62-66 Tage (4 Frichte).
AuRerdem wurden 7 Fruchte aus der zweiten Blute mit unbekanntem Fruchtalter
ebenfalls einzeln aufgearbeitet und zu einem Vergleich herangezogen. Mit
Konzentrationen zwischen etwa 200 mg/kg und 800 mg/kg zeigte sich eine vom Alter
der Fruchte unabhangige, recht grole Spannweite.

Zeitlich nach Kirschbaums Studien bemerkten Zewdie und Bosland '*' den Einfluss
der Fruchtposition am Strauch auf den Scharfstoffgehalt, indem der Capsaicinoid-
gehalt vom zweiten bis zum letzten Nodium abnimmt. Sie fluhrten dies auf die
Nahrstoffkonkurrenz zuruck, die umso starker besteht, je mehr Frichte an der

Pflanze heranwachsen. Aber auch bei diesen Untersuchungen wurden wie bei allen
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erwahnten Studien nicht einzelne Fruchte, sondern Material aus mehreren Fruchten
vermischt, zusammen aufgearbeitet und analysiert. Hierzu findet sich einzig die
Angabe, dass rote, reife Frichte untersucht wurden. Angaben, wie viele Frichte

geerntet und vermengt wurden, fehlen.

Der im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefuhrte Anbauversuch sollte wichtige
zusatzliche Daten liefern, indem nur Frichte ein und desselben Strauches verglichen
wurden. Somit lie3 sich die Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes von Alter,

Fruchtgewicht und Fruchtposition am Strauch bestimmen.

2.1.2 Anbau 2001

Im Zeitraum von Marz bis September in den beiden Jahren 2001 und 2002 wurden
im universitatseigenen Gewachshaus, das konstante klimatische Bedingungen liefert,
Chilipflanzen angebaut. Die Samen wurden aus dem Einzelhandel von folgenden
Arten bezogen: Cayenne (C. annuum L. var. annuum), De Arbdl (C. annuum L. var.
annuum), Ungarische Kirschpaprika (C. annuum L. var. annuum), Jalapefio (C.
annuum L. var. annuum), Sibirische Hauspaprika (C. frutescens L.), Tabasco (C.
frutescens L.) und Habanero (C. chinense Jacqu.)."* '** Unter den gegebenen
Gewachshausparametern gediehen die Pflanzen der Sorten Sibirische Hauspaprika,
Cayenne und De Arbdl besonders gut.

Nach zwei Monaten betrug die GroRe der Pflanzen ca. 30 cm, was der Halfte von
ausgewachsenen Pflanzen entspricht. Zu diesem Zeitpunkt besallen die Pflanzen
1-2 Verzweigungen in der Sprossachse, die bei Capsicum-Pflanzen aus den Blatt-
ansatzstellen oder deren Achselknospen entstehen und deren botanische
Bezeichnung ,Nodium® lautet, und in der ersten Verzweigung bildete sich die erste
Blutenknospe. Wahrend die Knospe reifte, sich eine Blute bildete und oOffnete, die
Blute bestaubt wurde und eine Frucht entstand, wuchs die Sprossachse mit ihren
Verzweigungen kontinuierlich weiter. Parallel zum Sprosswachstum entstanden
weitere BlUten, so dass bei einem Zeitraum von 5-6 Wochen zwischen der ersten
und der letzten Blutenknospe Bluten und Frichte in den unterschiedlichsten
Entwicklungsstadien vorlagen.

In den Verzweigungen der Sprossachse befand sich meistens nur eine Blite, selten

waren zwei oder drei Bliten. Jede einzelne Blite wurde so markiert, dass das Datum
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ihrer Offnung zurlickverfolgt werden konnte. Am Tag der Fruchternte wurden
ebenfalls die Positionen der Frichte an der Pflanze dokumentiert. Alle Frichte einer
Pflanze wurden innerhalb eines Tages, also zu einem Zeitpunkt, geerntet, um nicht
eine eventuelle Nahrstoffkonkurrenz durch das Ernten einiger Frichte zu beein-
flussen. 2001 wurden ca. 300 Fruchte von jeweils zwei Pflanzen der Sorten
Sibirische Hauspaprika, Cayenne und De Arbol geerntet, in flussigem Stickstoff
schnell eingefroren, bis zum Tag der Aufarbeitung im Tiefkuhlgerat bei -18 °C
maximal 50 Tage aufbewahrt, entsprechend Abbildung 7 einzeln aufgearbeitet und

deren Scharfstoffgehalt analysiert.

Zerkleinerung der Frucht (ca. 1-5 g) mit der Moulinette

l

Zugabe von 30 ml Methanol-Wasser-Gemisch:
Methanolkonzentration im Extrakt ca. 75 %

l

weitere Zerkleinerung: Ultra-Turrax

30 min lstehen lassen

Abtrennung der unldslichen Bestandteile

l

Verdlinnung des Filtrats

l

Aliquot: HPLC/FLU

Abbildung 7: Aufarbeitungsschema fiir Einzelfrichte

Der Vergleich der Uber 300 Einzelfrichte erwies sich als schwierig, weil pro
Fruchtalter und Nodium nur 1-10 Frichte zur Verfigung standen, Fruchtalter und
Nodium aufgrund der Ernte zu einem bestimmten Zeitpunkt nicht beeinflussbar
waren und pro Pflanze nur eine kleine Frichteanzahl vorlag.

Als erster visueller Anhaltspunkt wurde der Aufbau der Pflanzen als FlieRschema
nachgebildet. Die Verbindungslinien entsprechen der Sprossachse. Die Rechtecke
sollen die Verzweigungen (= Nodien) mit ihren Bliten wiedergeben. An der linken
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Seite sind die Nodienzahlen aufgefuhrt. In manchen Verzweigungen wurden die
Bluten nicht befruchtet oder nach heilen Tagen abgeworfen. In diesem Fall bleiben
die Rechtecke leer. Andernfalls stehen die Zahlen in den Rechtecken fur das
Fruchtalter [d] oder den Capsaicinoidgehalt [mg/Frucht]. Die Angabe des
Capsaicinoidgehaltes bezieht sich auf die Frucht, weil davon ausgegangen wird,
dass sich am Anfang des Fruchtwachstums die Capsaicinoid-produzierende
Plazenta schwerpunktmalig herausbildet. Ab einem bestimmten Zeitpunkt werden
keine Capsaicinoide mehr gebildet, das Fruchtlangenwachstum wird eingestellt und
das Perikarp verdickt sich. Schratz und Rangoonwala ® bemerkten bereits, dass die
Capsaicinoide dann weder abgebaut noch vermehrt werden, wahrend sie in den
unreifen Frichten gebildet werden, hierbei schon ihren héchsten Wert erreichen und

die Frichte bei der Reifung weiter wachsen. Der relative Gehalt pro Fruchtgewicht

vermindert sich also mit zunehmender Reife. Der absolute Capsaicingehalt einer
ganzen Frucht bleibt jedoch konstant. Da unterschiedlich alte, teilweise auch schon
an der Pflanze getrocknete Frichte untersucht wurden oder manche Frichte ein
starkeres Fruchtfleisch aufwiesen, ohne eine groRere Plazenta ausgebildet zu
haben, wurde der Bezug auf eine einheitliche Menge wie Gramm oder Kilogramm
den Vergleich der Scharfstoffgehalte von Einzelfriichten verfalschen.

Abbildung 8 stellt schematisch den Aufbau der Pflanze b der Sibirischen
Hauspaprika (2001) dar.
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Abbildung 8: Sibirische Hauspaprika, Alter [d] der Friichte von Pflanze b (Anbaujahr 2001)
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Da nur Fruchte mit gemeinsamen Merkmalen verglichen werden konnen, wurden
Frachte gleichen Alters gesucht. Aufgrund einer hohen Frichtezahl und der gleich-
maldigen Verteilung Uber alle Nodien fiel die Wahl auf Friichte mit einem Alter von
35-38 Tagen, die in Abbildung 8 bereits mit einem roten Rahmen herausgestellt
worden sind. In Abbildung 9 wurden die Capsaicinoidgehalte von 35-38 Tage alten
Frachten ebenfalls durch einen roten Rahmen betont.
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5 | 0,39 | | 0,86 " 0,48 ” 0,29 H ‘ | 0,19 | | 0,99 | ‘ 0,68 ‘ ‘ 1,27 ‘ | 0,38 | BQ? | 1,91 |
T A T A
4| 1,10 " 1,02 " 0,97 ” 0,94 ‘ | 1,80 | 1,5413,23 |1,o7/1,12/1,22| ‘ 0,84 ‘ ‘ 1.21 ‘ ‘0,92/1,29‘
I 7
3 |1,1s/1,25/1,se| ‘ 2,01 ‘ 133
2 1,37 173
1 0,90

Abbildung 9: Sibirische Hauspaprika, Capsaicinoidgehalt [mg/Frucht] der Friichte von Pflanze
b (Anbaujahr 2001)

Auffallig sind die hohen Schwankungen, die Fruchte trotz gleichen Alters im Capsai-
cinoidgehalt aufweisen. Die Scharfstoffgehalte schwanken im dritten Nodium
zwischen 0,78 und 1,25 mg/Frucht, was einem Faktor von 1,6 entspricht. Auch im
vierten Nodium ist eine hohe Schwankungsbreite von 0,97 bis 1,80 mg/Frucht zu
beobachten. Fiur das funfte und sechste Nodium wurden sogar Unterschiede im
Scharfstoffgehalt um den Faktor 10,0 und 4,8 berechnet.

Die starken Schwankungen erlauben infolgedessen kein Urteil darUber, ob eine

Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Nodium besteht.

Um die Schwankungsbreite auf einem zweiten Weg zu veranschaulichen, kdnnen
,Parchen” und ,Drillinge®, d.h. zwei oder drei Fruchte gleichen Alters in ein und

derselben Verzweigung, verglichen werden. Gerade unter dieser Voraussetzung
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bestehen fur diese Fruchte nicht nur die gleichen Umweltbedingungen, sondern auch
eine ebenburtige Nahrstoffversorgung.
In Abbildung 10 sind die Wertepaare und -drillinge mit einem roten Rahmen und mit

Pfeilen hervorgehoben.
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Abbildung 10: Cayenne, Alter [d] der Frichte von Pflanze a (Anbaujahr 2001)

Gunstigerweise besitzt Cayennepflanze a bei den ,Parchen” und ,Drillingen® junge
und altere Frichte, so dass der Vergleich innerhalb von zwei Entwicklungsstufen
durchgefuhrt werden kann.

Abbildung 11 gibt Cayennepflanze a mit den Capsaicinoidgehalten der Einzelfrichte

wieder.
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Abbildung 11: Cayenne, Capsaicinoidgehalt [mg/Frucht] der Friichte von Pflanze a (Anbaujahr
2001)

Das ,Parchen® im dritten Nodium (18 d) unterscheidet sich um mehr als den Faktor 5
im Capsaicinoidgehalt. Auch die dem ,Drilling“ zugeordneten Fruchte (41 d) weisen
unterschiedliche Scharfstoffgehalte auf. Die Frucht mit der geringsten Scharfe enthalt
nur 66 % des Capsaicinoidgehaltes der scharfsten Frucht. Die Diskrepanz tritt in
beiden Altersstufen auf und ist somit nicht darauf zurickzufUhren, dass jungere
Frachte eventuell unterschiedlich schnell wachsen.

Die weiteren Abbildungen, die die Fruchtpositionen an den anderen untersuchten

Pflanzen wiedergeben, sind im Anhang (Kapitel 9.2) aufgefihrt.

Weiterhin wurde geprift, ob die Capsaicinoidgehalte der beiden Pflanzen der
Sibirischen Hauspaprika vom Fruchtalter abhangen. Das Ergebnis ist im folgenden

Diagramm dargestellt (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Abhé&ngigkeit des Capsainoidgehaltes vom Alter (Sibirische Hauspaprika, 2
Pflanzen, Anbaujahr 2001)

Ein altersabhangiger Scharfstoffgehalt ist nur insofern zu beobachten, dass ab dem
15. Tag nach der Blute Capsaicinoide gemessen werden konnten. Ab einem Frucht-
alter von 30 Tagen traten hohe Scharfstoffgehalte auf, die eine starke Streuung

aufwiesen.

Um weiterhin zu Uberprufen, ob der Scharfstoffgehalt der Frichte von deren Position
an der Pflanze abhangt, wurden die Werte in ein Diagramm (Abbildung 13) uber-
tragen.

Die Frichte sollten hierbei einer gemeinsamen Altersstufe entstammen, da sich z. B.
gerade junge Frichte, deren Capsaicinoidsynthese und -anreicherung gerade erst
begonnen haben, in den hdoheren Nodien befanden. Die alteren Frichte waren
wiederum eher in den unteren Nodien der noch jungen Pflanze gewachsen. Diese
Extreme sollten demzufolge vermieden werden. Somit wurden Frichte mit einem
Alter von 35-38 Tagen ausgewahlt, da viele Fruchte dieses Alter besal’en und dies
weiterhin einem mittleren Alter entspricht, in dem bereits ausreichend Capsaicinoide
gebildet worden sind, aber die Frucht noch nicht Uberreif ist.
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Abbildung 13: Abhéangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Nodium fur das Fruchtalter 35-38 d
(Sibirische Hauspaprika, 2 Pflanzen, Anbaujahr 2001)

Aufgrund der starken Streuung von 0,2-1,9 mg/Frucht lasst sich keine Aussage zur
Abhangigkeit des Scharfstoffgehaltes vom Nodium treffen. Die Ergebnisse sind
ahnlich unubersichtlich fur die zwei weiteren Arten Cayenne und De Arbdl mit jeweils

2 Pflanzen.

Um nun zu erkennen, ob statistisch signifikante Unterschiede bestehen, wurden die
90 % - Vertrauensbereiche verglichen. Hierfur wurde die Annahme getroffen, dass
die Grundgesamtheit der Capsaicinoidgehalte der Normalverteilung unterliegt. Die t-
Faktoren berlcksichtigten die sehr unterschiedliche Aussagekraft und Zuverlassig-
keit der errechneten Standardabweichung.

Zuerst wurden die Einzelfrichte in Altersgruppen eingeteilt, z. B.: jung, mittel und reif.
Die Altersgruppen wurden ein zweites Mal in die vorkommenden Nodien eingeteilt.
Aus den Daten der Einzelfriichte, Fruchtalter, Nodienposition, Fruchtgewicht und
Capsaicinoidgehalt, wurden fir jede eingeteilte Gruppe die Summen, Mittelwerte,
Standardabweichungen und 90 % - Konfidenzintervalle berechnet.

Mit diesem Vorgehen kann vorerst Uberprift werden, ob der Capsaicinoidgehalt vom
Nodium abhangt, da hierbei der Parameter ,Fruchtalter® konstant gehalten wird. In
Abbildung 14 werden vier Altersgruppen beschrieben, die Uber funf Nodien verteilt

sind. Allerdings ist nicht jede Altersgruppe auf jedem Nodium vertreten.
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Abbildung 14: Abhéangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Nodium mit 90 %-Vertrauensbe-
reich (Cayenne, 2 Pflanzen a und b, 56 Einzelfriichte, Anbaujahr 2001)

Innerhalb aller vier Altersgruppen wurden fur die Capsaicinoidmittelwerte der Nodien
grolde, sich Uberschneidende 90 % - Vertrauensbereiche berechnet, so dass keine
Abhangigkeit des Scharfstoffgehaltes vom Nodium zu beobachten ist.

Da die Capsaicinoidgehalte der Frichte nicht vom Nodium abhangen, ist es im
zweiten Schritt moglich, die Altersgruppen zusammenzufassen und somit die Ab-
hangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Fruchtalter zu untersuchen (Abbildung 15).

4,0 4
3,5 1
3,0
2,5

2,0 1

1,5

1,0

Capsaicinoidgehalt [mg/Frucht]

0,5

0,0 | | | 1 |
18-22 30-34 35-38 > 40
Alter [d]

Abbildung 15: Abhéangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Fruchtalter mit 90 %-Vertrauensbe-
reich und 2 Ausreil3er (Cayenne, 2 Pflanzen a und b, 56 Einzelfriichte, Anbaujahr 2001)
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Aufgrund der starken Streuung Uberschneiden sich die 90 % - Vertrauensbereiche
fur die vier Altersstufen so stark, dass keine Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes
vom Fruchtalter zu erkennen ist.

In gleicher Weise lassen sich statistisch signifikante Unterschiede im
Scharfstoffgehalt von Fruchten der beiden Pflanzen der Sibirischen Hauspaprika
untersuchen. Abbildung 16 umfasst drei Altersgruppen, die Uber sieben Nodien

verteilt sind. Nicht jede Altersgruppe ist auf jedem Nodium vertreten.
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Abbildung 16: Abhéangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Nodium mit 90 %-Vertrauensbe-
reich (Sibirische Hauspaprika, 2 Pflanzen a und b, 80 Einzelfrichte, Anbaujahr 2001)

Auch im Fall der Sibirischen Hauspaprika wurden fur alle drei Altersstufen aufgrund
der schwankenden Scharfstoffgehalte innerhalb der einzelnen Nodien wieder grof3e
90 % - Konfidenzintervalle berechnet, so dass keine Abhangigkeit vom Nodium zu
beobachten ist.

Da die Capsaicinoidgehalte nicht vom Nodium abhangen, ist es nachfolgend
moglich, die Altersgruppen zusammenzufassen und somit die Abhangigkeit des
Capsaicinoidgehaltes vom Fruchtalter zu Gberprufen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Fruchtalter mit 90 %-Vertrauensbe-
reich und 3 Ausreil3er (Sibirische Hauspaprika, 2 Pflanzen a und b, 80 Einzelfriichte, Anbaujahr
2001)

Aufgrund der starken Streuung Uberschneiden sich die 90 % - Vertrauensbereiche
fur die vier Altersstufen so stark, dass keine Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes
vom Fruchtalter zu erkennen ist. Allerdings standen fur die Altersgruppen ,34-38
Tage“ und ,> 41 Tage® 38 Frichte und 29 Frichte zur Verfigung. Dem gegenuber
lagen fur das — aus diesem Grund auch sehr weit gefasste — Alter ,15-33 Tage“ nur
13 Fruchte vor. Dies erforderte einen erneuten Anbau von Pflanzen der Sibirischen
Hauspaprika im Sommer 2002.

2.1.3 Anbau 2002

Bereits eine einzige Pflanze brachte 105 Fruchte hervor. Abbildung 18 beinhaltet die
sechs Altersstufen dieser Pflanze. Es sind auch 15 junge Frichte mit einem Alter von
weniger als 18 Tagen im neunten Nodium sowie 11 Frichte mit einem Alter von 19-

23 Tagen im achten Nodium vertreten.
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Abbildung 18: Abhéangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Nodium mit 90 %-Vertrauensbe-
reich (Sibirische Hauspaprika, 1 Pflanze, 105 Einzelfriichte, Anbaujahr 2002)

Da in allen sechs Altersstufen keine Abhangigkeit vom Nodium zu beobachten ist, ist
es moglich, sie in Altersgruppen zusammenzufassen und somit die Abhangigkeit des

Capsaicinoidgehaltes vom Fruchtalter zu untersuchen.
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Abbildung 19: Abhéangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Fruchtalter mit 90 %-Vertrauensbe-
reich und 1 Ausreil3er (Sibirische Hauspaprika, 1 Pflanze, 105 Einzelfriichte, Anbaujahr 2002)
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Anhand Abbildung 19 ist ersichtlich, dass in Fruchten junger als 18 Tage bis zu 30
Tage alten Friichten steigende Konzentrationen zu beobachten sind. Uber ein
Fruchtalter von 30 Tagen hinaus ist die Variabilitdt so stark, dass keine statistisch
gesicherte Aussage getroffen werden kann. Lediglich die Gruppe der 42-46 alten
Frichte ist bis auf einen Ausreilder relativ einheitlich und unterscheidet sich von den
25-29 Tage alten Fruchten.

In Abbildung 20 werden die beiden Pflanzen aus 2001 mit der Pflanze aus 2002
verglichen.
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Abbildung 20: Abhéangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Fruchtalter mit 90 %-Vertrauensbe-
reich (Sibirische Hauspaprika, 3 Pflanzen, 185 Einzelfriichte, Anbaujahre 2001 und 2002)

Die Werte der drei Pflanzen stimmen gut Uberein. Jahresbedingte Unterschiede sind

nicht zu erkennen.
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2.2 Abnahme des Capsaicinoidgehaltes bei unterschiedlichen Lagerungs-
bedingungen nach Zerkleinerung der Gewdurzpaprikafrichte

2.2.1 Ausgangslage

Bei Untersuchungen zur Capsaicinoidstabilitat in frischen Frichten konnte durch

Kirschbaum 6% 1%8

gezeigt werden, dass die in der Frucht vorhandenen Capsaicinoide
erst nach Zerstérung der Zellstrukturen abgebaut werden. Es konnte hierbei eine
Abhangigkeit des Capsaicinoidabbaus von der Geschwindigkeit des Wasserverlustes
beobachtet werden. Bei einem langsamen Wasserverlust der Frichte war der Abbau
der Capsaicinoide grolder (95 %) als bei einem schnellen Verlust (70 %). Vermutet
wurde ein enzymatischer Abbau, z. B. durch Peroxidasen, wie er in der Literatur an
extern zugefugtem Substrat beschrieben wird, so dass das Capsaicinoid-abbauende
Enzym bei einer langsameren Trocknung spater inaktiviert wird und deshalb Uber
einen langeren Zeitraum wirken kann. Fir einen enzymatischen Abbau spricht auch
die Tatsache, dass bei Kihlschrank-Temperatur kein Abbau stattfand, da hier enzy-
matische Reaktionen wegen der niedrigen Temperaturen stark verlangsamt sind.

Eine enzymatische Reaktion wurde ebenfalls den unterschiedlich grofien
prozentualen Abbau bei vergleichbaren Lagerbedingungen erklaren, wie er bei der
Wiederholung des Experimentes beobachtet wurde. Die Aktivitat dieses Capsaici-
noid-abbauenden Enzyms konnte aufgrund des unterschiedlichen Alters der Frichte
verschieden sein, da Contreras-Padilla und Yahia *° feststellten, dass mit zunehmen-
dem Alter der Fruchte die Peroxidaseaktivitat zunimmt. Genauso konnte die Enzym-
aktivitit durch den Einfluss der Erntebedingungen variieren, da Tevini * zeigte, dass
in Lattenkisten nachgereifte Frichte die hochste spezifische Peroxidaseaktivitat
aufwiesen. Im Vergleich zu diesem 100 %-Wert betrug die spezifische Enzymaktivitat

in Frichten mit Nachreife an der Pflanze 60 % und ohne Nachreife 40 %.
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Mit weiteren Lagerstudien von stark zerkleinerten Frichten sollte die Beteiligung von
Enzymen, insbesondere Peroxidasen, Uberpruft werden. Hierfur wurden Lagerungs-
bedingungen geschaffen, die sich auf die enzymatische Aktivitat auswirken.

» Lagerung nach nur geringer Vorzerkleinerung

* Lagerung in 0,3 mmolarer Wasserstoffperoxidlosung

» Lagerung in oxidativer und nicht-oxidativer Atmosphare

* Lagerung nach Senkung der Wasseraktivitat

» Lagerung nach Entfernung der Peroxidase-reichen Schale

» Lagerung bei verschiedenen Temperaturen

» Lagerung nach Aufbewahrung im eingefrorenen Zustand

Wegen der breiten Variabilitdat der Capsaicinoidkonzentration bei Einzelfrichten
waren diese ungeeignet, um Veranderungen im Scharfegehalt in Abhangigkeit von
den Lagerbedingungen zu untersuchen. Um eine zuverlassige Bezugsgrolie fur den
Zeitpunkt des Versuchsbeginns aufzustellen, wurden durch die Zerkleinerung der
Frichte Mischungen von hinreichender Homogenitat hergestellt. Die Analyse von
Aliquoten stellte die Voraussetzung dar, um Veranderungen im Capsaicinoidgehalt
wahrend der Lagerung feststellen zu kdnnen.

Die folgenden Lagerstudien wurden mit gekauften, reifen Frichten durchgefuhrt, die,
wenn nicht anders beschrieben, entsprechend Abbildung 21 aufgearbeitet wurden.
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Zerkleinerung der Friichte (400-1000 g) mit der Moulinette und gute Durchmischung

v
Einwiegen von n Aliquoten a 10 g

|
v v

Direkte Weiterverarbeitung von 3 Lagerung von (n-3) Aliquoten unter
Aliquoten (Referenzwert: Tag 0) verschiedenen Bedingungen

A 4

Ausgleich eines beobachteten
Wasserverlustes

A
Zugabe von 30 ml Methanol

v
weitere Zerkleinerung: Ultra-Turrax

30 min | stehen lassen
\ 4

Abtrennung der unldslichen Bestandteile

v
Verdlinnung des Filtrats

A
Aliquot: HPLC/FLU

Abbildung 21: Aufarbeitungsschema zur Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial

Die Fruchte wurden zerkleinert (Moulinette) und moglichst homogen vermischt
zusammengefugt. Von diesem Gemisch wurden Aliquote (10 g) gelagert, aufgear-
beitet und die Capsaicinoidgehalte (Summe aus C, DC und NDC) bezogen auf den
Anfangsgehalt des Gemisches per HPLC/Fluoreszenzdetektion bestimmt.®

Die Anzahl der einzuwiegenden Aliquote (n) richtete sich nach der Anzahl der
Lagertage und der Lagerbedingungen. Pro Lagertag und -bedingung wurde eine

Dreifachbestimmung durchgeflhrt.
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Aufgearbeitet wurde jeweils am Tag des Kaufes (Tag 0). Die Angabe der
Capsaicinoidgehalte erfolgte jeweils als Prozentwert zum Referenzwert ,Tag 0° well
die Ausgangswerte in mg/kg je nach Kauf unterschiedlich waren. Aus allen Referenz-
werten ,Tag 0° lie® sich eine Prazision der Aufarbeitung/Analytik mit einem
Variationskoeffizienten von 7,5 % berechnen.

Die Lagerung der Proben fur die einzelnen Messzeitpunkte erfolgte in offenen
Probengefallen, die meistens in Exsiccatoren — als abgeschlossenem System —
untergebracht wurden, um Trocknungsverluste durch die Raumluft zu vermeiden
oder zu minimieren.

In den Studien mit Vorbehandlung (Kapitel 2.2.7 bis 2.2.10) dienten frische Fruchte
aus dem gleichen Einkauf, die keiner Vorbehandlung unterzogen wurden, als
Vergleichswerte. Sie wurden ebenfalls in einer Dreifachbestimmung pro Lagertag

untersucht.

2.2.2 Lagerung von 2 cm-Stucken

Chili wird haufig getrocknet bei der Essenszubereitung eingesetzt. Getrocknet
werden sie als ganze Schoten sowie vermahlen zu Flocken oder Pulver verkauft."
Obwohl ein Markt fur ganze, getrocknete Fruchte besteht, werden die meisten
Frichte zu Gewurzen verarbeitet. Hierbei werden die intakten oder teilweise zerklei-
nerten Paprikafrichte, die im Vergleich zu ganzen Frichten schneller trocknen,
zunachst nach der Nachreifung und nach dem Waschen vorzerkleinert und mit
verschiedenen Methoden (Sonnentrocknung, Bandtrocknung) auf einen Wasser-
gehalt von 4-8 % getrocknet, um erst bei Bedarf in den Paprikamuhlen zu
Paprikapulver weiter verarbeitet zu werden.®® ** %5 Nach dem Mahlen wird das
Pulver rehydriert bis zu dem fur eine Lagerung optimalen Wassergehalt von 8-11%,

was einem aw-Wert von 0,56 entspricht.*® '*

In einer vorhergehenden Studie durch Kirschbaum ®° zur Kldrung, ob der Capsai-
cinoidabbau nur bei Verletzung der Zellstruktur durch die Herstellung einer Frucht-
pulpe zustande kommt oder auch in unzerkleinerten Frichten stattfindet, wurden
Frichte halbiert. Fruchthalften, die nur entlang des Schnittes und somit nur an einem
kleinen Teil der Frucht beschadigt werden, wurden als Modell fir intakte, ganze

Frichte betrachtet. Die Langshalbierung der Frichte wurde so vorgenommen, dass
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beide Halften moglichst symmetrisch hinsichtlich der Scheidewande und des Samen-
besatzes vorlagen. Gemessen als Schwankungsbreite der Analysenergebnisse
wiesen die Fruchthalften eine hinreichend gute Ubereinstimmung im Capsaicinoid-
gehalt zwischen den korrespondierenden Halftenpartien A und B auf, wenn
Fruchthalften aus 5-10 Fruchten gepoolt wurden. Wegen der Unterschiede im
Absolutgehalt an Scharfstoffen zwischen den einzelnen Pools aus 5-10 Fruchten
wurden fur die Auswertung der Untersuchungsreihe die Veranderungen im Capsaici-
noidgehalt in der Mischung B nicht absolut, sondern relativ zur Referenzmischung A
berechnet. Der Capsaicinoidgehalt blieb in dieser Studie, in der Halften unzerkleinert
gelagert wurden, stabil. Eine zweite Studie, in der Halften (Referenzmischung A)
parallel zur Fruchtpulpe (Mischung B) gelagert wurden, belegte, dass der Capsaici-

noidabbau erst durch den Zerkleinerungsprozess ausgelost wird.

In der nachfolgend beschriebenen Lagerstudie wahrend des Sommers 2002 wurden
intakte Fruchthalften (Mischung A) mit 2 cm groRen Fruchtstiicken (Mischung B)
verglichen, um zu Uberprufen, ob es durch diese Zerstlickelung der Frichte zu einem
Abbau der Scharfstoffe kommt. Um trotz der Heterogenitat im Capsaicinoidgehalt
von Einzelfrichten sowie grob zerkleinerten Material Werte vergleichen zu konnen,
wurden — in Anlehnung an Kirschbaums Methode — fur die als Dreifachbestimmung
angesetzte Untersuchungsreihe flr die sechs Messzeitpunkte je funf Frichte langs
und hinsichtlich der Scheidewande und des Samenbesatzes mdglichst symmetrisch
halbiert (Gesamtzahl n = 90). Die ,Mischung A" zugeteilten Mischungen a 5 Halften
wurden ohne weitere Behandlung auf Petrischalen am Fenster (Sludseite) in der
Sonne gelagert. Die jeweils zugehdrigen Halftenmischungen der ,Mischung B*
wurden mit dem Skalpell in 2 cm grolRe Stlcke zerkleinert und unter denselben
Bedingungen wie die intakten Halften gelagert. Das Aufarbeitungsschema ist in
Abbildung 22 wiedergegeben.
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Halbierung von je 5 ganzen Friichten pro Lagertag (Dreifachbestimmung)

v \ 4
5 Halften 5 Halften
,Mischung A* ,Mischung B*

y

Zerkleinerung mit dem Skalpell
in 2 cm-Stiicke

v A 4
Lagerung in offenen Petrischalen am Fenster in der Sonne

Ausgleich des Wasserverlustes

v
Zerkleinerung: Skalpell

Zugabe von 100 ml Methanol

weitere Zerkleinerung:
Stabmixer, Ultra-Turrax

30 min | stehen lassen 30 min | stehen lassen
v \ 4

Abtrennung der unldslichen Bestandteile

Verdlinnung des Filtrats

Aliquot: HPLC/FLU

\ 4 \ 4
Capsaicinoidgehalt: Capsaicinoidgehalt:
Mischung A = 100 % Mischung B = x % von Mischung A

Abbildung 22: Aufarbeitungsschema fiir die Lagerung von 2 cm-Stiicken

Wegen der Unterschiede im Absolutgehalt an Capsaicinoiden zwischen den

einzelnen Halftenmischungen aus funf Fruchten wurde fur die Auswertung der
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Lagerstudie der Capsaicinoidgehalt der Mischung B nicht absolut, sondern relativ zur
Referenzmischung A berechnet. Der Capsaicinoidgehalt des zerkleinerten Materials
(Mischung B) wurde auf den Gehalt der zugehérigen Fruchthalften (Mischung A),
deren Capsaicinoidgehalt jeweils als stabil bleibender Referenzwert gleich 100 %
gesetzt wurde, bezogen.®® Die in Abbildung 23 gezeigten Messpunkte geben somit
die gegenuber den halbierten Frichten relativen Werte fur den Capsaicinoidgehalt in
den 2 cm-Stlcken wieder.
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Abbildung 23: Lagerung von 2 cm grof3en Fruchtstiicken (Mittelwert mit Standardabweichung,
n =3)

Eine Abnahme des Capsaicinoidgehaltes konnte bei diesem Zerkleinerungsgrad
nicht festgestellt werden. Hieraus ist ersichtlich, dass erst bei vollstandiger Zer-
stérung des Fruchtgewebes Scharfstoffverluste auftreten. Die vergleichsweise grolie
Streuung der Messwerte in diesem Lagerungsexperiment lasst sich damit erklaren,
dass die bezlglich Scheidewanden und Samenbesatz exakte Halbierung der grof3en
Zahl von 90 Frichten manuell schwierig ist und somit zwangslaufig zu einer
niedrigeren Prazision fuhrt.

2.2.3 Capsaicinoidmuster wahrend der Lagerung

Nach vollstandiger Zerkleinerung von Gewdurzpaprikafrichten werden die Capsai-

cinoide abgebaut. Aufgrund der vermuteten Beteiligung von Enzymen besteht die
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Maglichkeit, dass der Capsaicinoidabbau aufgrund der hohen Substratspezifitdt von

Enzymen ™’ unter Verschiebung des urspriinglichen Capsaicinoidmusters ablauft.

400 g gekaufte, frische Frichte wurden entsprechend Abbildung 21 (Kapitel 2.2.1,
Seite 51) aufgearbeitet. Die in Becherglaser eingewogenen Aliquots wurden unter
Sauerstoff und bei Raumtemperatur gelagert, aufgearbeitet und die Scharfstoff-
gehalte gemessen. Der relative Gehalt fur Capsaicin, Dihydrocapsaicin, Nordihydro-
capsaicin und die Gesamtcapsaicinoide wahrend der Lagerung des zerkleinerten

Fruchtmaterials ist in Abbildung 24 dargestellt.
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Abbildung 24: Abnahme des Capsaicinoidgehaltes in zerkleinertem Fruchtmaterial unter Beibe-
haltung des Capsaicinoidmusters (Mittelwert mit Standardabweichung, n = 3)

Capsaicin und Dihydrocapsaicin nehmen im gleichen prozentualen Verhaltnis
zueinander ab, d.h. dass der Capsaicinoidabbau unter Beibehaltung des Capsaici-
noidmusters erfolgt.

Da die Einzelcapsaicinoide in gleicher Weise prozentual abgebaut werden wie die
Summe aus den drei Hauptcapsaicinoiden, besteht die Moglichkeit, eine Lagerstudie
nur Uber Capsaicin und/oder Dihydrocapsaicin auszuwerten, wenn Nordihydro-
capsaicin, dessen Anteil im Capsaicinoidmuster 10-20 % betragt, bei einem starken
Scharfstoffabbau in einen Konzentrationsbereich sinkt, der unterhalb der Kalibrier-
gerade liegt (Kapitel 2.2.6). In Abbildung 25 ist ein Chromatogramm wiedergegeben,
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in dem die Konzentration des Nordihydrocapsaicin unterhalb des Kalibrierbereiches
lag. Das bedeutete, dass die Signalhdhe weniger als 2 000 yV betrug.
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Abbildung 25: Beispielchromatogramm: NDC-Konzentration unterhalb des Kalibrierbereiches
Auch im Fall von chromatographischen Interferenzen, z. B. der Abbauprodukte, mit

einem der drei Hauptcapsaicinoide (Abbildung 26) ist die Auswertung einer Untersu-

chungsreihe Uber die anderen beiden Hauptcapsaicinoide maglich.
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Abbildung 26: Beispielchromatogramm: Interferenzen zwischen NDC und Abbauprodukt(en)
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Zum Vergleich ist in Abbildung 27 ein Chromatogramm ohne Interferenzen darge-
stellt. Die Hauptcapsaicinoide lagen in einer Konzentration innerhalb des Kalibrier-

bereiches vor.
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Abbildung 27: Beispielchromatogramm der Hauptcapsaicinoide mit Konzentrationen innerhalb
des Kalibrierbereiches und ohne Interferenzen

2.2.4 Lagerung mit 0,3 mmolarer Wasserstoffperoxidldsung

Peroxidasen bendtigen Wasserstoffperoxid als Cosubstrat. Um zu untersuchen, ob
die Anwesenheit von H,O, den Capsaicinoidabbau beeinflusst, sollte frisches
Fruchtmaterial in einer H,O,-Losung in Capsicum-typischer Konzentration 9 aufge-
nommen werden und mit Fruchtmaterial, das mit der entsprechenden Menge Wasser

,verdunnt® worden waren, verglichen werden.

Frische Frichte eines Einkaufs (1 kg) wurden in drei Gruppen eingeteilt.

1.) 200 g der Fruchte wurden unter Zugabe von 20 ml 0,3 mmol Wasserstoffperoxid-
Losung mit der Moulinette zerkleinert.

2.) 200 g der Fruchte wurden unter Zugabe von 20 ml destilliertem Wasser mit der
Moulinette zerkleinert.

3.) Als Vergleichswerte dienten 200 g Fruchte, die ohne Zusatz von Wasser oder

Losungen zerkleinert wurden.
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Das zerkleinerte Fruchtmaterial wurde jeweils moglichst homogen vermischt zusam-
mengefugt und in Aliquoten a 10 g bei Raumtemperatur gelagert. Nach der Lagerung
wurden die Proben aufgearbeitet und die Capsaicinoidgehalte bezogen auf den

Anfangsgehalt des Gemisches per HPLC/Fluoreszenzdetektion bestimmt.

In Abbildung 28 sind die relativen Capsaicinoidgehalte wahrend der Lagerung

dargestellt.
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Abbildung 28: Lagerung mit 0,3 mmolarer Wasserstoffperoxidldsung (Mittelwert mit Standard-
abweichung, n = 3)

Unter allen drei Bedingungen wurde ein gleich starker Capsaicinoidabbau ermittelt.
In frischem Fruchtmaterial zeigte die Zugabe von Wasserstoffperoxid bis zum dritten
Tag keine Effekte und war somit weder notwendig noch schadlich hinsichtlich des

Capsaicinoidabbaus.

Weitere Untersuchungen zum Abbau in oxidativen Losungen konnten nicht durch-
gefuhrt werden, weil die Proben bereits nach einem Tag Lagerung verschimmelt
waren. Aus diesem Grund wurde eine neue Strategie (Kapitel 2.2.5) verfolgt, um die

Abhangigkeit des Abbauprozesses von einer oxidativen Umgebung zu Uberprifen.
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2.2.5 Lagerung unter Stickstoff und Sauerstoff

Wasserstoffperoxid, das Peroxidasen als Cosubstrat benoétigen, wird durch Enzyme
oder Enzymsysteme zur Verfugung gestellt, die Sauerstoff zu Wasserstoffperoxid
reduzieren kdnnen. Eine Umgebung, die keinen Sauerstoff enthalt, fuhrt dazu, dass
kein Wasserstoffperoxid produziert werden kann und somit das Cosubstrat fur

Peroxidasen fehlt. *4

500 g Frichte wurden nach Zerkleinerung und Homogenisierung in einer Umgebung
mit Sauerstoff und ohne Sauerstoff gelagert. Diese Bedingung wurde mit Hilfe von
Exsiccatoren geschaffen, die mit Sauerstoff oder Stickstoff befullt wurden. AuRerdem
wurde auch der Einfluss der Temperatur berlcksichtigt, indem sowohl fur die Sauer-
stoff- als auch fur die Stickstoffatmosphare jeweils ein Exsiccator im Kuhlschrank
(4 °C) untergebracht und ein weiterer Exsiccator auf der Laborbank (25 °C) abgestellt
wurde. Von diesen vier Modellen stellt die Lagerung bei Raumtemperatur unter
Sauerstoffatmosphare die Positivbedingung flr die Arbeit von Peroxidasen dar. In
den anderen drei Fallen sollen entweder der mangelnde Sauerstoff und/oder die
niedrige Temperatur die eventuelle Peroxidaseaktivitat einschranken.

Abbildung 29 gibt den relativen Capsaicinoidgehalt wahrend der Lagerung wieder.
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110
=100
90 +
80 +
70
60 |
50 -+
40 |
30
20 |
10 |

Relativer Capsaicinoidgehalt [%

Abbildung 29: Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial unter Sauerstoff und Stickstoff bei
Kuhlschrank- und Raumtemperatur (Mittelwert mit Standardabweichung, n = 3)
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Der Capsaicinoidgehalt fallt wahrend der Lagerung unter reinem Sauerstoff bei
Raumtemperatur (25 °C) innerhalb weniger Tage auf einen Wert von 0-10 % des
Anfangsgehaltes ab. Bei Kuhischranktemperatur (4 °C) erfolgt die Abnahme wesent-
lich langsamer. Unter Stickstofflagerung blieb der Capsaicinoidgehalt weitgehend

stabil.

2.2.6 Lagerung bei eingestellter Luftfeuchte

Die Wasseraktivitat (aw) ist ein wichtiger Faktor fur die Haltbarkeit von Lebensmitteln.
Der Einfluss der Wasseraktivitat auf Prozesse, die fur die Qualitat von Lebensmitteln
von zentraler Bedeutung sind, erstreckt sich auf das Wachstum von Mikroorganis-
men, die enzymatisch katalysierten Reaktionen, die nicht-enzymatische Braunung
und die Autoxidation der Lipide.

Enzyme mussen, um aktiv zu sein, zumindest teilweise von einer Hydrathulle
umgeben sein. Dies erfordert einen aw-Wert grof3er als 0,4. Da mit zunehmender
Wasseraktivitat auch der Stofftransport erleichtert wird, finden Enzyme und Substrate

besser zueinander und enzymatische Prozesse werden zusatzlich erhoht.'*

Da die Einstellung eines definierten aw-Wertes im vorliegenden Probenmaterial
jedoch nicht mdglich ist, kann nur das Klima Uber der Probe wahrend der Lagerung
beeinflusst werden. Hierflr eignen sich Klimakammern, z. B. Exsiccatoren, in denen
die relative Luftfeuchte (U) mit Hilfe von gesattigten Salzlosungen eingestellt werden
kann. Diese Methode beruht auf der Einstellung eines Gleichgewichtszustandes bei
einer bestimmten Temperatur, bei dem der Partialdruck des Wasserdampfes in der
Luft dem Uber der gesattigten Salzlésung entspricht. Dieser Partialdruck ist dann

geringer als der Uber reinem Wasser.

Zur Untersuchung der Scharfstoffstabilitat in zerkleinertem Fruchtmaterial bei unter-
schiedlicher Luftfeuchte wurden drei Messreihen mit Luftfeuchten von 12 %, 52 %
und 98 % durchgefuhrt. Die Messreihe bei U = 98 % stellte die Vergleichsgrundlage
fur die anderen beiden Messreihen dar, weil der naturliche aw-Wert von Gewurz-
paprikafrichten 0,98 betragt und somit durch eine Lagerung bei einer Luftfeuchte

von 98 % keine Trocknungseffekte zu erwarten waren.
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Innerhalb jeder Messreihe wurden die Proben daruber hinaus bei verschiedenen
Temperaturen und in unterschiedlicher Atmosphare gelagert:

1.) Sauerstoffatmosphare bei Raumtemperatur (25 °C),

2.) Sauerstoffatmosphare bei Kuhischranktemperatur (4 °C) und

3.) Stickstoffatmosphare bei Raumtemperatur (25 °C).

Die unterschiedlichen Lagerbedingungen wurden mit Hilfe von Exsiccatoren einge-
stellt, in denen die Proben 7-10 Tage gelagert wurden. Bendtigt wurden fur eine
Dreifachbestimmung (3 n) pro Temperatur/ Atmosphare (3 n), pro Lagertag (10 n)
und pro Luftfeuchte (3 n) 270 Aliquots & 10 g. Fur den Fall, dass Aliquots Uber die
lange Lagerzeit von zehn Tagen schimmeln konnten, wurden fur jede Lagerbe-
dingung drei Zusatzproben eingewogen und unter den entsprechenden Bedingungen
gelagert.

Von den neun beschriebenen Modellen stellte die Lagerung bei Raumtemperatur
unter Sauerstoffatmosphare und bei 98 % Luftfeuchte die Positivbedingung fur die
Arbeit von Peroxidasen dar. In den anderen acht Fallen sollten entweder der
mangelnde Sauerstoff, die niedrige Temperatur und/oder Trocknungseffekte die

eventuelle Peroxidaseaktivitat einschranken.

Wie hoch die erzielten Trocknungseffekte von Proben waren, die bei Raumtem-

peratur gelagert wurden, ist in Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Wasserverluste wahrend der Lagerung bei Raumtemperatur
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Die Proben wiesen nach zehntagiger Lagerung folgende Trocknungseffekte auf:
» 12 % Luftfeuchte: 26 % Wasserverlust,
» 52 % Luftfeuchte: 14 % Wasserverlust,

* 98 % Luftfeuchte: kein Wasserverlust.

Proben, die im Kuhlschrank bei den drei Luftfeuchten gelagert wurden, wiesen nach
zehn Tagen geringere Trocknungseffekte auf:

» 12 % Luftfeuchte: 12 % Wasserverlust,

» 54 % Luftfeuchte: 7 % Wasserverlust,

* 98 % Luftfeuchte: kein Wasserverlust.

Abbildung 31 beschreibt den relativen Capsaicinoidabbau in zerkleinertem Fruchtma-
terial, das bei einer relativen Luftfeuchte von 98 % unter Sauerstoff bei Raumtempe-
ratur, unter Sauerstoff im Kuhlschrank und unter Stickstoff bei Raumtemperatur

gelagert wurde.
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Abbildung 31: Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial unter Sauerstoff und Stickstoff bei
Kuhlschrank- und Raumtemperatur, jeweils bei 98 % Luftfeuchte (Mittelwert mit Standardab-
weichung, n = 3)

Der Capsaicinoidgehalt nahm unter Sauerstoff bei Raumtemperatur schnell ab. Mit
zeitlicher Verzogerung fiel auch der Capsaicinoidgehalt der Proben unter Sauerstoff

im Kuhilschrank stark. Bei den bei Raumtemperatur unter Stickstoff aufbewahrten
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Proben ist kein kontinuierlicher Abbau zu erkennen. Die Schwankungen unterhalb
der 100 % konnen auf den restlichen Sauerstoff im Fruchtgewebe und die unver-
meidbare Einwirkung von Luftsauerstoff auf das zerkleinerte Fruchtmaterial zwischen

Zerkleinerung und Einlagerung zurtickgefuhrt werden.

Abbildung 32 beschreibt den relativen Capsaicinoidabbau in zerkleinertem
Fruchtmaterial, das bei einer relativen Luftfeuchte von 52 % (20 °C) und 54 % (4°C)
unter Sauerstoff bei Raumtemperatur, unter Sauerstoff im Kuihlschrank und unter

Stickstoff bei Raumtemperatur gelagert wurde.
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Abbildung 32: Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial unter Sauerstoff und Stickstoff bei
Kuhlschrank- und Raumtemperatur, bei 52 bzw. 54 % Luftfeuchte (Mittelwert mit Standard-
abweichung, n = 3)

Der Capsaicinoidgehalt nahm unter Sauerstoff bei Raumtemperatur nicht ganz so
schnell ab wie bei 98 % Luftfeuchte. Mit zeitlicher Verzégerung aber nicht ganz so
zugig wie bei 98 % Luftfeuchte fiel auch der Capsaicinoidgehalt der Proben unter
Sauerstoff im Kuihlschrank. Bei den bei Raumtemperatur unter Stickstoff

aufbewahrten Proben ist erneut kein kontinuierlicher Abbau zu erkennen.

Abbildung 33 beschreibt den relativen Capsaicinoidabbau in zerkleinertem Frucht-

material, das bei einer relativen Luftfeuchte von 12 % unter Sauerstoff bei Raumtem-
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peratur, unter Sauerstoff im Kuhlschrank und unter Stickstoff bei Raumtemperatur
gelagert wurde.
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Abbildung 33: Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial unter Sauerstoff und Stickstoff bei
Kuhlschrank- und Raumtemperatur, jeweils bei 12 % Luftfeuchte (Mittelwert mit Standardab-
weichung, n = 3)

Auch bei 12 % Luftfeuchte ist bei den unter Stickstoff bei Raumtemperatur aufbe-
wahrten Proben erneut unter Berlcksichtigung der Schwankungsbreite kein Abbau
zu erkennen. Der Capsaicinoidgehalt der Proben unter Sauerstoff im Kuhlschrank fiel
vergleichbar schnell wie bei 54 % Luftfeuchte. Der Capsaicinoidgehalt nahm unter
Sauerstoff bei Raumtemperatur bis zum dritten Tag ungefahr so schnell ab wie bei

52 % Luftfeuchte. Danach wurden die Capsaicinoide nicht weiter abgebaut.

2.2.7 Lagerung nach Gefriertrocknung

Selbst bei geringster Luftfeuchte, die bei Raumtemperatur zu ca. 30 % Trocknungs-
verlust fiihrte, wurde entsprechend der Uberpriifung mit dem aw-Wert-Messgerat
keine deutliche Absenkung des ayw-Wertes erreicht. Ein weiteres Experiment zeigte,
dass sogar nach uber 50 % Trocknungsverlust noch eine Wasseraktivitat von 0,95
besteht. Weil die Einstellung eines niedrigen aw-Wertes mittels gesattigter Salzlosun-
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gen ausgeschopft worden war (Kapitel 2.2.6), wurde die Gefriertrocknung gewahilt,
um die Wasseraktivitat im Probenmaterial zu senken.

Mit der Gefriertrocknung wird gefrorenem Material Wasser entzogen. Die Trocknung
erfolgt dabei unter Umgehung des flissigen Aggregatzustandes durch Sublimation;
d.h. direkte Uberfiihrung von Eis in Dampf. Dies geschieht unter Vakuum, wobei in
dem eingebrachten Gut Temperaturen tiefer -10 °C herrschen.'*®

Die zu untersuchenden Zellen werden z. B. durch Eintauchen in flissigen Stickstoff
(-196 °C) schnell eingefroren und sofort fur langere Zeit (24 h) in ein Hochvakuum
uberfuhrt. Dabei sublimiert das Eis langsam und damit schonend. Bei diesem
Prozess fallen enzymatische, bakterielle und chemische Veranderungen weitgehend
aus. Zurlck bleibt das trockene Pflanzengewebe, in dem die Stoffwechsel- und
Enzymprozesse aufgrund des Wasserentzugs zum Stillstand kommen.'#°

Die Gefriertrocknung gilt als das schonendste Verfahren zur Konservierung der
biologischen Eigenschaften empfindlicher Gewebe und Gewebebestandteile. Mit
diesem Verfahren lassen sich lebende Zellen von Pflanzen und Mikroorganismen
durch Zusatz von Nahrlésung auch nach Jahrzehnten erneut zur Teilung anregen.’®
Das Ziel der Gefriertrocknung ist, ein Produkt zu erhalten, das nach Hinzufligen von
Wasser die Eigenschaften des Ausgangsgutes moglichst unverandert aufweist. Da
die Trocknung im gefrorenen Zustand bei sehr niedrigen Temperaturen erfolgt,
gelingt es, z. B. Eiweile unter Erhalt der Wasserloslichkeit zu trocknen. Auch die
meisten Ubrigen chemischen Verbindungen bleiben qualitativ und quantitativ
unverdndert.'*®

Im Fall von Lebensmitteln lassen sich mit dem Ziel der Haltbarmachung durch die
Gefriertrocknung niedrige Wasseraktivitatswerte erzielen. Abnehmende Wasserakti-
vitdt bremst das Wachstum von Mikroorganismen, die enzymatisch katalysierten

Reaktionen und die nicht-enzymatische Braunung.

Da die Beteiligung von Enzymen am Capsaicinoidabbau vermutet wurde, sollte in der
folgenden Untersuchung Uberprift werden, ob in zerkleinertem, gefriergetrocknetem
Fruchtmaterial Capsaicinoide trotz der geringen Wasseraktivitat wahrend der
Lagerung abgebaut werden. Es konnte hierbei nicht ausgeschlossen werden, dass
die HyO.-liefernden Enzyme oder Enzymsysteme durch die Gefriertrocknung
geschadigt werden oder aufgrund der niedrigen Wasseraktivitat inaktiv sind. Somit

musste Wasserstoffperoxid, das wahrend der Gefriertrocknung entzogen wird, bei
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der Lagerung moglicherweise zur Verfugung gestellt werden. Die Bereitstellung von

%, 9. 101 solite verhindern,

H.O, in fur Capsicum-Frichte typischer Konzentration
dass die Peroxidasen allein wegen des fehlenden Cosubstrats die Capsaicinoide
nicht umsetzen. In einem vorangegangenen Experiment (Kapitel 2.2.4) war bereits
beobachtet worden, dass bis zu einer Konzentration von 0,3 mmol/L keine Zell-
schaden auftreten. Mit einer 0,1 mmolaren H,0,-Losung wurde eine Konzentration

I 99, 101

gewdhlt, wie sie von Bernal et a sowie Contreras-Padilla und Yahia *® als

gunstig ermittelt worden war.

Die nach der Zerkleinerung und Durchmischung in 50 ml-Zentrifugenrohrchen aus
Polypropylen eingewogenen Aliquots a 10 g wurden zunachst in flissigem Stickstoff
schnell tiefgefroren und danach 23 Stunden lyophilisiert. Der Wasserverlust betrug

nach der Gefriertrocknung je nach Messreihe 82-89 %.

In Abbildung 34 ist das Aufarbeitungsschema fir die Gefriertrocknung und Lagerung
von zerkleinertem Fruchtmaterial wiedergegeben. Die Anzahl der einzuwiegenden
Aliquote (n + m) richtete sich nach der Anzahl der Lagertage und der Lagerbedin-

gungen. Pro Lagertag und -bedingung wurde eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt.
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Zerkleinerung der Friichte (1000 g) mit der Moulinette und Durchmischung

y
Einwiegen von (n + m) Aliquoten a 10 g

A 4
Gefriertrocknung von m Aliquoten

A 4 \ 4 A A 4

Direkte Weiterver-
arbeitung von 3
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ferenzwert: Tag 0)

Lagerung von
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Verdinnung des Filtrats
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Aliquot: HPLC/FLU

Abbildung 34: Aufarbeitungsschema fiir die Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial nach
Gefriertrocknung

Mit vier Einkaufen wurden vier Untersuchungsreihen (GT 1 - GT 4) durchgeflhrt.
Unter Berlcksichtigung der Schwankungsbreite der Messwerte wurden keine

Capsaicinoidverluste aufgrund der Gefriertrockung festgestellt (Tabelle 3).
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Untersuchungs- Capsaicinoidgehalt [mg/kg]
reihe vor der Gefriertrocknung nach der Gefriertrocknung
GT1 72 86
GT 2 482 463
GT3 18 14
GT4 48 54

Tabelle 3: Capsaicinoidgehalte vor und nach der Gefriertrocknung (Dreifachbestimmung)

GT 1: Die Wasseraktivitat ayy war auf einen Wert unterhalb von 0,4 gesunken. Da
das aw-Wert-Messgerat in diesem Bereich keine Skalierung aufwies, musste
eine geringe Menge Wasser hinzugefligt werden, um in den skalierten Bereich
zu gelangen und fur alle Proben den gleichen aw-Wert einstellen zu kénnen.
Die Wassermenge musste sehr gering sein, weil bei niedrigen Wasser-
gehalten (< 50 %) kleine Anderungen dieses Parameters starke Veran-
derungen in der Wasseraktivitat zur Folge haben.* Somit wurden zu jedem
Aliquot 200-300 pl Wasser pipettiert, um in jeder Probe eine Wasseraktivitat
von 0,66 einzustellen. Dieser Wert wurde mit der ersten Probe, in der der aw-
Wert eingestellt worden war, festgelegt.

GT 2: Die Einstellung des aw-Wertes 0,66 erfolgte durch Zugabe von 200-300 pl
0,1 mmolarer Wasserstoffperoxidlésung, um H2O, in Capsicum-typischer Kon-
zentration bereitzustellen.

GT 3: Der gesamte Wasserverlust durch die Gefriertrocknung wurde durch Zugabe
von Wasser vollstandig ausgeglichen.

GT 4: Der gesamte Wasserverlust durch die Gefriertrocknung wurde durch Zugabe

von 0,1 mmolarer Wasserstoffperoxidldsung vollstandig ausgeglichen.

Die Aliquote (10 g) wurden bei Raumtemperatur in Becherglasern gelagert,

aufgearbeitet und die Capsaicinoide per HPLC/Fluoreszenzdetektion bestimmt.

Als Vergleichswerte dienten n Aliquots a 10 g, die in Becherglaser eingewogen, nicht
gefriergetrocknet und bei Raumtemperatur im nicht evakuierten Exsiccator gelagert
wurden.

Wahrend der vier Untersuchungsreihen wurden die Capsaicinoide in den

dazugehorigen Vergleichsproben abgebaut. In den vier Lagerstudien sanken die
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Capsaicinoidgehalte der Kontrollproben innerhalb von vier Tagen bezogen auf den

Ausgangsgehalt entsprechend Tabelle 4.

Untersuchungsreihe Capsaicinoidgehalt [%] nach 4 Tagen
GT 1 68
GT 2 16
GT 3 16
GT 4 21

Tabelle 4: Relative Capsaicinoidgehalte der nicht gefriergetrockneten Kontrollproben

In Abbildung 35 sind die relativen Capsaicinoidgehalte wahrend der verschiedenen

Lagerungsbedingungen von gefriergetrocknetem, zerkleinertem Fruchtmaterial auf-
gefuhrt.
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Abbildung 35: Lagerung von gefriergetrocknetem, zerkleinertem Fruchtmaterial unter verschie-
denen Lagerungsbedingungen (Mittelwert mit Standardabweichung, n = 3)

GT 1:
GT 2:

GT 3:
GT 4:

Zugabe von 200-300 pl Wasser zur Einstellung der Wasseraktivitat 0,66

Zugabe von 200-300 pl 0,1 mmolarer Wasserstoffperoxidlésung zur Einstellung der
Wasseraktivitat 0,66 und zur Bereitstellung von H,O, in physiologischer Konzentration
vollstandiger Ausgleich des Trocknungsverlustes durch Zugabe von Wasser
vollstandiger Ausgleich des Trocknungsverlustes durch Zugabe von 0,1 mmolarer
Wasserstoffperoxidldsung

Da die vier Untersuchungsreihen mit vier Einkaufen durchgefuhrt wurden, waren die

Anfangsscharfegehalte der Proben (Tabelle 3) und auch die Abbauintensitaten der
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Kontrollwerte (Tabelle 4) unterschiedlich. Weiterhin war die Herkunft und Geschichte
von gekauften Fruchten unbekannt. Aus diesen Grunden sollte die Auswertung
qualitativ und nicht quantitativ erfolgen.

In den Proben mit dem niedrigen aw-Wert von 0,66 konnte sowohl mit als auch ohne
bereitgestelltes Wasserstoffperoxid kein Capsaicinoidabbau beobachtet werden. Im
Gegensatz dazu nahm der Capsaicinoidgehalt in den Proben ab, deren Wasser-

gehalt nach der Gefriertrocknung wieder hergestellt worden war.

2.2.8 Lagerung geschalter Frichte

Peroxidasen kommen als Isoenzyme in verschiedenen Zellkompartimenten vor, auch

in der Plazenta, dem Biosyntheseort der Capsaicinoide, insbesondere aber in der

auleren Fruchtschale. Sie katalysieren dort die Lignifizierung von Phenolen, um die

Frucht vor Wasserverlust und mechanischer sowie mikrobieller Beschadigung zu

schiitzen.?

Um zu Uberprifen, ob diese Enzyme am Scharfeabbau von zerkleinerten

Paprikafriichten beteiligt sind, wurden aus einem Einkauf von Gewurzpaprikafriichten

zwei Gruppen gebildet.

1.) Die Fruchtschale von gekauften, frischen Frichten wurde mit einem
Gemuseschaler entfernt. Die geschalten Frichte wurden zerkleinert (Moulinette)
und zusammengeflugt. Aliquote (10g) wurden bei Raumtemperatur in
Becherglasern gelagert, aufgearbeitet und die Capsaicinoide per HPLC/Fluo-
reszenzdetektion bestimmit.

2.) Zum Vergleich dienten ungeschalte Frichte, ebenfalls zerkleinert, zusammen-

gefugt und entsprechend gelagert.

In Abbildung 36 und Abbildung 37 sind die Ergebnisse von zwei Untersuchungs-
reihen aus zwei Einkaufen aufgefuhrt.
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Abbildung 36: 1. Lagerung zerkleinerten Fruchtmaterials nach Entfernung der Schale (Mittel-
wert mit Standardabweichung, n = 3)

Der erste Tag der Messreihe 1 wies bei beiden Proben eine Abnahme auf 70 % auf.
Am zweiten Tag war ein deutlich rascherer Abbau bei den ungeschalten
Vergleichsproben zu sehen. Am flnften Tag waren die Capsaicinoide in den unge-
schéalten Vergleichsproben auf ca. 30 % und in den geschalten Proben auf ca. 40 %
abgebaut worden. Die Standardabweichungen der Messpunkte fur die geschalten
und ungeschalten Proben Uberschneiden sich. Daher ist der Unterschied im

Capsaicinoidgehalt am letzten Lagerungstag nicht statistisch signifikant.

In der zweiten Messreihe wurden zusatzlich zu den geschalten und ungeschalten
Proben als weiterer Vergleich Frichte geschalt und zerkleinert, die dabei erhaltenen
Schalen separat zerkleinert und dann alles Material wieder zusammen sehr gut

durchmischt. Aliquote wurden gelagert und die Capsaicinoide bestimmt.
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Abbildung 37: 2. Lagerung zerkleinerten Fruchtmaterials nach Entfernung der Schale (Mittel-
wert mit Standardabweichung, n = 3)

In Messreihe 2 wurden die Capsaicinoide in einem Zeitraum von vier Tagen wie folgt
abgebaut:

* bei den ungeschalten Proben: auf ca. 20 %,

* bei den geschalten Proben: auf ca. 60 % und

* bei den geschalten Proben mit zugeflgter Schale: auf ca. 20 %.

Die Messwerte der Kontrolle und der geschalten Proben mit zugeflugter Schale
zeigten unter Berlcksichtigung der Standardabweichungen einen gemeinsamen
Kurvenverlauf. Die starker schwankenden Messwerte der Proben mit wieder zuge-
fugter Schale kdnnen auf Schwierigkeiten bei der Homogenisierung zurickgefihrt
werden. Diese entstanden durch das Vermischen des geschalten Materials mit den
zerkleinerten Schalen. Es war schwierig, das Verhaltnis der Schale zum Fruchtfleisch
identisch wieder herzustellen.

Abbildung 37 zeigt eine deutliche Abgrenzung der Messwerte der geschalten Pro-
ben. Nach Entfernung der Schale wurde ein schwacherer Scharfeabbau beobachtet.
Somit waren die in der aul3eren Fruchtschale vorkommenden Peroxidasen daran
beteiligt.
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Um sich die Unterschiede zwischen Messreihe 1 und 2, wie z. B. den unterschied-
lich schnellen Scharfeabbau, zu erklaren, muss berucksichtigt werden, dass in den
beiden Messreihen Frichte aus zwei Chargen und demnach eventuell auch
Capsicum-Frichte verschiedener Varietaten/Sorten oder unterschiedlichen Alters
untersucht wurden.

Aulerdem ist das nicht unproblematische Schalen zu beachten. Beim Schalen liefl3
es sich nicht vermeiden, dass auch etwas Fruchtfleisch oder Zwischenschicht
entfernt wurde. FUr Messreihe 1 war es gelungen, im Einzelhandel besonders grolde
Frichte mit moglichst wenigen Vertiefungen im Fruchtfleisch zu finden, was das
Schalen stark vereinfacht hat. In Messreihe 2 war es aufgrund der kleinen Frichte
schwer, einzig die Schale zu entfernen. Bei den kleineren Frichten der Messreihe 2
ist davon auszugehen, dass mehr Fruchtfleisch mit der Schale entfernt wurde als bei
den grol3en Fruchten der Messreihe 1.

Gerade in Messreihe 2 ist der Effekt des Schalens auf den Capsaicinoiabbau aber
sehr deutlich zu sehen. Dies wirde bedeuten, dass auch im Fruchtfleisch direkt unter

der Schale Peroxidasen lokalisiert sind, die sich am Scharfeabbau beteiligen.

2.2.9 Lagerung bei verschiedenen Temperaturen

Die Temperatur ist ein wichtiger Parameter fur die Aktivitat von Enzymen, wobei
schon vergleichsweise geringe Temperaturschwankungen von 5 °C entscheidend

sein konnen.'

Um zu dberprifen, wie sich eine leichte Erhéhung und eine leichte Absenkung der

Umgebungstemperatur auf den Abbau der Capsaicinoide auswirken, wurden frische

Frichte aus einem Einkauf zerkleinert (Moulinette) und mdglichst homogen

vermischt zusammengefugt. Aliquote (10 g) dieses Gemisches wurden in

Becherglaser eingewogen und fur die Lagerung in drei Gruppen eingeteilt.

1.) Die Lagerung erfolgte in einem kihlen Raum bei 17 £ 1 °C.

2.) Die Lagerung erfolgte in einem Wasserbad, das auf 27 + 1 °C eingestellt war. Um
den Wasserverlust bei dieser Temperatur gering zu halten, wurden die Becher-
glaser mit Parafilm Uberzogen, in den ein kleines Loch gestochen worden war.

3.) Zum Vergleich dienten Frichte, die bei normaler Raumtemperatur des Labors

(22 £ 1 °C) gelagert wurden.
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Abbildung 38 gibt die relativen Capsaicinoidgehalte wahrend der Lagerung bei den

verschiedenen Temperaturen wieder.
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Abbildung 38: Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial bei 17 °C, 22 °C und 27 °C (Mittelwert
mit Standardabweichung, n = 3)

Die Messwerte am ersten Tag wiesen alle den gleichen Abbau auf ca. 75 % auf. Am
zweiten Tag war die Konzentration der Capsaicinoide in den 17 °C-Proben stark
gesunken, wahrend die bei 27 °C gelagerten Proben eine geringere Abnahme
aufwiesen. Die 22 °C-Kontrollproben besalRen Capsaicinoidgehalte zwischen den bei
17 °C und 27 °C gelagerten Proben. Dieser Trend setzte sich auch am dritten Tag
fort.

Die Lagerung bei 17 °C fuhrte in sechs Tagen zu einer Abnahme der Capsaicinoide
auf 16 %. Da die bei 17 °C und 27 °C gelagerten Proben eine hohe Standardabwei-
chung aufweisen, ist kein statistisch signifikanter Unterschied zu erkennen.

Das bei den hdoheren Temperaturen gelagerte Fruchtmaterial fing an zu schimmeln
und konnte nicht bis zum sechsten Tag untersucht werden. Die Proben Uber den
dritten Tag hinaus bei 27 °C zu lagern, war aufgrund Verderbs nicht vertretbar. Die
bei 22 °C gelagerten Vergleichsproben konnten vier Tage gelagert werden.

Die Lagerung der zerkleinerten Frichte bei 17 °C verursachte einen starkeren Abbau
der Capsaicinoide als bei 22 °C oder 27 °C. Die Messwerte des bei 22 °C oder 27 °C
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gelagerten Fruchtmaterials weisen eine hohe Standardabweichung auf, so dass nicht
auf einen unterschiedlichen Abbau der Capsaicinoide geschlossen werden kann.

2.2.10 Lagerung nach dem Einfrieren

Um den Einfluss des Fruchtalters auf den Capsaicinoidabbau zu untersuchen,
mussen genugend Fruchte zur Verflugung stehen, die zu unterschiedlichen Zeitpunk-
ten geerntet wurden. Es sollte geprift werden, ob Frichte zunachst eingefroren
werden kdnnen und zu einem spateren Zeitpunkt aufgetaut, zerkleinert und der

Lagerstudie zugefuhrt werden kdnnen.

Frische Frichte eines Einkaufs wurden in drei Gruppen eingeteilt.

1.) Die Frichte wurden in flissigen Stickstoff getaucht und danach sofort wieder
aufgetaut.

2.) Die Fruchte wurden in flussigen Stickstoff getaucht und 1 Woche bei -18 °C
aufbewabhrt.

3.) Als Vergleichswerte dienten frische, nicht tiefgefrorene Frichte.

Die Fruchte der 1. und 2. Gruppe wurden im angetauten Zustand zerkleinert (Mouli-
nette) und wie auch die Frichte der 3. Gruppe moglichst homogen vermischt zusam-
mengefligt und in Aliquoten bei Raumtemperatur gelagert. Nach der Lagerung
wurden die Proben aufgearbeitet und die Capsaicinoidgehalte bezogen auf den
Anfangsgehalt des Gemisches per HPLC/Fluoreszenzdetektion bestimmit.

In Abbildung 39 sind die relativen Capsaicinoidgehalte wahrend der Lagerung

dargestellt.
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Abbildung 39: Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial bei Raumtemperatur nach dem
vorherigen Einfrieren (Mittelwert mit Standardabweichung, n = 3)

Bereits am zweiten Lagertag war die geringere Scharfeabnahme der zunachst
tiefgefrorenen Proben deutlich von den Vergleichswerten (Kontrollproben)
unterscheidbar.

Die Vergleichswerte wiesen nach drei Tagen 30-34 % des Anfangsscharfegehaltes
auf. Damit vergleichbar sank der Scharfegehalt der tiefgefrorenen und anschliel3end
sofort wieder aufgetauten Frichte auf ca. 40 % des Anfangsgehaltes.

Die eine Woche im Tiefkuhlschrank aufbewahrten Frichte zeigten nach Auftauen,
Zerkleinern und Lagerung bei Raumtemperatur eine deutliche zeitliche Abbauverzoé-
gerung. Nach drei Tagen wurden noch Capsaicinoidgehalte von 75-80 % des
Anfangswertes gefunden; nach sechs Tagen waren noch 50 % des Anfangsscharfe-
gehaltes vorhanden.

Das Schockfrosten und Lagern der Frichte bei -18 °C flhrte dazu, dass wahrend
des nachfolgenden Lagerns des homogenisierten Fruchtmaterials bei Raumtempera-
tur ein geringerer Capsaicinoidabbau beobachtet wurde.

In diesen Lagerstudien konnen unterschiedlich lang bei -18 °C aufbewahrte Fruchte

also nicht untereinander oder mit frischen Friichten verglichen werden.
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2.2.11 Peroxidasetest

In den vorstehend beschriebenen Untersuchungsreihnen wurde — je nach Vorbe-
handlung und Lagerbedingung — ein unterschiedlicher Abbau im Capsaicinoidgehalt
von zerkleinertem Fruchtmaterial beobachtet. Da die Beteiligung von Enzymen,
insbesondere Peroxidasen, am Capsaicinoidabbau vermutet wird, sollte die
unterschiedliche Aktivitat der Peroxidasen abhangig von der Vorbehandlung

untersucht werden.

Dazu wurden gekaufte Frichte mit der Voraussetzung, dass alle Isoenzyme der
Peroxidase genauso wie die Meerrettichperoxidase reagieren, in einem Farbtest
hinsichtlich ihrer Gesamtperoxidaseaktivitat untersucht.

Contreras-Padilla und Yahia *°, die die Peroxidaseaktivitdit wahrend der Frucht-
entwicklung und -reife bestimmten, verwendeten hingegen fir ihre Untersuchungen
den Aceton-unloslichen Ruckstand aus lyophilisiertem Material, den sie in Tris-Puffer
(pH 6,0) lésten und dem sie die Substrate Capsaicin und H,O, zuflgten.

Die Arbeitsgruppe um Bernal verwendete wiederum entweder Friichte % oder Mate-
rial aus dem Aceton-unidslichen Riickstand %", Gelést wurde das jeweils tiefgefro-
rene Untersuchungsgut in Tris-Puffer (pH 7,2 oder 7,5). Die Substrate Capsaicin,

Dihydrocapsaicin und H,O, wurden zugesetzt.

Abbildung 40 beschreibt die Aufarbeitungsschritte fur die Proben vor dem Enzym-
farbtest.
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Zerkleinerung der Friichte (100 g) mit der Moulinette und Homogenisierung

v

Einwiegen von 3 Aliquoten a 4-7 g

A\ 4
Zugabe von 30 ml Phosphatpuffer (10 mmol/L, pH 7,2)

v
weitere Zerkleinerung mit dem Ultra-Turrax

v
Abtrennung der unldslichen Bestandteile

v
Aliquot: Enzymtest

Abbildung 40: Aufarbeitungsschema fir den Peroxidasefarbtest

In einer Mikrotiterplatte mit 96 Kavitaten wurden 5 ul der erhaltenen Probenlésung in
Citratpuffer (210 mmol/L, pH 4) aufgenommen. Dieser enthielt als Substrat Tetra-
methylbenzidin und als Cosubstrat Wasserstoffperoxid in einer Konzentration von
0,315 mmol/L, was einer Capsicum-typischen Konzentration entspricht. Die enzyma-
tische Reaktion wurde nach 5,0 Minuten mit 1-molarer Salzsaure gestoppt.

Die Auswertung erfolgte photometrisch bei 450 nm Uber das im Sauren gelb gefarbte
Oxidationsprodukt des Tetramethylbenzidin. Der Extinktionswert war umso hoher, je
mehr Substrat innerhalb der funf Minuten umgesetzt worden war. Aufgrund der
definierten, begrenzten Reaktionszeit und des Substratiiberschusses wurde davon
ausgegangen, dass die Konzentration des gebildeten Farbstoffes von der
Gesamtperoxidasekonzentration in der Probe abhangt.

Parallel wurde eine Kalibriergerade mit Meerrettichperoxidase-Standardldsungen

aufgenommen, von denen ebenfalls 5 ul eingesetzt wurden. Auch hier wurde die Re-
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aktion in Citratpuffer mit Tetramethylbenzidin und Wasserstoffperoxid (0,315 mmol/L)
nach 5,0 Minuten abgebrochen. Abbildung 41 gibt eine der Kalibriergeraden wieder.
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Abbildung 41: Kalibriergerade mit Meerrettichperoxidase

In Abbildung 42 sind die Enzymkonzentrationen bezogen auf 100 g Probe (linke y-
Achse) sowie die relativen Enzymkonzentrationen bezogen auf die Konzentration in

frischen, unbehandelten Frichten (rechte y-Achse) aufgefuhrt.
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Abbildung 42: Peroxidasebestimmung in Capsicum-Fruchtmaterial nach unterschiedlicher
Vorbehandlung (Mittelwert mit Standardabweichung, n = 2)

frisch: frische Frichte

geschalt: geschalte Frichte

Schale: Fruchtschale

TK Stickstoff: in Stickstoff getauchte und sofort wieder aufgetaute Frichte

TK 1,5 Wochen: 1% Wochen bei -18 °C gelagerte Fruchte

TK 4 Wochen: 4 Wochen bei -18 °C gelagerte Frichte

GT: gefriergetrocknete und in Wasser aufgenommene Frichte

GT 4 Wochen: gefriergetrocknete, 4 Wochen bei Raumtemperatur gelagerte und in Was-

ser aufgenommene Frichte

Die hochste Gesamtperoxidasekonzentration wurde in der Schale bestimmt. Die
frischen sowie die in Stickstoff getauchten und sofort wieder aufgetauten Frichte
wiesen nach der Schale die hochste Gesamtperoxidasekonzentration auf.
Vorbehandlungen wie eine 172-wochige Lagerung bei -18 °C oder die Gefrier-
trocknung minderten die Konzentration um 30-35 %. In gefriergetrocknetem Material
von zerkleinerten Frichten, die im Anschluss vier Wochen bei Raumtemperatur
gelagert worden waren, wurde eine etwas geringere Konzentration ermittelt als in
denen ohne die anschlieRende Lagerung. Die geringste Konzentration bestand in
Frichten, die vier Wochen bei -18 °C aufbewahrt worden waren.

Die geschalten Fruchte wiesen durch die Entfernung der Peroxidase-reichen Schale
eine entsprechend geringere Konzentration auf. Der Mittelwert der Peroxidase-
konzentrationen in den geschalten Frachten und der Schale entspricht der

Konzentration in den frischen Friichten.
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Zur Kontrolle, dass in den untersuchten Frichten nach Zerkleinerung ein Capsaici-
noidabbau stattfindet, wurden von der verwendeten Einkaufscharge 200 g Fruchte
am Tag des Einkaufs, mit der Moulinette zerkleinert und moglichst homogen
vermischt zusammengeflgt. Aliquote (10g) wurden in Becherglasern bei
Raumtemperatur gelagert, aufgearbeitet und die Capsaicinoide per HPLC/Fluores-
zenzdetektion bestimmt.

In Abbildung 43 sind die relativen Capsaicinoidgehalte fur die Kontrolllagerung von

zerkleinertem Fruchtmaterial dargestellt.

Relativer Capsaicinoidgehalt [%]

Tag

Abbildung 43: Peroxidasetest: Kontrolllagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial (Mittelwert
mit Standardabweichung, n = 3)

Bei den im Peroxidasetest eingesetzten Frichten handelt es sich um Fruchtmaterial,

in dem ein Capsaicinoidabbau stattfindet.
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2.3 Abnahme des Capsaicinoidgehaltes nach Zerkleinerung und Lagerung
von Gewdurzpaprikafrichten unterschiedlichen Alters

Contreras-Padilla und Yahia ¢ bestimmten parallel zum Capsaicinoidgehalt auch die
Peroxidaseaktivitat wahrend der Fruchtentwicklung und -reife. Sie beobachteten,
dass die Peroxidaseaktivitat mit zunehmender Fruchtreife ansteigt und am 50.-60.
Tag nach der Blute ihr Maximum erreicht.

Mit der Annahme, dass Peroxidasen am Capsaicinoidabbau in zerkleinerten Frich-
ten beteiligt sind, musste der Abbau nach Zerkleinerung und Lagerung von Frichten

einer Altersstufe umso starker sein, je alter die zu untersuchenden Fruchte sind.

Um den Einfluss des Fruchtalters auf den Capsaicinoidabbau zu untersuchen, wurde
von Marz bis September 2003 im Gewachshaus Gewurzpaprika (20 Pflanzen)
angepflanzt. Die Samen wurden einer einzelnen roten Frucht aus dem Einzelhandel
entnommen, da sie groRer als die Frichte der Sibirischen Hauspaprika war, die 2001
und 2002 untersucht worden waren. Durch die Ernte von grof3en Frichten sollte die
grolle Menge des fur die Lagerstudien bendtigten Fruchtmaterials schneller bereit-
gestellt werden.

Die BlUihphase setzte nach 2-3 Monaten ein und dauerte drei Monate. Der Tag der
Blutendéffnung wurde an jeder einzelnen Blute vermerkt, so dass beim Ernten der

Frachte das Alter der jeweiligen Frucht berechnet werden konnte.

Fir die Untersuchung wurden fur jede Altersstufe 150-200 g geerntet. Danach
wurden die Frichte entsprechend Abbildung 21 (Kapitel 2.2.1, Seite 51) sofort
zerkleinert (Moulinette) und moglichst homogen vermischt zusammengefugt. Von
diesem Gemisch wurden Aliquote (10 g) gelagert, aufgearbeitet und die
Capsaicinoidgehalte (Summe aus C, DC und NDC) bezogen auf den Anfangsgehalt

des Gemisches per HPLC/Fluoreszenzdetektion bestimmt.

In Abbildung 44 sind die relativen Capsaicinoidgehalte wahrend der Lagerung von
18, 24, 34, 41 und 50 Tage altem, zerkleinertem Fruchtmaterial dargestellt.
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Abbildung 44: Lagerung zerkleinerten Fruchtmaterials mit einem Alter von 18, 24, 34, 41 und 50
Tagen (Mittelwert mit Standardabweichung, n = 2)

In Abbildung 45 sind die relativen Capsaicinoidgehalte wahrend der Lagerung von
60, 71 und 81 Tage altem, zerkleinertem Fruchtmaterial dargestellt.
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Abbildung 45: Lagerung zerkleinerten Fruchtmaterials mit einem Alter von 60, 71 und 81 Tagen
(Mittelwert mit Standardabweichung, n = 2)
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Junge Fruchte zeigten den schnellsten und starksten Scharfeabbau, der sich mit
zunehmendem Fruchtalter verringert und bei 50 Tage oder 60 Tage alten Fruchten
deutlich geringer ausfiel. Noch altere Frichte (71 und 81 Tage) waren bereits am

Strauch getrocknet und zeigten ebenfalls keinen Scharfeabbau mehr.
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3 DISKUSSION

3.1 Heterogenitat im Capsaicinoidgehalt von Gewdirzpaprikafrichten iden-
tischer Herkunft: Nodium und Erntezeitpunkt

In den Vorarbeiten durch Kirschbaum ® zur Stabilitat und Umwandlung von Capsaici-
noiden wurden erhebliche Unterschiede im Capsaicinoidgehalt der einzelnen Frichte
eines Kaufs beobachtet. Der Ursprung, das Alter und die Transportbedingungen
dieser Fruchte waren unbekannt und konnten auch nicht kontrolliert werden. Aus

diesem Grund wurden Chilipflanzen im Gewachshaus angebaut.

Von Uber 400 Fruchten von sieben Pflanzen wurden in den Jahren 2001 und 2002
jeweils das Fruchtalter, das Fruchtgewicht, die Fruchtposition an der Pflanze und der
Scharfstoffgehalt ermittelt. In Tabelle 5 sind die beachtlichen Schwankungsbreiten im

Capsaicinoidgehalt von 247 EinzelfrlGchten mit einem Fruchtalter von Gber 25 Tagen

wiedergegeben.
Pflanze Frichte- Capsaicinoidgehalte
anzahl [mg/Frucht] [mg/kg]
Sibirische Hauspaprika 1 (2001) 39 0,01-2,41 13-1126
Sibirische Hauspaprika 2 (2001) 42 0,19-3,23 213-1204
De Arbol 1 (2001) 40 0,24-1,70 266-2497
De Arbdl 2 (2001) 22 0,01-2,42 11-3453
Cayenne 1 (2001) 17 1,29-3,78 348-2760
Cayenne 2 (2001) 35 0,05-2,76 67-1231
Sibirische Hauspaprika (2002) 52 0,23-2,56 160-1752

Tabelle 5: Schwankungsbreiten der Uber 25 Tage alten Einzelfriichte von sieben Pflanzen
(Anbaujahre 2001 und 2002)

Mit Hinblick auf die Untersuchung von Kirschbaum et al.™, in der die Capsaici-
noidgehalte von 6 Einzelfriichten trotz enger Verwandtschaft der Frichte stark vari-
ierten (217-632 mg/kg), bestatigen die vorliegenden Ergebnisse, dass sich die

Capsaicinoidgehalte von Frichten ein und desselben Strauches an einem
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gemeinsamen Erntetag erheblich unterscheiden. Nur wenige Arbeiten machten vor
Kirschbaum auf die Heterogenitat im Capsaicinoidgehalt von Einzelfrichten
aufmerksam.

84 untersuchten 1966 56 vollreife Einzelfriichte von

Schratz und Rangoonwala
Pflanzen, die sie erst im Gewachshaus und spater im Kaltbeet angebaut hatten, und
beobachteten, dass der Capsaicingehalt innerhalb der gleichen Art je nach Herkunft
des Saatgutes einer sehr starken Variabilitat unterliegt. In dem untersuchten Material
wurden in Capsicum annuum 1 200-16 900 mg/kg gefunden. Ebenso war der
Absolutgehalt der Frachte mit 0,1-17,0 mg/Frucht recht unterschiedlich.

Rymal et al.’™ sind 1984 ebenfalls kurz auf die Heterogenitat der Capsaicinoid-
gehalte einzelner Frichte unbekannter Herkunft eingegangen. Sie untersuchten zehn
Frichte und stellten fest, dass der Capsaicinoidgehalt von 630-1 230 mg/kg
schwankte.

Kurian und Starks "' untersuchten in zwei aufeinander folgenden Jahren jeweils 36
EinzelfriGchte aus dem Handel (C. chinense ,,Orange Habanero®). Fur kleine (<5 g),
mittlere (5-8 g) und grofRe Fruchte (8-12 g) wurden in beiden Jahren die Capsaicin-
und Dihydrocapsaicingehalte bestimmt. Da alle Einzelwerte tabellarisch publiziert

wurden, konnte eine weiterfiUhrende statistische Auswertung erfolgen (Tabelle 6).

Frichte Anbaujahr 1999 Anbaujahr 2000
Frachte- | Mittelwert des | Variations- | Fruchte- | Mittelwert des | Variations-
anzahl | Capsaicinoidge- | koeffizient | anzahl | Capsaicinoidge- | koeffizient
halts pro Frucht halts pro Frucht
klein 14 6,5 mg 37 % 11 7,3 mg 23 %
mittel 11 11,0 mg 26 % 13 12,4 mg 23 %
grof} 11 16,6 mg 14 % 12 16,3 mg 16 %

Tabelle 6: Mittelwerte der Capsaicinoidqehalte und Variationskoeffizienten berechnet aus den
Tabellen 2 und 4 von Kurian und Starks ™

Kurian und Starks weisen darauf hin, dass die starken Streuungen der Capsaicinoid-
gehalte von Einzelfrichten zu Probenahmefehlern bei Proben fihren kdénnen, die aus
einer kleinen Frichteanzahl bestehen. Erst Fruchtmaterial (25-100 g) aus 5-19
Frichten, zusammen aufgearbeitet, fuhrt zu besser reproduzierbaren Ergebnissen im
Capsaicinoidgehalt und -muster (Variationskoeffizient 5,5 %), die mit dem Mittelwert

aus Einzelfrichten gut Ubereinstimmen.
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In der vorliegenden Arbeit sind Uberwiegend kleine Frichte (< 5 g) untersucht
worden. Die ermittelten Variationskoeffizienten, die fur die Capsaicinoidgehalte der

Uber 25 Tage alten Einzelfrichte berechnet wurden (Tabelle 7), sind vergleichbar

denen der Fruchtgruppe ,klein“ von Kurian und Starks.

Frichte Anbaujahr 2001 Anbaujahr 2002
Fruch- | Mittelwert des | Variations- | Fruch- | Mittelwert des | Variations-
te- Capsaicinoid- | koeffizient te- Capsaicinoid- | koeffizient
anzahl gehalts pro anzahl gehalts pro
Frucht Frucht
Cayenne 41 1,9 mg 30 % / / /
Sibirische
Haus- 76 1,2 mg 43 % 51 0,9 mg 53 %
paprika

Tabelle 7: Mittelwerte der Capsaicinoidgehalte und Variationskoeffizienten der untersuchten,
Uber 25 Tage alten Friichte

In Tabelle 6 und Tabelle 7 sind weder bei den Capsaicinoidgehalten noch bei den

Variationskoeffizienten Jahreseffekte ersichtlich.

Kurian und Starks zeigen aullerdem, dass der absolute Capsaicinoidgehalt pro
Frucht nicht gut mit dem Fruchtgewicht korreliert; denn die Messwerte der Einzel-
frichte streuen stark bei einer Auftragung des Capsaicinoidgehaltes in Abhangigkeit
vom Frischgewicht um die Regressionsgerade. Die Beobachtung dieser Forschungs-
gruppe hat die in der vorliegenden Arbeit gewahlte Vorgehensweise bestatigt, die

Capsaicinoidgehalte pro Frucht und nicht pro Gewicht zu betrachten.

In der Arbeit von Kurian und Starks wurden gekaufte Frichte untersucht. Bei Rymal
et al. fehlen Angaben zur Herkunft der untersuchten Frichte. Der Arbeit von Schratz
und Rangoonwala ist wiederum nicht zu entnehmen, ob die geernteten Fruchte von
einer Pflanze stammen, um gleiche Umweltbedingungen zu gewahrleisten.

Das Gewachshaus lieferte fur den Pflanzenanbau konstante Umweltbedingungen,

die laut Jurenitsch et al.®®

und der Arbeitsgruppe um Bosland die Scharfstoff-
anreicherung starker als die genetische Ausstattung beeinflussen (Kapitel 1.7.5).

Harvell und Bosland % weisen darauf hin, dass eine besonders scharfe Frucht einer
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eigentlich milden Sorte, die sie untersucht haben, scharfer sein kann, als eine
besonders milde Frucht einer als mittelscharf deklarierten Sorte. Wie schwierig es
deshalb fur Zichter und Produzenten ist, stets gleich scharfe Frichte anzubieten,
zeigten Zewdie und Bosland ¥, als sie lediglich einen von sechs geziichteten
Genotypen als stabil gegenuber Umwelteinflissen herausstellen konnten. Aber auch
sie haben nicht einzelne Frichte ein und derselben Pflanze untersucht, sondern
lediglich rote, reife Frichte einer oder mehrerer Pflanzen zusammengefligt und
analysiert.

In der vorliegenden Arbeit wurde beachtet, dass die angebauten Pflanzen unter
identischen Bedingungen wuchsen und dass die einzelnen Frichte von der gleichen
Pflanze zum gleichen Zeitpunkt geerntet wurden.

Die Heterogenitat des Capsaicinoidgehaltes bei Frichten von Pflanzen, die unter
identischen Bedingungen gewachsen waren, sowie zwischen Einzelfrichten, die von
der gleichen Pflanze zum gleichen Zeitpunkt geerntet worden waren (Abbildung 10,
Seite 40 und Abbildung 11, Seite 41), lassen die Frage aufkommen, ob andere als
genetische und 6kologische Faktoren den Scharfegrad beeinflussen.

So kann der Scharfegehalt zu einem bestimmten Erntezeitpunkt aus den Begleit-
umstanden wahrend der Biosynthese resultieren. Intensive Studien zur Biosynthese

der Capsaicinoide > %% &

ergaben, dass der Vanillylaminteil des Moleklls Uber den
Phenylpropanoidweg synthetisiert wird und der Ursprung des Fettsaureteils in den
Aminosauren Valin, Leucin und Isoleucin liegt. Im letzten Biosyntheseschritt werden
beide Teile vermutlich an der Vakuolenmembran der Plazentazellen verknupft. Die
Phenylpropanoide werden aber nicht nur als Vorstufen fir die Biosynthese der
Capsaicinoide bendtigt, sondern fliel3en auch, vor allem in heranreifenden Samen, in
die Biosynthese des ligninartigen Materials, das ungefahr im gleichen Zeitraum
aufgebaut wird. In Publikationen von Yeoman et al.%’, Estrada et al.?® ** 8 Bernal et
al.”" und Curry et al.’™ wird wiederholt auf die Konkurrenz um die gleichen
Vorstufen flr verschiedene Synthesewege im pflanzlichen Metabolismus im Zusam-
menhang mit der Bildung und Anreicherung der Capsaicinoide verwiesen. Aber auch

" und kann

Stress beeinflusst bekannterweise den Phenylpropanoidmetabolismus ’
sich indirekt auf die Capsaicinoidsynthese auswirken.

Nach der Synthese werden die Capsaicinoide anschlieend in den Vakuolen ange-
reichert und aufgrund einer subzelluldren Verteilung extrazellular ausgeschieden.® %

Eventuell setzt zu diesem Zeitpunkt ein weiterer Transport, z. B. aus der Frucht in die
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Blatter und den Stengel, ein.’® Uber derartige Transportmechanismen und, welche
Faktoren sie moglichenfalls beeinflussen, ist bisher nichts bekannt.

Ebenfalls wird eine chemische Umwandlung der Capsaicinoide diskutiert. Obwohl
Kirschbaum et al.'® einen Capsaicinoidabbau nur nach Zellzerstérung beobachteten,
konnen die Capsaicinoide, die in den gleichen Zellkompartimenten wie die Isoenzy-

me der Peroxidasen & %1

vorliegen, eine oxidative Umwandlung erfahren. Extrazel-
lular ausgeschiedene Capsaicinoide ° sind fiir diese Enzyme allerdings nicht mehr

verflugbar.

Eine Aussage zur Abhangigkeit des Scharfstoffgehaltes vom Fruchtalter, sofern
dieses mehr als 25 Tage betragt, konnte nicht getroffen werden. Berechnet wurden
sehr groRe 90 % - Konfidenzintervalle fur die gemittelten Scharfstoffgehalte von
Einzelfrichten einer Altersstufe, die nochmals die starke Streuung der Capsaicinoid-
gehalte der Einzelfrichte verdeutlichen. Die 90 % - Vertrauensbereiche fur Frichte
einer Altersstufe Uberlappen ganz oder grofRtenteils mit denen der anderen
Altersstufen, so dass sich kein altersabhangiger Capsaicinoidgehalt der Frichte
feststellen lie. Die vorliegenden Ergebnisse belegen nicht die in der Literatur
aufgefuhrten Aussagen, dass die Anreicherung der Capsaicinoide bis zu einem
Maximum ansteigt, wenn die Frucht ihre maximale Lange erreicht hat, und in man-
chen Fallen wieder abnimmt (Tabelle 2, Seite 21). Das Fruchtalter mit maximalem
Scharfstoffgehalt unterschied sich jedoch bereits bei ein und derselben Sorte, C. an-
nuum var. annuum cv. Padrén. Die Forschungsgruppe von Bernal et al.?% 26 44 8. 95
beobachtete hierbei sowohl Jahreseffekte beim Pflanzenanbau in unterschiedlichen
Jahren als auch jahreszeitlich bedingte Veranderungen, wie z. B. eine hdhere
Capsaicinoidanreicherung in Frichten, die von Juni bis September herangereift
waren, im Vergleich zu Frichten mit einer Reifezeit im Oktober.

Die bisher in der Literatur beschriebenen Akkumulationskurven der Capsaicinoide
konnen ein Zufallsresultat aufgrund der Probennahme sein. In keiner dieser
Publikationen wird auf die breite Heterogenitat der Capsaicinoidgehalte einzelner
Frichte eingegangen. Auch ist meist nicht ersichtlich, ob EinzelfrGchte untersucht
oder ob mehrere Fruchte zusammen aufgearbeitet wurden und Mittelwerte

angegeben werden.
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Die Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Nodium wurde ebenfalls untersucht.
Die 90 % - Konfidenzintervalle fur Frichte eines Nodiums und einer Altersstufe
Uberschneiden sich ganz oder groftenteils mit denen der anderen Nodien, so dass
sich keine Ab- oder Zunahme im Capsaicinoidgehalt von Einzelfrichten mit auf- oder
absteigender Nodienzahl beobachten liel3 (Abbildung 14, Seite 44 und Abbildung 16,
Seite 45).

Zewdie und Bosland ' befassen sich mit dem Einfluss der Friichteposition an der
Pflanze auf den Scharfegehalt. Reife, rote Frichte wurden vom zweiten, dritten,
vierten, funften und sechsten Nodium geerntet, pro Nodium zusammen aufgearbeitet
und analysiert. Die Scharfe, ausgedruckt als SHU in [mg/kg Fruchtmaterial], war am
hdchsten in Frichten des zweiten Nodiums und sank nahezu linear mit steigender
Nodienzahl. Die Autoren fuhren dies darauf zurick, dass sich in den unteren Nodien
nur wenige Fruchte entwickeln, die um die Nahrstoffe konkurrieren. Die
Friachteanzahl nimmt mit der Nodienzahl zu. Je mehr Frichte sich im spateren
Entwicklungsstadium der Pflanze in den hoéheren Nodien befinden, eine umso
starkere Konkurrenz um die Substrate herrscht, mit dem Resultat einer geringeren
Capsaicinoidproduktion. Da keine Angaben vorliegen, wie viele Frichte gewachsen
waren, wie viele davon geerntet, ob alle zum gleichen Zeitpunkt geerntet und wie
viele davon untersucht wurden, Uberzeugt diese Argumentation nicht, insbesondere
unter Berucksichtigung, dass ,Parchen® und ,Drillinge“ so unterschiedliche
Capsaicinoidgehalte aufweisen (Abbildung 11, Seite 41).

Um dies nachzuprufen, wurde der jeweilige Mittelwert aus den Capsaicinoidgehalten
von den mehr als 25 Tage alten Einzelfrichten ein und derselben Pflanze (C.
annuum var. annuum ,Sibirische Hauspaprika®) pro Nodium berechnet und in
Abbildung 46 graphisch wiedergegeben. Auf der linken Seite des Diagrammes
wurde, um rein rechnerisch die Mehrfachbestimmung eines zusammen aufgear-
beiteten Gemisches aus Fruchten eines Nodiums zu imitieren, die analytische
Prazision der angewandten Methode in Form der Standardabweichung angegeben.
Auf der rechten Seite des Diagrammes wurden die 90 % - Konfidenzintervalle

eingetragen, um die Streuung der Einzelfrichte wiederzugeben.
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Abbildung 46: Mittelwerte aus den Capsaicinoidgehalten [mg/kg] der tuber 25 Tage alten Einzel-
friichte mit 90 % - Konfidenzintervallen pro Nodium (Sibirische Hauspaprika, 1 Pflanze, Anbau-
jahr 2002)

linke Seite: Mittelwerte mit Standardabweichung der Analytik
rechte Seite: Mittelwerte mit 90 %-Konfidenzintervall unter Berlicksichtigung der Frichtezahl

Wie Abbildung 46 zu entnehmen ist, liegt bei alleiniger Betrachtung der Mittelwerte
unter Bertcksichtigung der Methodenprazision (linke Seite) scheinbar eine gering-
fugig fallende Tendenz im Capsaicinoidgehalt mit steigendem Nodium vor. Der
entscheidende Unterschied bei der Analyse von Einzelfrichten (rechte Seite) im Ver-
gleich zu einem Gemisch ist die Berlcksichtigung der Variabilitat der Einzelfrichte.
Anhand der 90 % - Vertrauensbereiche wird ersichtlich, dass sich die Capsaicinoid-
gehalte der Fruchte des 4.-8. Nodiums nicht statistisch signifikant unterscheiden. Im
Vergleich der Nodien 3 und 5 zeigen die Mittelwerte mit Standardabweichung der
Analytik (linke Seite) einen Unterschied, der sich bei den Einzelfrichten (rechte

Seite) wegen der starken Uberlappung der Konfidenzbereiche nicht wiederfindet.

Folgendes Vorgehen soll das Problem veranschaulichen, reprasentative Werte bei
der Untersuchung von funf Einzelfrichten zu ermitteln. Proben, die aus funf Frichten
zusammengesetzt sind, wurden hinsichtlich des Scharfegehaltes bereits von lwai 64,

! sowie Kirschbaum € untersucht, vor dem Hintergrund, dass

Kurian und Starks "
eine zufrieden stellende Prazision der Analysenwerte erst ab einem Gemisch von

funf Frichten erzielt werden kann.
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In mehreren Fallen lieBen sich Fruchte der gleichen Altersstufe und des gleichen
Nodiums aufgrund einer hohen Friuchteanzahl auf zwei Gruppen verteilen:

1.) die erste Gruppe aus funf Frichten mit den niedrigsten Capsaicinoidgehalten und
2.) die zweite Gruppe aus funf Frichten mit den héchsten Capsaicinoidgehalten.
Aus den Capsaicinoidgehalten der Einzelfrichte wurden fur die beiden Untergruppen
die Mittelwerte unter Berucksichtigung der Standardabweichung der Methode sowie
der 90 % - Konfidenzintervalle berechnet und in Abbildung 47 dargestellt.
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gehalten von Einzelfrichten des 4. und 5. Nodiums (Sibirische Hauspaprika, 1 Pflanze, Anbau-
jahr 2002)

linke Seite: Mittelwerte [mg/g] mit Standardabweichung der Analytik
rechte Seite: Mittelwerte [mg/Frucht] mit 90 %-Konfidenzintervall unter Bericksichtigung der
Frichtezahl

Die Auftragung der Standardabweichung der Methode (auf der linken Seite des Dia-
grammes) gibt das rechnerische Ergebnis einer Mehrfachbestimmung der
zusammen aufgearbeiteten und gemessenen Frichte unter Bericksichtigung der
analytischen Prazision der angewandten Methode wieder. Im Vergleich der weniger
scharfen Frichtegruppe des vierten Nodiums mit der scharferen Gruppe des flnften
Nodiums scheint der Scharfstoffgehalt mit zunehmendem Nodium anzusteigen.

Unter Berucksichtigung der 90 % - Vertrauensbereiche (auf der rechten Seite des
Diagrammes) wird ersichtlich, dass aufgrund der Streuung der Einzelfrichte im
Capsaicinoidgehalt kein statistisch signifikanter Unterschied zwischen Werten des

vierten und funften Nodiums besteht. Da sich die Vertrauensbereiche aber nicht voll-
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standig Uberlappen, konnte es als Folge einer nicht-reprasentativen Probenahme
passieren, dass weniger scharfe Frichte des vierten Nodiums sowie scharfere
Frichte des fiinften Nodiums auRerhalb des Uberlappungsbereichs untersucht
werden. Demzufolge kdnnten die Frichte mit niedrigeren Gehalten fur Frichte des
vierten Nodiums und hoheren Gehalten fur Frichte des funften Nodiums eine Abhan-
gigkeit des Capsaicinoidgehaltes von der Fruchtposition an der Pflanze vortauschen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit fuhren zu der Erkenntnis, dass Einzelfrichte nicht zur
Beobachtung von Biosynthesekurven, von Abbaukurven vor sowie nach der Ernte
oder von Umwelteinflussen wie Feuchtigkeit, Licht, Temperatur und Diungung vergli-
chen werden kdnnen. Bereits verodffentlichte Ergebnisse zu diesen Punkten, insbe-
sondere die Aussagen zu einer Abnahme der Capsaicinoidgehalte mit fortschrei-

tender Reife (Kapitel 1.7.6.1), missen somit unter Vorbehalt betrachtet werden.

3.2 Abnahme des Capsaicinoidgehaltes bei unterschiedlichen Lagerungs-
bedingungen nach Zerkleinerung der Gewdurzpaprikafrichte

Als Erklarung fur niedrigere Scharfstoffgehalte in den spateren Reifestadien der
Frucht werden verschiedene Mechanismen fir chemische Reaktionen der Capsai-
cinoide innerhalb der Frucht diskutiert (Kapitel 1.7.6.1).¢ 67 9% 191 5o kgnnen das
basische Peroxidase-lsoenzym Bg, das in den Vakuolen der epidermalen Plazenta-
zellen lokalisiert ist '® '°' und die saure Peroxidase, die aus dem Fruchtfleisch
isoliert werden konnte ', die Umwandlung von Capsaicin und Dihydrocapsaicin in
ligninartige Substanzen bewirken, indem sie in der ersten Stufe die Dimerisierung der
Capsaicinoide katalysieren.'® Diese in vitro-Ergebnisse wurden noch nicht durch in
vivo-Experimente zur Klarung von intrinsischen Capsaicinoidgehalten und deren Sta-
bilitit bestatigt; jedoch vermutete Kirschbaum ®°, dass am Capsaicinoidabbau, der

erst nach Zerstérung der Zellstrukturen beobachtet wurde, Peroxidasen beteiligt sind.

Die Analysen der vorliegenden Arbeit wurden Uberwiegend mit spanischen Fruchten,
die Uber niederlandische Importeure zu deutschen Gromarkten und damit in den
Einzelhandel gelangten, durchgefuhrt. Die spanische Arbeitsgruppe von Bernal et al.

berichtet, dass gerade Frichte mit einer milden Scharfe bei den Konsumenten
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hochgeschatzt sind. Aus diesem Grund werden im Nordwesten Spaniens (Galicien)
die frisch zu verzehrenden Frichte von C. annuum var. annuum cv. Padron geerntet,
wenn sie ca. 5,5 cm lang, 2,5 cm breit, griin und unreif sind sowie einen niedrigen
Scharfegrad aufweisen.?® ! Die BezugsgroRe fiir den Zeitpunkt des Versuchsbe-
ginns startete deshalb bei vielen Analysenreihen mit Capsaicinoidgehalten zwischen
20 und 100 mg/kg.

Ein Vergleich von 25 Lagerstudien, die mit gekauften Frichten durchgefihrt wurden,
lie® erkennen, dass der Capsaicinoidabbau wahrend der Lagerung von zerkleinertem
Fruchtmaterial nicht vom Anfangsscharfegehalt abhangt. In Tabelle 8 sind die
Abbaugrade der Kontrollproben aufgeflhrt, die ohne Vorbehandlung gelagert

wurden. Die Messreihen sind aufsteigend nach dem Anfangsscharfegehalt sortiert.

Anfangscapsaicinoidgehalt [mg/kg] Abbau auf ... [%]
17 65
18 16
19 41
22 12
29 29
31 32
31 32
34 3
37
42 76
48 21
48 73
49 3
52 29
54 73
55 21
74 7
83 2
98 62
103 29
111 79

Tabelle 8: Anfangsscharfegehalte und Abbauintensitaten nach 3 oder 4 Tagen (unter Positivbe-
dingungen) in allen durchgefiihrten Analysen
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Anfangscapsaicinoidgehalt [mg/kg] Abbau auf ... [%)]
128 87
399 58
472 81
483 68

Tabelle 8 (Fortsetzung): Anfangsscharfegehalte und Abbauintensitaten nach 3 oder 4 Tagen
(unter Positivbedingungen) in allen durchgefiuhrten Analysen

Sowohl bei den Vergleichswerten wie auch bei den vorbehandelten, z. B. geschalten,
gefriergetrockneten oder eingefrorenen, Proben wurde stets festgestellt, dass der
Abbau — wenn auch unterschiedlich stark — unter Beibehaltung des Capsaicinoid-
musters erfolgt. Unter der Annahme, dass Enzyme am Capsaicinoidabbau beteiligt
sind, bedeutet dies, dass diese Enzyme unspezifisch arbeiten, da kein Capsaicinoid
begunstigt oder benachteiligt abgebaut wird.

Die Lagerung unter Stickstoff oder Sauerstoff zeigte, dass die Capsaicinoide in
zerkleinertem Fruchtmaterial nur in oxidativer Atmosphare abgebaut werden. Die
Temperatur spielte dabei eine wichtige Rolle. Wahrend Kirschbaum € peobachtete,
dass bei den tiefen Temperaturen des Kuhlschranks kein Abbau stattfand, wurde in
der vorliegenden Arbeit eine langsame Scharfeabnahme bei Kihlschranktempera-
turen gemessen. Die enzymatischen Reaktionen waren bei niedrigen Temperaturen
nicht, wie von Kirschbaum beschrieben, gehemmt, sondern liefen verlangsamt ab.
Die Proben bei Kirschbaum wurden in offenen Becherglasern in einem
selbstabtauenden Kuihlschrank gelagert, so dass nach acht Tagen ein
Trocknungsverlust von ca. 50 % vermerkt wurde. Im Unterschied dazu wurden die
Becherglaser in dieser Arbeit im abgeschlossenen Raum des nicht evakuierten
Exsiccators aufbewahrt, um einen Wasserverlust zu minimieren.

Diese Beobachtungen belegen den Einfluss des Wassergehaltes. Wahrend bei
Kirschbaum niedrige Temperaturen und der rasche Trocknungsverlust den Scharfe-
abbau hemmen konnten, wurde er in der vorliegenden Arbeit durch die niedrigen

Temperaturen nur verlangsamt.

Der Einfluss des Wassergehaltes wurde in einer weiterfUhrenden Untersuchung
uberpruft, in der zerkleinertes Probenmaterial bei verschiedenen Luftfeuchten (U)
gelagert worden ist. Die drei Luftfeuchten 12 %, 52 % und 98 % fuhrten erwartungs-
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gemall zu einem unterschiedlichen Grad des Wasserverlustes. Bei definierter
Luftfeuchte wurden die Proben daruber hinaus unter Stickstoff (bei Raumtemperatur)
oder Sauerstoff (bei Raumtemperatur oder im Kihlschrank) gelagert (Abbildung 31,
Seite 63, Abbildung 32, Seite 64 und Abbildung 33, Seite 65).

Die unter Stickstoff bei Raumtemperatur gelagerten Proben zeigten bei allen drei
Luftfeuchten keine Tendenz fur einen Capsaicinoidabbau. Die Schwankungen und
die relativ groRen Standardabweichungen der Messwerte werden auf die Probenauf-
arbeitung zurlckgefluhrt. Obwohl die Frichte wahrend der Zerkleinerung und des
Einwiegens standig gekuhlt wurden, sind enzymatische Prozesse nicht ganz
auszuschlie3en. Da die Arbeiten nicht unter Ausschluss von Sauerstoff durchgefuhrt
wurden, die Zeit vom Beginn der Zerkleinerung bis zur Einlagerung etwa zwei
Stunden betrug und auch das Fruchtgewebe selbst noch Sauerstoff enthalt, ist ein
geringer Capsaicinoidabbau plausibel.

Die Lagerung im Kuhlschrank unter Sauerstoff hielt zwar den Capsaicinoidabbau
zunachst auf, konnte diesen aber bei langerer Lagerung nicht verhindern. Interessan-
terweise fand bei 12 % Luftfeuchte trotz niedriger Temperaturen ein starkerer Abbau
statt als bei Raumtemperatur. Dies wird darauf zurickgefuhrt, dass hohere Trock-
nungsverluste bei Raumtemperatur (26 %) als bei Kuhlschranktemperaturen (12 %)
vorliegen. Dies bestatigt erneut, dass Trocknungsverluste einen Capsaicinoidabbau
in zerkleinertem Fruchtmaterial verhindern.

In Abbildung 48 sind die drei Messreihen mit den unterschiedlichen Luftfeuchten fur
die Bedingung ,Sauerstoff — Raumtemperatur® in einem einzigen Diagramm gegen-

Ubergestellt.
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Abbildung 48: Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial unter Sauerstoff bei Raumtempera-
tur und bei drei verschiedenen Luftfeuchten (Mittelwert mit Standardabweichung, n = 3)

Bei fur Peroxidasen gunstigen Bedingungen wie Raumtemperatur, Sauerstoff und
einem hohen Wassergehalt (98 % Luftfeuchte) nahm der Capsaicinoidgehalt rasch
ab. Jedoch reichten schon geringe Trocknungseffekte aus, um den Abbau zu verzo6-
gern (52 % Luftfeuchte) und nach wenigen Tagen zu stoppen (12 % Luftfeuchte).

Wenn auch nicht so gravierend wie die Trocknungseffekte, wirkten sich tiefe Tempe-
raturen (Kuhlschrank) bei den bisherigen Untersuchungen von zerkleinertem Frucht-
material stabilisierend auf die Capsaicinoide aus. Der Temperatureinfluss auf den
Capsaicinoidabbau selbst innerhalb eines engen Temperaturbereichs wurde bei der
Lagerung von zerkleinertem Fruchtmaterial bei 17 °C, 22 °C und 27 °C beobachtet
(Kapitel 2.2.9). Die Scharfstoffe waren bei 17 °C nach drei Tagen auf ca. 20 %
abgebaut und wiesen danach bis zum letzten Lagertag, Tag 6, einen annahernd
konstanten Gehalt auf. Bei 22 °C betrug der Scharfstoffgehalt nach drei Tagen 35 %
und nach vier Tagen ca. 30 % des Anfangsscharfegehaltes. Die bei 27 °C gelagerten
Proben zeigten nach drei Tagen mit ca. 40 % des Anfangsgehaltes einen schwache-
ren Scharfstoffabbau. Der Einfluss der Umgebungstemperatur unterhalb von 17 °C
wurde noch nicht untersucht. In der Literatur ist derzeit noch nichts Uber die

Temperaturoptima von Isoenzymen der Peroxidase bekannt.
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Auch Peroxidasen, die bei intakten Fruchten in anderen Fruchtkompartimenten,
insbesondere aber in der &ulleren Fruchtschale, zu finden sind, mussen flr
enzymatische Abbauprozesse in Betracht gezogen werden.

Die Lagerung geschalter Frichte zeigte, dass diese Enzyme, die die Lignifizierung
von Phenolen katalysieren, um die Frucht vor Wasserverlust und mechanischer
sowie mikrobieller Beschadigung zu schiitzen %, am Scharfeabbau von zerkleinerten
Paprikafriichten beteiligt sind. Der absolute Anfangscapsaicinoidgehalt ist in den
geschalten Proben (ca. 100 mg/kg) aufgrund der Entfernung der scharfefreien
Schale fast doppelt so hoch wie in den ungeschalten Proben (ca. 50 mg/kg), nimmt
aber langsamer ab (Abbildung 36, Seite 72 und Abbildung 37, Seite 73).

Am Ende der funftagigen ersten Lagerstudie waren die Scharfstoffe in den
geschalten wie in den ungeschalten Proben gleich stark abgebaut, da trotz
Entfernung der Schale und der dort lokalisierten Peroxidasen die restlichen, im
Fruchtfleisch enthaltenen Peroxidasen die Capsaicinoide nach funf Tagen im
gleichen Ausmal} abgebaut haben.

Bei der zweiten Lagerstudie betrug der Capsaicinoidgehalt in den geschalten Proben
nach vier Tagen noch 70 % des Anfangsgehaltes. In den Proben mit den unge-
schalten Fruchten wurden die Scharfstoffe auf 25 % des Anfangsgehaltes abgebaut.
In geschaltem Fruchtmaterial, dem nach der Zerkleinerung die zerkleinerten Schalen
wieder zugefligt worden waren, wurde ein Capsaicinoidabbau mit gleicher Geschwin-
digkeit und gleicher Starke beobachtet. Aufgrund der schwierigen Homogenisier-
barkeit des Schalenmaterials schwankten die Messwerte aber relativ stark.

Mit Hinblick auf die Untersuchungen vieler Forschungsgruppen zur Stabilitat der
Capsaicinoide in heranreifenden Frlchten, muss nochmals betont werden, dass
Kirschbaum et al. ' einen Capsaicinoidabbau erst nach Zellzerstérung beobachte-
ten. Nur Capsaicinoide, die dennoch in den gleichen Zellkompartimenten wie die

Peroxidasen % 101

vorliegen, konnen eine oxidative Umwandlung erfahren, wahrend
extrazellular ausgeschiedene Capsaicinoide ° fiir diese Enzyme nicht mehr verfiigbar
sind. Eine genaue Charakterisierung der Capsaicinoid-abbauenden Enzyme, d.h. der
Peroxidasen oder deren Isoenzyme, ist noch nicht vorgenommen worden. Ein
Capsaicinoidabbau wurde in vitro mit zugefugtem Capsaicin und Dihydrocapsaicin
sowie einer mittels Acetonfallung isolierten, nicht weiter differenzierten Enzymquelle

bestimmt.46‘ 98, 99, 100, 101
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Da fur die Untersuchung, ob das Fruchtalter den Capsaicinoidabbau beeinflusst
(Kapitel 2.3), genugend Frichte selbst angebauter Pflanzen zu unterschiedlichen
Zeitpunkten geerntet werden mussen und diese grol3e Frichteanzahl nicht innerhalb
eines Tages aufgearbeitet werden kann, wurde analog der in vitro-Experimente
anderer Arbeitsgruppen angenommen, dass die Enzymquellen nach der Isolierung
oder in getrockneten Frichten tiefgefroren aufbewahrt werden konnen. Das
Tiefgefrieren kann auch als eine der aktuellen Methoden genutzt werden, Chilis nach
der Ernte bis zu zwei Jahren bei -35 °C zu konservieren."

Lagerstudien mit gekauften, frischen Fruchten, die zunachst eingefroren, zu einem
spateren Zeitpunkt aufgetaut, zerkleinert und anschlieend bei Raumtemperatur
gelagert wurden, belegten im Vergleich mit nicht eingefrorenen Frichten des
gleichen Einkaufs, dass die Scharfstoffe deutlich langsamer, nach einer langeren
Lagerdauer aber gleich stark abgebaut werden. Moglicherweise wird bereits durch
eine einwochige Lagerdauer bei -18 °C ein Teil der Capsaicinoid-abbauenden
Enzyme denaturiert oder andere am oxidativen Abbau beteiligte Komponenten, z. B.
H,O, oder H,O.-liefernde Enzyme, zerstort, so dass als Folge ein langsamerer
Abbau stattfindet. Weitere Untersuchungen wiesen darauf hin, dass die Scharfstoffe
in Frachten, die fur den langen Zeitraum von einem Jahr bei -18 °C aufbewahrt
worden waren, nach Zerkleinerung nicht mehr abgebaut werden.

Der Abbau von Scharfstoffen in stark zerkleinerten Frichten muss daher zeitnah an
frisch geernteten Frachten untersucht werden. Tiefgefrorene, im Sommer 2001 und
2002 selbst angebaute Frichte, die zu einem spateren Zeitpunkt aufgetaut und
gelagert werden sollten, waren somit ungeeignet. Folglich wurden wahrend des
Sommers 2003 im Gewachshaus Pflanzen angebaut, deren Frichte nach dem
Ernten sofort aufgearbeitet und der Lagerstudie zugefuhrt wurden.

Durch die Verwendung von definiertem Material unterschiedlicher Altersstufen aus
dem Eigenanbau zeigte sich, dass die Abbauintensitat vom Fruchtalter abhangt.
Junge Fruchte zeigten den schnellsten und starksten Scharfeabbau, der sich mit
zunehmendem Fruchtalter verringerte, bis er nicht oder nur noch geringflgig
beobachtet werden konnte. Noch altere Frichte waren bereits teilweise oder ganz
getrocknet und zeigten ebenfalls keinen Scharfeabbau mehr. Unter Annahme einer
enzymatischen Beteiligung am Capsaicinoidabbau nimmt die Enzymaktivitat mit

zunehmendem Fruchtalter ab.
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Die Ergebnisse von Contreras-Padilla und Yahia *°, dass die Peroxidaseaktivitat
wahrend der Fruchtentwicklung und -reife mit zunehmender Fruchtreife ansteigt und
am 50.-60. Tag nach der Blute ihr Maximum erreicht, lieken dagegen einen starkeren

Abbau bei alteren Friichten erwarten.

In einem Farbtest (Kapitel 2.2.11) wurde die hochste Gesamtperoxidasekonzen-
tration in der Schale ermittelt. Die geschalten Frichte wiesen durch die Entfernung
der Peroxidase-reichen Schale eine entsprechend geringere Konzentration auf, was
den verlangsamten Capsaicinoidabbau wahrend der Lagerung von zerkleinerten
Frichten bestatigt.

Die mit frischen Frichten annahernd gleiche Peroxidasekonzentration der in Stick-
stoff getauchten und sofort wieder aufgetauten Frichte spiegelt das mit den
Vergleichswerten (frische, unbehandelte Fruchte) identische Abbauverhalten
wahrend der Lagerstudie wieder.

Vorbehandlungen wie die Gefriertrocknung und die 172-wochige Lagerung bei -18 °C
minderten die Aktivitat um ein Drittel und fihrten auch bei den Lagerstudien des
zerkleinerten Fruchtmaterials oder bei gefriergetrocknetem Fruchtmaterial zu einem
deutlich geringeren Scharfeverlust.

Die vierwochige Lagerung des gefriergetrockneten zerkleinerten Fruchtmaterials bei
Raumtemperatur sowie der eingefrorenen Frichte bei -18 °C flhrte nochmals zu
jeweils geringeren Peroxidasekonzentrationen als ohne diese Lagerung. Der letzte
Punkt zeigt wiederholt die Notwendigkeit auf, den Abbau von Scharfstoffen in stark

zerkleinerten Frichten zeitnah an frisch geernteten Frichten zu untersuchen.

Bei der Paprikapulverherstellung werden die nachgereiften und gewaschenen
Frichte vorzerkleinert und auf einen Wassergehalt von 5-8 % getrocknet, um bei
Bedarf zu Paprikapulver vermahlen zu werden.*® '** '%° Da in intakten Friichten oder
bei schneller Trocknung von zerkleinertem Fruchtmaterial die Scharfe weitgehend
erhalten bleibt, bei langsamer Trocknung dagegen abgebaut wird, schlagt
Kirschbaum ® als Nacherntebehandlung vor, durch die Art der Trocknung (schnell
oder langsam) und die Wahl der Zerkleinerungsgrofde der Fruchte (halbe Frichte

oder sehr kleine Frichtstlicke) den Scharfegrad eines Paprikapulvers zu steuern.
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Wie Kirschbaum © bereits feststellte, ermdglicht insbesondere die Gefriertrocknung,
dass der Scharfstoffgehalt trotz Zerkleinerung der Fruchte durch die schnelle
Trocknung erhalten bleibt.

Vier Lagerstudien mit gefriergetrocknetem, zerkleinertem Fruchtmaterial bestatigten
zunachst, dass der Capsaicinoidgehalt durch die Gefriertrocknung nicht verringert
wird. Gunstig auf den Erhalt einer hohen Scharfstoffkonzentration wirkten sich
Bedingungen aus, die den hohen Trocknungsgrad nach der Gefriertrocknung
aufrecht erhielten. Um nachzuprifen, ob sich der Wasserverlust positiv auf die
Scharfstoffstabilitat auswirkt und nicht lediglich das durch die Gefriertrocknung
entzogene Wasserstoffperoxid als Reaktionspartner fehlt, wurde H,O, in Capsicum-
typischer Konzentration' hinzugefiigt. Die Zugabe eines kleinen Volumens an H,0,
fuhrte wahrend der Lagerung zu keinem Capsaicinoidabbau. Im Gegensatz dazu
wurde ein Abbau beobachtet, als mittels H,O,-Losung die Ausgangseinwaage des
gefriergetrockneten Fruchtmaterials wieder hergestellt wurde. Das gleiche Bild ergab
sich, als statt der H,O,-Losung lediglich destilliertes Wasser zur Einstellung der
Ausgangseinwaage verwendet wurde. Das Probenmaterial war also nach der
Gefriertrocknung mit dem ursprunglichen Wassergehalt wieder in der Lage, H,O, als
Partner fur die chemische Reaktion mit den Capsaicinoiden zu produzieren.

Diese Lagerstudien missen allerdings wiederholt werden. Insbesondere der unter-
schiedliche Grad des Capsaicinoidabbaus nach Zugabe von destillietem Wasser
oder von H;O,-Losung kann nicht quantitativ miteinander verglichen werden, da die
beiden Lagerstudien mit Fruchten verschiedener Einkaufschargen durchgefuhrt
worden sind.

Kirschbaum ©°

untersuchte die Stabilitat der Capsaicinoide in halbierten und stark
zerkleinerten Fruchten. Mit 2 cm gro3en Fruchtstucken wurde in der vorliegenden
Arbeit ein Zerkleinerungsgrad zwischen diesen Extremen gewahlt, der dem

technologischen Schritt der Vorzerkleinerung entspricht. Eine Abnahme des

™ Die Capsicum-typische H,0,-Konzentration, die in der Literatur “¢ % * "' fiir in vitro-Analysen mit
0,1-0,3 mmol/L angegeben wurde, ist Gberprift worden, indem zerkleinerte, frische Friichte unter Zu-
gabe von 0,3 mmolarer Wasserstoffperoxidlosung im Verhaltnis 10 + 1 gelagert wurden. Der prozentu-
ale Scharfstoffabbau entsprach exakt dem der Vergleichswerte: Proben unter Zugabe von destillier-
tem Wasser im Verhaltnis 10 + 1 und Proben ohne Zusatz. Demnach wurde davon ausgegangen,
dass die Konzentration nicht zu hoch gewahlt ist und daraus resultierende oxidative Zellschaden nicht

zu erwarten sind.
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Capsaicinoidgehaltes konnte bei diesem Zerkleinerungsgrad nicht festgestellt
werden. Hieraus ist ersichtlich, dass erst bei vollstandiger Zerstorung des Fruchtge-

webes Scharfstoffverluste auftreten.
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4 ZUSAMMENFASSUNG

Capsicum-Fruchte sind weltweit in frischer oder eingelegter Form, zu Pulver
getrocknet sowie als Zutat in Gewtlrzen und Saucen in der Ernahrung sehr beliebt.
Wichtig fur die Qualitatsbewertung sind Farbe, Aroma und Scharfe, obwohl das
Hauptaugenmerk vor allem auf der Farb- und Aromastabilitat liegt. Sehr scharfe
Frichte sind genauso wie milde oder sogar scharfefreie Frichte erwlnscht. Die fur
die Scharfe verantwortlichen Hauptcapsaicinoide sind Capsaicin, Dihydrocapsaicin
und Nordihydrocapsaicin. Versuche, den Capsaicinoidgehalt zu beeinflussen, kon-
zentrieren sich auf genetische, landwirtschaftliche und technologische Ansatzpunkte.
Umweltbedingungen, wie z. B. Klima, Licht und Temperatur, wahrend des Pflanzen-
wachstums und der Fruchtreife wirken sich auf den Scharfegrad aus. AuRerdem
spielt auch die Verarbeitung nach der Ernte eine wichtige Rolle, wobei besonders die
Trocknungsbedingungen und die Anzahl der enthaltenen Samen die Scharfe

beeinflussen.*’

In einer breit angelegten Studie in zwei aufeinander folgenden Jahren wurden flr
mehr als 400 einzelne Frichte von sieben Pflanzen das Alter, das Gewicht, die
Position an der Pflanze und der Scharfstoffgehalt ermittelt. Die Capsaicinoidgehalte
von Frichten ein und desselben Strauches mit identischem Erntezeitpunkt
unterschieden sich erheblich. Die Auswertung dieser Daten hat die Problematik ver-
deutlicht, dber die Untersuchung von wenigen Einzelfrichten reprasentative Werte
zu ermitteln. Durch die breite Variabilitat im Scharfstoffgehalt von Einzelfrichten
besteht die Gefahr, dass ein Zusammenhang oder eine Abhangigkeit vom Frucht-
alter, von der Fruchtposition, vom Fruchtgewicht oder von weiteren Parametern
vorgetauscht wird.

Die vorliegende Arbeit lasst aufgrund der betrachtlichen, statistisch auswertbaren
Probenzahl erkennen, dass Einzelfrichte nicht zur Beobachtung von Biosynthese-
kurven, von Abbaukurven oder von Umwelteinfllissen verglichen werden kdnnen.
Aufgrund der starken Heterogenitat liel3 sich eine Ab- oder Zunahme im Capsaici-
noidgehalt von Frichten unterschiedlichen Alters nicht feststellen. Ebenfalls wurde
keine Abhangigkeit des Capsaicinoidgehaltes vom Nodium beobachtet. Hinsichtlich
der Mittelwerte und der Schwankungsbreite flr die Capsaicinoidgehalte der Einzel-

frichte waren keine Jahreseffekte ersichtlich.
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Der Literatur, die sich aufgrund der uneinheitlichen Probenvorbereitung der Frichte
und unterschiedlicher BezugsgroRen fur den Capsaicinoidgehalt als kaum
vergleichbar herausstellte, Iasst sich nicht entnehmen, ob sich die Daten fur die
Akkumulationskurven der Capsaicinoide auf die Untersuchung von Einzelfrlichten je
Ernte- oder Aufarbeitungstag oder auf zusammen aufgearbeitete Frichte stitzen.
Die Tatsache, dass in keiner dieser Veroffentlichungen auf die breite Heterogenitat
der Capsaicinoidgehalte in den einzelnen Frichten eingegangen wird und dass
wiederholt ein Scharfstoffverlust mit fortschreitender Fruchtreife beschrieben wird,
obwohl Capsaicinoide nur nach Zerstérung der Zellstrukturen abgebaut werden ®,
lassen den Verdacht aufkommen, dass diese Ergebnisse ein Zufallsresultat aufgrund
der Probennahme sind. Fur zuklnftige Untersuchungen mussen die Heterogenitat
und die natlrlichen Schwankungsbreiten bei der Versuchsplanung und Auswertung

berucksichtigt werden.

Kirschbaum ® beobachtete, dass der Capsaicinoidabbau erst nach Zerstérung der
Zellstrukturen eintritt und abhangig von der Geschwindigkeit des Wasserverlustes
verlauft, und deutete dies als Indiz fur enzymatische Abbauprozesse, moglicherweise
durch Peroxidasen.

Daher wurden Lagerungsbedingungen gewabhlt, die sich positiv oder negativ auf die
Aktivitat von Enzymen auswirkten und unter denen ein Scharfstoffabbau
entsprechend dieser Wirkung zu beobachten war.

Eine vollstandige Zerstorung des Fruchtgewebes ist eine weitere Voraussetzung fur
die Untersuchung des Scharfstoffabbaus in frischen Frichten, weil eine Abnahme
des Capsaicinoidgehaltes bei einem Zerkleinerungsgrad von 2 cm grofden Fruchtstu-
cken nicht festgestellt werden konnte.

Bei fur Peroxidasen gunstigen Bedingungen nahm der Capsaicinoidgehalt unter
Beibehaltung des Capsaicinoidmusters in zerkleinertem Fruchtmaterial rasch ab. So
zeigte die Lagerung unter Stickstoff oder Sauerstoff, dass die Capsaicinoide nur in
oxidativer Atmosphare abgebaut werden. Die Temperatur spielte eine wichtige Rolle;
bei niedrigen Kuhlschranktemperaturen liefen die enzymatischen Reaktionen nur
verlangsamt ab.

Weiterhin reichten schon geringe Trocknungseffekte aus, um den Abbau zu verzo-
gern und nach wenigen Tagen zu stoppen, da Enzyme auf eine hohe Wasseraktivitat

angewiesen sind. Hierbei zeigte sich, dass Capsaicinoide in zerkleinertem Fruchtma-



ZUSAMMENFASSUNG 106

terial starker durch Trocknungsverluste als durch niedrige Temperaturen stabilisiert
werden. So waren die Capsaicinoide in zerkleinertem, gefriergetrocknetem Frucht-
material wahrend der Lagerung stabil.

Der Vergleich der Lagerung geschalter Frichte mit der Lagerung ungeschalter
Frichte belegte, dass Peroxidasen, die in intakten Fruchten als Isoenzyme in
verschiedenen Zellkompartimenten, vor allem aber in der aul3eren Fruchtschale
vorkommen, am Scharfeabbau von zerkleinerten Paprikafriichten beteiligt sind.

Das Einfrieren frischer Frichte wirkte sich so stark nachteilig auf die Capsaicinoid-
abbauenden Enzyme aus, dass der Abbau von Scharfstoffen in zerkleinerten

Frachten zeitnah an frisch geernteten Frichten untersucht werden muss.

Die Unterschiede im Capsaicinoidabbau lassen sich mit einem unterschiedlichen
Schadigungsgrad der Peroxidasen, abhangig von der Vorbehandlung, erklaren. Die
Bestimmung der Gesamtperoxidasekonzentration durch einen Farbtest bestatigte je

nach Vorbehandlung unterschiedlich starke Verluste an Enzymaktivitat.

Durch die Verwendung von definiertem Material unterschiedlicher Altersstufen aus
dem Eigenanbau im Gewachshaus zeigte sich, dass die Abbauintensitat vom
Fruchtalter abhangt. Junge Frichte zeigten den schnellsten und starksten Scharfe-
abbau, der sich mit zunehmendem Fruchtalter verringerte, bis er nur noch gering-
fligig beobachtet werden konnte. Altere Friichte, die bereits teilweise getrocknet
waren, zeigten keinen Scharfeabbau mehr.

Dieses Ergebnis erklart die Beobachtung, dass gekauftes Probenmaterial
unterschiedliche Abbauraten aufwies, die vom Anfangsscharfegehalt unabhangig

waren.
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5 ARBEITSVORSCHRIFTEN

5.1 Reagenzien und Loésungsmittel

Aceton (VWR International, Darmstadt), Art.-Nr.: 1.00020.2500

Acetonitril HPLC (Acros Organics, Geel, Belgien), Art.-Nr.: 325730025
Citronensaure-Monohydrat (VWR International, Darmstadt), Art.-Nr.: 1.48550.1000
Dinatriumhydrogenphosphat p.a. (Roth, Karlsruhe), Art.-Nr.: P030.2

Essigsaure 100 % p.a. (VWR International, Darmstadt), Art.-Nr.: 1.00063.2500
Helium 5.0, > 99,999 Vol.% (Messer Griesheim, Krefeld), Art.-Nr.: 795 0 3036
Kaliumhydroxid (Roth, Karlsruhe), Art.-Nr.: 6751.1

Kaliumdihydrogenphosphat p.a. (Roth, Karlsruhe), Art.-Nr.: 3904 .1

Lithiumchlorid p.a. (VWR International, Darmstadt), Art.-Nr.: 1.05679.1000
Magnesiumnitrat-Hexahydrat, reinst (VWR International, Darmstadt), Art.-Nr.:
1.05854.1000

Meerrettichperoxidase (Sigma, Taufkirchen), Art.-Nr.: P-6140

Methanol HPLC (Acros Organics, Geel, Belgien), Art.-Nr.: 268280025
Natriumchlorid Ph.Eur. (Roth, Karlsruhe), Art.-Nr.: P029.2
Pelargonsaurevanillylamid 98 % (N-Vanillylnonamid) (Serva, Heidelberg), Art.-Nr.:
A 15791

Reinstwasser (Reinstwasseranlage MilliQ) (Millipore, Eschborn)

Sauerstoff 2.5, >/- 99,5 Vol.%, (Messer Griesheim, Krefeld), Art.-Nr.: 340010
Salzsaure 35 % p.a. (sds, Peypin, Frankreich), Art.-Nr.: 1010521

Stickstoff 5.0, > 99,999 Vol.% (Messer Griesheim, Krefeld), Art.-Nr.: 795 0 3056
3,3,5,5’-Tetramethylbenzidin (Sigma, Taufkirchen), Art.-Nr.: T2885
Wasserstoffperoxid 30 % (Fluka, Taufkirchen), Art.-Nr.: 95294

5.2 Glasgerate und Laborbedarf

Becherglaser, 50, 100, 200, 800, 1000 und 2000 ml
Buchnertrichter, Durchmesser: 59 mm (Grof3e 1), 74 mm (Gr. 2), 94 mm (Gr. 2a)
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Reaktionsgefalle aus Polypropylen, 1,5 ml (Brand, Wertheim)
Einmalspritzen, diverse Grof3en

Erlenmeyerkolben mit Schiliff, 100, 250, 500 und 750 ml
Exsiccatoren, Durchmesser: 100 mm und 250 mm
Gemuseschaler (WMF, Geislingen/Steige)
Kristallisierschalen, Durchmesser: 60 mm und 95 mm
Messkolben, 10, 20, 25, 50, 100 und 250 mi

Messpipette, 20 ml

Mikrotiterplatten F-Form (Greiner, Frickenhausen)
Pasteurpipetten, 150 und 230 cm

Petrischalen

pH-Teststreifen 4,5-10,0

Plastikzentrifugenbecher, 250 ml

Reagenzglaser mit Schraubgewinde und Verschlusskappen
Reaktionsgefalstander fur 1,5 ml-Reaktionsgefale
Rundfilter 595, Durchmesser: 55 mm, 70 mm, 90 mm (Schleicher & Schill, Dassel)
Saugflaschen, 250 ml und 500 ml

Schnelllauftrichter, diverse Grolen

Skalpell

Spatel, diverse Grolken

Spritzenfilter aus PVDF, 0,45 um

Stopfen aus Glas oder Polyethylen, diverse Normschliffe
Verschlussfolie flr Laborbedarf aus Polyolefinen und Paraffinwachsen
Vollpipetten, 5, 10 und 30 ml

Zentrifugenréhrchen aus Polypropylen, 50 ml

5.3 Technische Laborgerate

aw-Wert-Messer (Lufft, Fellbach)

Dispergierantrieb Ultra-Turrax Typ T 18/10 (Janke & Kunkel, Staufen)
Dispergierwerkzeug Ultra-Turrax Typ S 25 KG — 18 G (Janke & Kunkel, Staufen)
Gefriertrocknungsanlage Christ ALPHA (Christ, Osterode am Harz)
Kolbenhubpipetten, variabel: 0,5-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl (Eppendorf, Hamburg)
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Mikrotiterplatten-Lesegerat Model 680 (Bio-Rad, Munchen)
Schuttelwasserbad SW 1 mit Umwalzthermostat VC (Julabo, Seelbach)

Stabmixer ,Multiquick control plus® Braun MR 505 (Braun, Kronberg)

Universal-Zerkleinerer Moulinette (Moulinex-Samou, Radolfzell/Bodensee)

Universal-Zerkleinerer Krups Speedy Plus Plus Type 7180 - 70 (Krups, Solingen)

Vakuum-Membranpumpe Typ ME 2 (vacuubrand, Wertheim)

Vakuum-Membranpumpe Typ MZ 2C (vacuubrand, Wertheim)

Vibrationsmischer flr Reagenzglaser IKA-Vibro-Fix VF 2 (Janke & Kunkel, Staufen)

5.4 HPLC

5.4.1 Chromatographische Ausristung

HPLC-System:

Detektor:

Trennséaule:

Datenaufnahme:

Eluent:

Fluss:

Solvent Delivery Module LC-6A, Sample Injector Module SIL-6A,
System Controller SCL-6A (jeweils Shimadzu, Duisburg)

Fluoreszenz-HPLC-Monitor RF 551 mit 12 ul Durchflusszelle
(Shimadzu, Duisburg) Aex = 280 nm, Agm = 320 nm

250 x 4 mm LiChroCART® LiChrospher® RP-18 (5 pm,
endcapped) VWR International (Darmstadt), Art.-Nr.: 1.50995

mit Vorsaule RP-18, 4 x 4 mm, VWR International (Darmstadt),
Art.-Nr.: 1.50962.0001

APEX® Chromatography-Workstation, Model M625-15, Version
3.10a (Autochrom Inc.)

Acetonitril/Wasser/Essigsaure (940/1060/10, v/v/v), ca. 5 min mit

Helium entgast

1 ml/min
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5.4.2 Quantifizierung

Die Quantifizierung ® der einzelnen Hauptcapsaicinoide erfolgt {iber die Kalibrierung

mit der externen Standardsubstanz Pelargonsaurevanillylamid (PSVA).

Die Stamm- und Standardldsungen werden alle in Acetonitril/Wasser (1 +1, v +v)
geldst und verdunnt.

35 mg (£ 0,1 mg) PSVA werden in 100 ml des Losungsmittels gelost. Hiervon werden
5 ml auf 250 ml verdunnt. Von dieser Stammlésung (w = 7,00 pg/ml) ausgehend wird
eine geeignete Verdunnungsreihe zur Kalibrierung hergestellt.

Das nachfolgende Pipettierschema (Tabelle 9) zeigt die in der Regel zu
verwendenden Verduinnungsschritte zur Herstellung der Standardlésungen, von
denen meistens 20 pl injiziert werden. Der lineare Kalibrierbereich sollte mindestens

5 Verdlnnungsstufen umfassen.

Volumen der Stamm- | Verdunnung auf | Konzentration w Konzentration ¢
l6sung [ml] ... ml [ug/ml] [pmol/20 pl]

5 250 0,14 9,5

5 100 0,35 23,9
5 50 0,70 47,7
5 25 1,40 95,4
5 20 1,75 119,3
5 10 3,50 238,6

Tabelle 9: PSVA-Standardlésungen fiir die Kalibrierreihe

Die Konzentrationen der Standardlésungen koénnen entsprechend der
Empfindlichkeit des verwendeten Fluoreszenzdetektors anders gewahlt werden.
Meistens werden wahrend der Chromatographie einer Untersuchungsreihe
abwechselnd je 1-2 Standardlésungen und nachfolgend 2-3 Probel6sungen injiziert.

5.4.3 Berechnung des Capsaicinoidgehaltes

Die Quantifizierung von Capsaicin, Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin erfolgt
uber die nach 5.4.2 ermittelte Kalibriergerade. Die Konzentration an Capsaicin,
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Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin wird zunachst als Stoffmengenkonzen-
tration an PSVA in pmol pro Injektionsvolumen ausgedruckt. Da sich bei allen
Capsaicinoiden aufgrund des identischen fluoreszierenden Vanillylrestes dieselbe
molare Fluoreszenzausbeute ergibt, kann unter Bertcksichtigung der Molmassen
durch Umrechnungsfaktoren die Konzentration der einzelnen Capsaicinoide
berechnet werden.

Als molare Massen werden hierbei folgende Werte zu Grunde gelegt:
Capsaicin 305,4 g/mol
Dihydrocapsaicin 307,4 g/mol
Nordihydrocapsaicin 293,4 g/mol

Die Gehalte der einzelnen Capsaicinoide - angegeben als Massenanteil in pug/g oder
mg/kg Probe — werden nach folgender Formel berechnet:

(Yn—Db) * Vg * MM,

wn =
Viem«<E <1000

Wn = Konzentration der Einzelkomponenten [ug/g Probe]

Yn = Peakflache der Einzelkomponenten [Integratoreinheiten (Flache)]

b = Ordinatenabschnitt der Kalibriergeraden [Integratoreinheiten (Flache)]

Ve = Gesamtvolumen** der Probeldsung [ml]

MM, = Molmasse der Einzelkomponenten [g/mol]

Vi = Injektionsvolumen [pl]
m = Steigung der Kalibriergeraden [Integratoreinheiten (Flache)/pmol]
E = Einwaage der Probe [g]

Der Gesamtgehalt wg [ug/g] oder [mg/kg] berechnet sich als Summe der

Konzentration flr Capsaicin, Dihydrocapsaicin und Nordihydrocapsaicin:

we [Mg/g] = ; Wn

* Das Gesamtvolumen ist bei einer unverdiinnten Lésung mit 100 ml anzugeben. Bei einer z.B. 1:5
verdiinnten Probelésung wird hierfiir mit 500 ml gerechnet.
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5.5 Lagerung von 2 cm grof3en Sticken und ihrer zugehérigen Halften

Pro Aufarbeitungstag und Aufarbeitung wurden je 5 ganze Frichte aus einer
grolleren Probenmenge entnommen. Die Fruchtstiele wurden bis kurz vor dem
Ansatz abgeschnitten. Nur Frichte mit zwei Scheidewanden wurden verwendet.
AnschlieRend wurden die 5 Fruchte mit einem Skalpell so halbiert, dass jede Halfte
je eine Scheidewand aufwies. Die eine Halfte wurde Gruppe A, die andere Halfte
Gruppe B zugeteilt und das Gewicht der Gruppe wurde bestimmt. Die eine Gruppe
wurde als Halften in offenen Petrischalen (Batch A) gelagert. Die Halften der anderen
zugehorigen Gruppe (Batch B) wurden mit einem Skalpell in ca. 2 cm lange Stucke
geschnitten und in offenen Petrischalen unter denselben Bedingungen wie Batch A
gelagert. Die Lagerung erfolgte in den Sommermonaten auf der Fensterbank
(Himmelrichtung: Sud-Ost).

Nach der Lagerung wurden die halbierten Frichte (Batch A) mit einem Skalpell in ca.
2 cm lange Stucke in ein 800 ml Becherglas geschnitten. Die 2 cm langen Frucht-
sticke (Batch B) wurden von der Petrischale ebenfalls in ein 800 ml Becherglas
Uberfuhrt. Vor der weiteren Aufarbeitung musste der durch Wasserverlust bedingte
Gewichtsverlust durch die entsprechende Wassermenge ausgeglichen werden. Nach
einer Einweichzeit von 10-15 min wurden 100 ml Methanol zugefugt und dieses
Gemisch mit einem Stabmixer 1 min vorzerkleinert. Nach Abspulen der Becherglas-
Wandung und des Stabmixers mit ca. 10 Pasteurpipettenfillungen Methanol erfolgte

die weitere Aufarbeitung entsprechend 5.8.

5.6 Probenaufarbeitung: Lagerstudien mit zerkleinerten Friichten

Aus einer groReren Menge frischer Frichte wurde die bendtigte Anzahl an Frichten
entnommen. Mit Erde verschmutzte Frichte wurden mit einem feuchten Papiertuch
gereinigt. Nachdem die Fruchtstiele bis kurz vor dem Ansatz abgeschnitten worden
waren, wurden die Frichte nacheinander mit einem Kichenmesser oder Skalpell in
ca. 2 cm lange Sticke direkt in die Schale eines Universal-Zerkleinerers (im Abzug,
mit Handschuhen) geschnitten; pro Moulinettenfillung etwa 50 bis 70 g. Auf die

Zerkleinerungstaste wurde zehnmal gedruckt, um ein gutes Verwirbeln und
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Zerkleinern der Fruchtsticke zu gewahrleisten. Danach wurde der Deckel wegen des
scharfen, beilRenden Geruchs vorsichtig geotffnet.

5.6.1 Zugabe von 0,3 mmolarer Wasserstoffperoxid-Lésung

Es wurden ca. 200 g gekaufter, frischer Frichte unter Zugabe von 20 ml 0,3 mmol
Wasserstoffperoxidlosung mit der Moulinette zerkleinert. Das gesamte zerkleinerte
Fruchtmaterial wurde in ein 1000 ml Becherglas (im Eisbad) Uberflhrt, grindlich
durchmischt, zu je 10 g £ 0,5 g in 100 ml Becherglaser eingewogen im nicht
evakuierten Exsiccator gelagert.

Far die Nullwertbestimmung wurden dreimal je 10 g in Zentrifugenbecher aus

Polypropylen eingewogen und sofort weiter aufgearbeitet.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.8.

Die Kontrollversuche wurden mit ca. 200 g gekaufter, frischer Frichte
a) unter Zugabe von 20 ml VE-Wasser sowie

b) ohne Zugabe von Wasser oder Wasserstoffperoxidlosung
durchgefuhrt.

5.6.2 Lagerung unter Stickstoff und Sauerstoff

Es wurde ca. 1 kg gekaufter, frischer Friuchte mit der Moulinette zerkleinert. Das
gesamte zerkleinerte Fruchtmaterial wurde in ein 2000 ml Becherglas (im Eisbad)
uberfuhrt, mit einem Spatel oder Loffel grundlich durchmischt, zu je 10 g + 0,5 g in
100 ml Becherglaser eingewogen und im Exsiccator als geschlossenen Behalter (in
der Regel ohne Trocknungsmittel) unter den gewlnschten Bedingungen (siehe
5.6.2.1 - 5.6.2.3) gelagert.

Fur die Nullwertbestimmung wurden dreimal 10 g in Zentrifugenbecher aus

Polypropylen eingewogen und sofort weiter aufgearbeitet.
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5.6.2.1 Bedingung: Stickstoff (25 °C) / Sauerstoff (25 °C)

Nachdem die Becherglaser mit dem Probenmaterial auf zwei grof3e Exsiccatoren
verteilt worden waren, wurden diese mittels Membran-Vakuumpumpe bis 30 mbar
evakuiert und anschliel3end einerseits mit Sauerstoff und andererseits mit Stickstoff
bis zum Erreichen des Raumdruckes befullt. Dieses Vorgehen wurde einmal
wiederholt. Die Befullung mit Sauerstoff erfolgte mit Hilfe eines Luftballons, die mit
Stickstoff mit Hilfe einer minimalisierten Vakuumanlage inklusive Gasblasenzahler.
Abschliellend wurden beide Exsiccatoren auf der Arbeitsbank abgestellt.

Fur die tagliche Entnahme der aufzuarbeitenden Proben wurden die
Exsiccatorendeckel vorsichtig angehoben, um danach die Exsiccatoren erneut zu

evakuieren und mit dem entsprechenden Gas zu befillen (zweimal).
Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte entsprechend 5.8.

5.6.2.2 Bedingung: Stickstoff (4 °C /25 °C) / Sauerstoff (4 °C /25 °C)
Behandelt wurden die Exsiccatoren analog zu 5.6.2.1 mit dem Unterschied, dass vier
grof3e Exsiccatoren bendtigt wurden:

1. Stickstoff 4 °C

2. Stickstoff 25 °C

3. Sauerstoff 4 °C

4. Sauerstoff 25 °C.

Der durchschnittiche Wert von 25 °C wurde durch das Abstellen der beiden
Exsiccatoren auf der Laborbank bei Raumtemperatur erzielt. Die 4 °C wurden durch

die Unterbringung der Exsiccatoren im Kihlschrank eingehalten.
Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte entsprechend 5.8.

5.6.2.3 Bedingung: Stickstoff (25 °C) / Sauerstoff (4 °C / 25 °C) bei eingestell-
ter Luftfeuchte
Es wurden zwei grof3e Exsiccatoren:
1. Sauerstoff 4 °C
2. Sauerstoff 25 °C
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und zehn kleine Exsiccatoren:
3.-12. Stickstoff 25 °C

verwendet. Am Boden der grofRen Exsiccatoren befanden sich Kristallisierschalen mit
einem Durchmesser von 95 mm, am Boden der kleinen Exsiccatoren
Kristallisierschalen mit einem Durchmesser von 60 mm mit gesattigten Salzlésungen,
um die entsprechende Luftfeuchte einzustellen.™*

Fir die drei Messreihen mit den Luftfeuchten 98 %, 52-54 % und 12 % *= 2 % (bei
5 °C und 25 °C) wurden entsprechend Tabelle 10 folgende Salze, Einwaagen und

Volumina an VE-Wasser gewahlt.

Messreihe Salz (Léslichkeit in 100 g H,O)
Einwaage [g] / Volumen [ml]

Luftfeuchte 98 %: Nay;HPO4 (22 g)
Kristallisierschalen (& 60 mm) 8,8-89g/40ml
Kristallisierschalen (& 95 mm) 44,1 -44,4 g/ 200 ml
Luftfeuchte 52-54 %: Mg(NO3), x 6 H,O (71 g)
Kristallisierschalen (& 60 mm) 29,2-30,0g/40 ml
Kristallisierschalen (& 95 mm) 99,0 -100,0 g/ 140 ml
Luftfeuchte 12 %: LiCl x 1 H,O (83 g)
Kristallisierschalen (& 60 mm) 29,1 -30,6 g/ 30 ml
Kristallisierschalen (& 95 mm) 99,2-99,7g/120 ml

Tabelle 10: Gesattigte Salzlésungen zur Einstellung einer definierten Luftfeuchte

Die Salzlésungen mussten aus chemisch reinen Salzen mit Reinwasser (destilliertes
oder deionisiertes Wasser) hergestellt werden. Um eine homogene Salzlésung zu
bilden, wurden die Salzkristalle in kochendes Wasser bis zu einer annahernden
Sattigung gegeben und die Lésung anschlielfend langsam auf die gewilnschte
Temperatur abgekunhlt.

Der Sattigungsgrad der wassrigen Salzldsungen war durch Kontrolle des Salz-
Uberschusses ohne Offnen der Klimakammer zu Uberwachen. Der Salziiberschuss

musste von der Losung vollig Uberdeckt sein.
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Die Exsiccatoren wurden analog zu 5.6.2.1 evakuiert und begast.

Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte entsprechend 5.8.

5.6.3 Lagerung von gefriergetrocknetem Fruchtmaterial

Es wurde ca. 1 kg gekaufter, frischer Friuchte mit der Moulinette zerkleinert. Das
gesamte zerkleinerte Fruchtmaterial wurde in ein 2000 ml Becherglas (im Eisbad)
Uberfuhrt, grindlich durchmischt, zu je 10 g £ 0,1 g in 50 ml Zentrifugenréhrchen aus
Polypropylen eingewogen.

FUr die Nullwertbestimmung wurden dreimal je 10 g in Zentrifugenbecher aus
Polypropylen eingewogen und sofort weiter aufgearbeitet.

Die einzelnen Zentrifugenréhrchen wurden mit dem enthaltenen Probenmaterial
1 min lang in flussigen Stickstoff getaucht und anschlieBend an die Gefriertrock-
nungsanlage angeschlossen. Die Proben wurden 23 Stunden lyophilisiert. In den
ersten 3-4 Stunden wurde ca. alle 20 min ein kleiner, mit flissigem Stickstoff befullter
Dewar an die Zentrifugenréhrchen, die ununterbrochen weiter gefriergetrocknet
wurden, gehalten, damit das Probenmaterial nicht auftaut. Nach 23 Stunden wurde
ein Trocknungsverlust von 80-90 % gemessen.

Die gefriergetrockneten Proben wurden fir die Lagerung in 50 oder 100 ml
Becherglaser uberflhrt, entsprechend der gewahlten Lagerungsbedingung prapariert
und im nicht evakuierten Exsiccator gelagert.

Far die Nullwertbestimmung wurden gefriergetrocknete Proben in Zentrifugenbecher

aus Polypropylen Uberfuhrt und sofort weiter nach 5.8 aufgearbeitet.

5.6.3.1 Bedingung: Einstellung eines definierten aw-Wertes

Der aw-Wert des gefriergetrockneten Probenmaterials wurde entsprechend Kapitel
5.9 bestimmt. Da der aw-Wert kleiner als 0,40 war und die Skala des aw-Wert-
Messers nur von 0,40 bis 1,00 reicht, mussten 200 pl VE-Wasser zu jeder einzelnen
Probe zugeflugt werden, um den aw-Wert schliel3lich auf — messbare — 0,66 zu

erhohen.

Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte entsprechend 5.8.



ARBEITSVORSCHRIFTEN 117

5.6.3.2 Bedingung: Wiederherstellung der Ausgangseinwaage
Zu den einzelnen gefriergetrockneten Proben wurde entsprechend des
Wasserverlustes durch die Gefriertrocknung die entzogene Menge an VE-Wasser

zugefugt.

Die weitere Aufarbeitung der Proben erfolgte entsprechend 5.8.

5.6.3.3 Bedingung: Zugabe von 0,1 mmolarer Wasserstoffperoxidlésung

Zu den einzelnen gefriergetrockneten Proben wurde soviel 0,1 mmolare
Wasserstoffperoxidlosung hinzudotiert, bis das Gewicht der Ausgangseinwaage (vor
der Gefriertrocknung) wiedererlangt war. Da der prozentuale Trocknungsverlust
innerhalb einer Versuchsreihe identisch war, ergab sich somit eine einheitliche H,O,-

Endkonzentration bei den einzelnen Proben der gleichen Versuchsreihe.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.8.

5.6.4 Entfernung der Schale

Ca. 1 kg gekaufte, frische Fruchte wurde in zwei Gruppen a 500 g aufgeteilt. Bevor
die Frichte mit der Moulinette zerkleinert werden sollten, wurde die Fruchtschale mit
einem Gemuseschaler entfernt. Es wurden hierfir grol3e, dickwandige Frichte
gewahlt, die keine Vertiefungen und Trocknungserscheinungen aufweisen durften,
um das Schalen nicht zu erschweren. Geringe Verluste des sich unter der Schale
befindenden Fruchtfleisches (Mesokarp) wurden akzeptiert, so dass die entfernten
Schalen eine Dicke von 0,5-1 mm besalen.

Die Schalen der ersten Gruppe wurden verworfen und die geschalten Frichte mit der
Moulinette zerkleinert.

Die Schalen der zweiten Gruppe wurden aufbewahrt. Die geschalten Fruchte und die
Schalen wurden getrennt voneinander mit der Moulinette zerkleinert. Erst im
Anschluss wurden sie wieder miteinander vermischt.

Die beiden Gruppen mit dem zerkleinerten Fruchtmaterial wurden jeweils in ein
2000 ml Becherglas (im Eisbad) uberfuhrt, grindlich durchmischt, zu je 10 g £+ 0,5 g

in 100 ml Becherglaser eingewogen im nicht evakuierten Exsiccator gelagert.
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Fur die jeweilige Nullwertbestimmung wurden von beiden Gruppen dreimal je 10 g in
Zentrifugenbecher aus Polypropylen eingewogen und sofort weiter aufgearbeitet.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.8.

Der Kontrollversuch wurde mit ca. 500 g ungeschalter Frichte durchgefuhrt.

5.6.5 Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen

Es wurde ca. 1 kg gekaufter, frischer Friachte mit der Moulinette zerkleinert, in ein
2000 ml Becherglas (im Eisbad) uberfuhrt, grundlich durchmischt und zu je 10 g £
0,5 g in 100 ml Becherglaser eingewogen.

Y der Proben wurde im thermostatisierten Wasserschittelbad platziert, das auf
27 °C und die niedrigste Schittelstufe eingestellt worden war. Uber die Becherglaser
wurde Parafilm mit einem kleinen Loch gespannt, um Trocknungsverluste und Kon-
denswasser gering zu halten. AulRerdem mussten die Becherglaser beschwert
werden, um nicht aufzuschwimmen.

Die weiteren %3 der Proben wurden auf zwei nicht evakuierte Exsiccatoren verteilt.
Einer der Exsiccatoren blieb im Labor (22 °C) und der andere Exsiccator wurde in

einem unbeheizten Raum konstanter Temperatur (17 °C) untergebracht.

Far die Nullwertbestimmung wurden dreimal je 10 g in Zentrifugenbecher aus
Polypropylen eingewogen und sofort weiter aufgearbeitet.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.8.

5.6.6 Einfrieren

Es wurde ca. 1 kg gekaufter, frischer Frichte in flussigen Stickstoff getaucht, dann

a) sofort wieder aufgetaut oder

b) 1 Woche im Tiefklhlschrank aufbewahrt und
anschlieBend im angetauten Zustand mit der Moulinette zerkleinert. Die beiden
Gruppen mit dem zerkleinerten Fruchtmaterial wurden jeweils in ein 2000 ml
Becherglas (im Eisbad) Uberfuhrt, grindlich durchmischt, zu je 10 g £ 0,5 g in 100 m|

Becherglaser eingewogen im nicht evakuierten Exsiccator gelagert.
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FUr die Nullwertbestimmung wurden dreimal je 10 g in Zentrifugenbecher aus

Polypropylen eingewogen und sofort weiter aufgearbeitet.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.8.

Der Kontrollversuch wurde mit ca. 500 g nicht tiefgekuhlter Fruchte durchgefuhrt.

5.6.7 Lagerung selbst angebauter Frichte

Es wurden 150-200 g frischer Frichte mit der Moulinette zerkleinert. Das gesamte
zerkleinerte Fruchtmaterial wurde in ein 500 ml Becherglas (im Eisbad) Uberfuhrt,
grundlich durchmischt, zu je 10 g £ 0,5 g in 100 ml Becherglaser eingewogen und im
nicht evakuierten Exsiccator gelagert.

Far die Nullwertbestimmung wurde zweimal je 10 g in einen Plastikzentrifugenbecher

eingewogen und sofort weiter aufgearbeitet.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.8.

5.7 Aufarbeitung selbst angebauter Frichte

Es wurden Einzelfrichte untersucht: Fruchtalter [d nach Blutenéffnung], Position am
Strauch [Nodium], Fruchtgewicht [g], Fruchtlange [cm] und Farbe [grin — rot] wurden
notiert. Nachdem die Fruchtstiele bis kurz vor dem Ansatz abgeschnitten worden
waren, wurden die Frichte mit einem Kichenmesser oder Skalpell in maximal 0,5
cm lange Stlcke direkt in Plastikzentrifugenbecher geschnitten (mit Handschuhen),

gewogen und 30 ml Methanol zugeflgt.

Die weitere Aufarbeitung erfolgte entsprechend 5.8.
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5.8 Weitere Aufarbeitung

Bei gelagerten und gefriergetrockneten Proben wurde vor der weiteren Aufarbeitung
der Wasserverlust durch Zugabe der entsprechenden Wassermenge ausgeglichen.
Es wurden zu den Referenzwerten ,Tag 0% den gelagerten sowie den gefrier-
getrockneten Proben (10g + 0,5g) je 30 ml Methanol gegeben. Da sich die
Extraktion mit 30 ml Methanol auf eine Einwaage von 10 g bezieht, entspricht dies
bei einem Wassergehalt der Friuchte von ca. 90 % einer Konzentration des
Extraktionsmittels von ca. 75 % Methanol.

Bei den Einzelfruchten musste berucksichtigt werden, dass ihr Fruchtgewicht
weniger als 10 g betrug. Die Einzelfrichte wurden entsprechend ihres Fruchtge-
wichts in Gruppen eingeteilt. Fur jede Gruppe wurden Wasser-Methanol-Gemische
gemal Tabelle 11 hergestellt, von denen fur die Extraktion jeweils 30 ml eingesetzt
wurden. Unter Berucksichtigung des fruchteigenen Wassergehaltes (ca. 90 %) ergab

sich in dem Extraktionsgemisch eine Methanolkonzentration von ca. 75 %.

Fruchtgruppe Wasser-Methanol-Gemisch Extraktionsgemisch
(= Extraktionslésung) (= 30 ml Extrakions-
[6sung + Frucht)
Frucht- | Wasser- | V (Wasser) | V (Methanol) | Methanol Methanol-
gewicht | gehalt [g] [ml] [ml] konz. [%] konz. [%]
<1g <0,9 9 30 77 ca. 75
1-29g 1,0-1,8 8 30 79 ca. 75
2-3g 1,9-2,7 7 30 81 ca. 75
344 2,8-3,6 6 30 83 ca. 75
4-5¢g 3,7-4,5 5 30 86 ca. 75

Tabelle 11: Wasser-Methanol-Gemische fir die Extraktion von Einzelfriichten

Im Anschluss wurde das Fruchtmaterial vor allem zur Zerkleinerung der Samen mit
Hilfe eines Ultra-Turrax-Stabes unter folgenden Bedingungen zu einer Pulpe fein
zerkleinert: Stufe des Stromreglers 4,5-5; 1 min. Der Ultra-Turrax-Stab wurde mit 5-6
Pasteurpipettenfillungen Methanol so abgespult, dass das Methanol mit der
Probelosung aufgefangen werden konnte, und anschlielend griandlich unter

flieRendem, heillem Wasser und Acetonnachspulung gereinigt.
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Die Pulpe wurde 30 min (Stoppuhr) stehen gelassen und dann mit Hilfe eines
Buchnertrichters, in dem ein mit Methanol angefeuchtetes Filterpapier lag, abfiltriert.
Nachdem die Pulpe in den Trichter gegeben worden war, wurde der Plastikzen-
trifugenbecher mit Methanol nachgespult. Durch Anlegen eines Vakuums wurde der
letzte Rest Flussigkeit entfernt. Der Auslauf des Trichters wurde mit einer Pasteur-
pipettenfullung Methanol so abgespult, dass das Methanol mit der Saugflasche
aufgefangen werden konnte. Der Inhalt der Saugflasche wurde mit Hilfe eines
Schnelllauftrichters in einen Messkolben Uberfihrt, die Saugflasche grindlich mit
Methanol nachgespult und ebenfalls in den Messkolben bis kurz unterhalb des
Eichstriches Uberfuhrt. Der Messkolben wurde anschlielend mit Methanol bis zum
Eichstrich aufgeflllt. Diese Losung wurde unverdinnt oder mit Methanol/Wasser

(70/30, v/v) verdunnt fur die chromatographische Bestimmung eingesetzt.

In Tabelle 12 sind die zu verwendenden Grof3en der Arbeitsgerate, Volumina und

Verdlinnungen aufgeflthrt.

Kapitel 5.5 5.6 5.7
Messreihe Lagerung 2cm Lagerstudien mit Aufarbeitung selbst
langer Stucke und zerkleinerten angebauter Frichte
ihrer zugehdrigen Frichten
Halften
Buchnertrichter: 2a 2 1
GrofRe [Nr.]
Filterpapier: 90 70 55

Durchmesser [mm]

Nachspulldsung: zweimal 30 zweimal 15 zweimal 15

Volumen [ml]

Saugflasche: 500 250 250

GrofRe [ml]

Messkolben: 250 100 100

GrofRe [ml]

Verdiinnung unverdinnt unverdinnt

1:5 1:5 1:5

1:10 selten 1:10 1:10

Injektionsvolumen [ul] 20 20 20

Tabelle 12: Weitere Aufarbeitung: GréR3en, Volumina, Verdinnungen
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(Wegen der breiten Heterogenitat im Capsaicinoidgehalt der Frichte mussen ggf.
andere als die oben genannten Verdunnungen und Injektionsvolumina gewahlt

werden.)

5.9 Messung des ayw-Wertes

Eichung des aw-Wert-Messgerates bei 20 °C:

Vier FlieRscheiben wurden in den Probenbehalter gelegt. Eine gesattigte Barium-
chlorid-Lésung wurde ebenfalls in den Probenbehalter gegeben, bis die Scheiben
tropfnass waren. Der Messkopf wurde auf den Probenbehalter gesetzt und durch
Drehen verspannt. Nach drei Stunden wurde der Messkopf auf den aw-Wert 0,90

justiert.

Messen des aw-Wertes der Proben bei 15 °C bis 25 °C:

20 g des Probengutes oder 20 ml einer gesattigten Salzlésung wurden in den
Probenbehalter gegeben. Der geeichte Messkopf wurde aufgesetzt und verspannt.
Nach drei Stunden wurde der aw-Wert abgelesen. Bei von 20 °C abweichenden
Temperaturen war der abgelesene aw-Wert entsprechend Tabelle 13 zu korrigieren.

15°C =-0,010 20 °C =+0,000 21 °C =+ 0,002
16 °C =-0,008 22 °C =+ 0,004
17 °C =-0,006 23 °C =+ 0,006
18 °C =-0,004 24 °C =+0,008
19 °C =-0,002 25°C =+0,010

Tabelle 13: Korrekturfaktoren fir ay-Wert-Messungen
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5.10 Peroxidasetest

5.10.1 Phosphatpuffer (10 mmol/L; pH 7,2)

1,47 g Dinatriumdihydrogenphosphat,

0,43 g Kaliumdihydrogenphosphat und

7 g Natriumchlorid

wurden in einen 1 L Messkolben eingewogen. Der Kolben wurde mit Reinstwasser

bis auf 1 L aufgefullt.

5.10.2 Citratpuffer (210 mmol/L; pH 4) mit Wasserstoffperoxid (0,315 mmol/L)

4.4 g Citronensaure-Monohydrat,

30 ml wassrige Kaliumhydroxidlésung (1 mol/L) und

32,5 pl Wasserstoffperoxid (3 %)

wurden in einen 100 ml Messkolben eingewogen. Der Kolben wurde mit Reinst-
wasser bis auf 100 ml aufgefullt.

5.10.3 Farbreagenz

50 mg Tetramethylbenzidin wurden in einen 10 ml Messkolben eingewogen und in
1 ml Aceton gelost. Der Kolben wurde mit Methanol bis auf 10 ml aufgefullt.

5.10.4 Kalibriergerade mit Meerrettichperoxidase

1 ul einer kristallinen Standard-Suspension mit der Konzentration von 13 mg Pro-
tein/ml wurde auf 10 ml mit Phosphatpuffer 1:10 000 verdunnt.

Von dieser Stammldsung wurden 100 pl auf 1 ml verdinnt, um den Standard Nr. 1 zu
erhalten. Vom Standard 1 ausgehend wurde durch Verdlinnung mit Phosphatpuffer
eine Kalibrierreihe hergestellt. Flir die Verdinnungslésungen boten sich 1,5 ml-
Reaktionsgefalie an, die zwischen den einzelnen Verdlinnungsschritten ca. 2 Sekun-
den auf den Vibrationsmischer gehalten wurden.
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Das nachfolgende Pipettierschema (Tabelle 14) zeigt die in der Regel verwendeten

Verdunnungsschritte zur Herstellung der Standardldsungen, von denen 5 pl fur den

Enzymtest eingesetzt wurden. Der lineare Kalibrierbereich sollte mindestens 4

Verdunnungsstufen umfassen.

Standard Volumen Volumen Konzentration Konzentration
Nr. (Standard) (Phosphatpuffer) | [ug Protein / ml] | [pg Protein /5 pl]
[ml] [ml]

1 1 ml Stammlésung 9,0 ml 0,130 750,0

2 0,5 ml Standard 1 0,5ml 0,075 375,0

3 0,5 ml Standard 2 0,5ml 0,038 187,5

4 0,5 ml Standard 1 0,5ml 0,025 125,0

5 0,5 ml Standard 3 0,5ml 0,019 93,8

6 0,5 ml Standard 4 0,5ml 0,013 62,5

7 0,5 ml Standard 5 0,5ml 0,009 46,9

Tabelle 14: Meerrettichperoxidase: Standardldsungen fir die Kalibrierreihe

5.10.5 Probenaufarbeitung

500 g gekaufte Frichte wurden folgendermal3en vorbehandelt:

1.
2.

100 g frische Frichte (Nr. ) wurden mit der Moulinette zerkleinert.
100 g Frichte wurden geschalt. Die geschalten Fruchte (Nr. Il) sowie die Schalen

(Nr. [Il) wurden getrennt voneinander mit der Moulinette zerkleinert.

. 100 g Fruchte wurden in flissigen Stickstoff getaucht. Das erste Drittel dieser

Frichte wurde sofort wieder aufgetaut (Nr. IV), das zweite Drittel wurde
1,5 Wochen (Nr. V) und das dritte Drittel 4 Wochen im Tiefkuhlschrank (TK)
aufbewahrt (Nr. VI). Die Fruchte aller drei Gruppen wurden nach dem Auftauen mit

der Moulinette zerkleinert.

. 100 g Friuchte wurden mit der Moulinette zerkleinert, in 4 Zentrifugenréhrchen a

10 g eingewogen und danach 23 h gefriergetrocknet. Nach der Gefriertrocknung
(GT) wurde die dem Trocknungsverlust entsprechende Wassermenge in zwei

Zentrifugenrohrchen sofort (Nr. VII) und in das dritte wund Vvierte
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Zentrifugenrohrchen nach 4 Wochen Lagerung bei Raumtemperatur (Nr. VIII)
hinzu dotiert.

Zur Zerkleinerung mit der Moulinette:

Nachdem die Fruchtstiele bis kurz vor dem Ansatz abgeschnitten worden waren,
wurden die Frichte nacheinander mit einem Kichenmesser oder Skalpell in ca. 2 cm
lange Stlcke direkt in die Schale eines Universal-Zerkleinerers (im Abzug, mit
Handschuhen) geschnitten. Auf die Zerkleinerungstaste wurde zehnmal gedruckt, um
ein gutes Verwirbeln und Zerkleinern der Fruchtstlicke zu gewahrleisten. Danach
wurde der Deckel wegen des scharfen, beillenden Geruchs vorsichtig geoffnet.

Das mit der Moulinette zerkleinerte Probenmaterial wurde in Zentrifugenbecher aus

Polypropylen entsprechend Tabelle 15 eingewogen (Doppelbestimmung).

Vorbehandlung Einwaage [g]

I frisch

Il geschalt

1l Schale

v nur flissiger Stickstoff

V TK: 1,5 Wochen

| O & WO N B>
I
N O o ] 0] On

VI TK: 4 Wochen —
VIl GT 4
VI GT: 4 Wochen 4

Tabelle 15: Peroxidasetest: Probeneinwaage

Nachdem die pH-Werte der Proben Uberprift worden waren, wurden zu den
eingewogenen Proben 30,0 ml Phosphatpuffer pipettiert. Im Anschluss wurde das
Fruchtmaterial vor allem zur Zerkleinerung der Samen mit Hilfe eines Ultra-Turrax-
Stabes unter folgenden Bedingungen zu einer Pulpe fein zerkleinert: Stufe des
Stromreglers 4,5-5; je ca. 1 Minute. Der Ultra-Turrax-Stab wurde danach grundlich
unter flieRendem, heiRem Wasser und Acetonnachspilung gereinigt. Die Pulpe
wurde wenige Minuten stehen gelassen, bis sich der Eiweillschaum abgesetzt hatte,

und dann mit Hilfe eines Bulchnertrichters, in dem ein mit Phosphatpuffer
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angefeuchtetes Filterpapier lag, abfiltriert. 5 pl des Filtrats konnten nach
Membranfiltration direkt fur den Enzymtest eingesetzt werden.

5.10.6 Testdurchfuhrung

Unmittelbar vor dem Test wurden Citratpuffer (mit H2O2) und Farbreagenz (=
Substrat) im Verhaltnis 100:1 zusammen gegeben. Je 100 pyl dieses Gemisches
wurden in die Kavitaten der Mikrotiterplatte pipettiert. AnschlieRend wurden in jede
Kavitat je 5 ul Probelésung oder Standardlésung hinzu gegeben. Nach exakt 5 min
Reaktionszeit (Stoppuhr) wurde die Reaktion unter Zugabe von 100 pyl 1 mol/L
Salzsaure gestoppt. Mit Hilfe eines Mikrotiterplatten-Photometers wurden die

Extinktionen der Standard- und Probelésungen ermittelt.

In gleicher Weise wurde ein Blindwert (100 pl Citratpuffer ohne H,O, / Farbreagenz
100:1) fur die Proben mitgefuhrt. Die Extinktionen der Blindwerte wurden von denen
der Probenwerte subtrahiert. AnschlieRend konnte die Enzymkonzentration Uber die

Kalibriergerade berechnet werden.

5.11 Pflanzenanbau

5.11.1 Aufzucht und Pflege der Pflanzen

Mitte bis Ende Marz wurden die Samen in eine Saatenschale ausgesat. Die
Keimblatter erschienen ca. 10-14 Tage nach der Aussaat. Nachdem am ca. 18. Tag
mindestens 4 Blatter an dem ca. 5 cm hohen Trieb zu beobachten waren, wurden die
starksten und kraftigsten Pflanzchen pikiert und in kleine Blumentépfe (Durchmesser:
7 cm; Hohe: 8 cm) umgepflanzt. Die Pflanzen wuchsen in dem Tempo, dass sie ca.
5 Wochen nach der Aussaat in Blumentdpfe mit einem Durchmesser von 9 cm und
einer Hohe von 10 cm und abschlieBend ca. 8 Wochen nach der Aussaat in
Blumentdpfe mit einem Durchmesser von 18 cm und einer Hohe von 14 cm gepflanzt

werden mussten.
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Parallel hierzu wuchsen ab der 6.-7. Woche die ersten Blutenknospen heran, die sich
dann ab der 7.-8. Woche nach der Aussaat zu offneten. An die Blutenstengel wurden
am Tag der Blutendffnung zweifarbige, kurze Wollfaden geknotet. Die beiden Farben
reprasentierten sowohl die Kalenderwoche als auch den Wochentag der
Blutenoffnung, so dass deren Datum zuruckverfolgt werden konnte.

Die Fruchte wurden entsprechend 5.11.1.1 und 5.11.1.2 in den Monaten Juli bis

September geerntet.

5.11.1.1 Ernte aller Frichte einer Pflanze an einem Tag

Alle Fruchte einer Pflanze wurden am gleichen Tag geerntet. Fruchtalter,
Fruchtposition, Fruchtgewicht und Fruchtfarbe wurden notiert. Die einzelnen Frichte
wurden im Anschluss in flussigen Stickstoff getaucht, in Zentrifugenréhrchen aus
Polypropylen verpackt und im Tiefkuhlgerat bis zum Tag der Aufarbeitung
aufbewabhrt.

Diese Vorgehensweise diente spater der Untersuchung einzelner Frichte hinsichtlich

ihres Scharfegehaltes in Abhangigkeit von Fruchtalter und —position (siehe 5.7).

5.11.1.2 Gezielte Ernte einzelner Frichte mit definiertem Fruchtalter

Frichte mit dem gleichen Fruchtalter wurden am gleichen Tag geerntet. Die Frichte
durften hierbei auch von unterschiedlichen Pflanzen stammen, sofern diese aus
Samen ein und derselben Frucht herangezogen worden waren.

Die in dieser Weise geernteten Frichte wurden sofort verarbeitet, um in Lagerstudien
zu Uberprufen, ob die Intensitat des Scharfeabbaus vom Fruchtalter abhangig ist
(siehe 5.6.7).

5.11.2 Gewachshausparameter

In Tabelle 16 sind die im Glasgewachshaus herrschenden Bedingungen aufgefuhrt.
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Parameter Durchschnittswerte
Temperatur:
Nachts 22-25°C
Tags 28-32 °C
Luftfeuchtigkeit 50-70 %

Zusatzbeleuchtung

(zum naturlichen Licht)

150 uEinstein

Beleuchtungsdauer

16 h (5:30 bis 21:30 Uhr)

Besprenkelungsanlage:
Intervall

Dauer

2h

2 min

Tabelle 16: Parameter im Glasgewachshaus

5.11.3 Bezug der Samen

1.)  Ruhlemanns Krauter- und Duftpflanzen (Ruhlemann, Horstedt):

Sibirischer Hauspaprika
Ungarischer Kirschpaprika

Tabasco
Habanero
Jalapefio
De Arbdl

Cayenne

Capsicum frutescens L.

Capsicum annuum L. var. annuum
Capsicum frutescens L.

Capsicum chinense Jacqu.
Capsicum annuum L. var. annuum
Capsicum annuum L. var. annuum

Capsicum annuum L. var. annuum

2.)  Frucht aus dem Einzelhandel (akzenta, Wuppertal)

5.11.4 Verwendete Erde

1.)  Compo SANA® (Compo, Miinster)

Qualitatsblumenerde mit Atmungsflocken

Kultursubstrat: Typ Il fir Pflanzen mit hdherem Nahrstoffbedarf zum Umtopfen

und Pflanzen in Topfen, Balkonkasten und anderen Pflanzgefalien
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2.)  Peligran G (Deutsche Perlite GmbH, Dortmund)
- ein hochwertiger Bodenhilfsstoff aus Perlit, einem rein mineralischen
Vulkangestein

Mischungsverhaltnis: Compo SANA® / Peligran G: 80 + 20 (v + v)

5.11.5Dungung

1.)  Compo Gartennahrung (Compo, Mlnster)
NPK-Dunger-Lésung (7 + 5 + 6): fur die Anwendung im Gartenbau, fur alle
Gartenpflanzen, Kubel und Aussaaten
(2-3 Verschlusskappen je 6 Liter Wasser)

2.)  Compo Blaukorn flissig (Compo, Munster)
Universaldinger fur den Garten
NPK-Dunger-Losung (8 + 8 + 6) mit Bor, Kupfer, Mangan, Molybdan und Zink:

fur die Anwendung im Gartenbau

Verwendung: einmal die Woche: freitags

5.12 Verwendete Software

Datenaufnahme

Apex® Version 3.10a (Apex, Braunschweig)
RsCom Version 2.40 (A&D Company Limited, Tokyo, Japan)

Grafik
ISIS Draw® Version 2.4 (MDL Information System, San Leandro, USA)
Microsoft Visio® Professional Version 2002 (Microsoft, Unterschleissheim)

Textverarbeitung und Datenauswertung
Microsoft Word® Office Version 2002 (Microsoft, Unterschleissheim)

Microsoft Excel® Office Version 2002 (Microsoft, Unterschleissheim)
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9 ANHANG

9.1 Botanisch-taxonomische Merkmale

Um eine Chilisorte einer Art zuordnen zu kénnen, werden Pflanzenwuchs, Bliten und
Frichte betrachtet.

Die Pflanzen der Art C. annuum werden bis zu 150 cm hoch, die weil’en Bluten
wachsen einzeln nach unten hangend. Aus jedem Verzweigungspunkt (,Stengel-
knoten®, ,Nodium“) wachst i. Allg. nur eine Bliite, selten zwei oder drei.? Die Bliiten
sind mit Ausnahme einer kleinen Sortenanzahl mit purpurner Krone (Corolla)
meistens weiR."® Die Lange der Friichte variiert stark und kann bis zu 28 cm (1)
betragen. Ebenfalls kdnnen sich die reifen Frichte farblich unterscheiden.

C. frutescens hat griinliche Bliiten '3, von denen ein bis vier Bliiten aus jedem Knoten
wachsen 2, und Ublicherweise kleinere Friichte, die scharfer als die Friichte von C.
annuum sind. Ein Mitglied dieser Art ist die Sorte Tabasco. Pflanzen von Capsicum
frutescens sind in der Natur mehrjahrig und kénnen bis zu 2 m hoch wachsen. Sie
werden hauptsachlich in warmeren Regionen angebaut. |hre lang gezogenen
Friichte werden selten bis zu 10 cm lang."

C. baccatum: Die Pflanzen haben grof3e Blatter und Bluten und bekommen zum Teil
sehr scharfe Fruchte. Die Bluten sind weil3-grinlich mit leichten gelben Flecken; die
Staubbeutel sind gelb. Wie bei Capsicum annuum gibt es pro Stengelknoten nur eine
Frucht, die nach unten hangend wéchst.? Aus den Bliiten entstehen konisch gebaute,
sehr scharfe Friichte.'

C. chinense: Pro Stengelknoten bilden sich zwei oder bis zu funf Bllten, die
entweder hangen oder aufrecht stehen und deren Blutenblatter weil® bis grunlich-
weil sind.? Die Pflanzen charakterisieren sich durch ihre groBen Blatter und die im
Allgemeinen runden, sehr scharfen Friichte."

C. pubescens: Neben den charakteristisch blau-violetten, purpurnen Bliten fallen

Chilis dieser Gruppe durch ihre schwarzen Samen auf. Die dickfleischigen Fruchte
sind klein, langlich und scharf. Pro Stengelknoten wachst nur eine Blute. Dank ihrer
Frostbestandigkeit wachsen diese Pflanzen in den Bergen Sidamerikas in bis zu
3000 m Hohe. Sie werden bis zu 10 Jahre alt und kreuzen sich nur schwer mit
anderen Arten.
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9.2 FlieRdiagramme

9.2.1 Sibirische Hauspaprika, Pflanze a (Anbaujahr 2001)
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Abbildung 50: Gewichte der Einzelfriichte [g] (Sibirische Hauspaprika, Pflanze a, Anbaujahr
2001)
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Abbildung 51: Capsaicinoidgehalte der Einzelfriichte [mg/Frucht] (Sibirische Hauspaprika,
Pflanze a, Anbaujahr 2001)

9.2.2 Sibirische Hauspaprika, Pflanze b (Anbaujahr 2001)
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Abbildung 52: Gewichte der Einzelfriichte [g] (Sibirische Hauspaprika, Pflanze b, Anbaujahr
2001)

Die FlieRdiagramm mit dem Alter und den Capsaicinoidgehalten der Einzelfrichte
wurden in Kapitel 2.1.2 genannt.
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9.2.3 Sibirische Hauspaprika (Anbaujahr 2002)
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Abbildung 53: Alter der Einzelfrichte [d] (Sibirische Hauspaprika, Anbaujahr 2002)
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Abbildung 54: Gewichte der Einzelfrichte [g] (Sibirische Hauspaprika, Anbaujahr 2002)




ANHANG 143
" e
10

Limane-lloce

fo ][]

‘OOOHOO1 HOO1 HOOS HOO5 H004H005‘ ‘015‘

6‘ 1,25 H 045 H

‘ ‘0,22/0,60‘ ‘

‘2,12/0,76‘ ‘ 0,71 ‘ ‘ 1,72 ‘

0,41/
1,03

5‘ 1,80 H 0,48 H 0,70 ‘ ‘ 0,61 ‘

|
1

0, 55/ 1,32/ || 0,60/
0 0,06 || 0,60
] i

‘1,31/0,19“ 075 H 1,49 ‘ ‘ H 1,35 H 091 ‘ ‘ 0,34 ‘ ‘ 0,76 ‘

i ———

‘ 0,44 H 1,95 ‘ ‘1.00/0,61‘

=] [ ]

2,56

- ]

N

Abbildung 55: Capsaicinoidgehalte der Einzelfrichte [mg/Frucht] (Sibirische Hauspaprika,

Anbaujahr 2002)

9.2.4 Cayenne, Pflanze a (Anbaujahr 2001)

6
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Abbildung 56: Gewichte der Einzelfriichte [g] (Cayenne, Pflanze a, Anbaujahr 2001)

Die FlieRdiagramm mit dem Alter und den Capsaicinoidgehalten der Einzelfrichte

wurden in Kapitel 2.1.2 genannt.
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9.2.5 Cayenne, Pflanze b (Anbaujahr 2001)
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Abbildung 57: Alter der Einzelfriichte [d] (Cayenne, Pflanze b, Anbaujahr 2001)
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Abbildung 58: Gewichte der Einzelfriichte [g] (Cayenne, Pflanze b, Anbaujahr 2001)
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Abbildung 59: Capsaicinoidgehalte der Einzelfrichte [mg/Frucht] (Cayenne, Pflanze b, Anbau-
jahr 2001)

9.2.6 De Arbél, Pflanze a (Anbaujahr 2001)
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Abbildung 60: Alter der Einzelfriichte [d] (De Arbél, Pflanze a, Anbaujahr 2001)
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Abbildung
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61: Gewichte der Einzelfriichte [g] (De Arbdl, Pflanze a, Anbaujahr 2001)
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Abbildung 62: Capsaicinoidgehalte der Einzelfriichte [mg/Frucht] (De Arbél, Pflanze a, Anbau-

jahr 2001)
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9.2.7 De Arbdl, Pflanze b (Anbaujahr 2001)
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Abbildung 63: Alter der Einzelfriichte [d] (De Arbdl, Pflanze b, Anbaujahr 2001)
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Abbildung 64: Gewichte der Einzelfriichte [g] (De Arbdl, Pflanze b, Anbaujahr 2001)
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Abbildung 65: Capsaicinoidgehalte der Einzelfrichte [mg/Frucht] (De Arbdl, Pflanze b, Anbau-
jahr 2001)
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C. Capsicum

Caps. Capsaicinoide
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et al. et alii
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Jacqu. N. J. Baron von Jacquin
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Mill. Ph. Miller

Mio. Million



ANHANG 149
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