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Einleitung und Hypothesen

1 Einleitung und Hypothesen

Kaltgepresste Ole gewinnen immer mehr an Beliebtheit, da die Nachfrage nach natiirlichen
und sicheren Produkten steigt. Der Konsument mochte Alternativen zu den herkémmlichen
kiinstlich oder stark behandelten Produkten. Auch aus erndhrungswissenschaftlicher Sicht
sind kaltgepresste Speisedle gegeniiber den raffinierten Olen zu bevorzugen (Siger et al.
2008). Sie unterlaufen nicht den Prozess der Raffination, sondern werden durch Kaltpressung
von Saat, NUssen und Friichten gewonnen (Halina Makala 2015). Heutzutage geschieht dies
meist durch eine Schneckenpresse (Teh und Birch 2013). Derartig hergestellte Speisedle
weisen sowohl einen hohen Gehalt an Antioxidantien und bioaktiven Substanzen als auch an
mehrfach ungesattigten Fettsauren auf (van Hoed et al. 2006; Yoon und Kim 1994). Letzteres
fiihrt allerdings dazu, dass diese Ole leichter anfillig fiir Oxidation sind. Dies generiert eine
Vielzahl von Problemen. Wahrend der Lagerung kommt es zur Bildung von potentiell
toxischen Lipidoxidationsprodukten, die wiederum diverse Krankheiten wie
Leberentziindungen und infolgedessen Steatohepatitis beglinstigen kénnen (Kanazawa et al.
1985). Ebenfalls unattraktiv fir den Konsumenten ist die Bildung von Fehlaromen, denn die

geschmackliche Komponente ist fiir die Kaufentscheidung relevant.

Die oxidationsbedingten Probleme werden durch etliche Faktoren beeinflusst.
Zum Beispiel spielen Sauerstoff, Temperatur und vor allem Licht eine bedeutsame Rolle
(Pignitter et al. 2014b). Auch diverse Inhaltsstoffe wie etwa Fettsduren, Vitamin E und

Polyphenole sollten unbedingt in Betracht gezogen werden.

Verglichen mit raffinierten Speisedlen weisen kaltgepresste Ole einen héheren anfinglichen
Oxidationsgrad bei einer &hnlichen Fettsdurezusammensetzung auf. Jedoch sind
kaltgepresste Ole robuster gegen Lipidoxidation. Aus diesem Grund sollten ein niedriger
anfanglicher Oxidationsgrad und eine lange Haltbarkeit angestrebt werden, damit ein

sicheres Produkt gewahrleistet werden kann (Farhoosh et al. 2009).

Wege zu finden, wie die Lipidoxidation in kaltgepressten Olen verhindert werden kann, sollte
hohe Prioritdt haben. Speisedle mit erhohter oxidativer Stabilitat flihren zu einem geringeren
Gehalt an Fehlaromen und dadurch zur héheren Akzeptanz beim Verbraucher. AuRerdem
wiirden aus erndhrungsphysiologischer Sicht gesundheitliche Risiken minimiert werden. Nun
stellt sich die Frage: Welche Strategien fllhren zur einer verbesserten

Oxidationsbestandigkeit von Speisedlen?



Einleitung und Hypothesen

Es wurden folgende Hypothesen aufgestellt:

,Die Optimierung der Produktionsschritte unter Verringerung von Einflussfaktoren wie
Sauerstoff, Licht und hoher Temperatur fihren zu einer verbesserten oxidativen Stabilitat

von Speisedlen.”

,Nach Pressung des Ols fiihrt eine Extraktion des Presskuchens mit dem Ol zu einer

Freisetzung der Polyphenole und damit zur Erh6hung der oxidativen Stabilitat.”



Literaturibersicht

2 Literaturibersicht

2.1 Produktion von kaltgepressten Olen

Kaltgepresste Ole werden durch mechanische Kaltpressung von Saatgut hergestellt. Typisch
fir die Kaltpressung sind zum Beispiel Argandl, Distelol, Hanfol, Kiirbiskernol, Leindl und
Traubenkerndl. Aber auch Nisse (z.B. Cashewkerne, Walnuss) oder Keime (z.B. Weizenkeim)
kdnnen fiir eine derartige Pressung verwendet werden. Ein wesentlicher Punkt ist, dass
kaltgepresste Ole laut dem Codex Alimentarius der FAO (Codex Alimentarius Commission
2001) ohne Warmezufuhr und nur durch ein mechanisches Verfahren hergestellt werden
(Matthaus und Spener 2008). Die Hitzebehandlung wird allerdings unterschiedlich geregelt.
Im oOsterreichischen Lebensmittelbuch ist die Warmebehandlung bis zu 140 °C bei nicht
raffinierten Olen zugelassen (Codex Alimentarius 2012). Somit darf das Ol mit hohen
Temperaturen behandelt werden. Im Gegensatz zu raffinierten Speisedlen kommt es zu
keiner Entfernung von Lipidoxidationsprodukten. Stattdessen kann nach der Pressung mit
Filtration, Sedimentation oder Zentrifugation gearbeitet werden. In folgender Abbildung

werden die (iblichen Herstellungsschritte von kaltgepresstem Ol dargestellt:

* zentrifugieren
* dekantieren

» filtrieren
swaschen
dampfen

* thermisch

. Schneckenpresse
* sieben

Kaltpressung Reinigung

Abbildung 1: Produktionsschritte zur Herstellung von kaltgepresstem Speisedl

Bevor die Saat gepresst wird, gibt es verschiedene Vorbehandlungen wie thermische
Verfahren, Vorzerkleinerung der Saat und Siebvorgidnge, um die Effizienz des gesamten
Prozesses zu steigern. Die Wahl der diversen Methoden ist abhangig vom Pressgut und kann
unterschiedliche Vorteile bieten. Zum Beispiel kann eine Vorzerkleinerung zur Beseitigung
von Schalen genutzt werden, welche ohnehin nicht reich an extrahierbarem Ol sind und zu
unerwiinschten Begleitstoffen im Ol fiihren. Die Zerkleinerung der Olsaat verursacht auch ein
Aufbrechen der Samenstruktur und Zellen. Dadurch kommt es zu einer besseren Freisetzung
des Ols (Varshney 2012). Danach findet eine Konditionierung bei 80°C bis 100°C statt, um die

Viskositat des Ols zu senken. Im Anschluss erfolgt die mechanische Pressung mit einer
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Stempel- oder Schneckenpresse. In Folge wird das Ol zentrifugiert, dekantiert, filtriert,

gewaschen und gedampft.

In Abbildung 2 ist eine schematische Darstellung einer Pflanzendlpresse zu sehen. Fiir die
Produktion von kaltgepressten Olen werden hauptsichlich Schneckenpressen verwendet,

welche aus einer horizontalen und vertikalen Schnecke bestehen.

Antrieb
ne — Saatzufuhr

Presszylinder Presskopf

e "

Sy eoeati
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_.3 Press- Ola ustntls— Pressdise
schnecke kanale

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Pflanzenélpresse (Kaltschmitt et al. 2016)

Nun fiihren mehrere Techniken zum notwendigen Druckaufbau in der Olpresse. Wie in der
Abbildung zu erkennen ist, rotiert die Schneckenpresse im Presszylinder, beférdert die Saat
Richtung Pressdiise und baut somit Druck auf. Zusatzlich kann die Geschwindigkeit der
Schneckenrotation zum Druckaufbau variiert werden. Uberdies ist die gesamte Konstruktion
konusartig zur Auslassoffnung aufgebaut, wodurch der Druck weiter erhéht wird. Wahrend
das extrahierte Ol auf dem Weg durch die Austrittskanidle entweichen kann, wird der Rest
durch die Pressdiisen gedriickt. Je nach gewiinschtem Druck und Saatbedingungen, kann hier

ebenfalls mit unterschiedlichen GroRen der Pressdiisen Druck aufgebaut werden.

Neben dem Druck gibt es noch andere Parameter, die wahrend der Olpressung die Effizienz
steigern kénnen. Durch Erhéhung der Temperatur wahrend der Pressung kann die Viskositat
des Ols verringert werden. Dies sorgt fiir verbesserte FlieReigenschaften. Basierend auf den
unterschiedlichen Olsaaten missen hier verschiedene Faktoren beriicksichtigt werden.
Wihrend zwar die Olausbeute steigt, kann es gleichzeitig durch strukturelle Verdnderungen

der Zellen in der Saat zu einer Freisetzung von unerwiinschten Begleitstoffen kommen.
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Abgesehen von den Betriebsparametern, spielen die Eigenschaften des Rohmaterials eine
grundlegende Rolle. Sorte, Feuchtigkeitsgehalt und Vorbehandlungen der Saat miissen bei

der Optimierung der Effizienz beriicksichtigt werden (Savoire et al. 2013).

2.2 Oxidative Stabilitat

Die oxidative Stabilitit von Ol kann als Widerstand gegeniiber Oxidation wihrend der
Produktion und Lagerung betrachtet werden (Guillén und Cabo 2002). Sie beschreibt, wie
lange der kritische Punkt verhindert werden kann, bei dem inakzeptable Geschmacksstoffe
entstehen oder es zu einem raschen Anstieg der Oxidation kommt (Silva et al. 2001). In der
Speisedlindustrie ist die oxidative Stabilitdt ein duBerst wichtiger Parameter. Sie ist
aussagekraftig fiir Qualitat, Haltbarkeit, Gesundheit und Schadlichkeit von Speisedlen. Durch
die Oxidation werden essentielle Fettsduren zerstort, toxische Lipidoxidationsprodukte und
Fehlaromen mit niedrigem Molekulargewicht gebildet (Allen und Hamilton 1999, 1994).
Werden diese Parameter nicht beriicksichtigt, kann das Speisedl sehr schnell unattraktiv fur

den Konsumenten werden.

Fur die Oxidation sind zwei verschiedene chemische Mechanismen verantwortlich:

Autoxidation und Photooxidation.

2.2.1 Autoxidation

Die Autoxidation folgt einem Radikalkettenmechanismus, der (iblicherweise drei Stufen
umfasst: Initilerung, Propagation und Termination. Die einzelnen Reaktionen werden in

anschliefender Abbildung 3 dargestellt.
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Initiation: I +LH e L"+H

Propagation: L'+0; —_— LOO
0O +H LOOH+L

Termination: LOO’ E—— Nicht-radikalische Produkte
LO - Nicht-radikalische Produkte

Abbildung 3: Mechanismus der Autoxidation (Kamal-Eldin und Appelqvist 1996)

In der ersten Stufe werden Radikale gebildet, die durch die Anwesenheit von Initiatoren (I)
wie Metallen, Licht oder Warme beglinstigt werden und den Abzug von Wasserstoff aus
ungesattigten Lipiden (LH) auslésen (Schaich 2005; Min und Boff 2002). Besonders
ungesattigte Fettsduren sind anfallig gegeniiber oxidativen Verdanderungen, denn zwischen
Doppelbindungen kdnnen Wasserstoffatome aufgrund geringerer erforderlicher Energie
leichter abstrahiert werden. Die Abhdngigkeit vom Initiator macht die Oxidation zu einer
langsamen Reaktion und ist daher der geschwindigkeits-bestimmende Schritt (Kamal-Eldin

und Appelqvist 1996).

In der zweiten Stufe, der Propagation, férdern die gebildeten Radikale weitere Reaktionen.
Zuerst reagiert das gebildete Alkyl-Radikal (L)) mit Sauerstoff und generiert Peroxyl-Radikale
(LOO). Das ungepaarte Elektron wird Uber die Kohlenstoffkette delokalisiert. Die
Lipidradikale kénnen Wasserstoffatome von anderen Lipidmolekilen abstrahieren und somit
die Bildung weiterer Radikale initiieren (Frankel 1980). Wenn alle vorhandenen Lipide

oxidiert sind, kommt es zur Termination.

Die letzte Stufe beschreibt die Kombination von zwei Lipidradikalen zur Erzeugung

nichtradikalischer Verbindungen, womit die Radikalkettenreaktion zu Ende geht (Choe und

Min 2006; Kamal-Eldin und Appelqgvist 1996).
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2.2.2 Photooxidation

In Gegenwart von Sauerstoff, Licht und Chlorophyll kommt es hauptsachlich zur
Photooxidation (Choe und Min 2006). Photosensibilisatoren absorbieren sichtbares Licht
innerhalb Pikosekunden und es kommt zur Anregung (siehe Abbildung 4, [1]). Durch
Energietransfer wird dabei ein Triplett-Sauerstoff in den &uBerst reaktiven Singulett-
Sauerstoff (*0,) Uiberfiihrt, wihrend der Sensibilisator wieder in den Grundzustand (ibergeht
(siehe Abbildung 4, [2]). Der elektrophile Sauerstoff wechselwirkt mit den elektronenreichen
Doppelbindungen und bildet Hydroperoxide (siehe Abbildung 4, [3]). Es kommt dabei zur

Umwandlung der Doppelbindungen und Trans-Fettsauren entstehen.

[1] Sens . Sens* (angeregt)
[2] Sens* + 30, _— !0, + Sens
[3] '0,+LH E— LOOH

Abbildung 4: Photooxidation (Frankel 1984)

Hierbei entstehen sowohl konjugierte als auch nicht-konjugierte Hydroperoxide. Linolsdure
reagiert mit Singulett-Sauerstoff 1.500-mal schneller als mit Sauerstoff im Triplett-Zustand,
wodurch es auch in Ol eine entscheidende Rolle trigt.

Angeregte Photosensibilisatoren kdonnen allerdings auch anders reagieren: Sie kdnnen
Wasserstoff oder Elektronen vom Substrat aufnehmen und Radikale bilden. Je nach
Sensibilisatoren, Substrat und Konzentration des Substrates kann es zu den zwei

unterschiedlichen Typen von Reaktionen kommen (Frankel 1984; Choe und Min 2006).

2.2.3 Primdre und sekundare Lipidoxidationsprodukte

Mehrere Studien haben ergeben, dass eine erhéhte Photooxidation und Autoxidation eine
Bildung von primaren und sekundaren Lipidoxidationsprodukten in Speisedl beschleunigt
(Gharby et al. 2011; Coutelieris und Kanavouras 2006; Caponio et al. 2005).
Primaroxidationsprodukte sind Hydroperoxide, die wahrend der Initilerung und Propagation
gebildet werden. Wahrend Raumtemperaturen und der Abwesenheit von Metallen sind
diese Produkte relativ stabil. Kommt es allerdings zur Umkehr dieser Bedingungen, zerfallen
sie zligig zu Alkoxylradikalen. Diese bilden wiederum Sekundarprodukte wie Aldehyde,
Ketone, Ester, Furane, Lactone, Kohlenwasserstoffe und Alkohole durch Kondensations- und
Abbaureaktionen. In Abbildung 5 wird die zeitabhangige Bildung von primaren und

sekundaren Lipidoxidationsprodukten dargestellt.
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Abbildung 5: Zeitabhdngige Abnahme von Antioxidantien, ungesdttigten Fettséuren und Bildung von primdren
und sekunddren Lipidoxidationsprodukten in Pflanzendlen (Pignitter und Somoza 2012)

In Speisedl fihren diese Substanzen zu Fehlaromen und koénnen fiir gesundheitliche
Probleme verantwortlich sein (Choe und Min 2006; Garcia-Hernandez et al. 2013; Pignitter
und Somoza 2012; Keller et al. 2004). Die Dauer des Zerfalls von primaren in sekundare
Lipidoxidationsprodukte unterliegt groRer Varianz und hangt stark vom Ol ab. Wahrend beim
Olivendl der Zerfall duBerst rasant verlauft, beginnt der Prozess beim Disteldl erst wenn eine

betrachtliche Konzentration an Hydroperoxiden vorhanden ist (Choe und Min 2006).

2.3 Einflussfaktoren auf die oxidative Stabilitat

Die Oxidation von Speisedl wird durch zahlreiche Faktoren beeinflusst, wie der Qualitat der
Olsaaten, dem Extraktionsprozess, verschiedenen physikalisch-chemischen Eigenschaften
des Ols, der Anzahl der Doppelbindungen in einer Fettsiure, Positionierung der Fettsiure im
Triglycerid, oxidationsfordernden Umweltfaktoren und dem Vorhandensein von

Antioxidantien.

2.3.1 Temperatur

Die Temperatur spielt eine wesentliche Rolle fiir die oxidative Stabilitat des Ols. So kénnen
hohe Temperaturen oder Warme die Oxidationskinetik beeinflussen und damit die
Autooxidationsrate beschleunigen (Choe und Min 2006). Genauer gesagt kann es zum Abbau
von Hydroperoxiden kommen und sowohl die Initiation als auch die Propagation
beeinflussen. Dieser Prozess wird mit steigender Temperatur wahrend der Produktion und

Lagerung beschleunigt (Tawfik und Huyghebaert 1999).
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2.3.2 Sauerstoff

Die Anwesenheit von Sauerstoff ist fiir die Lipidoxidation ebenfalls entscheidend. Sauerstoff
ist der Reaktionspartner von Lipidradikalen, der die Bildung von Peroxylradikalen und damit
auch die der Lipidoxidation beeinflusst. Worniak und Rekas (2015) analysierten unter
anderem den Einfluss von Sauerstoff auf kaltgepresstes Rapsél durch den Vergleich von
Speisedlproben, welche abgefillt in Braunglasflaschen einmal pro Monat gedffnet wurden
und solchen, die nicht gedffnet wurden. Wahrend die restlichen Bedingungen gleich blieben
(Temperatur 20 °C, in Braunglasflaschen gelagert), stieg die Peroxidzahl ohne Offnen von 2,9
mEq O2/kg auf 6,0 mEq O2/kg. Mit Offnen kam es zu einem Anstieg auf 29,6 mEq 02/kg Damit
zahlt Sauerstoff zu den kritischen Faktoren. Player et al. (2006) detektierten bei gelagertem
Sojadl eine Reduktion des Headspace-Sauerstoffs von 21% auf unter 10% nach 24 Tagen
Lagerung bei 50°C. Mit der Verringerung des Sauerstoffs kam es zur Erhéhung der
Peroxidzahl und einem Verlust von Vitamin E. Es konnte bestatigt werden, dass ein
Zusammenhang  zwischen Kopfraum-Sauerstoffkonzentrationen und primaren
Lipidoxidationsprodukten herrscht. Das Volumen-Oberflachen-Verhaltnis spielte dabei eine
Schlisselrolle (Cecchi et al. 2010; CHUNG et al. 2004; Roman et al. 2013; Kanavouras et al.
2005). Daher sollte das Ol wahrend der Produktion nur einen moglichst geringen Kontakt mit

Sauerstoff ausgesetzt sein.

2.3.3 Licht

Ultraviolettes (UV-)Licht |ost die homolytische Spaltung von bereits vorhandenen
Hydroperoxiden aus und ist dadurch ein indirekter Initiator der Lipidoxidation. Dabei
entstehen reaktive Alkoxyl- und Hydroxylradikale, die als Initiatoren der
Radikalkettenreaktion gelten. Pignitter et al. konnten zeigen, dass bei der haushaltstiblichen
Lagerung von Sojadl kalt fluoreszierendes Licht im Vergleich zu Sauerstoff und hohen
Temperaturen am deutlichsten zum Anstieg der Lipidoxidation beitrug (Pignitter et al.
2014b). Die Peroxidzahl stieg bereits nach acht Wochen auf das 14,7-fache, womit der vom
Codex Alimentarius festgelegte Grenzwert von 10 meq O,/kg Uberschritten wurde. Die
Resultate zeigten, dass die Photooxidation den GroRteil der Lipidoxidation ausmachte. Daher
ist die Verwendung von nicht transparenten Flaschen wahrend der Lagerung und die

Vermeidung von Licht bereits wahrend der Herstellung essentiell.
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2.3.4 Antioxidantien (Tocopherole und Polyphenole)

Oxidation kann nicht nur durch Vermeidung pro-oxidativer Einflussfaktoren verhindert
werden, sondern auch mit Hilfe von Antioxidantien verringert werden. Von besonderem
Interesse sind Vitamin E und phenolische Verbindungen, denn diese kommen im
kaltgepressten Ol sogar in deutlich héherer Menge als im raffinierten Ol vor (van Hoed et al.
2006; Yoon und Kim 1994; Yu et al. 2005). Dies kann fir einen GroRteil der Bevolkerung sehr
relevant sein, denn Speisedle sind die Hauptlieferanten fiir dieses Vitamin. Traber et al.
stellten fest, dass 90 % der amerikanischen Bevolkerung an einem Vitamin E Mangel leidet

(Traber 2014). Somit ist der Vitamin E Gehalt in Speisedlen von entscheidender Bedeutung.
Tocopherole

Vitamin E zahlt zu den stadrksten lipidloslichen Antioxidantien. Die biologisch aktiven
Verbindungen lassen sich in die Tocopherole und Tocotrienole gliedern. Die ersteren weisen
eine gesattigte Kohlenwasserstoffkette mit 16 Kohlenstoff Atomen, wahrend die
Tocotrienole ungesattigt sind. Beide Klassen werden weiters anhand der Position der
Methylgruppe am Chromanring (2-Methyl-6-Hydroxy-chroman) in a-, B-, y- und 6-
Tocopherole und a-, B-, y- und 6-Tocotrienole eingeteilt (Niki und Traber 2012). Die
Strukturen der Tocopherol-Homologe werden in Abbildung 6 aufgelistet. Unter den
Tocopherolen besitzt das a-Tocopherol die héchste biologische Aktivitdt (Lopez Ortiz et al.
2006). Die biologische Aktivitat von y-Tocopherol und 6-Tocopherol ist deutlich niedriger
verglichen mit a-Tocopherol. Bei den Tocotrienolen sorgt die ungesattigte Kette ebenfalls fur
eine schlechtere Bioverfligbarkeit. Zum Beispiel erreicht a-Tocotrienol nur 30 % der

biologischen Wertigkeit von a-Tocopherol (Bunyan et al. 1961).
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Abbildung 6: Chemische Struktur der Tocopherole und Tocotrienole (Singh et al. 2013)

Tocopherole wirken liber zwei verschiedene Mechanismen als Antioxidantien (Choe und Min
2006; Kamal-Eldin und Appelqvist 1996). Durch die Freisetzung des phenolischen
Wasserstoffatoms kann die Kettenreaktion als Radikalfanger unterbrochen werden.
Tocopherole konkurrieren mit ungesattigten Fettsduren um Lipidperoxylradikale. Erstere
reagieren allerdings wesentlich schneller, wodurch sie einen Schutz fiir die Fettsauren
bewirken (Kamal-Eldin und Appelqvist 1996). Durch die Ubertragung des Wasserstoffatoms
der Hydroxygruppe an der Position sechs des Chromanrings der Tocopherole auf das
Lipidperoxylradikal entstehen Lipidhydroperoxide und Tocopherolradikale (siehe Abbildung
7, [1]). Letztere erweisen sich allerdings stabiler als das Peroxylradikal, wodurch die
Oxidationsrate auf Ebene der Propagation verringert werden kann. Je nach
Oxidationsgeschwindigkeit konnen diese Tocopherolradikale untereinander oder mit
anderen Verbindungen reagieren (siehe Abbildung 7, [2]). Wie in der Abbildung 7 zu sehen
ist, konnen Tocopherylchinone und Tocopherol gebildet werden. Bei hdheren
Oxidationsraten kénnen Tocopherolradikale mit Lipidperoxyradikalen reagieren und bilden
Tocopherol-Lipidperoxy Komplexe, welche wiederum zu Tocopherylchinone und
Lipidhydroperoxide hydrolisiert werden kdonnen (siehe Abbildung 7, [3]) (Choe und Min
2006).
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TH + ROOs > Te + ROOH [1]
Te + Te - Tocopherylchinon + TH [2]
Te + ROOe > [T-O0OR] -2 Tocopherylchinon + ROOH [3]

Abbildung 7: Entstehung und weitere Reaktionen von Tocopherolradikalen (Choe und Min 2006)

Der zweite antioxidative Mechanismus basiert auf der Tatsache, dass Tocopherole als
Singulett-Sauerstoffquencher die Initationsphase der Lipidoxidation hemmen kénnen. Dabei

kann es zum physikalischen oder chemischen Quenching kommen.

Beim physikalischen Quenching gibt das Tocopherol ein Elektron an 'O, ab. Es kommt zu einer

Komplexbildung und daraufhin zur Bildung eines weniger reaktiven 30, und Tocopherol.

Beim chemischen Quenching reagieren Tocopherole irreversibel mit 0, und bilden

Hydroperoxydienone, Tocopherylchinone und Chinonepoxide (Mukai et al. 1991).

Hinsichtlich der antioxidativen Aktivitat scheint y-Tocopherol dem a-Tocopherol lberlegen
zu sein. Denn ersteres bildet die Reaktionsprodukte Diphenylether-Dimer und Biphenyl-
Dimer, welche weiterhin als Antioxidantien agieren und zusatzlich eine hohe Stabilitat

aufweisen (Akoh und Min 2002; Kamal-Eldin und Appelqvist 1996).

Es gibt jedoch widerspriichliche Ergebnisse, die sowohl antioxidative als auch pro-oxidative
Wirkungen von Tocopherolen zeigen (Elisia et al. 2013). Roman et al. zeigten, dass
Tocopherol-Konzentrationen von 700 mg/kg in Sonnenblumendl wahrend eines
sechsstlindigen Erwarmungsprozesses bei 100°C antioxidative Wirkungen entfalten (Roman
et al. 2013). y-Tocopherol wurde als das wirksamste Antioxidans der Tocopherol-Homologe

angesehen (Keller et al. 2004).

Andererseits wurden fir a-Tocopherol (Choe und Min 2006; Gharby et al. 2011) auch
gegenteilige Daten gezeigt, die auf das polare Paradoxon und das Grenzflachenphdnomen in
den Wasser-in-Ol-Mikroemulsionen zuriickzufiihren sein koénnten (Coutelieris und
Kanavouras 2006; Caponio et al. 2005). Pro-oxidative Effekte von a-Tocopherol wurden in
Abhangigkeit wvon Faktoren wie Konzentration, Testsystem und analysierten

Oxidationsparametern berichtet (Choe und Min 2006).
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Polyphenole

Phenolverbindungen gehoren neben Tocopherolen zu den potenziellen Antioxidantien in
kaltgepressten Speisedlen. Es handelt sich dabei um Sekundarmetaboliten von Pflanzen,
welche mehrere Hydroxygruppen auf aromatischen Ringen aufweisen. Je nach Anzahl der
Phenolringe und den Strukturelementen, an denen sie binden, werden sie in verschiedenen
Gruppen unterteilt: Phenolsduren, Flavonoiden, Stilbenen und Lignanen (Manach et al.

2004). Einige Polyphenole werden in Abbildung 8 aufgelistet:

Hydroxybenzoesaure Hydroxyzimtsaure
R1 R1
R? I"'\. Rz f’..::L
& |
:-:"'\-\. - 'D - h |
Ry R .
3 f o
CH
OH
R1=R2=R3=0H: Gallussdure R1=0H: p-Cumarsdure

R1=R2=0H: Kaffeesdure
Flavonoid R1=0CHs, R2=0H: Ferulasdure

Lignane

Secoisolariciresinol Matairesinol
(];H H 3'0,, . CH 3
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| Lariciresinol
r ] HsC-0

HO XN Ho@mu i O-CH3
“ HO _/(_{_@OH Pinoresinol
Resveratrol ] ] s »@/ i
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Abbildung 8: Chemische Struktur der Polyphenole (Manach et al. 2004; Herchi et al. 2014)
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Ein hoher Gehalt an Polyphenolen findet sich in Friichten und Gemise. Eine Ernahrung,
welche reich an diesen Lebensmitteln ist, wird mit einem niedrigeren Risiko an vielen
chronischen Krankheiten wie Krebs, kardiovaskularen Krankheiten und chronischen
Entziindungen assoziiert (Duthie und Brown 1994; Milner 1994). Viele dieser Krankheiten
stehen in Verbindung mit oxidativem Stress. Polyphenole sind dahingehend duBerst relevant,
denn sie machen einen Grofteil der antioxidativen Wirkung von Friichten und Gemiise aus
(Wang et al. 1996). Sie konnen durch Abgabe eines Elektrons oder Wasserstoffatoms freie
Radikale neutralisieren. Daflir ausschlaggebend ist das stark konjugierte System mit
mehreren Hydroxygruppen, welche die Polyphenolen zu Elektron- und Wasserstoff
Donatoren machen. Polyphenole unterdriicken die Bildung von Vorldaufer von freien
Radikalen und verringern somit die Oxidationsrate. Sie kdnnen auch als direkte Radikalfanger
der Lipidoxidationskettenreaktion wirken, indem sie als Kettenbrecher dem Radikal ein
Elektron spenden. Sowohl das Radikal als auch der Radikalfanger werden auf diese Weise
abgefangen und verzogern die Kettenreaktion (Rice-Evans et al. 1996; Pietta 2000; Guo et al.
2009). Polyphenole bilden Chelatkomplexe mit Ubergangsmetalle wie Fe2+, die
Geschwindigkeit der Fenton-Reaktion wird verringert und die Oxidation verhindert, welche
durch hochreaktive Hydroxylradikale verursacht wird (Perron und Brumaghim 2009; Pietta

2000).

Der Gesamtpolyphenolgehalt l4sst sich nicht fiir alle Ole gemeinsam festlegen und unterliegt
starken Schwankungen aufgrund der Olsaat selbst, Umwelteinflissen und der
Extraktionsmethode. Es besteht auch ein Unterschied zwischen kaltgepressten und
raffinierten Olen. Wé&hrend sich hohe Temperaturen der Raffination negativ auf den
Polyphenolgehalt auswirken, besitzen kaltgepresste Ole eine hohere Menge dieser
Inhaltsstoffe. Besonders hohe Gehalte weisen extra natives Olivendl (~¥340 mg GAE/100 g,
kaltgepresstes Sonnenblumendl (~190 mg GAE/100 g) und Rapsdl (~160 mg GAE/100 g) auf

(Kostadinovic Velickovska und Mitrev 2013).

Leindl weist hingegen eine geringere Menge an Polyphenolen auf: ~ 7,6 mg GAE/100 g (Zhang
et al. 2011). In Leinsamen dominieren Lignane mit einem Gehalt von 323 mg/100g
Secoisoariciresinol (Pefialvo et al. 2005), aber auch lipophile Lignane wie Pinoresinol und
Matairesinol wurden quantifiziert (Herchi et al. 2011). Es wurden aber auch andere
phenolische  Verbindungen wie  Hydroxyzimtsauren, Ferulasdureglucosid und
p-Coumarsaureglucosid nachgewiesen (Beejmohun et al. 2007). Disteldl enthédlt je nach
Varietat bis zu 14 mg Polyphenole/100g (Ben Moumen et al. 2015). Aydenz et al. detektierten

zum Beispiel ~2,6 mg GAE/100 g, was ebenfalls fiir einen niedrigeren Gehalt spricht (Aydeniz
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et al. 2014). Hanfél ist besonders reich an Polyphenolen (2780,4 mg Quercetin-Aquivalente
pro 100 g Flavonoide) (Smeriglio et al. 2016). Da die Polyphenole eine wesentliche Rolle bei
der Verhinderung der Oxidation von kaltgepressten Speisedlen spielen, missen diese
antioxidativ wirksamen Substanzen bei den Mallnahmen zur Vermeidung der Oxidation

beriicksichtigt werden.

2.3.5 Verminderung der Oxidation wahrend der Produktion

Mogliche Strategien zur Verhinderung der Oxidation wahrend der Produktion werden in

folgender Grafik (Abbildung 9) demonstriert (Grosshagauer et al. 2019):

Lichtschutz Argon Kihlung

Oxidierte Lipide §

Lagerung Zer- Kondi- Dekan- Lagerung
der Olsaat kleinerung tionierung tieren des Ols

Maillard-Produkte, Vitamin E, Phenole T

Rostung Trockeneis (CO, fest)  Hermetisch verschlossene
Schneckenpresse

Abbildung 9: Strategien zur Verbesserung der oxidativen Stabilitét wéhrend der Produktion von kaltgepressten

Olen (Grosshagauer et al. 2019)

Es sollte schon zu Beginn der Herstellung versucht werden, ein Presssystem zu entwickeln,
welches durchgehend vor Oxidation schiitzt. Wie man in Abbildung 9 erkennen kann, startet
ein industrieller Produktionsprozess fiir kaltgepresste Ole mit der Lagerung der Olsaaten.
Unterschiedliche Lagertemperaturen der Samen kdnnen die Oxidationsstabilitit des Ols
beeinflussen. Daher sollte bereits hier fir niedrigere Temperaturen gesorgt werden. Im
Anschluss werden die Samen zerkleinert, wodurch sie dem Luftsauerstoff ausgesetzt sind.
Alternativ konnte dieser Schritt unter einer Argonatmosphare stattfinden. Somit steht kein
Sauerstoff fir die Oxidation zur Verfigung Dieselbe MaBnahme sollte bei der
Konditionierung ebenfalls angewendet werden. Die hohen Temperaturen von 80°C bei
diesem Schritt sind notwendig um die Olgewinnung zu erleichtern. Allerdings verstirkt dies
die Lipidoxidation. Auch hier kénnte mithilfe einer Argonatmosphéare eine Abnahme der

Oxidation erreicht werden.

Uberdies wire es auch eine duRerst vorteilhafte Verdnderung technische Uberarbeitungen
der Schneckenpresse vorzunehmen. Wenn der gesamte Prozess unter Sauerstoffausschluss

und kihlen Temperaturen stattfinden wiirde, kdnnte ein oxidativer Abbau der phenolischen
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Verbindungen verhindert werden. Der Abfluss des gewonnen Ols soll unter optimalen
Bedingungen gesammelt werden. Dies bedeutet, dass statt offenen Behaltern geschlossene
mit Argon begasten Behaltern verwendet werden sollen. Diese Vorrausetzungen gelten
genauso fur die Lagerung wahrend des Batch-Verfahrens, welches je nach
Sedimentationsgeschwindigkeit der Triibstoffe mehrere Tage dauern kann. Auch bei der
Endlagerung sollten MaRnahmen wie Schaffung von Dunkelheit, niedrige Temperaturen und
Sauerstoffausschluss vollzogen werden. Denn so kdnnte die Oxidation gegeniiber einer
branchentypischen Aufbewahrung, welche oftmals unter schlechten Lichtverhaltnissen,

Raumtemperatur und Anwesenheit von Sauerstoff verhindert werden.
Rostung der Saat

In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass eine Korrelation zwischen der
Abnahme von Tocopherolen und der Lipidoxidation herrscht. (Ashida et al. 1987; Pignitter et
al. 2016; Pignitter et al. 2014b; Pignitter et al. 2014a) Somit ist es dullerst wichtig, die
Lipidoxidation zusatzlich durch Extraktion und Stabilisierung von antioxidativ wirksamen

Substanzen zu verringern.

Dies kann nicht nur durch die bereits erwdhnten MaBBnahmen in Abbildung 9 passieren,
sondern auch durch gezielte Extraktion aus der Saat erfolgen. Viele Studien haben gezeigt,
dass die Ausbeute an Phenolen in Olen durch thermische Behandlung der Olsaaten
signifikant erhéht werden kann (Choe und Min 2006; Wan et al. 2015; Siger et al. 2015; Siger
und Jbzefiak 2016; Gracka et al. 2016). Durch Roéstung der Olsaat vor der Offnung wiirde dies
den Sauerstoffkontakt reduzieren. Dabei kommt es zu einer erhdhten Freisetzung von
Polyphenolen und Phospholipiden und dies fihrt wiederum zu einer héheren oxidativen
Stabilitat (Kamal-Eldin und Appelqvist 1996). AuRerdem kann durch die hohen Temperaturen
die Lipoxygenase und Phenoloxidase inaktiviert werden. Dies verhindert wiederum die

enzymatische Oxidation von Lipiden und Polyphenolen (Wang und Hammond 2010).

Das allein kdnnte schon fiir die Verbesserung der oxidativen Stabilitdt sorgen. Fiir eine
weitere Verbesserung kénnte die durch Réstung stimulierte Maillard Reaktion sorgen. Es
wird vermutet, dass es Ahnlichkeiten zwischen der Maillard Reaktion und der Lipidoxidation
gibt. Diese dirfen nicht als komplett unabhangige Reaktionswege betrachtet werden

(Kanavouras et al. 2005; Kamal-Eldin und Appelqgvist 1996).

Grosshagauer et al. erlauterten, dass es bei der Maillard Reaktion zur Bildung von hoch- und
niedermolekularen Lipidoxidationsprodukten (ALEs) kommt. Diese Carbonylamino-Addukte

sind von besonderem Interesse, da sie eine Schlusselrolle fur antioxidative Prozesse und die
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Olstabilitat spielen kénnen. Dadurch ergibt sich zum einen eine verbesserte antioxidative
Kapazitat, zum anderen werden durch die Bildung dieser Verbindungen Aldehyde, welche
Produkte der Lipidoxidation sind, aufgebraucht. Diese beiden Effekte kdnnten die oxidative

Stabilitdt von Speisedl weiter steigern (Grosshagauer et al. 2019).

Alkoxylradikale, die wahrend des Prozesses der Lipid-Autooxidation gebildet werden, kénnen
zu reaktiven Carbonylverbindungen wie Aldehyden, Ketonen oder Ketosduren abgebaut
werden. Diese Verbindungen kénnen weiter mit der Aminogruppe von Aminosauren,
Proteinen oder Aminophospholipiden reagieren, was zur Bildung der antioxidativ wirksamen
ALEs fihrt (Kanavouras et al. 2005; Roman et al. 2013). Im Gegensatz zu Maillard-
Reaktionsprodukten aus Aminosduren und reduzierenden Kohlenhydraten besitzen
Phospholipide einen hydrophoben Charakter. Dies erweist sich als duBerst vorteilhaft, denn
die Extraktion aus dem Samen ins Ol kénnte dadurch effizienter sein. Flavonoide mit

hydrophilem Charakter hingegen werden nicht ausreichend transportiert (Koski et al. 2003).
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2.4 Aus den Hypothesen abgeleitete Ziele

Kaltgepresste Ole kénnen positive Auswirkungen auf die Gesundheit haben. Allerdings sind
sie durch den reichen Gehalt an mehrfach ungesattigten Fettsduren anfallig fiir Oxidation

(Parker et al. 2003; Siger et al. 2008).

Das primare Ziel dieser Masterarbeit ist daher eine erhohte oxidative Stabilitdt von
kaltgepressten Speisedlen zu erreichen. Basierend auf den Einflussfaktoren sollen
MaBnahmen entwickelt werden, welche wahrend der Produktion zu einer Verringerung von
Sauerstoff, hohen Temperaturen und Licht fihren. Zusatzlich sollen MaRnahmen ergriffen
werden, die zu einem hohen Gehalt bzw. zu einer besseren Stabilisierung von Tocopherolen

und Polyphenolen fiihren, damit eine langere oxidative Stabilitdt gegeben ist.

2.4.1 Optimierung wahrend der Pressung

Fir den Pressvorgang werden Systeme getestet, welche dafiir sorgen, dass das Pressgut dem
Luftsauerstoff weniger ausgesetzt ist. Zusatzlich soll die Oxidation durch Zufuhr von Stickstoff
verhindert werden. Gleichzeitig soll wahrend des Pressvorgangs das System gekihlt werden
um hohe Temperaturen zu vermeiden. Der Schutz vor kaltfluoreszierenden Licht soll nicht
nur wahrend der Pressung stattfinden, sondern bis zum Probenbehilter des Ols garantiert

sein.

2.4.2 Rostung der Saat

Rosten konnte sowohl durch die vermehrte Freisetzung von natirlichen Antioxidantien und
phenolischen Verbindungen einen positiven Beitrag leisten, als auch durch die Bildung von
ALEs (siehe Abbildung 10) (Gracka et al. 2016; Huang et al. 1994). Es sollte aber bericksichtigt
werden, dass die Rosttemperatur und -dauer eine entscheidende Rolle tragt (Lee 2004).
Daher sollten unterschiedliche Rostbedingungen getestet werden um die optimalen

Einflussfaktoren feststellen zu kénnen.
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Rostung der Olsaat

- TPolyphenole

TTocopherole

T Oxidative Stabilitat von
kaltgepressten Speisedl

Abbildung 10: Auswirkung von Réstung der Saat

In Kooperation mit der Firma Hagenthaler sollen Temperaturen von 60°C, 100°C, 140°C und
180°C getestet werden. Zusatzlich wird die Saat bei jeder Temperatur bei unterschiedlichen
Zeitdauern gerostet: 1 Minute, 5 Minuten, 10 Minuten. Ziel hierbei ist, jene Bedingungen zu
erreichen, welche fir die optimalste Extraktion von Polyphenolen aus der Saat und

gleichzeitig fir den geringsten Verlust von Vitamin E sorgen.

Fiir die Analyse der Optimierungsschritte wurde Lein-, Hanf- und Distel6l verwendet. Die Ole
wurden aufgrund des hohen Gehalts an ungeséattigten Fettsduren ausgewahlt. Aus
erndahrungswissenschaftlicher Perspektive haben sie dadurch positive physiologische
Auswirkungen auf die Gesundheit. Leindl hat einen aulRergewdéhnlich hohen Gehalt an a-
Linolensdure mit ungeféhr 60 % und auch Linolsdure ist zu 20 % enthalten. Hanfol ist genauso
reich an diesen essentiellen Fettsauren, allerdings im umgekehrten Muster: 60 % Linolsdure
und 20 % a-Linolensdure (Teh und Birch 2013). Disteldl hingegen ist primar reich an
Linolsdure, welche zu 70 % enthalten ist (Bozan und Temelli 2008). Uberdies weisen alle drei
Ole einen niedrigen Gehalt an Polyphenolen auf, der sich zusatzlich untereinander noch
unterscheidet: Disteldl (2,6 mg GAE/100 g), Leindl (7,6 mg GAE/100 g) und Hanfol (44 mg
GAE/100 g) (Aydeniz et al. 2014; Kaur et al. 2017; Janu et al. 2014).

Bei der Rostung wurde ausschlieRlich Leindl untersucht, weil es durch den hohen Gehalt an
a-Linolensdure aulerst instabil ist. Die Rostung soll fiir eine erhohte oxidative Stabilitat

sorgen.
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2.4.3 Extraktion der Polyphenole mit Ol

Weiters soll eine Extraktion von Polyphenolen aus dem Presskuchen mit Ol zur Erhéhung der
oxidativen Stabilitat beitragen. Die Idee beruht darauf, dass sich weit mehr Polyphenole im
Presskuchen alsim Ol befinden. Zum Beispiel ermittelten Teh et al. fiir Leinpresskuchen einen
Polyphenolgehalt von 774,3 +2,1 mg GAE/100 g (Teh et al. 2014). Hingegen wurde im Leinél
ein Bereich von 6,2 mg bis 8,5 mg GAE/100g Ol gemessen (Kaur et al. 2017). Dasselbe Muster
zeigt sich allerdings auch bei anderen Sorten. Im Distelpresskuchen wurden 452,5 - 677,3 mg
GAE/100 g analysiert (NY und RAH 2016), wihrend in einer anderen Studie im Ol nur 2,6 + 0,2

mg GAE/100 g nachgewiesen wurde (Aydeniz et al. 2014).

Somit gibt es noch sehr viel Potential hohe Mengen an phenolischen Substanzen aus dem
Presskuchen zu extrahieren. Es muss also das Ziel sein, Strategien zu finden, die restlichen
Verbindungen vom Presskuchen ins Ol zu transportieren. Gleichzeitig soll die Extraktion aber

auch im praktischen Aspekt durchfiihrbar sein.

Die meisten Polyphenole sind hydrophiler Natur. Somit legt die Kaltpressung keine optimalen
Bedingungen fiir die Extraktion dar. Polyphenole wiirden sich mittels polaren Losungsmittel
am besten extrahieren lassen (Herchi et al. 2014; Tsao 2010). Erfolgt dies allerdings im
industriellen MaRstab, ergeben sich folgende Probleme: Die Konsumentenakzeptanz wiirde
drastisch sinken, nachdem Spuren von polaren Substanzen wie
Methanol/Ethanol/Acetonitril enthalten sein konnten. Wird mit Wasser gearbeitet,

entstehen praktische Hirden, denn es kommt zu einer Klumpenbildung im Presskuchen.

Eine andere Methode wére mit dem bereits gepressten Ol zu extrahieren. Dies hatte den
Vorteil, dass es sowohl kostengiinstig im Industriemalistab durchgefiihrt werden kann.
Zusatzlich ist es moglich, derartige Experimente fiir diese Hypothese im Labor nachzuahmen.

Fir die Prifung dieser Hypothese soll kaltgepresstes Leindl herangezogen werden.

Nach der Pressung soll versucht werden, mit dem freigesetzten Ol antioxidativ wirksame
Substanzen aus dem Presskuchen zu extrahieren. Dadurch kdonnten mehr hydrophobe
phenolische Substanzen ins Ol gelangen. Die absolute Menge an Polyphenolen ist im
Presskuchen so hoch, dass selbst wenn nur ein Bruchteil der geringen hydrophoben
Verbindungen extrahiert wird, der Gehalt im Ol um ein Vielfaches gesteigert werden kénnte.
Leindl enthalt viele verschiedene phenolische Verbindungen. Unter anderem enthalt die
Leinsaat eine betrachtliche Menge an Lignane, welche antioxidative Wirkung besitzen und
gesundheitsférdernde Eigenschaften aufweisen (Kajla et al. 2015; Adolphe et al. 2010).

Darunter fallen viele verschiedene Verbindungen und es ist moglich, dass sie nach
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Extraktion mit unterschiedlichen Losungsmitteln sowohl in der polaren Fraktion als auch in
der Lipidfraktion vorkommen. Leinsamen enthalten einige lipophile Lignane wie zum Beispiel
Pinoresinol, Lariciresinol und Matairesinol (Setchell et al. 2014; Kezimana et al. 2018). So
kénnten durch die Extraktion mit Ol viele derartige Polyphenole ins Ol extrahiert werden
und fir eine erhohte oxidative Stabilitat im Speisedl sorgen. In der Pharmazie sind Lignane
von grollem Interesse, da sie antitumorale, antivirale und hepatoprotektive Wirkungen
aufweisen (Brenes et al. 2000; Zhang et al. 2014). Pinoresinol und Matairesinol fiihren zur
Inhibition von Phosphodiesterase, was mit antiinflammatorischen Wirkungen assoziiert wird

(Brenes et al. 2000).
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3 Material und Methoden

3.1 Presssystem

In Kooperation mit der Firma Hagenthaler wurde bei der Pressung versucht die Lipidoxidation
zu verringern bzw. die Freisetzung von antioxidativ wirksamen Substanzen zu férdern. Durch
eine spezielle Anfertigung einer Schneckenpresse soll dies ermdglicht worden sein. Dabei

wurde zwischen dem urspriinglichen System und zwei optimierten Systemen unterschieden:

o Offenes System (branchentypisches urspriingliches System:
Sauerstoffkontakt, hohe Temperatur, siehe Abbildung 11)

o Geschlossenes System (verhindert das Eindringen von

Sauerstoff in das System und wird zusatzlich gekihlt, siehe
Abbildung 13)

o N2 System (verhindert das Eindringen von Sauerstoff in das
System, wahrend es mit Stickstoff begast wird, zusatzlich

wird es gekihlt, siehe Abbildung 13)

Seitens der Firma Hagenthaler wurde folgende Schneckenpresse verwendet: Fries P240R

(siehe Abbildung 11, Tabelle 1).
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Fries P240R, offenes System

Abbildung 11: Schneckenpressanlage zur Herstellung hochwertiger kaltgepresster Pflanzenéle (Anton Fries

Maschinenbau GmbH 2019)

Technische Daten der Presse

Eine Besonderheit dieser Schneckenpresse liegt darin, dass das Pressgut in der Pressschnecke
lose nach vorne geférdert wird. Die Pressung und das Abscheiden des Ols erfolgt dadurch im
vorderen Teil der Pressschnecke in einem Bereich von ca. 30-40 mm. Durch diese kurze
Entdlungszone wird die Vermischung zwischen dem Ol und den Schalenstoffen minimiert.
Nur ein sehr geringer Teil der Fest-, Gerb- und Bitterstoffe sind in dem abgepressten Ol

enthalten.

Auch die Entwicklung der unterschiedlichen Pressdiisen (siehe Abbildung 12) steigert die
Effizienz der Schneckenpresse. Mithilfe von unterschiedlichen GréRen der Disen lasst sich
der Gesamtdruck der Pflanzendlpresse variieren und auf die jeweilige Saat abstimmen.
Faktoren wie Grofe und Matrix der Saat konnen abhdngig von der DiisengroRe
unterschiedliche Qualititen an Ol liefern. Fiir die analysierten Speisedle wurden daher

verschiedene Pressdiisen verwendet.
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'y !l

Abbildung 12: Pressdiisen in verschiedenen GréfSen fiir unterschiedliche Saaten (Anton Fries Maschinenbau GmbH
2019)

Zusatzliche Anpassungen im Rahmen der Kooperation

Die Schneckenpresse (siehe Abbildung 13) wurde mit einem zusatzlichen Gehause [1] so
ausgestattet, dass es weder zu Sauerstoffkontakt noch zu Lichtbelastung kommt. Vergleicht
man dies mit der urspriinglichen Presse (Abbildung 11) wird der Unterschied zwischen
offenem und geschlossenem System deutlich. Im offenen System flieBt das Ol ohne
Abdeckung weiter. Im optimierten System kommt es zu einem durchgehenden Schutz bis
zum Probenbehilter (siehe Abbildung 13, [2]). Zusatzlich wurde von Beginn der Pressung bis
zum Sammeln des Ols gekiihlt [3] und mit Stickstoff begast [4]. Die Kiihlung erfolgte durch

Kdhlluft und wurde durch den erkennbaren schwarzen Schlauch transportiert [3].

Der Abfluss des extrahierten Ols wird in geschlossenen dunklen Behiltern gesammelt. Im

Gegensatz zu offenen Behiltern kann das Ol vor Licht und Photooxidation geschiitzt werden.
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Fries P240R, geschlossenes System

<

Abbildung 13: Pfanzenélpresse Fries P240R mit zusdtzlichem Anfertigungen zur Verhinderung der Oxidation

(Gehduse [1], geschiitzte Probeniiberfiihrung [2], Kiihlung [3], Stickstoffbegasung [4])

In der folgenden Tabelle 2 wurden die wichtigsten Parameter des verwendeten Gerats bei

jeder Pressung der unterschiedlichen Saaten aufgezeichnet:
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Tabelle 1: Herstellungsdaten* der Firma Hagen Thaler bei der Pressung der Lein- (Chargennummer LE), Distel-
(Dl) und Hanfsaat (HA).

Charge [U/min] Spalt[mm] Diise [mm] Temp [°C] Bemerkung
LEO173 14 1 15 48,8 ohne Kihlung/offen
HA0172 16 2,8 15 48,8 ohne Kihlung/offen
DI0170 17 45 17,5 43 ohne Kihlung/offen
LEO173 13 1,5 15 38 mit Kihlung/geschlossen
LEO173 13 1,5 15 38 mit Kihlung/geschlossen/N,
HA0172 14 3 15 42 mit Kihlung/geschlossen
HA0172 14 3 15 42 mit Kihlung/geschlossen/N,
DI0170 17 4 17,5 43 mit Kihlung/geschlossen
DI0170 17 4 17,5 43 mit Kihlung/geschlossen/N,
LE0173-60°C 2Min 13 1,5 15 60 mit Kihlung/geschlossen
LE0173-60°C 5Min 13 1,5 15 60 mit Kihlung/geschlossen
LE0173-60°C 10Min 13 1,5 15 60 mit Kihlung/geschlossen
LE0173-100°C 2Min 13 1,5 15 100 mit Kiihlung/geschlossen
LE0173-100°C 5Min 13 1,5 15 100 mit Kihlung/geschlossen
LE0173-100°C 10Min 13 1,5 15 100 mit Kiihlung/geschlossen
LE0173-140°C 2Min 13 1,5 15 140 mit Kiihlung/geschlossen
LE0173-140°C 5Min 13 1,5 15 140 mit Kiihlung/geschlossen
LE0173-140°C 10Min 13 1,5 15 140 mit Kiihlung/geschlossen
LE0173-180°C 2Min 13 1,5 15 180 mit Kiihlung/geschlossen
LE0173-180°C 5Min 13 1,5 15 180 mit Kihlung/geschlossen
LE0173-180°C 10Min 13 1,5 15 180 mit Kihlung/geschlossen

*Unter Bemerkung werden die Systeme angegeben, welche zur Pressung des jeweiligen Ols verwendet worden sind. Offen:

nicht geschiitztes System; Geschlossen: Ohne Sauerstoffkontakt; N2: mit Stickstoff begastes System
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3.2 Probenmaterial und Lagerbedingungen

Die Firma Hagenthaler Olmanufaktur stellte drei Probensorten zur Verfiigung:

e Leindl (Linum usitatissimum, Sorte: Lirina, Poysbrunn 2017)
e Hanfol (Cannabis sativa, Sorte: Finola, Drasenhofen 2016)

e Disteldl (Carthamus tinctorius, Sorte: n.a, Straning 2017)

Die Olproben wurden mit Argon beschichtet und bei -40°C im Gefrierfach gelagert. Der
Presskuchen wurde ebenfalls mit Argon beschichtet und in Plastikbeuteln bei 4°C

gelagert.
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3.3 Chemikalien, Verbrauchsmaterialien, Gerate und Software

Die nachstehende Auflistung enthalt Informationen lber die in der Forschungsarbeit
verwendeten Proben, Chemikalien, Verbrauchsmaterialien und Gerate sowie Software-

Programme.

Chemikalien fiir die Analyse des

Gesamtphenolgehaltes

Hersteller

Folin & Ciocalteu’s Phenol Reagent (2 N)
Natriumcarbonat (= 99,8 %, ACS, wasserfrei)

Methanol, 99,8%, wasserfrei

n-Hexan Emplura® (> 95,0 %)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Merck KGaA

Chemikalien fiir die Analyse der Tocopherole

Hersteller

2-Propanol ROTISOLV® (> 99,95 % HPLC/LC-
MS grade)

Methanol (HPLC gradient grade, suitable for
UPLC/UHPLC instruments)

rac-Tocol, interner Standard, >95%
Bidestilliertes Wasser, Leitfahigkeit: 18,2
MQ*cm aus Satorius arium 611 UF
a-Tocopherol (analytischer Standard: 100
mg/ml)

y-Tocopherol (analytischer Standard:
25mg/ml)

6-Tocopherol (analytischer Standard:
100mg/ml)

Carl Roth GmbH & Co. KG

VWR International GmbH

adcam

Satorius Stedium Biotech

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Chemikalien fiir die Analyse der Peroxidzahl

Hersteller

Natriumthiosulfatlésung

Essigsdure ROTIPURAN® (100 %, p.a.)
Chloroform (= 99 %, wasserfrei, enthalt
Amylene zur Stabilisierung)
Kaliumjodid (> 99 %)

Starke (puriss. p.a., reag. I1SO)

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Carl Roth GmbH & Co. KG
Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Allgemein verwendete Chemikalien

Hersteller
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Argon 5.0

Linde Gas GmbH

Verbrauchsmaterialien

Hersteller

15-ml-R6hrchen

50-ml-Réhrchen

20 ml Headspace Vial, Braunglas
Dichtscheibe/Septa N17, Sil. Blau transp. PTFE
weil, 1,5 mm

Einmalinjektionskaniilen, ¢ 0,80 x 40 mm,
21Gx 1%

Einmalspritzen 2 ml

Kaffeemiihlen

Magnetische Schraubkappen

Mikroeinsatz, Borosilikatglas, Klarglas, flacher
Boden, 0,2 ml

Nylon Membran Filters, 0,45um, Diameter:
47 mm

Pipetten 2,5 pl, 100 pl, 200 pl, 1000ul, 5000l
Rotilabo®-Makro-Prazisions-Glaskivette
Rotilabo®-Reaktionsgefalle (1,5 ml)
Rotilabo®-Spritzenfilter, PVDF

(unsteril, PorengréfRe 0,22 um, Durchmesser

Sarstedt AG & Co. KG
Sarstedt AG & Co. KG
Shimadzu

Macherey-Nagel

Braun

Braun
SilverCrest, Breath 300105 CFR
Shimadzu

Roth

Whatman

Eppendorf

Roth

Carl Roth GmbH & Co. KG
Carl Roth GmbH & Co. KG

0,13 mm)

Geridte Hersteller
Blrette; £0,02 ml genau Braun
Centrifuge 5804 R Eppendorf AG
Centrifuge 5810 R Eppendorf AG

Advances VSM-C4 (Heizplatte mit
Magnetrihrer)

Advances VMS-C7 (Heizplatte mit
Magnetrihrer)

Photometer Infinite M200

Rotavapor R210

Ruckflusskiuhler, DIN NS29/32; 400 mm

Rotator flir Reagenz- und Probenréhrchen

VWR International GmbH

VWR International GmbH

Tecan
Blichi
Lenz Laborglasinstrumente

VWR International GmbH

35



Material und Methoden

892 Professional Rancimat

Ultraschallbad USC TH

Metrohm
VWR International GmbH

(U)HPLC-DAD, UltiMate 3000RS Dionex
Vacuum Controller V-850 Buichi
Vakuumpumpe V-700 Blichi

Vortex, RS-VA 10

Phoenix Instruments

Waage Pioneertm Serie; max. Kapazitdt 110g  Ohaus
Ablesbarkeit: 0,0001 g

Waage Pioneerrv Serie; max. Kapazitat: 2100  Ohaus
g; Ablesbarkeit: 0,01 g

Photometer Infinite M200 Tecan
Rotavapor R210 Blichi

Ruckflusskiihler, DIN NS29/32; 400 mm

Lenz Laborglasinstrumente

Photometer Infinite M200 Tecan

Verwendete Programme Hersteller
Chromeleon Client Program 6.80 SR9 Dionex Corp.
SigmaPlot 12 Systat Software GmbH
Excel 2016 Microsoft

3.4 Detaillierte Beschreibungen der Methoden

In diesem Kapitel werden die einzelnen Methoden zur Bestimmung der unterschiedlichen
Parameter detailliert beschrieben. Zur Uberpriifung der verbesserten oxidative Stabilitat
nach Optimierung der Produktionsschritte wurde der Gesamtphenolgehalt, der
Tocopherolgehalt und die Peroxidzahl der Speisedle bestimmt. Es werden somit oxidative

und antioxidative Parameter zur Beurteilung der oxidativen Stabilitat herangezogen.

Zur Beurteilung der antioxidativen Kapazitat nach der Extraktion des Presskuchens mit Ol
wurden ebenfalls die antioxidativen Parameter Gesamtphenolgehalt und Tocopherolgehalt

gemessen.

3.4.1 Bestimmung des Gesamtphenolgehalts mittels Folin-Ciocalteu-Assays

Der Gesamtphenolgehalt wird photometrisch bestimmt. Das Prinzip des Versuches beruht

auf der reduzierenden Wirkung von phenolischen Substanzen wie Polyphenole und
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Phenolsauren. Diese fungieren als Antioxidantien, indem sie Wasserstoffatome oder einzelne
Elektronen (bertragen. Im Falle des verwendeten Folin-Ciocalteu-Assays wird die

Ubertragung von Elektronen ausgenutzt (Giilgin 2012).

Durch Schaffung eines alkalischen Milieus und Zugabe des Folin Ciocalteu-Reagenz, welches
aus Phosphowolframsdure und Phosphomolybdansidure besteht, bildet sich ein blau
gefarbter Komplex. Wahrend die Hydroxylgruppen der Polyphenole dabei zu Aldehyden
oxidieren, wird der Phosphomolybdat-Komplex reduziert. Insgesamt entsteht ein neuer
Komplex, dessen Absorption bei 765 nm photometrisch gemessen wird. Es muss in Betracht
gezogen werden, dass Phenole abhangig von ihrer Struktur Elektronen in unterschiedlichem
Ausmal (bertragen. Daher wird die Konzentration der gesuchten Verbindungen in

Gallussaureaquivalenzen angegeben.

Der Folin-Ciocalteu-Assays erfasst allerdings nicht nur phenolische Substanzen, sondern alle
reduzierenden Verbindungen. Unter Beriicksichtigung dieser Limitation gilt diese Methode
dennoch als geeignete Messung fiir den Gesamtphenolgehalt (Glilgin 2012; Singleton et al.

1999).

3.4.1.1 Probenvorbereitung und photometrische Messung von Ol

Es wurden 2,5 g der unterschiedlichen Ole in ein 15ml-Réhrchen eingewogen und in 2,5 ml
Hexan geldst. AnschlieBend wurde 1 ml 80-%iges Methanol (v/v) zur Probe hinzu
pipettiert und vier Minuten mittels einem Vortexer durchmischt. Danach wurde das
Gemisch fir fanf Minuten bei 4000 rpm (+21°C) zentrifugiert. Die waéssrige
Methanolphase wurde in einem neuen 15 ml-Réhrchen gesammelt. Diese
Extraktionsschritte wurden zwei weitere Male durchgefiihrt. Die wassrige Phase wurde
mit 2,5 ml Hexan gewaschen, 30 Sekunden gevortext und nochmals fiir finf Minuten bei
4000 rpm (+21°C) zentrifugiert. Dann wurden 2,5 ml der wassrigen Methanolphase
entnommen und mit 0,39 ml Folin-Ciocalteu-Reagenz und 0,39 ml einer 7,5-%igen
Natriumcarbonatlosung (w/v) versetzt. Bei Raumtemperatur wurden die Proben fur 30
Minuten im Dunkeln inkubiert und danach wurde bei 4000 rpm drei Minuten lang der
gebildete Niederschlag abzentrifugiert. Trotz Zentrifugieren war der Uberstand nicht klar.
Daher wurde die Losung durch einen Spritzenfilter (PorengroRe 0,22 um) filtriert und bei

765 nm beim Spektralphotometer gemessen. Dies erfolgte in Glaskivetten.

Auswertung
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Zur quantitativen Auswertung der Polyphenole wurde eine Kalibrationsgerade im Bereich
von 5-125 pg Gallussdure/2,5 ml erstellt. Nach Umsetzung mit dem Folin-Ciocalteu-Reagenz

wurden diese gemessen. Folgende Verdiinnungen wurden hergestellt:

V1: 5 pug GA in 2,5 mL MeOH (80 %)
V2: 25 pg GA in 2,5 mL MeOH (80 %)
V3: 45 pg GA in 2,5 mL MeOH (80 %)
V4: 65 pug GA in 2,5 mL MeOH (80 %)
V5: 85 pug GA in 2,5 mL MeOH (80 %)
V6: 105 pg GA in 2,5 mL MeOH (80 %)
V7: 125 ug GA in 2,5 mL MeOH (80 %)

0,6

y =0,0053x-0,0105
R?=0,9976

0,5 -

04 -

0,3 -

Extinktion

0,2 -

0,1 -

0,0 T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Gesamtpolyphenol-Gehalt [ug GAE/2,5 mL]

Abbildung 14: Standardgerade Gesamtpolyphenolgehalt

Basierend auf der Gleichung von Abbildung 14 wurde der Gesamtphenolgehalt in mg
GAE/100 g Ol dargestellt. Zuerst wurden die Extinktionen in die Kalibriergerade eingesetzt.
Dies ergab folgende Einheit: ug GAE/2,5 ml. Dann erfolgte eine Umrechnung auf pg GAE/3
ml, denn dies war die vollstdandig extrahierte Menge nach der 3-fach wiederholten Extraktion.
Unter Beriicksichtigung der Einwaage (2,5 g Ol) konnte auf mg GAE/100 g Ol umgerechnet

werden.
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3.4.1.2 Probenvorbereitung und photometrische Messung des Presskuchens

Extraktion der Polyphenole aus dem Presskuchen

Teh et. al (2014) ermittelten, dass ein Methanol/Aceton/Wasser Gemisch aufgrund von
unterschiedlichen Polaritdten zu der hochsten Extraktion von Polyphenolen fihrt. Basierend
auf dieser Studie wurde diese Methode fiir die Extraktion gewahlt. Zuerst wurden die Proben
in einer Kaffeemiihle gemahlen und davon 6g in einen 250 ml Erlenmeyerkolben
eingewogen. Von einem Methanol/Aceton/Wasser-Gemisch (7:7:6, v/v/v) wurden 50 ml
hinzugefiigt. Dann wurde den Proben ein Magnetrihrstab zugesetzt und fiir eine Stunde am
Magnetriihrer bei Raumtemperatur und 1000 rpm geriihrt. Anschlieend wurde die Lésung

durch einen Whatmanfilter 0,45 um filtriert.
Photometrische Messung der Polyphenole aus dem Presskuchen

Vom Extrakt wurden 100 pl entnommen und in 15 ml Probenréhrchen Gberfiihrt und auf finf
ml mit bidestillierten Wasser aufgefillt. Es wurden 500 pl Folin-Ciocalteu-Reagenz ergdnzt
und drei Minuten spater ein ml einer gesattigten Natriumcarbonatlosung (35%)
hinzupipettiert. AnschlieBend wurden die Proben auf zehn ml mit bidestillierten Wasser
aufgefiillt und eine Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Dem Leerwert wurde
statt der Probe 100 pl des Losungsmittel Methanol/Aceton/Wasser-Gemisches

hinzugegeben.
Auswertung

Zur quantitativen Auswertung der Polyphenole wurde eine Kalibrationsgerade im Bereich
von 0-400 pg Gallussaure/ml erstellt (Abbildung 15). Nach Umsetzung mit dem Folin-

Ciocalteu-Reagenz wurden diese gemessen. Folgende Verdiinnungen wurden hergestellt:

V1: 10 pyg GA/ml Losungsmittel
V2: 50 ug GA/ml Losungsmittel
V3: 100 pg GA/ml Losungsmittel
V4: 200 pg GA/ ml Losungsmittel
V5: 300 pg GA/ml Lésungsmittel
V6: 400 pg GA/ml Losungsmittel
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Abbildung 15: Standardgerade der Gallusséure

Die Ergebnisse wurden in mg GAE/100 g Saat dargestellt. 6 g Presskuchen wurden in 50 ml
Losungsmittel gelost. 100 pl wurden entnommen. Dies entspricht 0,012 g Saat. Der Gehalt
der mithilfe der Gleichung in Abbildung 15 ermittelt wurde, wurde auf 100 g

hochgerechnet.

3.4.2 Extraktion des Ols aus dem Presskuchen

Um die Peroxidzahl und den Tocopherolgehalt der Presskuchen zu bestimmen, muss zuerst
das Ol extrahiert werden. Dies geschieht mit lipophilen organischen Lésungsmitteln wie
Diethylether, Petrolether und Hexan. Um die gesamten Fette zu bestimmen, wird oft
Diethylether verwendet, weil es sich hierbei um ein relativ unpolares Losungsmittel handelt.
Somit extrahiert es hauptsachlich unpolare Lipide wie Sterole und Tocopherole. Polare Lipide
wie Glycolipide oder Phospholipide werden damit nur sehr schwach extrahiert. Petrolether
und Hexan werden ebenfalls primar fir die Extraktion von unpolaren Lipiden verwendet

(Otles 2011).
Durchfiihrung

Mithilfe einer Kaffeemihle wurde der Presskuchen gemahlen und 16 g in 50 ml
Probenréhrchen eingewogen. Um das Ol zu extrahieren wurden Petrolether und
Diethylether im Verhéltnis 90:10 mit Zusatz von 100 mg/L Pyrogallol verwendet. Davon

wurden 20 ml in das R6hrchen pipettiert. Dann wurden die Proben 2 Minuten gevortext und
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bei 4 °C und 2500 rpm zwei Minuten zentrifugiert. Danach wurde das Losungsmittel in einem
neuen Rohrchen gesammelt. Diese Extraktionsschritte wurden insgesamt dreimal in Folge
durchgefiihrt. Das gesamte Losungsmittel wurde in einen Rundkolben eingefillt und mithilfe
eines Rotationsverdampfer verdampft. Das extrahierte Ol wurde nun fiir die Analysen

verwendet.

3.4.3 Bestimmung der Peroxidzahl mittels Titrimetrie

Fir die Bestimmung der Peroxidzahl wurde die Methode nach Wheeler verwendet (Wheeler
1932). Bei der Peroxidzahl handelt es sich um eine Kennzahl zur Beurteilung des
Oxidationsgrades einer Probe. Sie ist ein MalRR fir die beginnenden oxidativen
Fettveranderungen und erfasst hauptsachlich Hydroperoxide (Fiebig und Godelmann 1997).
Diese peroxidischen Verbindungen zahlen zu den primaren Lipidoxidationsprodukten,
welche in den frithen Phasen der Initiation und Propagation entstehen (Pignitter und Somoza
2012). Die Peroxidzahl wird als die erfassbare Menge an aktivem Sauerstoff in einem
Kilogramm Probe definiert und in Milli-Aquivalent aktivem Sauerstoff pro kg Ol angegeben

(Matissek et al. 2010).

In einem Gemisch aus Essigsdure und Chloroform wird die Probe gel6st und mit gesattigter
Kaliumiodidldsung versetzt. Dabei oxidiert lodid durch Hydroperoxide und Peroxide zu lod.
Das freigesetzte lod wird mit einer Natriumthiosulfatlésung zuricktitriert (siehe

Reaktionsgleichung [1] und [2]).

R-OOH+ 21 +2Hs0*> R-0H+1,3H,0 [1] lodid wird durch Peroxide zu lod oxidiert

I, +25,03% 2 21"+ 5,06% [2] Ruicktitration mit Thiosulfat

Durchfiihrung

Fiinf Gramm des extrahierten Ols vom Presskuchen bzw. des kaltgepressten Ols wurden in
einen Rundkolben eingewogen. Dazu wurde 50 ml eines Essigsdure und Chloroform
Gemisches im Verhidltnis von 3:2 hinzugefigt. Dann wurden 0,5 ml einer gesattigten
Natriumjodidlésung hinzugegeben und fir 60 Sekunden stark geschittelt. Gleich darauf
wurde die Losung mit Starke versetzt und mit einer 0,1 N Natriumthiosulfatlésung bis zum

Farbumschlag von violett-braun ins Farblose titriert.

Auswertung

Die POZ der Olproben wurde mit folgender Formel berechnet:
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POZ= (a — b) * N * 1000/E

a Verbrauch Natriumthiosulfatlésung im Hauptversuch in m/
b Verbrauch Natriumthiosulfatiésung im Blindversuch in ml

E Einwaage in Gramm
N

Normalitdt der Natriumthiosulfatiésung in mol/|

Die POZ wurde in Absolutwerten angegeben.

3.4.4 Bestimmung des Tocopherolgehaltes mittels RP-HPLC/UV

Tocopherole konnen mittels HPLC mit Normalphasenchromatographie (NP) oder
Umkehrphasenchromatographie (RP) getrennt werden. Die Detektion erfolgt anhand UV-
und/oder Fluoreszenzdetektor. Fur die Analyse wurde die Methode der Reverse Phase und
anschlieBender UV/VIS-Detektion gewahlt. Die Vorgehensweise weist allerdings den Nachteil
auf, dass B- und y-Tocopherol nicht voneinander getrennt werden kénnen. Allerdings
beinhalten Pflanzendle nur relativ kleine Mengen des f-Homologs und somit kommt es zu
keiner signifikanten Fehlerquellen bei der Analyse von y-Tocopherol (GLISZCZYNSKASWIGLO
und SIKORSKA 2004).

Durchfiihrung

Basierend auf der Methode von Gliszczynaska-Swiglo und Sikorska wurden die Tocopherole
folgendermaRen analysiert: Es wurden 50 mg Olprobe oder extrahiertes Ol aus dem
Presskuchen in ein Eppendorfer-GefaR eingewogen. Danach wurde die Probe mit einem ml
Isopropanol geldst. Tocol wurde als interner Standard zugesetzt, sodass eine Konzentration
von 5 pg/ml enthalten war. Die Proben wurden gevortext und anschlieRend mittles eines
Nylonfilters (0,2 um) filtriert. Danach wurde ein Teil der Losung in Braunglasflaschen mit
Mikroeinsatz pipettiert. Diese wurden dann mithilfe der RP-HPLC/UV analysiert. Die
Bedingungen der HPLC-Analyse wurden in Tabelle 6 und 7 dargestellt. Alle Proben wurden
im Dreifachansatz bestimmt. Zusatzlich wurde von jedem biologischen Replikat ein

technisches Replikat analysiert.
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Tabelle 2: Bedingungen des RP-HPLC/UV-Systems

System

HPLC-System
Detektor
Saule

mobile Phase
Flussrate
Injektionsvolumen

Detektionswellenldnge

Tabelle 3: Gradientenverlauf der mobilen Phase

Dionex UltiMate 3000

Dionex Diodenarraydetektor, DAD-3000
Kinetex 5 um EVO C18, 150 x 4,6 mm
Laufmittel A: bidest. H20 (100 %)
Laufmittel B: Methanol (100 %)

0,5 ml/min

20 pl

295 nm

Zeit [min] Methanol [%] dd. Hz20 [%]

0 95 5

4 100 0

14 100 0

16 95 5

18 95 5
Auswertung

Zur Auswertung der Proben wurde die Software Chromeleon 6.80 SR9, Dionex verwendet.

Damit wurden die Peaks vollstdndig und gleichmaRig markiert, integriert und berechnet.

Mithilfe von Standardsubstanzen (a-, y- und &-Tocopherol) konnte durch den Vergleich der

Retentionszeiten ein qualitativer Nachweis geschehen (Tabelle 8).

Tabelle 4: Retentionszeiten der Standards

Standard

Retentionszeit [min]

a -Tocopherol
y-Tocopherol
6-Tocopherol

Tocol (interner Standard)

10,5
9,7
8,7
7,8
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Zur

guantitativen Auswertung wurden

Kalibrationsgeraden

mit

unterschiedlichen

Konzentrationen der jeweiligen Tocopherole hergestellt und gemessen. Die hergestellten

Standards betrugen: 500 pg/ml - 250 pg/ml - 100 pg/ml - 50 pg/ml — 5 pg/ml. Die

Konzentrationen wurden mit der Software Chromeleon 6.80 SR9, Dionex berechnet und fir

die Bildung einer Standardgeraden herangezogen, die in folgender Abbildung 16 dargestellt

sind:

a-Tocopherol

y=0,1051x - 0,296
R?*=0,9999

co
(=]

100 200 300 400 500 600

Konzentration [pg/ml]

y-Tocopherol

y=0,3031x-0,9398

R* = 0,9999
T

Area [mAU*min]

100 200 300 400 500 600

Konzentration [pg/ml]

Abbildung 16: Standardgeraden der Tocopherol Homologe

Ermittlung der Wiederfindungsrate
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Um mogliche Verluste des Analyten wahrend des gesamten analytischen Verfahrens zu

beriicksichtigen, wurde die Wiederfindungsrate von Ol und Presskuchen ermittelt (siehe

Tabelle 9). Durch Zusatz von Tocol zur Probe und Tocol zu reinem Isopropanol wurde die

Widerfindungsrate berechnet.
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Tabelle 5: Wiederfindungsrate fiir die Bestimmung von Tocopherol

Sorte Wiederfindungsrate [%]
Leinpresskuchen 74,5

Leinol 74,0

Hanfpresskuchen 116,7

Hanfol 83,7

Distelpresskuchen 37,8

Disteldl 77,7

Ermittlung der Nachweis- und Quantifizierungsgrenze

Zur Bestimmung der Nachweisgrenze von a-, y- und 6-Tocopherol wurde die Methode der
linearen Regression mit LOD = 3.3 o/m herangezogen. G entspricht der
Standardabweichung der Response und m der Steigung der Geraden. Die
Bestimmungsgrenze wurde mit der Methode der Residualvarianz der Regression mit
LOQ= 10*SDr/m berechnet. SDr entspricht der Standardabweichung der Residuen und m der

Steigung der Geraden. Die Ergebnisse finden sich in Tabelle 8.

Tabelle 6: Nachweisgrenze und Bestimmungsgrenze der Tocopherole

Tocopherole LOD [pg/ml] LOQ [pg/ml]
a-Tocopherol 6,4 16,8
y-Tocopherol 7,0 18,4
6-Tocopherol 20,8 53,5

3.5 Extraktion mit Ol

Probenvorbereitung

Der Presskuchen wurde mit einer Kaffeemihle gemahlen und 15 g in einen 250 ml
Erlenmeyerkolben eingewogen. Je nach Analyse wurde eine bestimmte Menge an
kaltgepresstem Leindl mithilfe eines Messzylinders hinzugegeben. Es muss sich allerdings
mindestens um ein Verhaltnis von 1:2 (15 g Presskuchen: 30 ml Leinél) handeln, damit es zu
keiner Klumpenbildung kommt. Es wurden Verhaltnisse von 1:2, 1:5 und 1:10 fir die Analyse
verwendet. AnschlieRend wurde das Gemisch bei Raumtemperatur 5, 10, 30, 60 und 240

Minuten je nach Analyse am Magnetriihrer geriihrt. Dann wurde der gesamte Inhalt des
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Erlenmeyerkolbens in ein 50 ml Réhrchen Uberfiihrt. Das Gemisch wurde bei 4 °C und 4000
rpm zentrifugiert. Die fllssige Phase wurde fiir die bereits beschriebenen Tocopherol- und

Polyphenolbestimmung weiterverwendet.
Mehrfachextraktion

Unter den optimierten Bedingungen wurde eine Mehrfachextraktion durchgefihrt. Dafir
wurde der Presskuchen nach der Zentrifugation weiterverwendet. Der Uberstand des
zentrifugierten Ols wurde in 50 ml Tubes {berfiihrt und mit Argon begast. Der im Tube
verbliebene Presskuchen wurde wieder in einen Erlenmeyerkolben tiberfiihrt und neues Ol
hinzugegeben. Das Ol wurde nach jeder Extraktion photometrisch auf phenolische
Substanzen untersucht. Rechnerisch konnte bestimmt werden, wie hoch der

Polyphenolgehalt nach jeder Extraktion war.

3.6 Bestimmung der Induktionszeit mithilfe eines Rancimats

Die Induktionszeit dient als Indikator fiir die Oxidationsstabilitdt. Ein MessgefalR wurde mit
60 ml deionisiertem Wasser gefiillt und am Rancimat platziert. In das Reaktionsgefall wurden
3 g der Probe eingewogen und durch den Rancimat auf 120 °C erhitzt und mit Luft (20 L/h)
durchgestréomt. Die Oxidation wurde so beschleunigt und die Zeit bis zur Entstehung von
Oxidationsprodukten bestimmt. Die Oxidationsprodukte |6sen sich im deionisiertem Wasser
und durch Messung der Leitfahigkeit konnte damit die Induktionszeit gemessen werden

(Anwar et al. 2003).

3.7 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die statistische Auswertung erfolgte mit SigmaPlot 12 (Systat Software). Die Aufbereitung
der Daten und Erstellung aller Graphiken wurden mittels Microsoft Excel 2016 ausgefihrt.
Die Ausreifer wurden mittels Nalimov-Tests identifiziert und ausgeschlossen. Fiir jede
Analyse wurde ein Dreifach-Ansatz durchgefiihrt. Somit ergeben sich pro Ol und Presskuchen
3 Replikate fir den jeweiligen Versuch. Zusatzlich wurde bei jeder Messung, aufler der
Peroxidzahlbestimmung, ein technisches Replikat gemessen und in die Auswertung
miteinbezogen. Bei allen Grafiken wurden signifikante Unterschiede mithilfe verschiedener
Kleinbuchstaben gekennzeichnet. Die statistische Uberpriifung erfolgte auf Basis des
Signifikanzniveaus von a <5 %. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle wurden zusatzlich mit

einem Asterisk * markiert.
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Jede Analyse wurde mittels einfaktorieller Varianzanalyse und Holm-Sidak post-hoc Test
ausgewertet. Wenn die Normalverteilung nach Shapiro-Wilk nicht erfillt wurde, wurde die
Kruskal-Wallis einfaktorielle Varianzanalyse und Dunn’s post-hoc Test herangezogen. Der
Spearman-Korrelationskoeffizient r wurde fiir Auswertung von Zusammenhangen zwischen

zwei Variablen verwendet.

4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Optimierung der Pressung wahrend der Produktion

Die Optimierung der Pressung zeichnete sich durch die Verringerung von Luftsauerstoff, Licht

und hohen Temperaturen aus. Dabei wurden zwei Systeme unterschieden:

e Geschlossene System, welches den Eindrang von Sauerstoff verhinderte

e N> System, welches mit Stickstoff begast wurde

Beide Systeme wurden gekiihlt und vor Licht geschiitzt. Es wurden die Proben miteinander
verglichen, welche mit dem offenen System (brancheniblich) hergestellt wurden und jene,

welche unter optimierten Bedingungen gepresst worden sind.

4.1.1 Einfluss optimierter Pressvorgdnge auf den Polyphenolgehalt in Speisedl

Die ermittelten Ergebnisse fiir den Polyphenolgehalt in Leindl, Distel6l und Hanfél nach

optimierter Pressung werden in Abbildung 17 dargestellt.
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Abbildung 17: Polyphenolgehalt in Leindl, Distelél und Hanfél produziert im offenen, geschlossenen und N; System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Olprobe zeigen einen

statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).
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Deutlich zu erkennen ist der statistisch signifikante starke Anstieg der Polyphenole im Hanfol
im Vergleich zum offenen System (p < 0,05) (Abbildung 17). Mit einem gemessenen Wert von
0,8 + 0,1 mg GAE/100 g Ol im offenen System kam es zur einer 3-fachen Steigerung der
Polyphenole im Stickstoffsystem mit 2,6 + 0,1 mg GAE/100 g Ol. Liang et al. ermittelten fiir
Hanfél einen Bereich von 44-188 mg/100 g Ol. Somit liegt der im Rahmen der Masterarbeit
erhaltene Wert weit unter diesem Literaturwert. Hingegen ermittelten Siger et al. einen
Gehalt von 2,5 + 0,1 mg CAE/100 g (Siger et al. 2008). Die Menge der phenolischen
Substanzen variiert allerdings stark aufgrund der verschiedenen Erntebedingungen der
Sorten. Unterschiede in klimatischen Bedingungen wie Gesamtniederschlag |,
Durchschnittstemperatur, Trockenheit und Licht haben einen wesentlichen Einfluss auf den
Anteil der Inhaltsstoffe (Bajoub et al. 2016). Zusatzlich tragen agronomische Faktoren wie
der Einsatz von Diingemittel (FlUssigdiinger auf Blatter) und die Bestandsdichte zur
qualitativen und quantitativen Verdnderung des Polyphenolgehalts bei (Faugno et al. 2019).
Im Zuge des Projekts wurden die gleichen Saaten fiir die Pressung herangezogen, wodurch

die Ergebnisse der unterschiedlichen Systeme vergleichbar sind.

Beim Leindl zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen offenen (0,7 + 0,2 mg
GAE/100 g Ol) und N; System (1,1 + 0,04 mg GAE/100 g Ol) (p < 0,05). Verglichen mit der
Literatur wurden hier erneut niedrigere Werte (6,2 mg bis 8,5 mg GAE/100 g Ol) gemessen
(Kaur et al. 2017).

Beim Disteldl zeigten sich signifikant unterscheidbare Werte zwischen allen
Pressbedingungen (p > 0,05). Der Polyphenolgehalt steigte allerdings nicht wie im Muster
von Hanfél. In Fall von Disteldl wurde nach der Pressung im geschlossenen System der gréfte
Polyphenolgehalt (3,2 + 0,2 mg GAE/100 g Ol) gemessen. In der Literatur variieren die
Ergebnisse fir den Gesamtpolyphenolgehalt sehr stark. Zum Beispiel ermittelten Ben
Moumen et al. zwischen 9,8 mg und 14,4 mg GAE/100 g Ol (Ben Moumen et al. 2013) und
Janu et. al. 0,5 mg GAE/100 g Ol (Janu et al. 2014)

Basierend auf den Ergebnissen ist der Einfluss von Stickstoff matrixabhangig. Im Fall von
Disteldl und Hanfol kommt es zu einer Steigerung der Polyphenole im Vergleich zum offenen
System. Zusatzlich kénnte die antioxidative Wirksamkeit und Stabilitdt unterschiedlicher
Polyphenole eine entscheidende Rolle spielen. Aus Werten aus der Literatur ist erkennbar,
dass nicht nur der Gesamtphenolgehalt variieren kann, sondern dass sich auch die
unterschiedlichen phenolischen Substanzen unterscheiden kdnnen (Bozan und Temelli 2008;
Tovar et al. 2001). So konnte es unter den verschiedenen Pressbedingungen zu
unterschiedlicher Stabilitdat und antioxidativen Aktivitat dieser Verbindungen kommen.
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4.1.2 Einfluss optimierter Pressvorginge auf den Polyphenolgehalt in

Presskuchen

Die Auswertung des Gesamtpolyphenolgehaltes der Presskuchen folgte keinem einheitlichen
Ergebnis (Abbildung 18). Die Werte des Leinpresskuchen unterscheiden sich nicht signifikant
innerhalb der unterschiedlichen Systeme. Der Gehalt im Distelpresskuchen verringert sich
vom offenen System mit 633,3 + 16,3 mg GAE/100 g auf 545,6 + 11,8 mg GAE/100 g im
geschlossenen System. Beim Hanfpresskuchen kommt es wie im Hanfél zu einer signifikanten
Steigerung der phenolischen Substanzen im optimierten mit Stickstoff begasten System (p <

0,05).
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Abbildung 18. Polyphenolgehalt in Leinpresskuchen, Distelpresskuchen und Hanfpresskuchen produziert im
offenen, geschlossenen und N, System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Presskuchenprobe

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).

Einerseits zeigt die Abbilddung 18, dass die Optimierung des Systems matrixabhangig ist,
gleichzeitig zeigt sich aber insgesamt keine starke relative Anderung im Gehalt der
Polyphenole. Die polyphenolischen Verbindungen scheinen im Presskuchen geschiitzt zu
sein. Vergleicht man den Gesamtphenolgehalt des Presskuchens mit jenem im Ol, bleibt der
GrofRteil der Polyphenole bei der Pressung im Presskuchen zurick. Dies ist vor allem fir eine
Extraktion von Polyphenolen aus dem Presskuchen ein entscheidendes Kriterium. Das zeigte
sich auch im Vergleich des Leinpresskuchens mit dem optimierten Leinél, wo im
Leinpresskuchen im optimierten System (470,6 + 12,7 mg GAE/100 g Saat) um ein ~1000-

faches verglichen mit 0,4 + 0,01 mg GAE/100 g Saat im optimierten Leinél detektiert wurde.
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Die GAE im Leindl wurden auf 100 g Saat umgerechnet, um ein vergleichbares Ergebnis

darzustellen.

4.1.3 Einfluss optimierter Pressvorgange auf den Tocopherolgehalt in Speisedl

Die Messergebnisse des Tocopherolgehalts in den Olproben unter den unterschiedlichen

Bedingungen wurden in Abbildung 19 bis 21 dargestellt.
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Abbildung 19: Tocopherolgehalt in Leinél im offenen, geschlossenen und N, System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb eines Tocopherol-Homologs

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).

50



Ergebnisse und Diskussion

Disteldl
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a-Tocopherol y-Tocopherol
Abbildung 20: Tocopherolgehalt in Distel6l im offenen, geschlossenen und N System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb eines Tocopherol-Homologs

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).
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Abbildung 21: Tocopherolgehalt in Hanfél im offenen, geschlossenen und N, System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb eines Tocopherol-Homologs

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).

a-Tocopherol

Fiir a-Tocopherol zeigte sich bei allen drei Sorten im geschlossenen System eine bessere
Erhaltung im Vergleich zum offenen System (Abbildung 19). Besonders markant ist die
Verbesserung des Hanfdls. Hier konnte mithilfe des mit Stickstoff optimierten System eine
Steigerung von 97,0 % erzielt werden (offen: MW 174,3 + 24,9 ug/ml Ol, No: MW 343,3 5,3
pg/ml). Vergleicht man diese Werte mit den ermittelten Ergebnissen von Oomah et al. (31,6
pg/ml Ol) und Teh und Birch (25,9 + 0,09 pg/ml Ol), liegen die gemessenen Werte des eigenen
Projekts weitaus héher (Oomah et al. 2002; Teh und Birch 2013).
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Der besonders hohe Gehalt im N, System und die gleichzeitig stark abweichenden Werten
von der Literatur kdnnten an der Verringerung der Oxidation liegen. Durch die Optimierung
mittels Stickstoffs bzw. dem verhinderten Eindringen von Sauerstoff und der Kiihlung
wahrend der Pressung kénnte der Abbau des a-Tocopherols verhindert worden sein. In der
Studie von Player et al. wurde gezeigt, dass a-Tocopherol im Sojadl unter den Tocopherol
Homologen signifikant (p < 0,05) schneller abgebaut wurde. In diesem Fall war die Stabilitat
des a-Tocopherols, welche durch die Oxidation beeinflusst wurde, am geringsten (Player et

al. 2006).

Beim a-Tocopherol des Distelols wurden folgende Werte ermittelt. Im offenen System
konnte ein Wert von 1926,5 + 68,9 pg/ml Ol detektiert werden, wihrend im geschlossenes
System 2119,4 + 11,6 pg/ml Ol und im Stickstoffsystem 2088,6 + 5,7 ug/ml Ol ermittelt
wurden. Hier konnte ebenfalls im Vergleich des offenen mit beiden optimierten Systemen
eine signifikante Steigerung um 10,0 % erzielt werden (p < 0,05). In der Literatur finden sich
sehr widerspriichliche Werte. Zum Beispiel wurden sehr niedrige Werte wie 410 £ 19,5 pg/ml
und 612,9 + 14,0 ug/ml angegeben (Bozan und Temelli 2008; Franke et al. 2010). Gleichzeitig
wurden aber auch Ergebnisse mit 1.888,7 + 15,4 ug/ml fir kaltgepresstes Distel6l ermittelt
(Aydeniz et al. 2014). Die Unterschiede im Tocopherol Verhalten kénnten einerseits wie bei
den Polyphenolen von den klimatischen Bedingungen verursacht werden, andererseits
wurden in den verschiedenen Studien auch andere Extraktionsmethoden verwendet. Beide

Faktoren konnen die Abweichung zur Literatur wesentlich erklaren.

Beim Leindl kam es im geschlossenen System zu einer signifikanten Steigerung von a-
Tocopherol mit einem Messwert von 102 + 4,9 ug/ml (p < 0,05). Diese haélt sich allerdings in
einem niedrigeren AusmaR von 8,2 %. Ahnlich wie bei den anderen Sorten haben Bozan und
Temelli ebenfalls einen geringeren Gehalt von 5,49 + 0,28 pg/ml detektiert (Bozan und

Temelli 2008).
v-Tocopherol

Dieses Homolog blieb bei Lein- und Hanfdl unter optimierten Bedingungen besser erhalten.
Bei Leindl konnte ein bis zu 13,3 % erhohter Gehalt im Vergleich zum offenen System
gemessen werden, gefolgt von Hanfél mit 9,8 %. Beim Disteldl konnte kein signifikanter

Unterschied festgestellt werden.

Der Messwert fur Leindl unter Stickstoffbegasung betrug 580,79 + 1,9 pg/ml. Auch hier

finden sich in der Literatur unterschiedliche Messwerte fiir kaltgepresstes Ol, wie
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703,7 £12,1 pg/ml (Bozan und Temelli 2008), 344,1 + 0,19 pg/ml (Teh und Birch 2013) und
363,0 + 7,0 pg/ml (Gliszczyriska-Swigto et al. 2007).

Etwas auffallender ist der ermittelte Gehalt von 120,0 + 1,7 pg/ml im Distel6l. Denn Bozan
und Temelli konnten kein y-Tocopherol im Distelél nachweisen (Bozan und Temelli 2008).
Franke et al. (2010) konnten diesen Wert zwar mit 6,5 pug/ml nachweisen, dennoch deutlich

weniger als der Wert, der im Rahmen der Masterarbeit gemessen wurde.

Gesamt betrachtet fihrt ein System, welches Einflussfaktoren wie Licht, Temperatur und
Sauerstoff reduziert, zu einer besseren Erhaltung beider Tocopherole und kénnte somit fiir

eine erhohte oxidative Stabilitat sorgen.

4.1.4 Einfluss optimierter Pressvorginge auf den Tocopherolgehalt in

Presskuchen
Leinpresskuchen
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Abbildung 22: Tocopherolgehalt in Leinpresskuchen im offenen, geschlossenen und N, begasten System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb eines Tocopherol-Homologs

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).
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Abbildung 23: Tocopherolgehalt in Hanfpresskuchen im offenen, geschlossenen und N System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb eines Tocopherol-Homologs

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).
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Abbildung 24: Tocopherolgehalt in Distelpresskuchen im offenen, geschlossenen und N, System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb eines Tocopherol-Homologs

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).

a-Tocopherol

Im Lein- und Distelpresskuchen konnte im N>-System eine signifikant hohere Menge an a-
Tocopherol im Vergleich zum offenen System erhalten werden (Abbildung 22 bis 24) (p <
0,05). Beim Distelpresskuchen handelte es sich um eine Steigerung von 112,0 %, wahrend
beim Leinpresskuchen 23,0 % erzielt wurden. Beim Hanfpresskuchen kam es im N;-System
zu einer signifikanten Abnahme im Vergleich zum offenen System (p < 0,05). Werden die
Ergebnisse mit dem zugehdrigen gepressten Ol verglichen, konnten insgesamt unter der
Stickstoffatmosphire sowohl im Ol als auch im Presskuchen mehr Tocopherole vor Verlust
geschitzt werden. Eine Ausnahme stellt der Hanfpresskuchen dar, wo es allerdings im Hanfol

zu einer Steigerung um 97,0 % kam.
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y-Tocopherol

Das y-Tocopherol konnte unter Stickstoffatmosphére bei allen drei Sorten wesentlich
besser als im offenen System erhalten bleiben. Prozentuell kam es zu einer Steigerung
im N2-System von 168,9 % beim Distelpresskuchen, 100,2 % beim Leinpresskuchen und
68,2 % beim Hanfpresskuchen verglichen mit dem offenen System. Vergleicht man diese
Daten mit den vorherigen Graphen der Ole in Abbildung 19 bis 21, so wurde sowohl im
Presskuchen als auch im Ol eine Erhéhung von y-Tocopherol im Zuge der Optimierung
des Pressvorgangs beobachtet. Es handelte sich also weder um einen besseren Transfer
von Presskuchen ins Ol noch um einen Schutz nur fiir das Ol, denn sonst wiirde sich der
Tocopherolgehalt im Presskuchen nicht erhéhen. Unter Stickstoffatmosphdre bzw.
Sauerstoffausschluss kénnte es also fiir Ol und Presskuchen zu einer Minimierung der
Oxidation kommen. Auffillig ist der Distelpresskuchen, welcher sich dhnlich wie das
zugehorige Ol verhilt. Es wurde nur eine sehr geringe Menge an y-Tocopherol detektiert
(N2-System MW 165,2 + 1,7 pg/ml). Franke et al. konnten das y-Tocopherol im
Distelpresskuchen nicht nachweisen (Franke et al. 2010). Die Nachweisbarkeit ist
allerdings nicht auf die Optimierung zurlickzufiihren, denn auch im offenen System
wurden 61,4 + 1,7 pg/ml festgestellt. Somit kdnnte es sich um eine Distelsorte mit

Uberdurchschnittlich hohem Gehalt an y-Tocopherol handeln.

Basierend auf den Ergebnissen, blieben bei der Pressung im optimierten System unter
Stickstoffatmosphdre mehr Tocopherole im Presskuchen als beim nicht optimierten
Pressvorgang erhalten. Allerdings sollte der Kosten-Nutzen-Faktor fiir die Industrie ermittelt
werden. Die Zufuhr von Stickstoff ist mit mehr Kosten verbunden als ein System unter

Sauerstoffausschluss.
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4.1.5 Einfluss eines optimierten Pressvorgangs auf die Peroxidzahl in Speisedl und

Presskuchen
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Abbildung 25: Peroxidzahl in Leinél, Distel6l und Hanfél produziert im offenen, geschlossenen N, System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Olprobe zeigen einen
statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05). Der Grenzwert entspricht dem vom Codex Alimentarius

geregelten Héchstwert von 10 mEq 02/kg.

Die Peroxidzahlen von Leindl, Distelol und Hanfol im offenen System betrugen 7,4 £ 0,3 mEq
0,/kg 01, 1,8 +0,2 mEq O,/kg Ol bzw. 11,0 + 1,2 mEq O,/kg Ol. Hierbei ist auffallend, dass die
Peroxidzahl des Hanfdls iber dem Grenzwert des Codex Alimentarius liegt. Somit dirfte
diese Sorte nicht verkauft werden. Im N, System kam es allerdings zu einer Reduktion um 71
%, womit sich ein Wert von 3,2 + 0,3 mEq O,/kg Ol ergab (Abbildung 21). Damit lag die
Peroxidzahl weit unter dem Grenzwert und dirfte verkauft werden. Im geschlossenen
System ergab sich ebenfalls eine Reduktion, die sich allerdings vom N, System nicht
signifikant unterschied. Beim Leindl konnte eine noch hohere Reduktion auf 1,8 + 0,01 mEq
02/kg Ol beobachtet werden. Dies entsprach einer Verringerung um 76 %. Wie beim Hanfol
gab es keinen signifikanten Unterschied zwischen den im N, System und geschlossenen
System produzierten Olen hinsichtlich der Peroxidzahl. Symoniuk et al. (Symoniuk et al. 2016)
ermittelten die Peroxidzahl von 5 verschiedenen Leindlproben. Es handelte sich dabei um die
Sorte Szafir, wovon alle 5 in unterschiedlichen Gebieten Pollens angebaut wurden. Diese

wurden alle optimal in Braunglasflaschen bei kiihlen Temperaturen gelagert. Bei der
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Pressung wurden Temperaturen von ~60 °C erreicht, das austretende Ol hatte ~38°C. Dies
entspricht dem Standardverfahren fiir die Leinsaat. Die Messungen der fiunf Proben der
Studie von Symoniuk et al. betrugen 2,2 + 0,04 mEq 02/kg, 2,1 + 0,05 mEq 02/kg, 2 + 0,03
mEq 02/kg, 1,6 + 0,07 mEq 02/kg, 2,3 + 0,04 mEq 02/kg. Bis auf eine Probe mit 1,6 + 0,07
mEqg 02/kg, konnte mithilfe der Optimierung mit 1,8 + 0,01 mEq 02/kg ein niedrigerer Wert
alsin den Proben von Symoniuk et al. erreicht werden. Diverse klimatische und agronomische
Einflussfaktoren auf die Saat, ermdglichen einen direkten Vergleich nur anndherungsweise

(Faugno et al. 2019; Bajoub et al. 2016).

Beim Distelol war die Peroxidzahl bereits im offenen System sehr niedrig und konnte nicht
signifikant reduziert werden. Andhale et al. kg (2018) konnten ebenfalls einen geringen Wert
von 2,8 mEq 02/kg fur Distel6l messen. Folglich handelte es sich beim Disteldl bereits ohne

Optimierung um ein duBerst oxidativ stabiles Ol.

Insgesamt konnte die Hypothese zur Erhdhung der oxidativen Stabilitdt durch Reduktion
malgebender Faktoren bestatigt werden. Die oxidative Stabilitdat hangt unter anderem von
Licht, Sauerstoff und Temperatur ab. Durch den Einfluss dieser Faktoren wahrend der
Pressung konnten die Oxidation in dem AusmaR minimiert werden, dass es zu einer
drastischen Senkung der Peroxidzahl kam. BesaR das Ol allerdings von Beginn an eine sehr

hohe oxidative Stabilitat, wie beim Disteldl, konnte der Effekt nicht gezeigt werden.
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Abbildung 26: Peroxidzahl in Leinpresskuchen, Distelpresskuchen und Hanfpresskuchen im offenen, geschlossenen
und mit Stickstoff begasten System.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Presskuchenprobe

zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05).

Im Gegensatz zum Ol konnte beim Presskuchen kein signifikanter Unterschied zwischen
offenen und optimierten Systemen gezeigt werden (Abbildung 26). Die einzige Ausnahme
stellt der Distelpresskuchen im geschlossenen System dar, wo es zu einer signifikanten
Erhéhung der Peroxidzahl kam (p < 0,05). Die sonst nicht signifikant abweichenden Werte
zwischen den System kénnten daran liegen, dass die Peroxidzahl des aus dem Presskuchen
extrahierten Ols bereits sehr niedrig war (Leinpresskuchen 1,3 + 0,6 mEq 02/kg Ol,
Hanfpresskuchen 1,5 + 0,7 mEq 02/kg Ol). Der Presskuchen weist generell eine sehr
kompakte Form auf, durch welche die Matrix vor Sauerstoff und anderen Einfllissen, wie Licht

und Temperatur geschitzt wird.

4.1.6 Auswirkung der Rostung auf den Polyphenolgehalt in Leindl

Der Polyphenolgehalt in Leindl wurde auch nach diversen Roéstbedingungen der Saat
bestimmt, denn dies kdnnte einen positiven Effekt auf die Freisetzung der antioxidativ
wirksamen Substanzen haben (Choe und Min 2006; Wan et al. 2015; Siger und Jozefiak 2016;
Siger et al. 2015; Gracka et al. 2016). Die gerostete Saat wurde im geschlossenen System

gepresst. Es wurde sowohl die Dauer als auch die Temperatur der Rostung variiert.
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Abbildung 27: Polyphenolgehalt im Leinél nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und Dauer.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer RGsttemperatur
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied in der jeweiligen Temperaturkategorie an (p<0,05). Die Kontrolle
zeigt den Polyphenolgehalt ohne Réstung bei Pressung im geschlossenen System. Der Asterisk kennzeichnet einen

signifikanten Unterschied zur Kontrolle.

Der Polyphenolgehalt im Leindl im geschlossenen System ohne Rostung betrdgt 0,2 + 0,08
mg GAE/100 g Ol (Abbildung 27). Bei einer Réstung mit 100 °C fiir zwei und fiinf Minuten
konnte kein signifikanter Unterschied im Polyphenolgehalt im Vergleich zur ohne Rdstung
festgestellt werden. Ab zehn Minuten Réstung bei 100 °C und jeder weiteren Erhéhung der
beiden Parameter wurde eine signifikante Abnahme im Polyphenolgehalt im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet (p < 0,05). Der vor der Offnung der Saat durchgefiihrte Réstvorgang
wurde zur Verringerung des Sauerstoffkontakts im Gegensatz zu nach der Offnung und
besserern Freisetzung der Polyphenole durchgefiihrt (Choe und Min 2006; Wan et al. 2015;
Siger und Jozefiak 2016; Gracka et al. 2016; Kamal-Eldin und Appelqgvist 1996). Der Schutz der
Polyphenole durch die Saathiille kdnnte bei derartigen Temperaturen nicht ausreichend sein
und sorgt fir die Abnahme der phenolischen Verbindungen. Dies steht allerdings in
Widerspruch mit den Beobachtungen von Ross et al. und Kim et al., welche die Stabilitat von
Polyphenolen in anderer Matrix (Traubenkernmehl, Traubenkerne), ermittelt haben. Hier
konnte eine derartige thermische Degradation erst bei Temperaturen von 180 °C und mehr
beobachtet werden (Ross et al. 2011; Kim et al. 2006). Weiters zeigten die Resultate von

Jeong et al., dass die Réstung von Sesamsaat bei 200 °C und 60 Minuten sogar zur
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signifikanten Erhéhung des Gesamtphenolgehalts im Ol fiihrte. Gleichzeitig konnten neue
phenolische Verbindungen freigesetzt werden, welche ohne Rd&stung nicht detektiert
wurden (Jeong et al. 2004). In der vorliegenden Masterarbeit konnte die angenommene
Hypothese der verbesserten Freisetzung der Polyphenole durch die Réstung vor der Offnung
der Saat nicht bestatigt werden. Die Matrix der Leinsaat lasst die phenolischen Komponenten

durch die Rostung nicht vermehrt freisetzen.
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Abbildung 28: Polyphenolgehalt im Leinpresskuchen nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und
Dauer.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Résttemperatur
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied in der jeweiligen Temperaturkategorie an (p<0,05). Die Kontrolle
zeigt den Polyphenolgehalt ohne Réstung bei Pressung im geschlossenen System. Der Asterisk kennzeichnet einen

signifikanten Unterschied zur Kontrolle.

Die Polyphenole im Leinpresskuchen blieben bei der Réstung der Saat bei 100 °C stabil
(Abbildung 28). Bei 140 °C scheint sich kein einheitliches Muster zu ergeben. Denn bei 2-
mindtiger Rostung erfolgte zuerst eine Abnahme des Polyphenolgehaltes (p < 0,05).
AnschlieBend kam es bei einer Réstung von funf Minuten zu einer signifikanten Steigerung
(p < 0,05). Eine 10-minitige Rostung bei 140 °C resultierte in keinem signifikanten
Unterschied. Der Presskuchen diirfte bis 140 °C imstande sein, die Abnahme der Polyphenole
zu verhindern. Dies steht im Gegensatz zum Ol, wo bei 140 °C bei allen Temperaturen bereits

eine signifikante Abnahme beobachtet werden konnte.
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Erst bei einer Rostung der Saat bei 180 °C zeigte sich dieser Effekt im Presskuchen, obwohl
sich auch hier unter den verschiedenen Rdstdauern ein signifikanter Unterschied zeigte.
Wahrend es keinen Unterschied zwischen der Rostung der Saat bei fiinf und zehn Minuten
gab, resultierte das Ergebnis bei zwei Minuten als signifikant niedriger. Prozentuell erreicht
die Abnahme allerdings bei Weitem nicht das Ausmal wie bei der Testung von Ol. Die
starkste Abnahme von Polyphenole beim Presskuchen betragt 9,0 % (180 °C, 2 min), wahrend

beim Ol eine Reduktion um 52,2 % stattfand (180 °C, 5 min).

4.1.7 Auswirkung der Rostung auf den Tocopherolgehalt in Speisedl

a-Tocopherols und y-Tocopherol blieben liber dem gesamten Temperaturspektrum bis auf
die 60°C Rostung stabil und es kam zu keinem signifikanten Unterschied zur Kontrolle ohne
Rostung (Abbildung 29 und Abbildung 30). Ausnahmen stellten die signifikante Abnahme
des a-Tocopherols im Ol unter fiinf Minuten Réstung der Saat bei 140 °C und 180 °C dar (p
< 0,05). Beim y-Tocopherol wurde dies bei einer Rostung bei 180 °C und finf Minuten
ebenfalls beobachtet. Eine 10-minitige Rostung bei 140 °C resultierte in einer Erhéhung

des y-Tocopherolgehalts (p<0,05).
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Abbildung 29: a-Tocopherolgehalt im Leinél nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und Dauer.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Résttemperatur
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied in der jeweiligen Temperaturkategorie an (p<0,05). Die Kontrolle
zeigt den a-Tocopherolgehalt ohne Réstung bei Pressung im geschlossenen System. Der Asterisk kennzeichnet

einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.
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Abbildung 30: y-Tocopherolgehalt im Leinél nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und Dauer.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Résttemperatur
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied in der jeweiligen Temperaturkategorie an (p<0,05). Die Kontrolle
zeigt den y-Tocopherolgehalt ohne Rdstung bei Pressung im geschlossenen System. Der Asterisk kennzeichnet

einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.

Das Muster der Ergebnisse charakterisierte primar eine ausgeprdgte Stabilitat der
Tocopherole im Ol gegeniiber den hohen Temperaturen beim Résten der Saat. Bei 60 °C kam
es zu einer signifikanten Abnahme bei allen Réstdauern (p < 0,05). Bei zwei Minuten wurde
der Gehalt an a-Tocopherol um 8,6 % und bei y-Tocopherol um 6,9 % verringert. Shrestha et
al. analysierten Tocopherole in Rapsél nachdem die Saat bei 140 °C bis 180 °C gerdstet wurde
und konnten eine ungefdhre Abnahme von 6-7 % beim y-Tocopherol und eine Zunahme von
10 % beim a-Tocopherol feststellen. Das Ol wurde allerdings mit einem L&sungsmittel
extrahiert (Shrestha und Meulenaer 2014). Siger et. al (2015) konnten das Gegenteil mit
Gewinnung durch Kaltpressung von Rapsol zeigen. Ein erhohter Gehalt beim y-Tocopherol
und eine Abnahme beim a-Tocopherol wurde ermittelt. Die Ergebnisse dieser Masterarbeit
konnten diese bestehenden Daten nicht bestatigen, allerdings wurde Leinél verwendet. Ein
moglicher Verlust der Tocopherole bei den hohen Temperaturen kénnte eventuell durch die

Pressung im geschlossenen System verhindert werden.
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4.1.8 Auswirkung der Rostung auf den Tocopherolgehalt in Presskuchen

Im Gegensatz zum Ol, verblieb beim Presskuchen durch die Réstung der Saat ein signifikant
erhohter Gehalt an beiden Tocopherolen (p < 0,05) (Abbildung 31 und Abbildung 32). Als
Kontrolle wurde der Tocopherolgehalt von Leinpresskuchen mit Pressung im geschlossenen

System herangezogen.
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Abbildung 31: a-Tocopherolgehalt im Presskuchen nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und
Dauer.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Résttemperatur
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied in der jeweiligen Temperaturkategorie an (p<0,05). Die Kontrolle
zeigt den a-Tocopherolgehalt im Ol des Leinpresskuchen ohne Réstung bei Pressung im geschlossenen System. Der

Asterisk kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.
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Abbildung 32: y-Tocopherolgehalt im Presskuchen nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und
Dauer.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Résttemperatur
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied in der jeweiligen Temperaturkategorie an (p<0,05). Die Kontrolle
zeigt den y-Tocopherolgehalt im Ol des Leinpresskuchen ohne Réstung bei Pressung im geschlossenen System. Der

Asterisk kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.

Zwischen den diversen Inkubationszeiten innerhalb einer Temperaturgruppe gab es kaum
signifikante Unterschiede, welche einem eindeutigen Schema folgen kénnten. Nur beim y-
Tocopherol unterschied sich bei 140 °C die 10-minitige Rostung von den Werten bei zwei
und fanf Minuten. Gleichzeitig kam es auch zu keinem signifikanten Unterschied von einer
Rostung bei 140 °C und zehn Minuten zur Kontrollprobe ohne Réstung der Saat. Dies ist
allerdings die einzige Probe bei der dies zugetroffen hatte. Beim a-Tocopherolgehalt kam es

nur bei einer Réstung von 140 °C und zwei Minuten zu keinem signifikanten Unterschied.

Die starkste Erhohung von beiden Tocopherolen wurde bei 100 °C gemessen. Es handelte
sich dabei um eine relative Steigerung von 29,8 % beim a-Tocopherol (100 °C, zwei Minuten,
124 + 4,7 pg/ml Ol) und 54,5 % beim y-Tocopherol (100 °C, zwei Minuten, MW: 338,7 + 3,8
pg/ml Ol) verglichen zur Probe ohne Réstung. Die Kontrollprobe ohne Réstung betrug bei a-
Tocopherol 96,3 + 1,5 pg/ml Ol und bei y-Tocopherol 219,2 + 15,8 pug/ml Ol. Zwischen den

verschiedenen Réstdauern bei 100°C wurden keine signifikanten Unterschiede festgestellt.

Bei der Réstung wurden mehr Tocopherole freigesetzt, welche jedoch nicht in die Olphase

Ubergingen. Hier besteht Potential zur Optimierung, indem Wege gefunden werden, wie die
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zusitzlichen Tocopherole besser ins Ol transferiert werden kénnen. Méglicherweise kénnte
der Tocopherolgehalt im Ol des Presskuchens durch die langere Verweilzeit im Presskuchen

zustande gekommen sein.

4.1.9 Auswirkung der Rostung auf die Peroxidzahl
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Abbildung 33: Peroxidzahl im Leinél nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und Dauer.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer Résttemperatur
zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05). Die Kontrolle zeigt die Peroxidzahl ohne Réstung

bei Pressung im geschlossenen System. Der Asterisk kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.

Die Peroxidzahl der Rostproben wurde mit dem bereits nach Optimierung hergestellten
Leindl im geschlossenen System verglichen, da die Pressung nach der Rostung ebenfalls im
geschlossenen System stattgefunden hat (Abbildung 33). Das Ergebnis der Kontrolle betrug
1,8 + 0,01 mEq 02/kg Ol. Durch die Réstung kam es in allen Kategorien bis auf die Rdstung
bei 60 °C zu einer signifikanten Reduktion der Peroxidzahl um 55,36 % (p < 0,05). Zwischen
den unterschiedlichen Résttemperaturen von 100 °C bis 180 °C konnte kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden. Hierbei ist allerdings wichtig zu erwahnen, dass die
Nachweisgrenze der Methode bei 0,8 meq 0,/kg Ol lag. Die Ergebnisse lagen bei allen
Temperaturen tiber 60 °C unter der Nachweisgrenze. Geringe Variationen sind auf minimale
Unterschiede in der Einwaage zuriickzufiihren. Somit kénnte es sein, dass es zu einer noch

starkeren Reduktion der Peroxidzahl gekommen ware, hatte man unterhalb dem LOD
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messen konnen. Zusatzlich ware es eventuell moglich gewesen zwischen den Gruppen

Unterschiede festzustellen.

Im Gegensatz zur Verdanderung des Polyphenolgehaltes nach der Réstung (Abbildung 27),
haben die Resultate der Rostung auf die Peroxidzahl positive Wirkung gezeigt. Die markante
Reduktion der Peroxidzahl durch die Rostung der Saat konnte auf mehrere Theorien
zuriickzufihren sein. Es kénnte zur Bildung von ALEs gekommen sein. Diese Verbindungen
kénnten durch ihre antioxidativen Eigenschaften fiir eine verbesserte oxidative Stabilitat
sorgen. Gleichzeitig wirden durch die Bildung von ALEs Alkoxylradikale
(Lipidoxidationsprodukte) aufgebraucht werden. Auffillig ist allerdings die gleichzeitige
Verschlechterung des Polyphenolstatus, welcher durch die Rostung verursacht worden ist.
Dies konnte auf die hohen Temperaturen zuriickzufiihren sein. Derartige Temperaturen
konnten die Peroxidzahl positiv beeinflusst haben. Denn so kdnnte es zusatzlich zu einer
Inaktivierung der Lipoxygenase kommen und die enzymatische Oxidation verringert werden
(Wang und Hammond 2010; Baysal und Demirdéven 2007). Diese Reduktion der Peroxidzahl
konnte aber erst bei Temperaturen von 100°C beobachtet werden. Dies steht im Einklang mit
der Studie von Ya-Jane Wang et al. (Wang et al. 1991), in welcher gezeigt worden ist, dass
die thermische Inaktivierung des Enzyms verstarkt Gber Temperaturen ab 60 °C stattfindet.
Die Zunahme der Lipidoxidationsprodukte bei 60 °C kdnnte aus einer verbesserten
Freisetzung des Enzyms resultieren, wahrend die Temperatur und Zeitdauer nicht ausreichen

um die Lipoxygenase ausreichend zu inaktivieren.

Weiters variiert die Menge an Lipoxygenase beachtlich zwischen verschiedenen Saaten
(Oomabh et al. 1997). So kann es sein, dass es sich in diesem Fall um eine dementsprechend
enzymreiche Saat handelte und somit der markante Unterschied zwischen der 60 °C Réstung,
der Kontrollgruppe ohne Roéstung sowie Réstungen ab 100 °C durch einen duRerst hohen
Gehalt an Lipoxygenase in dieser Saat verstarkt worden ist. Umso mehr Enzyme inaktiviert

werden bzw. besser extrahiert werden, ist der Unterschied deutlicher.

Beim Leinpresskuchen kam es weder innerhalb der Gruppen noch im Vergleich zur Kontrolle
ohne Rostung zu einem signifikanten Unterschied (Abbildung 34). Die Matrix des

Presskuchens scheint vor der Lipidoxidation zu schiitzen.
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Abbildung 34: Peroxidzahl im Leinpresskuchen nach Réstung der Saat bei unterschiedlicher Temperatur und Dauer.
Es handelt sich dabei um eine optimierte Pressung im geschlossenen System. Darstellung der Daten in MW + SD
(n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben innerhalb einer RGsttemperatur zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Die Kontrolle zeigt die Peroxidzahl ohne RGstung bei Pressung im geschlossenen System.

Der Asterisk kennzeichnet einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle.
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4.2 Extraktion von natiirlichen Antioxidantien aus dem Presskuchen

mit Leinol

Bei der Extraktion von Antioxidantien aus dem Presskuchen mit Ol wurden die Einflisse
verschiedenen Bedingungen, Zeitdauer, Presskuchen/Ol Verhiltnis und
Ultraschallbehandlung, auf die Extraktion gemessen. Die Ergebnisse beziehen sich jeweils
auf das Leindl, mit dem extrahiert wurde. Die optimalsten Vorrausetzungen wurden dann

fir eine Mehrfachextraktion herangezogen.

4.2.1 Einfluss von Zeitdauer einer Extraktion auf den Polyphenolgehalt

Der Polyphenolgehalt im Ol wurde nach der Extraktion mit Ol untersucht (Abbildung 35). Es
wurde fiir 5, 15, 30, 60 und 240 Minuten extrahiert. Jeder Ansatz konnte einen signifikanten
Unterschied zur Kontrolle, welche den Polyphenolgehalt desselben Oles ohne Extraktion
zeigt, aufweisen (p < 0,05). Der Messwert der Kontrollgruppe fallt in den Bereich des von
Kaur et al. ermittelten Polyphenolgehalts fiir kaltgepresstes Lein6l mit 6,2 mg bis 8,5 mg

GAE/100 g Ol (Kaur et al. 2017).
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Abbildung 35: Polyphenolgehalt in Lein6l nach Extraktion aus dem Presskuchen mit 30 ml Leinél mit 5 bis 240
Minuten.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Polyphenolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.

Bereits durch fiinf Minuten konnte der Polyphenolgehalt von 6,4 + 0,2 mg GAE/100 g Ol auf
16 + 1,5 mg GAE/100 g Ol gesteigert werden. Dies entspricht einer Erhéhung um 151,2 %. Bei
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15 und 30-miniitiger Extraktion (18 + 2,4 mg GAE/100 g Ol und 36,5 + 0,1 mg GAE/100 g Ol)
konnte jeweils zur kilrzeren Extraktionsdauer ein signifikanter positiver Unterschied
gemessen werden (p < 0,05). Nach 30-minutiger Extraktion wurde eine relative Steigerung

von 473,9 % im Vergleich zur Kontrolle erzielt.

Im Vergleich von einer 30-minitigen zu einer 60-miniitigen Extraktion zeigte sich kein
signifikanter Unterschied. Bei einer 240 Minuten langen Extraktion kam es zu einer
Verringerung im Vergleich zur Extraktion bei 30 und 60 Minuten, aber im Vergleich zur
Kontrolle sowie der Extraktion nach fiinf und 15 Minuten war der Gehalt an Polyphenolen
dennoch hoher. Aufgrund von langerer Aussetzung an Sauerstoff und Licht wahrend der
Extraktion, konnte es bei 240 Minuten zu fortschreitender Oxidation gekommen sein.
Gleichzeitig wurde von Minute 30 auf 60 kein Unterschied festgestellt. Dies kdnnte bedeuten,
dass nach 30 Minuten keine weiteren Polyphenole extrahiert wurden und es nach 60

Minuten zu einem Abbau der phenolischen Verbindungen kam.

Die 30-minitige Extraktion erwies sich als die optimalste Methode, denn hier konnte der

hochste Polyphenolgehalt bei kiirzester Extraktionszeit gemessen werden.

4.2.2 Einfluss von zugesetztem Olvolumen einer Extraktion auf den

Polyphenolgehalt
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Abbildung 36: Polyphenolgehalt in Leinél nach Extraktion mit unterschiedlichem Presskuchen/Ol Verhdltnis fiir 60
Minuten.

Die Volumina betragen 30 ml, 75 ml und 150 ml Leinél bei jeweils 15 g Presskuchen. Darstellung der Daten in MW
+SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten Unterschied an (p<0,05). Der
Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der Polyphenolgehalt des gleichen
Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.
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Der Riickgang des Polyphenolgehalts bei einem erhéhten Presskuchen/Ol Verhiltnis ist in
Abbildung 32 auf den ersten Blick erkennbar. Anfangs wurde mit einem 1:2 Verhaltnis eine
Steigerung von 482,6 % (MW 37,1 + 0,2 mg GAE/100g Ol) im Vergleich zur Kontrollgruppe
erzielt. Durch Extraktion mit einem erhéhten Olvolumen wurden weniger Polyphenole
extrahiert. Bei einem Presskuchen/Ol Verhiltnis von 1:5 wurde eine Erhdhung von 311,2 %
erzielt, wahrend bei einem Verhaltnis von 1:10 nur 102,6 % erreicht wurden. In beiden Fallen
lag der Wert zwar hoher als die Kontrolle, allerdings handelte es sich bei einem geringeren
Presskuchen/Ol Verhiltnis von 1:2 um das beste Ergebnis. Die drei Messwerte ergaben eine
lineare Abnahme mit einem BestimmtheitsmaBR von R? = 0,9887. Eine Erhohung des
Olvolumens resultierte in eine geringere Extraktion der Polyphenole und erwies sich als

nachteilig fir die Methode.

Ein Verhéltnis von 1:1 ergab ein zu geringes Olvolumen um eine Extraktion durchfiihren zu

koénnen. Erst bei einem Verhaltnis von 1:2 konnte die Extraktion durchgefiihrt werden.

4.2.3 Einfluss einer Ultraschallbehandlung einer Extraktion auf den

Polyphenolgehalt

Die Ultraschallbehandlung verursacht molekulare Bewegungen in der Probe und bietet
verschiedene Vorteile wie erhdhte Extraktion von Verbindungen, verkirzte Extraktionszeit
und leichte kostengtlinstige Automatisierbarkeit. Die Methode wird fiir viele Verbindungen in
Boden-, Tier- und Pflanzengeweben eingesetzt (Babic et al. 1998; Cooper et al. 1998; Evans
et al. 1998; Li et al. 2004; Song et al. 2000; Wu et al. 2001). An der Extraktion von
Polyphenolen mithilfe von Ultraschall wurde ebenfalls geforscht (Wong Paz et al. 2015).
Daher konnte die Behandlung auch bei der Extraktion von Vorteil sein. Ultraschall kann die
Freisetzung von gesuchten Verbindungen wahrend der Extraktion erhéhen. Die Frequenz des
Ultraschalls kann die Mizellen der Probe bzw. Matrix aufbrechen und somit den Zugang vom
Losungsmittel zu den gesuchten hydrophoben Verbindungen erhdéhen. Unerwiinschte
chemische Reaktionen, welche die phenolischen Verbindungen abbauen wiirden, treten

nicht auf (Chen et al. 2007).

Im Rahmen des Projekts wurde eine Frequenz von 45 kHz verwendet. Die 1 bis 30-min(tige
Ultraschallbehandlung zeigte keinen positiven Effekt auf den Polyphenolgehalt im Vergleich
zu einer 30-minitigen Extraktion mit einem Presskuchen/Ol Verhéltnis von 1:2 ohne
Ultraschallbehandlung (Abbildung 37). Im Gegenteil, es kam zu einer signifikanten Abnahme

der phenolischen Verbindungen (p < 0,05).
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Abbildung 37: Polyphenolgehalt in Lein6l nach Extraktion aus dem Presskuchen fiir 60 Minuten mit 30 ml Leinéll
und anschliefSender Ultraschallbehandlung.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Polyphenolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.

Die Dauer der Ultraschallbehandlung hatte keinen Einfluss auf den Polyphenolgehalt. Der
Einfluss von unterschiedlichen Ultraschallfrequenzen konnte aufgrund von Limitationen im
Labor nicht untersucht werden. Dies kénnte allerdings von entscheidender Bedeutung sein
(Chukwumah et al. 2009). Chukwumah et al. konnten bei der Extraktion von diversen
sekundaren Pflanzenstoffen aus Erdnilissen unterschiedliche Ergebnisse erzielen. Es konnten
bei 80 kHz Ultraschall h6here Konzentrationen an Biochanin A sowie trans-Resveratrol und

bei 25 kHz héhere Konzentrationen an Genistein und Daidzein extrahiert werden.

Die Ultraschallbehandlung fiihrte dennoch zu einer signifikanten Steigerung des
Polyphenolgehaltes im Vergleich zur Kontrolle, welche den Polyphenolgehalt des gleichen
Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen darstellt (p < 0,05). Allerdings resultierte eine
Extraktion ohne Ultraschallbehandlung zu einem héheren Polyphenolgehalt. Somit erwies

sich die Ultraschallbehandlung bei dieser Extraktion als nachteilig.
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4.2.4 Einfluss einer mehrfachen Extraktion auf den Polyphenolgehalt

Die Mehrfachextraktion erfolgte pro Extraktion mit einer Zeitdauer von 30 Minuten und
einem Olvolumen von 30 ml. Diese Bedingungen entsprachen den bisher ermittelten

Analysen mit dem hochsten Polyphenolgehalt.

Von der ersten (36,5 + 0,1 mg GAE/100 g Ol) zur dritten (82,1 + 0,8 mg GAE/100 g Ol)
Extraktion konnte der Polyphenolgehalt um 125,0 % gesteigert werden (Abbildung 38).
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Abbildung 38: Polyphenolgehalt in Lein6l nach mehrfacher Extraktion aus dem Presskuchen mit 30 ml Leinél fiir
30 Minuten.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Polyphenolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.

Insgesamt wurde der Polyphenolgehalt verglichen mit der Kontrolle nach der 3ten Extraktion
um das ~12-fache gesteigert (1.189,4 %). Durch mehrmaliges Extrahieren kam es zu einer
deutlichen Steigerung des Polyphenolgehalts im Vergleich zum durchgehenden Extrahieren
im selben Zeitraum. Selbst nach der vierten und fiinften Extraktion kam es weiterhin zu einer
signifikanten Steigerung, allerdings begann die Zunahme abzuflachen (p < 0,05). Von der
zweiten zur dritten Extraktion wurde eine relative Steigerung von 19,8 % gemessen. Bei den
darauffolgenden Extraktionen wurden Steigerungen des Polyphenolgehaltes im Ausmafl von

zuerst 6,5 % und dann 4,2 % ermittelt.

Die Mehrfachextraktion beruht auf der Anwendung des Nernst-Verteilungsgesetzes. Das
mehrmalige Extrahieren einer Substanz kann demnach zu einer besseren Ausbeute fiihren

als das einmalige Extrahieren mit mehr Losungsmittel (Guha und Guha 1992).
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Die Mehrfachextraktion wurde unter Argonatmosphare mit den gleichen Bedingungen

durchgefiihrt (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Polyphenolgehalt in Leinél nach mehrfacher Extraktion aus dem Presskuchen unter
Argonatmosphdre mit 30 ml Leinél fiir 30 Minuten.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Polyphenolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Polyphenole unter Argonatmosphére verglichen mit der
Mehrfachextraktion ohne Argonatmosphare nicht stabiler sind. Es kam zwar weiterhin zu
einer signifikanten Steigerung im Vergleich zur Kontrolle und nach jeder Extraktion gab es
ebenfalls eine signifikante Steigerung (p < 0,05), allerdings resultierte die Extraktion nicht in
einen hoheren Gehalt an Polyphenolen im Vergleich zu Mehrfachextraktion ohne
Argonatmosphare. Im Hinblick auf die Produktionsschritte seitens des Projektpartners ist
daraus zu schlielRen, dass die Zufuhr von Stickstoff nicht relevant ist und fur zusatzliche

Kosten sorgen wiirde.

4.2.5 Einfluss der Dauer einer Extraktion auf den Tocopherolgehalt

Bei den 5 und 15-mintigen Extraktionen mit Leindl kam es zu keinen Abweichungen bei a-
Tocopherol und y-Tocopherol im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 40 und 41). Erst nach
einer 30-minltigen Extraktion zeigten sich Abweichungen. Beim a- Tocopherol wurde ein
Wert von 90,59 + 2,58 ug/ml Ol ermittelt, womit es sich signifikant von der Kontrolle mit 82,4
+ 2 pyg/ml unterschied (p < 0,05). Wie bereits im Kapitel 4.1.3 ,Einfluss eines optimierten
Pressvorgangs auf den Tocopherolgehalt in Speisedl” erldutert, wurden um ein Vielfaches

hohere Werte als in der Literatur ermittelt. Beim y-Tocopherol zeigte sich der gegenteilige
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Effekt, ndmlich eine signifikante Reduktion von 583,8 + 5,9 ug/ml auf 562,9 + 1,7 ug/ml nach
einer 30-miniitigen Extraktion mit Ol (p < 0,05). Bei beiden Tocopherolen konnte allerdings
kein eindeutiger Trend hinsichtlich der Extraktionszeit verfolgt werden, denn bei einer 60-
minitigen Extraktion resultierte jeweils der gegenteilige Effekt. Beim y-Tocopherol kam es
sogar zu einer signifikanten Steigerung verglichen mit einer 30-minutigen Extraktion (p <
0,05). Insgesamt war allerdings kein Muster erkennbar. Fiir die Optimierung wurden die 30-
minitige Extraktion herangezogen, da die Erhéhung der Polyphenole wesentlich starker
ausgepragt war als die Verminderung des y- Tocopherols. Gleichzeitig konnte beim a-
Tocopherol eine leichte Verbesserung festgestellt werden.
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Abbildung 40: y-Tocopherol in Leinél nach Extraktion aus dem Presskuchen mit 30 ml Leinél fiir 5 bis 240 Minuten.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Tocopherolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.
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Abbildung 41: a-Tocopherol in Leinél nach Extraktion aus dem Presskuchen mit 30 ml Leinél fiir 5 bis 240 Minuten.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Tocopherolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.

4.2.6 Einfluss von zugesetztem Olvolumen einer Extraktion aus dem Presskuchen

mit Ol auf den Tocopherolgehalt

Im Gegensatz zum Polyphenolgehalt hatte das Presskuchen/Ol Verhéltnis wihrend der
Extraktion keinen signifikanten Einfluss auf den Tocopherolgehalt im Vergleich zum
Kontrollwert, welcher den Tocopherolgehalt ohne Extraktion darstellte (Abbildung 42 und
43). Unter den Ansatzen selbst, erwies sich das 1:2 Verhaltnis bei y-Tocopherol als das
optimalste. Dabei kam es zu einem signifikanten Verlust von y-Tocopherol bei Zugabe von 75
ml Ol (p < 0,05). Das Ergebnis bei 150 ml betrug 575,1 + 5,6 pg/ml Ol. Dies ist zwar ein
geringerer Wert als bei 30 ml Ol mit 633,9 + 22,1 ug/ml Ol, allerdings wurde kein signifikanter
Unterschied festgestellt. Beim a-Tocopherol wurden keine unterschiedlichen Werte
gemessen. Somit wird flir die Optimierung das Ergebnis des Polyphenolgehaltes (Kapitel

4.2.3) vorgezogen, welches die hdchsten Werte mit 30 ml Ol erzielte.
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Abbildung 42: y-Tocopherol im Lein6l nach Extraktion aus dem Presskuchen mit unterschiedlichem
Olvolumen fiir 60 Minuten.

Die Volumina betrugen 30 ml, 75 ml und 150 ml Leindl bei jeweils 15 g Presskuchen. Darstellung
der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch
signifikanten Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur
Kontrolle. Als Kontrolle wurde der Tocopherolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem

Presskuchen verwendet.
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Abbildung 43: a-Tocopherol im Leinél nach Extraktion mit unterschiedlichem Olvolumen bei 60
Minuten.
Die Volumina betrugen 30 ml, 75 ml und 150 ml Leinél bei jeweils 15 g Presskuchen. Darstellung der
Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle

wurde der Tocopherolgehalt desselben Ols ohne Extraktion im Presskuchen verwendet.

4.2.7 Einfluss einer Ultraschallbehandlung auf die Extraktion von Tocopherol

Beim y-Tocopherol waren die Ergebnisse der 1- und 30-minttigen Ultraschallbehandlung
(559,1 + 11,8ug/ml Ol, 555,1 + 7,1 pg/ml Ol) signifikant niedriger als eine Extraktion ohne
Ultraschallbehandlung mit 609,4 + 6,2 pg/ml Ol (Abbildung 44). Bei einer 10-miniitigen
Ultraschallbehandlung wurde keine Verdanderung gemessen. Beim a-Tocopherol betrug die
Kontrolle ohne Ultraschallbehandlung 79,8 + 6,2 ug/ml Ol (Abbildung 45). Nach einer 1-
mindtigen Ultraschallbehandlung kam es zu keiner signifikanten Verbesserung. Bei einer 10-
minitigen Extraktion wurde der hochste a-Tocopherolgehalt mit 96,6 + 3,9 pg/ml Ol
ermittelt und erwies sich als ein signifikanter Unterschied zur einer 1-minitigen Extraktion

und zum Kontrollwert (p < 0,05).

Sowohl beim a-Tocopherol als auch beim y-Tocopherol lasst sich kein eindeutiges Muster
erkennen. Unter Bericksichtigung beider Tocopherole zeigten die Ergebnisse, dass die

Verwendung von Ultraschall flr die Extraktion von keinem Vorteil ist.
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Abbildung 44: y-Tocopherol im Leindl nach Extraktion aus dem Presskuchen fiir 30 Minuten mit 30 ml Leinél und
anschliefsender Ultraschallbehandlung.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). * zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Tocopherolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.
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Abbildung 45: a-Tocopherol im Leinél nach Extraktion aus dem Presskuchen fiir 30 Minuten mit 30 ml Leinél und
anschliefSender Ultraschallbehandlung.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Tocopherolgehalt desselben Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.
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4.2.8 Einfluss vermehrter Extraktionen auf den Tocopherolgehalt

Beruhend auf den bisherigen Analysen wurde die Mehrfachextraktion unter optimalen
Bedingungen durchgefiihrt. Dies bedeutet, dass fiir jede Extraktion 30 ml Ol hinzugegeben
wurden und 30 Minuten lang mithilfe eines Magnetriihrers extrahiert wurde. Die

Mehrfachextraktion wird in Abbildung 46 und 47 dargestellt.
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Abbildung 46: y-Tocopherol im Leinél nach mehrfacher Extraktion aus dem Presskuchen mit je 30 ml Leindl fiir 30
Minuten.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Tocopherolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.
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Abbildung 47: a- Tocopherol im Leinél nach mehrfacher Extraktion aus dem Presskuchen mit je 30 ml Leinél fiir 30
Minuten.

Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Tocopherolgehalt des gleichen Ols ohne Extraktion aus dem Presskuchen verwendet.

Fir a-Tocopherol kam es zu einer signifikanten Zunahme nach jeder einzelnen Extraktion (p
< 0,05). Verglichen zum Kontrollwert, wurde bereits bei der ersten Extraktion eine
signifikante Verbesserung erzielt (p < 0,05). Im Gegensatz zur Polyphenolextraktion nahm die
Zunahme an a-Tocopherol nach der dritten Extraktion nicht sofort ab. Von der ersten zur
dritten Extraktion konnte der Gehalt um 18,9 % gesteigert werden, wahrend von der dritten
zur funften Extraktion weitere 12 % Steigerung erzielt wurden. Insgesamt konnte der a-
Tocopherol Gehalt vom Ol (Kontrollwert: 82,4 + 2 pg/ml Ol) auf 120,6 + 1,5 ug/ml Ol erhoht
werden. Dies entspricht einer Zunahme von 46,4 %. Aus Kosten- und zeitlichen Griinden wird
eine 5-fach Extraktion im Firmenmalstab nicht in Betracht gezogen, daher sind die
Ergebnisse bis zur 3-fach Extraktion im praktischen Aspekt relevanter. Bis zur dritten
Extraktion konnte insgesamt eine Steigerung von 24,9 % erreicht werden. Dies entspricht

einem a-Tocopherol Gehalt von 107,71 + 0,7 pg/ml Ol.

Dem gegenliber steht der abnehmende Trend des y-Tocopherol Gehaltes. Auch hier zeigte
sich nach jeder einzelnen Extraktion eine signifikante Abnahme (p < 0,05). Insgesamt kam es
zu einer Abnahme von 19 % von 583,8 + 5,9 pg/ml Ol auf 472,7 + 4,4 ug/ml Ol. Nach der
dritten Extraktion wurde ein Gehalt von 531 + 7,8 pg/ml Ol gemessen. Dies entspricht einer

Reduktion von 8,9 %.
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In Abbildung 48 wurde der Gesamttocopherolgehalt (a-Tocopherol und y-Tocopherol)

dargestellt.
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Abbildung 48: Gesamttocopherol im Leinél nach mehrfacher Extraktion mit 30 mi Ol bei 30 Minuten.
Darstellung der Daten in MW + SD (n = 3). Unterschiedliche Kleinbuchstaben zeigen einen statistisch signifikanten
Unterschied an (p<0,05). Der Asterisk zeigt einen signifikanten Unterschied zur Kontrolle. Als Kontrolle wurde der

Tocopherolgehalt desselben Ols ohne Extraktion im Presskuchen verwendet.

Bis zur dritten Extraktion wurde der Gesamttocopherolgehalt um 3,9% reduziert. Basierend
auf Abbildung 46 und Abbildung 47 ist ersichtlich, dass der Verlust vom Gesamttocopherol
durch das y-Tocopherol entstand. Zwar handelt es sich hier um das antioxidativ wirksamere
Tocopherol Homolog, allerdings mussen alle Auswertungen fiir die optimale Extraktion von
natlrlichen Antioxidantien herangezogen werden. Unter Beriicksichtigung einer 12-fachen
Steigerung des Polyphenolgehaltes und einer Zunahme des a-Tocopherols um 24,9 %, kann
die Abnahme des y-Tocopherol um 8,9 % als sehr gering angesehen werden. Somit zeigte sich
eine 3-fach-Extraktion mit einem Presskuchen/Ol Verhaltnis von 1:2 und einer Dauer von 30

Minuten als die optimale Extraktion von Antioxidantien aus dem Presskuchen.

4.3 Beurteilung der oxidativen Stabilitdt von Leinél produziert unter
optimierten Bedingungen

Mithilfe von Rancimatmessungen wurde die Induktionszeit gemessen, welche ein Indikator
fir die Oxidationsstabilitdt ist. Somit dient sie als Nachweis fiir die mogliche erhéhte
oxidative Stabilitat von Leinol durch Herstellung mit Rostung, Optimierung der Pressung und

optimierter Extraktion.
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Fir die Messung wurden nicht optimiertes Leindl, unter Roéstung (5 Minuten, 100 °C)
hergestelltes Leindl, im geschlossenen System hergestelltes Lein6l und Leindl nach

optimierter Extraktion verwendet. Die Abbildungen 49 bis 52 zeigen die Ergebnisse.
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Abbildung 49: Induktionszeit der Lein6lprobe, welche im offenen System hergestellt wurde.
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Abbildung 50: Induktionszeit der Lein6lprobe, dessen Saat bei 100°C fiir 5 Minuten geréstet wurde.
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Abbildung 51: Induktionszeit der Lein6lprobe, welche im geschlossenen System hergestellt wurde.
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Abbildung 52: Induktionszeit der Leinélprobe, welche nach 3-fach-Extraktion aus dem Presskuchen mit 30 mi O/
bei 30 Minuten hergestellt wurde.

Fir die Leindlprobe im offenen System wurde eine Induktionszeit von 0,21 + 0,002 h
bestimmt. Eine Steigerung der Indukionszeit um 352,0 % und 400,0 % wurde bei der
Rostprobe und der Probe, welche im geschlossenen System hergestellt wurde, festgestellt.
Dies entsprach Werte von 1,05 = 0,23 h und 1,15 £ 0,00 h. Die grofite Steigerung wurde
mithilfe der mithilfe der Mehrfachextraktion hergestellten Leindlprobe erreicht, ndmlich eine
Steigerung um 535,0 % mit 1,46 £ 0,12 h. Diese Ergebnisse zeigen, dass die oxidative Stabilitat
durch die drei Malnahmen, Ro&stung, Pressung im geschlossenen System und
Mehrfachextraktion aus dem Presskuchen verbessert wurde. Speziell im Fall der 3-fach-
Extraktion aus dem Presskuchen mit 30 ml Lein6l bei 30 Minuten wurde ersichtlich, dass die
12-fache Zunahme der Polyphenole mehr Einfluss auf die oxidative Stabilitdt hat als die

Abnahme der Tocopherole um 8,9 %.
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Daher wurde im Rahmen der Zusammenarbeit mit dem Projektpartner ein Presskuchen/Ol

Verhaltnis von 1:2 und eine Zeitdauer von 30 Minuten fiir die optimale Extraktion verwendet.
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5 Schlussbetrachtung

Es wurden mehrere MaRnahmen zur Verbesserung der oxidativen Stabilitdit von
kaltgepressten Speisedlen untersucht. (1) Zuerst wurden Prozessschritte bei der Herstellung
von kaltgepresstem Leindl, Disteldl und Hanfol durch Verhinderung von Sauerstoffeindrang
ins System, Kihlung auf niedrige Temperaturen und Einfihrung von inertem Stickstoff
optimiert. (2) Beim Leindl wurde der Einfluss von der Réstung der Saat analysiert. (3) Danach
gelang es durch eine Extraktion von phenolischen Substanzen aus dem Presskuchen mit

Leinol die oxidative Stabilitat von Leindl zu erhdhen.

Im Zuge der ersten MalRnahme wurde im N,-System eine Verbesserung des Tocopherol- und
Polyphenolgehalts erzielt. Der Polyphenolgehalt stieg unter Verwendung eines
geschlossenen Presssystem mit Zufuhr von Stickstoff im Hanfél um 209 %, im Disteldl unter
Sauerstoffausschluss um 5 %. Bei Leindl hingegen zeigte sich kein signifikanter Unterschied
zwischen einem offenen System und N,-System. Ein &dhnliches Bild wurde bei den
Tocopherolen beobachtet, wo es ebenfalls bei im N;-System produziertem Hanfol zur
markantesten Erhohung um 97 % bei a-Tocopherol und 9,8 % bei y-Tocopherol kam. Beim
Leindl blieb das a-Tocopherol um 8,2 % und das y-Tocopherol um 13,2 % besser erhalten.
Beim Disteldl ergaben sich bei a-Tocopherol eine Erhéhung um 10,0 %, wahrend beim y-

Tocopherol kein signifikanter Unterschied festgestellt werden konnte.

Die Ergebnisse der Peroxidzahl bestatigten bei Leindl und Hanfdl die Hypothese, dass unter
optimierten Pressbedingungen, die eine Luftzufuhr unterbanden, ein oxidativ stabileres Ol
entsteht, denn es kam zu einer Senkung der Peroxidzahl von 76 % und 71 %. Bei Hanfol
bedeutete dies eine erfolgreiche Senkung weit unter den Grenzwert des Codex Alimentarius,
welcher beim urspriinglich hergestellten Ol iiberschritten wurde. Bei Distel6l kam es zwar zu
einer Erhéhung der antioxidativen Substanzen, die oxidative Stabilitdt war allerdings vor der
Optimierung bereits duBerst gering. Die zusatzlichen MalRnahmen bewirkten bei der

Peroxidzahl keine signifikante Senkung.

Die neuen MalRnahmen zur Verringerung von Sauerstoff und hohen Temperaturen im
Presssystem zeigten insgesamt eine Verbesserung der oxidativen Stabilitdt. Aufgrund von
Matrixeffekten war die Auswirkung des neu implementierten Produktionsablaufs
unterschiedlich stark. Welches der beiden Systeme, geschlossenes System oder N,-System,
sich als das Optimum fir die oxidative Stabilitdit des Speisedls herausstellt, ist

matrixabhangig. Wahrend bei der Produktion von Hanfol die Zufuhr von Stickstoff zu einem
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signifikant besseren Ergebnis um 82,1 % beim Polyphenolgehalt fihrte, kam es beim Lein-
und Disteldl zu nicht signifikant unterschiedlichen Werten. Beim Leindl konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen einem offenen System und N,-System festgestellt
werden. Beim Distelol resultierte das geschlossene System als das System mit dem groéten
Polyphenolgehalt. Hier miisste auf Basis von wirtschaftlichen Aspekten entschieden werden,
ob die Zufuhr von N2 wihrend der Olpressung von einzelnen Saaten durchgefiihrt werden

sollte.

Eine weitere MaRRnahme zur Erhéhung der oxidativen Stabilitdat, welche fiir Leindl
herangezogen wurde, stellte die Rostung der Saat bei Temperaturen von 60 °C, 100 °C, 140
°C und 180 °C dar. Es konnte festgestellt werden, dass es zu keiner verbesserten Freisetzung
der antioxidativ wirksamen Substanzen gekommen ist. Im Ol resultierte die Réstung ab 100
°Cin einer Reduktion der Polyphenole, wahrend beim Presskuchen eine Senkung erst bei 180
°C beobachtet wurde. Im Gegensatz dazu waren die Tocopherole sowohl im Ol als auch im
Presskuchen, welcher aus gertsteter Saat entnommen wurde, duflerst stabil. Trotz des
geringen Einflusses der Rostung auf die natirlichen Antioxidantien wurde bei der Rostung
der Saat ab 100 °C eine drastische Senkung der Peroxidzahl um 55,4 % verglichen mit dem
aus nicht gerdsteter Saat entnommenen Ol erzielt. Diese Verbesserung der oxidativen
Stabilitat konnte auf eine Inaktivierung der Lipoxygenase zurickzufihren sein, welche bei
Temperaturen Uber 60°C ausreichend erreicht wird. AuRerdem kdnnte es einerseits zur
Bildung von ALEs gekommen sein, wahrend gleichzeitig Lipidoxidationsprodukte

aufgebraucht worden sind.

Die Extraktion von Antioxidantien aus dem Presskuchen mit Ol zeigte eine erstaunliche
Erhohung der Polyphenole. Es konnte gezeigt werden, dass eine 30-min(tige Extraktion mit
einem Presskuchen/Ol Verhiltnis von 1:2 die besten Voraussetzungen fiir die Extraktion von
Polyphenolen darstellte. Diese Bedingungen wurden fiir eine 3-fache Extraktion verwendet,
wo es zum 12-fachen Anstieg an Polyphenolen im Vergleich zum Ol ohne Extraktion aus dem
Presskuchen kam. Die Tocopherole blieben im Zuge der Extraktion mit Ol zum GrofRteil
unbeeinflusst, wihrend nach der mehrfachen Extraktion der a-Tocopherol Gehalt im Ol
anstieg und der y-Tocopherol Gehalt sank. Die Reduktion des y-Tocopherol betrug allerdings
nur 8,9 %. Mithilfe von Rancimatmessungen wurde aber eine Erhdhung der Induktionszeit
durch die eine Extraktion aus dem Presskuchen mit Ol um 535,0 % im Vergleich zum Ol ohne
Extraktion festgestellt. Somit wurde die oxidative Stabilitdt von Leindél, welches durch

Extraktion von Antioxidantien aus dem Presskuchen mit Leindl hergestellt wurde, wesentlich
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erhéht. Die Behandlung mit Ultraschall des Ols nach der Extraktion wirkte sich negativ auf

den Polyphenolgehalt im Vergleich zu einer 30-minutigen Extraktion ohne Ultraschal aus.

Insgesamt konnten in Kooperation mit dem Unternehmenspartner Hagenthaler
Olmanufaktur die Prozessschritte zur Herstellung von kaltgepressten Speisedlen mit hohen
Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsduren derart optimiert werden, dass Speisedle reich
an o-Linolensdure und Linolsdure mit erhohter oxidativer Stabilitat und wertvollen
ernahrungsphysiologischen Substanzen gewonnen werden konnten. Die Verringerung von
Sauerstoff, Temperatur und Licht wahrend der Herstellung spiegelte sich im erhéhten Gehalt

an Antioxidantien und in der Senkung der Peroxidzahl wider.

Zusatzlich wurde die zweite Hypothese, namlich die Extraktion von Polyphenolen aus dem
Presskuchen mit Ol, im LabormaRstab ebenfalls bestatigt. Ein Teil der Polyphenole im
Presskuchen lieR sich mithilfe des Ols extrahieren und diente zur Erhdhung der oxidativen
Stabilitat von Speisedl. Fiir weitere Analysen wdre es von Interesse, ob nach Umsetzung der
Methode im Firmenmalistab dhnliche Ergebnisse erzielt werden kdénnen. Vorausgesetzt es
kommt zu keinen sensorischen Einschrankungen, konnte diese Methode zukinftig zur

Produktion von qualitativ noch hochwertigeren Olen verwendet werden.
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6 Zusammenfassung

Kaltgepresste Speisedle erfreuen sich heutzutage hoher Beliebtheit bei den
Konsumentinnen. Sie weisen im Gegensatz zu raffinierten Olen einen hohen Anteil an
natirlichen Antioxidantien auf. Dies ist aus erndhrungsphysiologischer Sicht zu bevorzugen.
Allerdings weisen kaltgepresste Speisedle einen héheren anfanglichen Oxidationsgrad auf.
Durch den erhohten Anteil an Lipidoxidationsprodukten kommt es allerdings zu

Einschrankungen in der Haltbarkeit und der gesundheitsforderlichen Faktoren.

Daher wurde in Kooperation mit dem Unternehmenspartner Hagenthaler Olmanufaktur
versucht, die Herstellung von kaltgepressten Speisedlen (Lein-, Distel- und Hanfél) so zu
optimieren, dass eine erhdhte oxidative Stabilitdt von Speisedlen mit hohem Gehalt an
mehrfach ungesattigten Fettsduren erzielt werden kann. Die Optimierung der
Produktionsschritte inkludierte die Verhinderung vom Eindringen von Sauerstoff,
Vermeidung von Licht, Kihlung und Zufuhr von Stickstoff wahrend der Pressung. Die
Peroxidzahl konnte bei Lein- und Hanfél im Zuge der optimierten Produktion um 76,0 % bzw.
71,0 % gesenkt werden. Gleichzeitig stieg der Polyphenolgehalt im Hanfél um 209,0 % und
im Distelél um 15,0 % im Vergleich zu herkémmlich produzierten Olen an. Der
Tocopherolgehalt konnte bei allen Olsorten durch die Pressoptimierung gesteigert werden.
In Bezug auf a-Tocopherol wurde bei Hanfol ein bis zu 97,0 % hoherer Wert erreicht, wahrend
beim y-Tocopherol eine Steigerung von 9,8 % bis 13,3 % durch eine Pressung im
geschlossenen System erzielt werden konnte. Die Untersuchungen des Presskuchens

blieben zu einem Grol3teil unbeeinflusst durch diese MalRnahmen.

Im Zuge der Optimierung wurde auch das Ausmal einer RoOstung von Leinsaat
untersucht. Diese wurde bei 60 °C, 100 °C, 140 °C und 180 °C gerostet und anschlieRend
unter optimierten Bedingungen gepresst. Hinsichtlich der antioxidativ wirksamen
Substanzen zeigten sich kaum bedeutende Verdnderungen. Hingegen kam es allerdings zu

einer beachtlichen Senkung der Peroxidzahl um 55,4 % ab Temperaturen von 100 °C.

Weiters wurde versucht, mehr Polyphenole aus dem Presskuchen mithilfe von Ol zu
extrahieren. Eine 30-miniitige Extraktion und ein Presskuchen/Ol-Verhiltnis von 1:2
erzielten die besten Ergebnisse, wahrend eine Ultraschallbehandlung sich negativ auf die
Polyphenolextraktion auswirkte. Im Zuge einer Dreifach-Extraktion wurde eine 12-fache

Erh6hung des Polyphenolgehaltes im Leindl festgestellt.
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Zusammenfassung

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine Optimierung der
Produktionsschritte durch die Reduktion der Einflussfaktoren auf die Oxidation sowie einer
Extraktion von Polyphenolen aus dem Presskuchen mit Ol zu einer erhéhten oxidativen
Stabilitat fuhrte. Ersteres wurde im Rahmen der Masterarbeit bereits im Firmenmalstab
ausgefihrt, wahrend zweiteres im LabormaRstab getestet wurde. Daher sollte die

Polyphenolextraktion mit Ol ebenfalls im ProduktionsmaRstab getestet werden.
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7 Abstract

Cold pressed oils are very popular with consumers. In contrast to refined oils, they contain a
high proportion of natural antioxidants, which are preferable from a nutritional point of view.
However, they show a higher initial degree of lipid oxidation, leading to restrictions in shelf

life and health benefits.

In cooperation with the company partner, Hagenthaler Olmanufaktur, an attempt was made
to optimize the production of cold-pressed edible oils (flaxseed oil, safflower oil, hempseed
oil) to increase the oxidative stability of polyunsaturated fatty acids rich oils. The optimization
included the limitation of oxygen contact, avoidance of light, cooling and supply of nitrogen
during pressing. The peroxide value was reduced by 76 % and 71 % in the course of optimized
production for linseed and hemp oil, respectively. The polyphenol concentration increased
by 209 % in hemp oil and by 15 % in safflower oil compared to conventionally-produced oils.
The tocopherol concentration was increased in all oil types through the optimized press
system. Regarding a-tocopherol concentration, the highest increase of 123 % was measured
in hemp oil, while the increase of y-tocopherol remained between 5.3 % to 24.2 %. The

antioxidants of the press cake remained to a large extent unaffected by these measures.

Regarding optimization, the effect of roasting of flaxseed was analyzed too. Flaxseeds were
roasted at 60 °C, 100 °C, 140 °C and 180 °C and then pressed under optimized conditions.
Regarding the natural antioxidants, hardly any significant changes were measured. However,
there was a remarkable reduction of the peroxide value by 55.4 % at temperatures of 100 °C

and above.

In addition, attempts were made to extract more polyphenols from the press cake using oil.
A 30-minute extraction and a press cake/oil ratio of 1:2 proved to deliver the best results.
The ultrasound treatment had a negative effect on the extraction of polyphenols. In the
optimized procedure, a threefold extraction was performed, thereby obtaining a 12-fold

increase in the polyphenol concentration in the oil.

In summary, it can be stated that an optimization of the production steps to reduce
influencing factors of oxidation as well as to extract polyphenols from presscake with oil lead
to anincreased oxidative stability of PUFA-rich oils. The former was carried out on large scale,
while the latter was mimicked on laboratory scale. Therefore, the extraction of polyphenols

from presscake with oil should be extracted on large scale as well.
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Anhang

9 Anhang

Tabelle 7: Polyphenolgehalt in optimierten Proben und Réstproben

Polyphenolgehalt Polyphenolgehalt
(mg GAE/100g Ol) (mg GAE/100g Saat)
ol Presskuchen
Sorte MW SD VK (%) MW SD VK (%)
LEO 173-B 0,3 0,01 3,8 472,3 17,9 3,8
LEO 173-B N2 0,4 0,01 3,2 470,6 12,7 2,7
DIO 170-B 1,01 0,1 7,5 545,6 11,8 2,2
DIO 170-B N2 0,83 0,04 4,7 598,4 28,9 4,8
HAO 172-B 0,53 0,05 10,3 327,7 22,6 6,9
HAO 172-B N2 0,96 0,01 1,1 3441 8,7 2,5
LEO 2 Min 60°C 0,35 0,07 19,2 482,1 2,0 04
LEO 5 Min 60°C 0,22 0,00 1,3 515,6 1,7 0,3
LEO 10 Min 60°C 0,24 0,00 1,1 449,1 3,7 0,8
LEO 2 Min 100°C 0,24 0,00 1,7 456,5 20,0 44
LEO 5 Min 100°C 0,24 0,00 1,8 489,0 11,4 2,3
LEO 10 Min 100°C 0,20 0,00 0,81 459,8 5,0 1,1
LEO 2 Min 140°C 0,18 0,00 1,2 438,1 4,0 0,9
LEO 5 Min 140°C 0,16 0,01 7,10 518,3 5,9 1,2
LEO 10 Min 140°C 0,18 0,00 0,47 479,2 7,0 1,5
LEO 2 Min 180°C 0,13 0,01 5,24 429,8 8,1 1,9
LEO 5 Min 180°C 0,12 0,00 1,5 447,1 11,6 2,6
LEO 10 Min 180°C 0,16 0,01 8,1 453,6 9,9 2,2
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Tabelle 8: a-Tocopherolgehalt in optimierten Proben und Réstproben

a-Tocopherol (pg/mL OL)

Sorte

LEO 173-B

LEO 173-B N2
DIO 170-B

DIO 170-B N2
HAO 172-B

HAO 172-B N2
LEO 2 Min 60°C
LEO 5 Min 60°C
LEO 10 Min 60°C
LEO 2 Min 100°C
LEO 5 Min 100°C
LEO 10 Min 100°C
LEO 2 Min 140°C
LEO 5 Min 140°C
LEO 10 Min 140°C
LEO 2 Min 180°C
LEO 5 Min 180°C
LEO 10 Min 180°C

MW
102,0
97,72
2119,4
2088,6
260,0
3433
93,2
95,0
94,8
101,8
104,1
103,2
98,1
93,2
96,7
97,0
94,6
95,7

(o]
SD
4,9
0,56
11,6
5,8
2,6
5,3
1,91
0,62
1,07
1,5
1,8
1,2
3,3
1,50
3,2
2,2
3,5
1,6

VK (%)
4,8
0,58
0,6
0,3
1,0
1,6
2,1
0,66
1,1
1,4
1,7
1,2
3,3
1,6
3,3
2,3
3,
1,7

MW
96,3
129,9
3163,41
4326,92
186,99
244,96
110,1
119,3
125,3
125,0
116,6
107,1
116,2
118,0
103,0
105,5
108,4
105,3

Presskuchen
SD
1,5
16,2
55,34
71,00
2,39
3,72
3,8
6,6
2,4
4,7
12,7
2,6
28,9
2,5
1,0
4,5
1,8
4,3

VK (%)
1,6
12,5
1,75
1,64
1,28
1,52
3,4
5,5
1,92
3,8
10,9
2,4
24,8
2,1
0,99
4,2
1,7
4,1
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Tabelle 9: y -Tocopherolgehalt in optimierten Proben und Réstproben

y-Tocopherol (pg/ml OL)

Sorte

LEO 173-B

LEO 173-B N2
DIO 170-B

DIO 170-B N2
HAO 172-B

HAO 172-B N2
LEO 2 Min 60°C
LEO 5 Min 60°C
LEO 10 Min 60°C
LEO 2 Min 100°C
LEO 5 Min 100°C
LEO 10 Min 100°C
LEO 2 Min 140°C
LEO 5 Min 140°C
LEO 10 Min 140°C
LEO 2 Min 180°C
LEO 5 Min 180°C
LEO 10 Min 180°C

MW
563,3
580,8
125,94
126,0
1115,7
1165,9
524,6
518,3
519,7
563,7
564,8
561,9
570,5
567,1
562,5
537,1
557,1
562,5

(o]
SD
2,3
1,9
2,35
1,8
9,3
16,4
12,1
8,9
7,0
9,1
3,4
9,2
4,5
17,2
5,6
1,8
6,5
5,6

VK (%)
0,4
0,3
1,9
1,4
0,8
1,4
2,3
1,7
1,4
1,6
0,6
16
0,8
3,0
0,99
0,34
1,2
0,99

MW
219,2
386,6
172,11
165,20
592,12
580,00
319,6
307,4
295,9
338,7
352,4
347,4
3335
332,8
231,8
306,6
353,9
341,8

Presskuchen
SD
15,8
10,1
0,26
3,30
7,72
1,94
51
14,7
7,7
3,8
4,9
5,4
20,4
16,9
2,8
9,3
4,1
13,8

VK (%)
7,2
2,6
0,15
2,00
1,30
0,34
1,6
4,8
2,6
1,1
1,4
1,6
6,1
5,1
1,2
3,0
1,2
4,0
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Tabelle 10: Peroxidzahl der optimierten Proben und Réstproben

Peroxidzahl (meq 02/kg Ol)

Sorte

LEO 173-B

LEO 173-B N2
DIO 170-B

DIO 170-B N2
HAO 172-B

HAO 172-B N2
LEO 2 Min 60°C
LEO 5 Min 60°C
LEO 10 Min 60°C
LEO 2 Min 100°C
LEO 5 Min 100°C
LEO 10 Min 100°C
LEO 2 Min 140°C
LEO 5 Min 140°C
LEO 10 Min 140°C
LEO 2 Min 180°C
LEO 5 Min 180°C
LEO 10 Min 180°C

MW
1,8
2,0
1,6
1,5
4,0
3,2
4,0
4,0
4,0
0,80
0,80
0,80
0,8
0,80
0,8
0,8
0,8
0,8

ol
SD
0,012
0,19
0,0045
0,31

0,0045
0,0056

0,0056
0,0011

O O O o o o o

VK (%)
0,7
9,7
0,3
20,2
0
0,14
0,14
0
0,14
0,14
0

0
0
0
0
0
0
0

MW
0,79
0,79
5,8
2,0
2,4
0,80
0,8
0,8
0,8
0,80
0,80
0,80
0,80
0,8
0,80
0,80
0,8
0,8

Presskuchen
SD
0
0,0078
0,99
0,028
0,020
0,0024

0,0023
0,0022
0,0024

VK (%)

0,99
17,0
1,4

0,84
0,30

0,28
0,28
0,31
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Tabelle 11: Polyphenolgehalt der unterschiedlichen Extraktionsbedingungen

Extraktion mit Ol

Extraktionsmethode
30 ml 60 min

30 ml 30 min

30 ml 5 min

30ml 15 min

30 ml 240 min

75 ml 60min

150 ml 60min
Ultraschall 1 min
Ultraschall 10 min
Ultraschall 30 min
LEO 213-B 062

LEO 213-B 072

1 Extraktion

2 Extraktion

3 Extraktion

4 Extraktion

5 Extraktion

1 Extraktion (Argon)
2 Extraktion (Argon)
3 Extraktion (Argon)
4 Extraktion (Argon)

5 Extraktion (Argon)

MW
37,1
36,5
16,0
19,0
30,8
21,3
10,5
11,5
10,8
10,1
5,2
6,4
36,5
38,4
19,95
11,7
10,0
33,0
11,0
22,3
19,0
16,8

SD
0,23
0,13
1,5
2,4
0,4
0,9
0,85
2,0
0,4
0,09
0,03
0,15
0,13
2,1
0,81
0,40
0,02
3,6
1,05
0,11
0,19
0,42

Polyphenolgehalt (mg GAE/100 g Ol)

VK (%)
0,62
0,36
9,4
12,5
1,2
4,1
8,1
17,1
3,5
0,85
0,60
2,3
0,36
5,5
4,0
3,4
0,18
11,0
9,6
0,51
0,99
2,5
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Tabelle 12: Tocopherolgehalt der unterschiedlichen Extraktionsbedingungen

Extraktion mit Ol

Extraktionsmethode
30 ml 60 min

30 ml 30 min

30 ml 5 min

30ml 15 min

30 ml 240 min

75 ml 60min

150 ml 60min
Ultraschall 1 min
Ultraschall 10 min
Ultraschall 30 min
LEO 213-B 062

LEO 213-B 072

1 Extraktion

2 Extraktion

3 Extraktion

4 Extraktion

5 Extraktion

1 Extraktion (Argon)
2 Extraktion (Argon)
3 Extraktion (Argon)
4 Extraktion (Argon)

5 Extraktion (Argon)

a-Tocopherol (ug/mL Ol)
MW

80,9
89,8
81,6
82,6
87,2
77,7
87,0
84,6
96,6
88,4
79,8
82,4
90,6
95,9
86,0
87,7
89,9
95,0
89,3
89,5
88,3
87,2

SD
3,4
3,8
5,3
4,5
4,1
7,0
1,8
2,5
3,9
2,3
6,2
2,0
2,6
1,5
0,7
1,4
1,5
2,4
2,9
1,4
2,6
1,0

VK (%) MW

4,2
4,2
6,5
5,4
4,7
9,0
2,0
2,9
4,1
2,6
7,7
2,4
2,9
1,5
0,8
16
16
2,5
3,3
1,5
2,9
1,2

633,9
580,7
574,2
590,5
571,8
568,3
575,1
559,1
621,1
555,8
609,4
583,8
562,9
565,2
571,6
557,1
551,2
532,9
544,4
535,1
533,5
549,5

SD
22,1
13,5
8,5
2,8
4,4
7,0
5,6
11,8
9,3
7.1
6,2
5,9
1,7
13,8
7,8
4,1
4,4
4,8
6,0
6,4
11,5
2,7

y-Tocopherol (pg/mL OL)

VK (%)
3,5
2,3
1,5
0,47
0,77
1,2
0,97
2,1
1,5
1,3
1,0
1,0
0,31
2,5
1,4
0,7
0,8
0,9
1,1
1,2
2,2
0,48
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