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Abstract

An analytical method was developed for the rapid determination of sensory quality deviations of
hazelnuts. The method is based on the investigation of aroma spectra via direct thermal desorption
of lipids and on the identification of relevant components using a time of flight mass spectrometer

after chromatographic separation (DTD/Fast-GC/TOF-MS).

The sample preparation is quite simple and the application as fast-GC shortens the analysis time
substantially. Small deviations in the sensory impression correlated with measurable changes in
the aroma profile obtained by the developed method. A classification and consequently an
evaluation of the quality of the nuts was achieved using different models of statistical evaluation

and discriminant analysis.

The compounds used as markers for quality deviations of hazelnuts in the DTD/Fast-GC/TOF-MS
analysis were identified by applying aroma extract dilution analysis (AEDA) and olfactory
investigations of thermal desorbed oils from hazelnuts (TCT-HRGC-O). We identified
homologous aldehydes from hexanal to undecanal as well as 2,4-(E,E)-nonadienal and
2,4-(E,E)-decadienal as autoxidation products of lipids and original constituents like the

monoterpenes o- and B-pinene, camphene and A-3-caren.

To clarify the cause of peroxidative deterioration of hazelnuts, hydroperoxy fatty acids as
precursors of aroma compounds from peroxidation products were investigated using HPLC and
MEKC. It was shown that the peroxidative damage of hazelnuts was mostly caused by

lipoxygenase activity.
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1  Einfiihrung

Sensorische Qualititsbewertung von Lebensmitteln

Die Qualititspriifung und Qualitdtssicherung einer Handelsware stellt eine allgemeine
Anforderung an jeden Gewerbe- bzw. Dienstleistungsbetrieb dar. Im Bereich der Lebensmittel
produzierenden, verarbeitenden bzw. vertreibenden Industrien und Handelsbetriebe wird bei der
Qualitétspriifung neben chemischen Analysen ein besonderer Schwerpunkt auf sensorische
Untersuchungen gelegt. Dies ergibt sich aus den begrenzten Moglichkeiten chemischer Analysen,
den iber die Sinneswahrnehmung des Menschen erfolgten Gesamteindruck vollstindig

abzubilden.

Die Bedeutung der Sensorik als wissenschaftliche Disziplin zur Beurteilung von Nahrungs- und
Genussmitteln belegen Matthdus und Fiebig, 1999 an zahlreichen Anwendungsbeispielen. Sie
erldutern Verfahren zur Auswahl der Priifer, Anwendungsgebiete der zuldssigen Priifverfahren

und -gerite, der erlaubten Hilfsmittel und die zu verwendenden Begriffe.

Auch wenn durch strenge Vorgaben und Definitionen bei der Durchfithrung von sensorischen
Untersuchungen eine Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erzielen gesucht wird, so bleibt eine
nicht erfassbare Abhdngigkeit der Bewertung von der Konstitution des Priifers bestehen. Wie
stark der Mensch als Messinstrument das Ergebnis beeinflusst, ist dabei abhidngig vom Alter, der
Erfahrung und dem Training des Priifers. Ebenso nimmt die seelische und korperliche Verfassung
wie der Gemiitszustand, Hungergefiihle oder Stress einen Einfluss auf das Ergebnis. Der Verzehr
von Genussmitteln sowie Rauchen kann das Ergebnis beeinflussen, wenn er unmittelbar vor oder
wihrend der Priifung erfolgt. Auch eine Adaption oder Ermiidung kann auf den Gesamteindruck

bei der Sinneswahrnehmung einwirken [Matthdus und Fiebig, 1999].

Besonders deutlich treten die Schwierigkeiten der sensorischen Untersuchungen bei
Lebensmitteln mit komplexer Aromazusammensetzung wie z.B. bei Wein oder Olivendl hervor.
Obwohl ausgebildete Panels unter Einhaltung strenger Richtlinien eine Qualitdtsbewertung
durchfiihren, weichen die Ergebnisse oftmals erheblich voneinander ab. Diese Abweichungen

lassen Zweifel an der Sensorik als objektive Methode der Qualitdtspriifung aufkommen.



In einer kritischen Analyse der beschreibenden Sinnespriifung verweist Lawless, 1999 auf die
Schwierigkeiten bei der Identifizierung einzelner Attribute in komplexen Mischungen. Die
Ursache von nicht erkannten Geruchseindriicken fiihrt er teilweise auf spezifische Unterschiede in
den Empfindlichkeiten der Sinneswahrnehmung, uneinheitliches oder fehlendes Vokabular sowie
auf die durch ein limitiertes Auffassungsvermogen gegebene Begrenztheit der menschlichen
Urteilskraft. Im Weiteren verweist Lawless, 1999 auf die eingeschriankte Fahigkeit des Menschen,
Geruchsintensititen korrekt abzuschitzen. Er zitiert Engen und Pfaffman, 1959 nach denen gute
Intensitétsabschédtzungen bei einer Skala von nur drei Einheiten erzielt werden, eine Erweiterung
der Skaleneinteilung jedoch zu erheblichen Verschlechterungen der Intensititsabschitzungen

fiihrt.

Zuriickzufithren sind die Differenzen sensorischer Untersuchungsergebnisse auf den
komplizierten Prozess der Sinneswahrnehmung. Leffingwell, 2002 erldutert die neueren
Erkenntnisse auf dem Gebiet der Olfaktometrie in einem Ubersichtsartikel. Er beschreibt das
Prinzip der Wahrnehmung als Kombination aus Erkennen wund Verarbeiten eines
Geruchseindruckes, indem die Bindung der Aromastoffe an Geruchsrezeptoren Signale erzeugen,
welche entlang der Nervenzellen an das Gehirn weitergeleitet wird. Dabei konnen einzelne
Rezeptoren unterschiedliche Aromastoffe binden sowie umgekehrt unterschiedliche Rezeptoren
die gleichen Aromastoffe. Die Bindung der Aromastoffe an die Rezeptoren erfolgt in

Abhingigkeit von der Konzentration einem bestimmten Bindungsmuster.

Die multiplen Kombinationsmoglichkeiten eines Konglomerats von Aromastoffen fithren bei der
Bindung zu Codierungen, welche vom Gehirn als eine Art ,,sensorisches Alphabet™ gelesen
werden. Die Interpretation der Signaliibertragungen ist von den oben erlduterten konstitutionellen
Voraussetzungen des Priifers abhidngig [Malnic et al.,, 1999]. Dies erkldrt, warum trotz der
begrenzten Anzahl von ca. 1000 Rezeptorgenen ein Vielfaches an Geruchsnoten erkannt wird
[Zozulya et al., 2001; Glusman et al., 2000; Glusman et al., 2001]. Es erklért ebenfalls, warum
Aromastoffe wie das 4-Methoxy-2-methyl-2-butanthiol in Verdiinnung nach Johannisbeere, in

hohen Konzentrationen jedoch nach Katzenurin riecht.

Als Bestitigung dieser Theorie kdnnen z. B. die Ergebnisse von Laing und Wilcox, 1983 gelten.
Sie haben die Anderung des Geruchseindruckes mit der Anderung der Konzentration von
Aromastoffen in bindren Mischungen untersucht. Dabei stellten sie fest, dass sich der
Geruchseindruck einer Mischung aus (E)-2-Hexenal (siif3, fruchtig, mandelartig, apfelartig) und
(E)-2-Decenal  (orangenartig, nach Karton, nach Farbe, 06lig) proportional der
Konzentrationsverhéltnisse aus den Geruchseindriicken der Einzelverbindungen zusammensetzt.

Bei einer Mischung, in der die Geruchsintensititen der Einzelkomponenten ungefahr gleich grof3



waren, entdeckten sie jedoch ein abweichendes Aromaprofil, welches sich nicht mehr mit den

Attributen der Einzelverbindungen beschreiben lief3.

Diese durch den Menschen gegebenen, nicht messbaren Einflussfaktoren der Wahrnehmung
fiihren zu einem allgemeinen Interesse an der Entwicklung analytischer Methoden zur Stiitzung
und Objektivierung sensorischer Bewertungen von Lebensmitteln. Die hierfiir notwendigen
Kenntnisse iiber Zusammenhédnge zwischen sensorischen und chemischen Qualitidtsparametern
werden vor allem durch Aromaanalysen gewonnen. Dabei kann sich die Aufgabenstellung von
dem Erkennen einzelner sensorischer Abweichungen bis zur asymptotischen Anndherung an den

sensorischen Gesamteindruck erstrecken.

Analvtische Kriterien zur Qualititsbewertung von Lebensmitteln

Ein auf Day und Anderson, 1965 zuriickzufithrendes und von Ullrich und Grosch, 1987
weiterentwickeltes Verfahren der Aromaanalyse beruht auf dem Prinzip der relativen Bewertung
des Beitrages aller Einzelkomponenten aus einem Aromaextrakt, der Aromaextrakt-
Verdiinnungsanalyse (AEVA). Die isolierten Aromakonzentrate werden schrittweise verdiinnt, bis
die gaschromatographisch aufgetrennten Aromastoffe nicht mehr olfaktorisch an einem Sniffing-
Port wahrnehmbar sind (HRGC-O). Durch Koelutionen verursachte Uberlagerungen von
Geruchseindriicken werden iiber erneute Analysen auf Trennsdulen unterschiedlicher Polaritdten
sowie durch eine Fraktionierung des Aromaextraktes mit einer sich erneut daran anschlieBenden

olfaktorischen Untersuchung der Einzelfraktionen erkannt.

Die bendtigten Verdiinnungsvolumina werden durch den Aromastoff-Verdiinnungsfaktor
(FD-Faktor) ausgedriickt. Nach diesem Verfahren werden Komponenten mit hohen FD-Faktoren
als wichtige Verbindungen mit einem hohen Beitrag zum Gesamtaroma eines Lebensmittels
eingestuft, respektive leisten Komponenten mit niedrigen Faktoren einen geringen Beitrag. Die
oben beschriebenen Zusammenhénge der olfaktorischen Wahrnehmung sowie Wechselwirkungen
der Komponenten untereinander und Einfliisse der Lebensmittelmatrix bleiben bei dieser Methode
unberiicksichtigt. Eine anschlieBende quantitative Bestimmung der wichtigsten Geruchstoffe und
die Analyse von Modellmischungen mit Weglassversuchen einzelner Aromastoffe beriicksichtigt
diese Effekte und leisten einen weiteren Beitrag zur Anndherung an das sensorisch wahrnehmbare

Aromaprofil.



Der Vorteil der AEVA liegt in einem deutlich reduzierten Aufwand fiir die Identifizierung der
zum sensorischen Gesamteindruck eines Lebensmittels beitragenden Aromakomponenten im
Vergleich zu einer ndherungsweise vollstindigen Analyse des Aromaspektrums. Durch den Bezug
auf die Verdiinnungsstufen werden Unterschiede in der Wahrnehmungsempfindlichkeit der Priifer
ausgeglichen. Auch ist eine einheitliche Festlegung der Begriffsbestimmungen zwischen
verschiedenen Priifern nicht zwingend erforderlich. Der einzelne Priifer muss aber die von ihm
eingefithrten Begriffsbezeichnungen konsequent anwenden und die {iibliche Praxis ,,guter"

sensorischer Untersuchungen einhalten.

Eine Erweiterung der AEVA, bei der der Tridgergasstrom abgerochen und die Dauer des
Geruchseindruckes ermittelt wird, fiilhrt zum Combined Hedonic Response Measurement
(CHARM). Das Verfahren ist aufwendig und kann durch eine Kombination aus AEVA und dem
von Ullrisch und Grosch, 1987 beschriebenen Konzept des Aromawertes, welches die
Geruchschwellenwerte der Aromastoffe beriicksichtigt, ersetzt werden. Der Aromawert A; der
Verbindung 1 wird iiber das Verhéltnis der Konzentration c; zum Geruchschwellenwert a; der

Verbindung definiert:
A;=ci/a; (ci= Konzentration Verbindung i; a; = Geruchschwellenwert Verbindung 1)

Einen entscheidenden Einfluss auf die Ergebnisse der HRGC-O nimmt das Extraktionsverfahren
zur Isolierung der Geruchstoffe ein. Mit den jeweiligen Verfahren der Ultraschall-, Mikrowellen-,
Fliissig/Fliissig- und der tiiberkritischen Fliissig- Extraktion (SFE) werden mdglichst schonende
und vollstandige Extraktionen der Analyten sowie die Minimierung von Artefakten angestrebt
[Ren, 2001; Elmore et al., 1997; Deibler et al., 1999; Bhattacharjee et al., 2003; Yamini et al.,
2002; Hérent und Collin, 1998; Bernardo-Gil et al., 2002]. Die durch die gro8e Bandbreite der
Verbindungsklassen verursachten Schwierigkeiten einer Isolierung und Analyse der Aromastoffe

werden von Belitz et al., 2001 sowie von Jackson und Linskens, 2001 beschrieben.

Bei der Interpretation der mittels HRGC-O erzielten Ergebnisse ist zu beachten, dass
Matrixeffekte des Lebensmittels und die wihrend des Verzehrs eintretenden Wechselwirkungen

der Komponenten unberiicksichtigt bleiben.

Werden Zusammenhénge zwischen sensorischen und chemischen Qualitdtsparametern erkannt,
lassen sich die als relevant identifizierten Aromastoffe in die Qualitéts- und Prozesskontrolle von
Lebensmitteln einbinden. Als Voraussetzung gelten signifikante Anderungen der Konzentrationen
bei Qualitdtsabweichungen und ein sich durch Schnelligkeit, einfache Handhabung, Robustheit

und ausreichende Empfindlichkeit auszeichnendes Nachweisverfahren. Weitere wichtige Aspekte



wie der Personalaufwand und die erforderlichen Analysenkosten miissen im Verhéltnis zum

Nutzen den wirtschaftlichen Anforderungen gentigen.

In einem Review stellen Wilkes et al., 2000 das breite Spektrum der Aromaanalyse dar. Neben
einem methodischen Vergleich erldutern sie Anwendungsbeispiele und zeigen aktuelle Trends in
der Probenvorbereitung auf. Mit dem Schwerpunkt auf besonders schnelle und preiswerte
Analysen fiihren Pillonel et al., 2002 in einem Ubersichtsartikel die verschiedenen Techniken der
Headspace und der Solid Phase Micro Extraction (SPME) zur Bestimmung fliichtiger Bestandteile

in Lebensmitteln auf.

Qualititsbewertung von Haselnusskernen

Haselnusskerne als wirtschaftlich bedeutsame Verarbeitungsprodukte fiir die SiiBwarenindustrie
sind wie viele pflanzliche Rohstoffe ein Saisonprodukt, das nur einmal im Jahr nach der Ernte

frisch zur Verfiigung steht.

Verarbeiter von Haselnusskernen beklagen hdufig, dass offensichtlich in den Erzeugerldndern
unterschiedliche Erntejahrgidnge oder Qualitédtsstufen von Niissen miteinander vermischt werden.
Diese Vorgehensweise kann zum einen zu inhomogenen Rostergebnissen und zum anderen zum
Verderb ganzer Produktchargen fiihren. Durch groBe Uberproduktion, Ernteiiberschiisse und zum
Teil ungiinstige Preispolitik der Anbaulénder ist der Verarbeiter von rohen Haselnusskernen mit
dem Problem konfrontiert, ob er wirklich aktuelle Ernte kauft oder eine Verschneidung neuer

Ernte mit alter Ernte.

Obwohl Zusammenhidnge zwischen der sensorischen Qualitit und der Aromastoff-
zusammensetzung von Haselnusskernen in der Literatur beschrieben wurden, konnte bisher kein
routinetaugliches Verfahren entwickelt werden, welches die direkte Untersuchung von

Aromastoffen zur Qualitdtsbewertung von Haselnusskernen erlaubt.

Erstmals identifizierten Barthel et al., 1974 das Hexanal und das Octanal als geruchsaktivste
Komponenten roher, ranziger Haselnusskerne. Jauch, 1989 und Giintert et al., 1991 erkannten das
Filberton als Schliisselverbindung der rohen Haselnuss. Eine systematische Untersuchung der
quantitativen Zusammensetzung des Aromaspektrums von Haselniissen wurde von Silberzahn,
1988 durchgefiihrt. Kinderlerer und Johnson, 1992 sowie Ziegleder und Rieblinger, 1999

beschrieben einen Konzentrationsanstieg der homologen Reihe der Alkanale Hexanal bis



Nonanal, der Alkenale 2-Heptenal bis 2-Undecenal und der Alkanséduren Hexansdure bis
Nonansdure in gelagerten Haselnusskernen. Als Sekundérprodukte der Lipidperoxidation in
Haselniissen identifizierte Sandmeier, 1996 primire Alkohole wie das Octanol. Qualitative
Untersuchungen der fliichtigen Verbindungen gerdsteter Haselnusskerne wurden von Kinlin et al.,
1972 und von Sheldon et al., 1972 durchgefiihrt. Matsui et al., 1998 bewertete die Aromarelevanz

der fliichtigen Verbindungen von Haselnussolen, hergestellt aus gerdsteten Haselnusskernen.

In der Literatur wurde die Verbindung Hexanal als Indikatorgeruchstoff fiir eine
Qualitidtsminderung bei Haferextrudaten [Guth und Grosch, 1994] und bei der Autoxidation von
Linolsduremethylestern [Ullrich und Grosch, 1987] beschrieben. Untersuchungen zur
Hexanalzunahme bei einer Lagerung von Haselniissen [Rieblinger, 1999; Ziegleder und
Rieblinger, 1999; Schifer, 2002] zeigten dagegen keine signifikanten Konzentrationsunterschiede

zwischen frischen und gelagerten Produkten.

Radtke und Hei3 [Radtke, 1965; Radtke und Heif3, 1971] analysierten den Wassergehalt, die
Peroxidzahl (POZ) sowie die Séurezahl (SZ) von Haselniissen und korrelierten ihre
Analysendaten mit der sensorischen Qualitdt und der Lagerstabilitét der untersuchten Proben. Sie
wiesen einen leichten Anstieg der SZ bei einer Lagerung der Ware (1'/,Jahre) nach,

Unterschiede im Wassergehalt und in der POZ wurden von ihnen nicht festgestellt.

Weitere umfangreiche Arbeiten zur Qualitdtsbewertung von Haselnusskernen wurden von
Ziricher und Hadorn [Ziiricher und Hadorn, 1975; Hadorn et al., 1977; Hadorn et al., 1978]
durchgefiihrt. Sie untersuchten Parameter wie Wassergehalt, freie Fettsduren, Fettsdureverteilung,
Induktionszeit des oxidativen Fettverderbs, Enzymaktivititen von Peroxidase, Lipoxidase,
Phenoloxidase, und Esterase sowie eine Vielzahl weiterer Parameter. Die groBten Unterschiede
zwischen normal aromatischen und stark bitteren, muffig ungenie8baren Haselnusskernen wiesen
sie in den Gehalten der freien Fettsduren und bei der Verkiirzung der Induktionszeit nach. Fiir die
sensorisch abweichenden Haselnusskerne stieg der Gehalt der freien Fettsduren um den

Faktor 100 und die Induktionszeit verkiirzte sich um den Faktor 7.

Sturm, 1979 setzte die von Kleinert, 1959 beschriebene Eisen(Ill)-thiocyanat-Reaktion zur
Identifizierung einer Ranzigkeit bei Haselnusskernen ein. Auf einer Farbscala von 1-10 Einheiten
(schwach rosa bis stark rosa) betrug die Differenz zwischen einwandfreien und deutlich ranzigen

Einzelnusskernen durchschnittlich 5,3 Einheiten.

Rieblinger und Ziegleder, 1995 untersuchten die Sauerstoffzehrung, die Triglycerid-

Zusammensetzung und den Gesamttocopherolgehalt zur Ermittlung einer Qualitdtsminderung bei



Haselniissen. Hierbei stellten sie insbesondere Belastungen des Oles in der Oberflichenschicht
von Haselnusskernen fest. Sie wiesen eine groflere Sauerstoffzehrung, einen hoheren Gehalt
linolsdurehaltiger Triglyderide und niedrigere Gehalte an Tocopherolen in dem Oberfldchendl im

Vergleich zum Gesamtol nach.

Von Rieblinger und Guth, 2002 wurde eine im Vergleich zu frischen Haselnusskernen doppelt so
hohe Alkoholdehydrogenase-Aktivitit (AHD) bei kiihl gelagerten Haselnusskernen (2 Jahre)
festgestellt. Bei einer bei Raumtemperatur gelagerten Ware wies die AHD 1/10 der Aktivitdt einer
frischen Ernte auf. Die Aktivitdten der Peroxidase, Lipoxidase, Phenolase und Lipase wiesen

keine signifikanten Unterschiede zwischen frischer und gelagerter Ware auf.

Schafer, 2002 [Schifer, 2002; Schéifer et. al., 2002] entwickelte eine Schnellmethode zur
Abschitzung der Haselnussqualitit, welche auf einem Vitalititstest von Einzelnussanalysen
beruht. Er zeigte, dass intakte Enzyme frischer Haselnusskerne das 2,3,5-
Triphenyltetrazoliumchlorid (TTC) zu 1,3,5-Triphenylformazan reduzieren. Die gehilfteten
Haselnusskerne wurden in ein TTC- Methylcellulose-Gel gedriickt und bei 35°C fiir 6 Std.
inkubiert. Als Qualititskriterium wurde der gefarbte Anteil der Haselnusskerne herangezogen und
in einer Vitalitdtskennzahl (VKZ) ausgedriickt. Mit einer VKZ von 80-90 und 1-5% Anteilen
ungefédrbter Haselnusskerne fiir frische Haselnusskerne sowie einer VKZ von 45-60 mit 30-40%
ungefarbten Haselnusskernen fiir einjihrig gelagerte, nicht klimatisierte Haselnusskerne wies
Schifer Verschneidungen der frischen Haselnusskerne mit 5-10% der gelagerten Ware nach
(VKZ = 88, fiir 5% und VKZ = 84 fiir 10% Verschneidung mit Anteilen von bis zu 9%
ungefirbter Haselnusskerne). Zu Beriicksichtigen ist eine monatliche Abnahme der VKZ fiir
Haselnusskerne um ca. 3-4 Einheiten ab dem Zeitpunkt der Ernte, welche den Nachweis auf den

Erntezeitpunkt beschrinkt.

Zur Identifizierung mikrobiologisch verdorbener Haselnusskerne quantifizierte Schéfer et. al.,
2003 den Glycerin-Gehalt in Haselnusskernen. Nach dem Homogenisieren von Haselniissen mit
einem Methanol/Wasser-Gemisch (7/3; v/v) wies er gaschromatographisch und enzymatisch fiir
einwandfreie Haselnusskerne einen Gehalt von 10 mg/100 g nach, wéhrend er bei verfaulter Ware

Gehalte bis ca. 1.300 mg/100 g quantifizierte.

Obschon z. B. eine Verkiirzung der Induktionszeit, die Zunahme der freien Fettsduren, die
Farbvertiefung der Eisen(Ill)-thiocyanat-Reaktion oder die Zunahme von UV-aktiven Dienen mit
einer Reduzierung der sensorischen Qualititen einhergehen, konnen mit den beschriebenen
Methoden geringfiigige Abweichungen bzw. ein niedriger Prozentsatz minderer Qualititen in

Nusshomogenisaten frischer Haselnussernten nicht nachgewiesen werden.



2 Ziele der Arbeit

Das primire Ziel der Arbeit war die Entwicklung eines analytischen Verfahrens zur
Qualitdtsbeurteilung von Haselnusskernen. Geeignete Kontrollmethoden sind nétig, welche die
Beurteilungskraft der Lagerfihigkeit roher oder gerdsteter Olsamenkerne verbessert und

wirtschaftliche Einbullen infolge Ranzigkeit vorbeugen.

Insbesondere die Routinetauglichkeit und eine hohe Nachweisempfindlichkeit wurden dabei als
Zielsetzung verfolgt. Gleichzeitig soll das Verfahren als Kontrollverfahren zur Bewertung der

sensorischen Untersuchungsergebnisse eingesetzt werden.

Dazu sollen die aromarelevanten Geruchstoffe von rohen und gerdsteten Haselniissen mittels
AEVA identifiziert werden. Eine vergleichende AEVA von frischen und gelagerten Haselniissen
soll dann Verbindungen aufzeigen, die als Indikatorgeruchstoffe fiir eine Qualititsbewertung von
Haselntissen geeignet sind. Eine Auswahl der Verbindungen soll anschlieBend mittels

Isotopenverdiinnungsanalyse quantifiziert werden.

Weiterhin soll eine neue Methode zur direkten analytischen Bestimmung von Geruchstoffen in
Olen und 6lhaltigen Lebensmitteln entwickelt werden. Hierzu sollen die Geruchstoffe mittels
direkter thermischer Desorption aus den isolierten Haselnussdlen extrahiert und anschlieBend

mittels Fast-GC/TOF- Analyse untersucht werden.

Die erhaltenen Daten sollen mittels statistischer Methoden analysiert und mit den sensorischen

Untersuchungen bzw. dem Alter der Haselniisse korreliert werden.

Als sekundires Ziel wurde die Ubertragbarkeit des analytischen Nachweisverfahrens auf andere

fettreiche Lebensmittel, wie z. B. zur Qualitédtskontrolle von Speisedlen, verfolgt.



3  Ergebnisse und Diskussion

3.1 Charakterisierung des eingesetzten Untersuchungsmaterials

Das Hauptanbauland fiir Haselnusskerne ist die Tiirkei. Als weltgroBBter Haselnussproduzent
besitzt sie einen Anteil von ca. 73 % der Gesamtproduktionsmenge. Nach Angaben der deutschen
StiBwarenindustrie und der Importeure bezieht Deutschland jéhrlich ca. 80.000 Tonnen

Haselnusskerne und ist somit grofiter Importeur weltweit.

Der Fettgehalt und die Fettsdurezusammensetzung von Haselnusskernen wurde von Ziiricher und
Hadorn, 1975, Fincke, 1981, Parcerisa et al., 1997, Rieblinger und Guth, 2002 (siche Anhang
Ergebnisse IVV) sowie von Alasalvar et al., 2003 bestimmt. Der Olgehalt der Haselniisse betriigt

~60-70% und ist reich an ungesittigten Fettsduren (Fettsdurezusammensetzung: ~ 80-90 %

Olsiure, ~ 10-15 % Linolséure).

Neben der Fettsdaurezusammensetzung ermittelten Parcerisa et al., 1998 und Alasalvar et al., 2003
den Tocopherol- und Sterin-Gehalt von Haselnusskernen. Der grofite Anteil der Tocopherole
entfillt auf das o-Tocopherol mit 370 mg/kg Ol; die Hauptverbindung der Sterine bildet mit
durchschnittlich 1,1 g/kg Ol das B-Sitosterin.

Ozdemir und Devres, 1999 sowie Rieblinger und Guth, 2002 untersuchten physikalische
Eigenschaften, den Wasser-, Fett-, Kohlenhydrat- und Mineralstoffgehalt sowie die Fettsdure-,
Aminosdure- und Sterinzusammensetzung von Haselnusskernen tlirkischer Anbaugebiete.
Untersuchungen  zur  Enzymaktivitdit der Peroxidase, Lipoxidase, Phenoloxidase,
Alkoholdehydrogenase und Esterase in Haselnusskernen wurden von Bonvehi und Rosua, 1996

und von Rieblinger und Guth, 2002 (siche Anhang Ergebnisse IVV) beschrieben.

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Haselniisse stammten alle aus demselben
Haselnussgarten in der Tiirkei aus der Ndhe von Karapiirecek (Abb. 3.1). Es handelte sich um ca.

600 — 640 Baume vom Typ Karafindik.



@
Abbildung 3.1 Geographische Karte der Tiirkei, = Standort des Haselnussgartens

Quelle: www.onlineholidays.de/pages/karte/map_turkei.html

Die Haselnusskerne wurden zum einen Teil frisch nach der Ernte im Jahr 1998 in der Tiirkei
geschlagen (von der Steinschale befreit) und unter kontrollierten Bedingungen bei 10°C
eingelagert. Der andere Teil der Ernte wurde ungeschlagen und nach iiblicher Industriepraxis
eingelagert. Diese Praxis umfasst eine Lagerung, bei der die Temperatur und die Feuchtigkeit

nicht reguliert werden, sondern von den klimatischen Bedingungen des Gebietes abhéngen.
Im Erntejahr 1999 wurde die Prozedur der Einlagerung wiederholt.

Im Jahr 2000 wurde die frisch geerntete und geschlagene Ware zusammen mit der in der Tiirkei
eingelagerten Ware durch die Firma Storck, Halle und Firma Ritter, Waldenbuch nach
Deutschland befordert. Die Tabelle 3.1 gibt einen Uberblick iiber die zur Verfiigung gestellten

Proben.

Von den einzelnen Proben wurde jeweils ein Anteil der Haselnusskerne durch die Firma Barth,
Freiberg/Neckar gerdstet. Eine Kalibrierung der rohen und gerdsteten Proben fiihrte das
Frauenhofer-Institut fiir Verfahrenstechnik und Verpackung (IVV), Freising durch. Die Sortierung
erfolgte in handelsiibliche Fraktionen mit <I11mm, 11-13mm und >13 mm Durchmesser. Der

Anteil der jeweiligen Fraktion an der Gesamtprobe einer Ernte gleicher Lagerbedingungen ist in
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Diagramm 6.1 und Tabelle 6.1 (siche Anhang Ergebnisse IVV) dargestellt. AnschlieBend wurden
alle Proben eingefroren und bis zur Durchfiihrung der jeweiligen Analyse bei -18 °C tiefgekiihlt.

Tabelle 3.1 Ubersicht der Probenmenge und Lagerbedingungen
Erntejahr Menge [kg] Lagerbedingung
1998 480 »~Normallagerung*
480 »Kiihllagerung*
1999 480 ,Normallagerung*
480 »Kihllagerung*
2000 240 -

Im Folgenden wird die Bezeichnung k ,Kiihllagerung® fiir Haselnusskerne der bei 10°C
gelagerten Ernten sowie n ,,Normallagerung® fiir die gelagerten Ernten ohne Klimakontrolle

verwendet. Flir gerostete Haselnusskerne wird zusétzlich ein g eingefiihrt.

Fiir die Jahre 1998 bis 2000 wurden per Internet verfiigbare Daten zum Anbaugebiet der
untersuchten Haselnusskerne in der Tiirkei (Wetterstation Zonguldak) abgerufen. Aus der
Vielzahl der Informationen wurden die Durchschnittstemperatur, Maximal-/Minimal-
Temperatur, die mittlere Niederschlagsmenge und die Sonnenscheinstunden miteinander im
Vegetationszeitraum Mairz bis August (3-8) der unterschiedlichen Ernteperioden verglichen

(Diagramm 3.1).

Diagramm 3.1 Gemittelte Wetterdaten der Vegetationsperioden von
Haselniissen (Mérz bis August) fiir drei Erntejahre (Tiirkei
Zonguldak)
= |m3-898
2|/ m3-899
2 W3-8 00
N
E
E
3
N
e}
-]
O,
_________
Mean Temp. (°C)| High Max. (°C) | Low Min. (°C) Total Rain Sun (h)
(ml/m?)
m3-898 17.0 29.3 8.9 94.5 226.0
W3-8 99 17.7 26.9 9.2 72.4 202.4
W3-8 00 16.5 29.2 7.4 164.2 268.8

(Quelle: http://www.weatheronline.co.uk/Turkey/Zonguldak.htm)
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Ein Vergleich der Erntejahre 1998 bis 2000 zeigt fiir das Jahr 1999 mit erhohten
Durchschnittstemperaturen von 17,7 °C und geméBigten Extremwerten (High Max. und Low
Max.) die besten Wachstumsbedingungen. Des Weiteren fielen im Jahr 1999 die geringsten
Niederschlagsmengen bei der niedrigsten Zahl an Sonnenscheinstunden. Bekanntermallen tragen
die klimatischen Wachstumsbedingungen und der Reifegrad zum Zeitpunkt der Ernte von
pflanzlichen Rohstoffen entscheidend zur Qualitidt der Ware bei, so dass fiir das Erntejahr 1999
die beste Qualitit der Haselnusskerne erwartet wurde. Die Erfahrungen der Haselnusskerne
verarbeitenden Industrie bestitigten, dass die Niisse aus dem Erntejahr 1999 deutlich stabiler in
der Haltbarkeit waren als die der anderen Erntejahre. Fiir die Ernte 2000 wurde eine befriedigende

Qualitit mit hohem Schimmelbefall und fiir die Ernte 1998 eine maBige Qualitét festgestellt.
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3.2 Identifizierung relevanter Aromastoffe in frischen und gelagerten

Haselnusskernen

Zunichst wurden sensorische Untersuchungen durchgefiihrt, um die wichtigsten Geruchsstoffe von
rohen und gerosteten Haselnusskernen zu identifizieren [Grosch et al., 1992]. Mit der Zielsetzung die
Unterschiede zwischen frischer und gelagerter Ernten aufzudecken, wurden die Ernten 2000
(roh/gerdstet) und die unter nicht klimatisierten Bedingungen gelagerten Ernten 1998 n (roh/gerdstet)

untersucht. Bei diesen beiden Erntejahren waren die grofSten Qualititsunterschiede zu erwarten.

Als Untersuchungsmethoden kamen die Aromaextraktverdiinnungsanalyse (AEVA) und eine
Kombination aus Gaschromatographie- Olfaktometrie mit einem Thermal-Desorption-Cold-Trap

Injektor (TCT-HRGC-O) zum Einsatz.

3.2.1 AEVA

Zur Gewinnung des Aromaextraktes wurden die Haselnusskerne vermahlen und mit einem Gemisch
aus Diethylether/Pentan extrahiert. Der gewonnene Extrakt wurde einer Hochvakuumdestillation
unterworfen, wodurch das Losungsmittel und die darin gelosten Aromastoffe von der Fettmatrix
abgetrennt wurden. Nach der Destillation an einer Vigreux-Kolonne und Mikrodestillation wurden
die einkonzentrierten Aromaextrakte mittels Gaschromatographie- Olfaktometrie sensorisch
untersucht. Die Bewertung der Aromarelevanz der am Sniffing-Port wahrgenommenen
Verbindungen erfolgte iiber die FD-Faktoren, die aus den entsprechenden Verdiinnungsstufen der

Originalextrakte erhalten wurden.

3.2.1.1 Ergebnisse der AEVA

Eine vergleichende Untersuchung von gelagerten und frischen Haselnusskernen zeigte geringfiigige
Unterschiede im Aromaspektrum, die bedingt sein konnen durch eine bei der Lagerung auftretende
Peroxidation der Triglyceride und daraus hervorgehender fliichtiger, sensorisch aktiver

Sekundarprodukte [Guth und Grosch, 1989].

In den gerdsteten Haselnusskernen wurden neben den Sekundérprodukten der Lipidperoxidation

Reaktionsprodukte der Maillard-Reaktion wahrgenommen.
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3.2.1.2 AEVA roher Haselnusskerne

Die Untersuchungen wurden mit zwei rohen Haselnussproben der Erntejahre 1998n und 2000
begonnen. Beim Abriechen der beiden Proben am Sniffing-Port wurden insgesamt 26 aromaaktive
Verbindungen mit Verdiinnungsfaktoren (FD-Faktoren) von 1 und hoher wahrgenommen. Die
Identifizierung erfolgte iiber den Vergleich der chromatographischen (RI-Werte an zwei
Kapillarphasen unterschiedlicher  Polaritdt), massenspektroskopischen- und sensorischen
Figenschaften mit denen ihrer Referenzverbindungen. Ein Auszug aus den Ergebnissen ist in

Tabelle 3.2, die vollstdndige Liste ist in Tabelle 5.1 (Kapitel 5.1.1) dargestellt.

Tabelle 3.2  Teilergebnisse der AEVA der fliichtigen Verbindungen der Ernte 2000
und der Ernte 1998 n
Verbindung ® Geruchsqualitiit FD-Faktor FD-Faktor
Ernte 2000 Ernte 1998 n
2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazin nussartig, rostig 1000 1000
1-Octen-3-on metallisch, pilzartig 300 300
2-Acetyl-1-pyrrolin rostig 300 300
Octanal seifig 300 300
Methional kartoffelartig 100 300
2-Isobutyl-3-methoxypyrazin © erdig 100 50
2-Methylpropionsdure schweiBartig 100 50
(E,E)-2,4-Nonadienal frittiertes Fett 100 300
2-/3-Methylbuttersdure schweilartig 50 100
Buttersdure schweilartig 50 100
Hexanal griin 20 50
o-Pinen terpenartig 50 10
2-Phenylethanol blumig, siif3 10 1
(E,Z)-2,4-Decadienal fettig 1 10
(E,Z)-2,4-Nonadienal fettig 1 10
a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5, siehe Tab. 5.1, Kapitel 5.1.1),
Massenspektren (EI) und Geruchsqualitdt am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wihrend der HRGC-O

C) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf der Basis
der in a) angegebenen Kriterien.

In den Proben dominierten nussartige, rostige, seifige, metallische, pilzartige, kartoffelartige, erdige,
fettige und schweiBartige Geruchsnoten. Die potentesten Aromastoffe in beiden Proben, d.h.

diejenigen, die in den hdochsten Verdiinnungsstufen noch wahrnehmbar sind, waren
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2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazin (nussartig), 1-Octen-3-on (pilzartig), 2-Acetyl-1-pyrrolin (rostig),
Octanal (seifig), Methional (kartoffelartig) und (E,E)-2,4-Nonadienal (frittiertes Fett). Daneben sind
Filberton (nussartig, fruchtig) und (E)-2-Nonenal (fettig) aufgrund hoher FD-Faktoren weitere

wichtige Geruchsstoffe in den untersuchten Proben.

Ein Vergleich der FD-Faktoren der Ernte 1998 n mit denen der Ernte 2000 zeigt, dass bei den
Verbindungen, welche das Gesamtaroma am stirksten prigen, keine signifikanten Unterschiede
festgestellt wurden. Die groBten Unterschiede wurden fiir die Verbindungen mit niedrigen
FD-Faktoren (Faktoren5-10) festgestellt. Fiir die Haselnusskerne der Ernte 1998 n wurden im
Vergleich zur  Ernte 2000 fiir die Komponenten Hexanal, (E,E)-2,4-Decadienal,
(E,E)-2,4-Nonadienal, (E)-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal, 2-/3-Methylbuttersdure und Buttersdure hohere
FD-Faktoren gefunden.

3.2.1.3 AEVA gerosteter Haselnusskerne

Beim Abriechen der beiden gerdsteten Proben konnten in der Ernte 2000 g und in der Ernte 1998ng
insgesamt 28 aromaaktive Verbindungen mit Verdiinnungsfaktoren (FD-Faktoren) von 1 und hoher
am Sniffing-Port wahrgenommen werden. Ein Auszug aus den Ergebnissen ist in Tabelle 3.3, die

vollstdndige Liste ist in Tabelle 5.2 (Kapitel 5.1.1) dargestellt.

In den Proben dominierten nussartige, fruchtige, malzartige, seifige, rostige, fruchtige, kartoffelartige
und griine Geruchsnoten. Aufgrund ihrer chromatographischen (RI-Werte an zwei Kapillarphasen
unterschiedlicher Polaritit) und sensorischen Eigenschaften wurden mit Ausnahme einer

Komponente (RI=1020 an einer DB-5 Kapillaren) 27 Verbindungen identifiziert.

Die potentesten Aromastoffe in beiden Proben, d.h. diejenigen, die in den hdochsten
Verdiinnungsstufen  noch ~ wahrnehmbar  sind, @ waren  3-Methylbutanal  (malzartig),
3-Methyl-4-heptanon (fruchtig, nussartig), Filberton (nussartig, fruchtig) und Octanal (seifig,
citrusartig). Daneben sind Methional (kartoffelartig), 2-Furfurylthiol (rostig), Hexanal (griin),
Nonanal  (seifig), a-Pinen (terpenartig), 2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazin  (rostig) und
(E,E)-2,4-Decadienal (frittiertes Fett) aufgrund hoher FD-Faktoren weitere wichtige Geruchsstoffe in
den untersuchten Proben. Mit Ausnahme des 2-Furfurylthiols und 3-Methylbutanals wurden diese

Verbindungen bereits in den rohen Haselnusskernen nachgewiesen.
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Bei einem Vergleich der FD-Faktoren der Proben Ernte 1998 n g und Ernte 2000 g wird deutlich, dass
die  Verbindungen

(E,Z)-2,4-Nonadienal,

y-Terpinen,
(E,E)-2,4-Nonadienal,

Hexanal,  2-Furfurylthiol,

(E)-2-Nonenal,

2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin,
(E)-2-Decenal,  A-3-Caren,
2-/3-Methylbuttersdure und Buttersdure in der gelagerten Ernte 1998 n g mit hoheren FD-Faktoren
wahrgenommen wurden. Einige dieser Verbindungen wurden bereits in den rohen Haselnusskernen
als mogliche Indikatorsubstanzen fiir einen peroxidativen Fettverderb bei Haselnusskernen erkannt

(vgl. Kapitel 3.2.1.2).

Tabelle 3.3 Teilergebnisse der AEVA der fliichtigen Verbindungen der Ernte 2000 g
und der Ernte 1998ng
Verbindung * Geruchsqualitiit Ernte 2000 g Ernte 1998 n g
FD-Faktor FD-Faktor
3-Methylbutanal malzartig 1000 1000
3-Methyl-4-heptanon fruchtig, nussartig 1000 1000
Filberton haselnussartig, fruchtig | 1000 1000
Octanal seifig, citrusartig 1000 1000
Methional kartoffelartig 1000 100
2-Furfurylthiol rostig 100 1000
Nonanal seifig 100 100
Hexanal griin 100 1000
o-Pinen terpenartig 100 100
2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazin © rostig 100 100
(E,E)-2,4-Decadienal frittiertes Fett 100 100
Unbekannt rostig 100 10
2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin nussig 100 10
(E,Z)-2,4-Nonadienal fettig 10 100
(E)-2-Decenal fettig 10 100
A-3-Caren terpenartig 10 100
v-Terpinen terpenartig 1 100
(E,E)-2,4-Nonadienal frittiertes Fett 10 100
(E)-2-Nonenal fettig 1 10
2-/3-Methylbutterséure schweiBartig 1 10
Buttersdure schweiBartig 1 10
a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5, siche Tab. 5.2, Kapitel 5.1.1),

Massenspektren (EI) und Geruchsqualitdt am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wéihrend der HRGC-O

c) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf der Basis

der in a) angegebenen Kriterien.
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3.2.2 Identifizierung von Aromakomponenten mittels Flash-Chromatographie

Die Untersuchung des Aromaprofils von Haselnusskernen mittels AEVA (Kapitel 3.2.1) fiihrte bei
Uberlagerungen #hnlicher Geruchseindriicke insbesondere bei den gerdsteten Haselnusskernen zu
Schwierigkeiten bei der Identifizierung aromaaktiver Verbindungen. Aus diesem Grunde wurde der
Aromaextrakt aus der Hochvakuum-Destillation gerosteter Haselnusskerne der Ernte 2000 g in eine
saure, basische und neutrale Fraktion getrennt (vgl. Kapitel 5.1.3). Die einzelnen Fraktionen der
Flash-Chromatographie wurden mittels HRGC-MS und HRGC-O auf zwei Kapillaren

unterschiedlicher Polaritdten untersucht.

3.2.2.1 Ergebnisse der Flash-Chromatographie

In der sauren Fraktion des Ether-Trennungsgangs der Ernte 2000 g wurden als Hauptkomponenten
die n-Homologen der organischen Sduren von der Essigsdure bis zur Octansdure nachgewiesen. Die

2-Ethylhexansdure wurde als verzweigte Siure erkannt.

Die Hauptbestandteile der basischen Fraktion waren das 1-Ethylamin, 1-Butylamin und 2-Butylamin

sowie das Formamid.

Zur weiteren Auftrennung des Substanzgemisches der neutralen Fraktion wurde eine

Flash-Chromatographie durchgefiihrt.

In der unpolaren Fraktion (Fraktion Nr. 1, Pentan/Ether; 97,5/2,5; v/v) wurden Alkane, Monoterpene
und Furane nachgewiesen. Mit steigender Polaritét des Eluenten (Fraktion Nr. 2, Pentan/Ether; 95/5;
v/v; Fraktion Nr. 3 Pentan/Ether; 90/10; v/v;) wurden Ketone, Aldehyde, Alkene und Methylderivate
des Benzols eluiert. Die Pyrazine erluierten in der Fraktion mit der hochsten Polaritdt (Fraktion Nr. 5
Pentan/Ether; 70/30; v/v). In der Tabelle 3.4 sind die tiber den Vergleich mit Retentionsindizes auf
zwel Phasen und Massenspektren mit denen von Referenzverbindungen identifizierten fliichtigen

Komponenten der einzelnen Fraktionen aufgefiihrt.

Die Untersuchungen mittels HRGC-O der auf 100 pl einkonzentrierten Fraktionen 1-5 bestétigen,
dass mit der direkten Analyse des Aromaextraktes mogliche Koelutionen durch eine erneute Analyse

auf einer zweiten Kapillare unterschiedlicher Polaritit nahezu vollstindig erkannt wurden.
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Tabelle 3.4

Vortrennung des Aromastoffextraktes der Ernte 2000 g iiber
Flash-Chromatographie an Kieselgel

Fraktion Nr.

Aromastoff

19

2-Acetyl-5-methylfuran, A-3-Caren, A-4-Caren, Camphen, Decan, 2,5-Dimethylfuran,
Limonen, Nonan, Octan, 2,3,4-Trimethylfuran, 2-Pentylfuran, a-Phellandren,
a-Pinen, B-Pinen, 1-Octen

2

Benzaldehyd, Benzol, 2-Butanon, Butansdureethylester, Butansduremethylester,
(E)-2-Decenal 2-Ethyl-5-methylfuran, 2-Heptanon, 4-Heptanon, 2-(Z)-Heptenal,
Hexanal, (Z)-2-Hexenal, 2-Hexanon, 3-Hexanon, 2-Methylbutanal, 3-Methylbutanal,
3-Methyl-2-butanon, 3-Methyl-4-heptanon, 5-Methyl-2-hepten-4-on,
6-Methyl-5-hepten-2-on, 3-Methyl-2-pentanon, Nonanal, (E)-2-Nonenal, Octanal,
1-Octen-3-on, 2,3-Pentandion, 2-Pentanon, Toluol, p-Xylol

39

2-Butenal, Ethylacetat, Furfural, 2-Heptanol, 4-Heptanol, 3-Hexen-2-on, 2-Hexanol,
3-Methyl-2-butanol, 3-Methyl-4-heptanol, 1-Nonanol, 1-Octanol, 1-Octen-3-ol,
2-Pentanol, 3-Penten-2-on

49

59

2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazin, 2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin,
2-Ethyl-5-methylpyrazin, 2-Ethyl-6-methylpyrazin, Ethylpyrazin

FlieBmittelzusammensetzung;:
a) Pentan/Ether; 97,5/2,5; v/v;
b) Pentan/Ether; 95/5; v/v;

c¢) Pentan/Ether; 90/10; v/v;
d) Pentan/Ether; 80/20; v/v;
e) Pentan/Ether; 70/30; v/v;

Insgesamt bestitigen die Untersuchungen der Einzelfraktionen mittels HRGC-O die in Tabelle 3.2

und Tabelle 3.3 aufgefiihrten Komponenten als wichtige, das Gesamtaroma gerosteter

Haselnusskerne prigende Aromastoffe.
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3.2.3 Identifizierung von Geruchstoffen in Haselnussolen mittels thermischer

Desorption und anschlieBender Kryofokussierung (TCT-HRGC-0O)

Eine schonende Methode zur Anreicherung von Aromastoffen besteht in der Gasextraktion von
Lebensmitteln. Bei fettreicher Matrix fiihrt die Lipophilie der Aromastoffe jedoch im Allg. zu
geringen Ausbeuten und damit zu Problemen der Empfindlichkeit. Gute Extraktionsausbeuten
werden durch den Einsatz einer dynamischen Headspace-Desorption mit einem TCT-Injektor
(Temperatur-kontrollierte-Thermodesorption) erreicht, bei der das zu analysierende Ol frisch
gepresster Haselnusskerne direkt in den Liner der Injektoreinheit eingespritzt wird. Hierbei fiihren
niedrige Desorptionstemperaturen zu Minimierungen einer Peroxidation und Pyrolyse. Die bei einer
Headspace-Analyse auftretenden Verluste durch Adsorptionen an den Glaswandungen werden tiber

den kurzen Transportweg der Zielanalyten verringert.

Zur Isolierung der Aromastoffe wird das Ol gepresster Haselnusskerne direkt in die Injektoreinheit
des TCT- Systems injiziert. Die am Kapillaranfang fokussierten fliichtigen Komponenten werden
chromatographisch getrennt und mittels Olfaktometrie untersucht. Eine wéhrend der Trennung
auftretende Nachelution von Aromastoffen wird tiber eine Gas-Riickspiilung der Desorptionseinheit

vermieden. Nach jeder GC-Analyse wird der mit Ol beladene Glasliner ausgetauscht (vgl. Abb. 3.2).

Abbildung 3.2 Aufbau und Funktionsweise des TCT-Injektors
= +— Injektorkopf
1 o
austauschbarer Glasliner ' @ 71— Ventile
Glaswolle ' &
. _ o
Heizblock -+ ®
v
@ +—— Gasregelung
— Gaiﬂuiil wihrend der A Kiihlfalle
Desorption 1L —
Gaiﬂu:‘-:‘: nach der !_:: GC-Ofen
Desorpnon )

Die Ermittlung der FD-Faktoren erfolgt im Falle der direkten thermischen Desorption iiber eine

schrittweise Reduktion der Ol-Injektionsvolumina. Aromastoffe, die in den kleinsten
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Injektionsvolumina olfaktorisch noch wahrnehmbar sind, erhalten als potenteste Aromen die

hochsten FD-Faktoren.

3.2.3.1 Methodenentwicklung

Die Extraktionsausbeute der dynamischen Headspace-Analyse wurde durch die Variation der
Desorptionstemperatur, Desorptionszeit und der Injektionsvolumina optimiert. Eine Uberpriifung der

Vollstindigkeit der Extraktion erfolgte durch die erneute Analyse eines bereits desorbierten Oles.

Um eine schonende Extraktion der Aromastoffe zu erreichen, wurde die Desorptionstemperatur
moglichst niedrig gewahlt. Bedingt durch die Warmetibertragungen des Gaschromatographen auf die
Injektoreinheit wurden reproduzierbare Ergebnisse bei einer Desorptionstemperatur ab 60 °C

(60 min) erzielt.

Mit der Desorption von 100 ul eines frisch gepressten Haselnussoles lagen die Konzentrationen der
extrahierten Aromastoffe in einem zur Analyse geeigneten Konzentrationsbereich. GroBere

Injektionsvolumina fiihrten zu einer Uberladung der Siule mit dem Monoterpen o-Pinen.

Fine maximale Extraktionsausbeute origindrer Pflanzeninhaltstoffe wurde mit einer Desorptionszeit
von 60 min erreicht. Nach einer zweiten Desorption und Analyse des Oles wurden die Monoterpene

nicht mehr nachgewiesen.

Der Einfluss der Desorptionstemperatur und der Desorptionszeit auf die Konzentration typischer
Peroxidationsprodukte von Fettsduren ist in Diagramm 3.2 dargestellt. Eine Verdoppelung der
Desorptionszeit fiihrte bei Hexanal und Nonanal zu anndhernd gleichen Ausbeuten, die Flichenwerte

von (E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal nahmen zu.

Wihrend Verbindungen aus der Klasse der Monoterpene nach einer zweiten Desorptionsphase eines
bereits desorbierten Oles nicht mehr nachgewiesen werden konnten, wurden Peroxidationsprodukte
auch nach einer dreifachen Desorption des Oles von insgesamt 180 min detektiert (Diagramm 3.3).
Hierbei nahm die Konzentration der Alkanale ab, wihrend die des (E,E)-2,4-Nonadienals ein
Maximum durchlief und die Konzentration des (E,E)-2,4-Decadienals {iber den Desorptionszeitraum
zunahm. Moglicherweise werden (E,E)-2,4-Nonadienal, (E,E)-2,4-Decadienal, Hexanal und Nonanal
aus bereits im Ol vorliegenden labilen Vorldufern (Linolsiurehydroperoxide) durch die thermische

Belastung gebildet (vgl. Kapitel 3.2.4).
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Diagramm 3.2 Extraktionsausbeuten typischer Oxidationsprodukte und des a-Pinens
von 100 pl frisch gepresstem Haselnussol der Ernte 2000 bei 30 und

60 Minuten Desorption
Flache
30000 - B 30 Minuten @ 60 Minuten
25000 +
-
20000 - (Flache*1/100)

Hexanal Nonanal 2,4-(E/E)- 2,4-(E/E)- a-Pinen
Nonadienal Decadienal

Diagramm 3.3 Extraktionsausbeuten typischer Oxidationsprodukte nach aufeinander

folgender, dreimaliger Extraktion von 100 ul frisch gepresstem
Haselnussol der Ernte 2000

Fléche E 1.Desorption 60 Min.
90000 - P (Fliche*1/10)
80000 - @ 2.Desorption 60 Min.
70000 +
60000 - 0O 3.Desorption 60 Min.
50000 +
40000 -
30000 +
20000 -
10000 +
0 B
Hexanal Nonanal 2,4-(E/E)- 2,4-(E/E)- a-Pinen
Nonadienal Decadienal

Die Desorptionsphase wurde unter dem Aspekt einer vollstdndigen Extraktion origindrer Aromastoffe

und zur Minimierung peroxidativer Prozesse auf 60 min bei 60 °C festgelegt.
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3.2.3.2 Ergebnisse der TCT-HRGC-O

Die Reproduzierbarkeit der Analyse wurde mit einer vierfachen Injektion von jeweils 100 ul eines
homogenisierten Oles aus frisch gepressten Haselnusskernen iiberpriift (Tab.3.5). Wihrend
Aromakomponenten mit kurzen Retentionszeiten gute Peak-Symmetrien aufwiesen, fiihrten die
hohen Retentionszeiten der Komponenten (E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal zu
Peakverbreiterungen und damit zu einer stirkeren Abweichung der Integrationsflichen. Die
Genauigkeit der hier neu entwickelten TCT-HRGC-O Methode ist fiir die olfaktorische
Untersuchung von Proben ausreichend, da die Bestimmung der FD-Faktoren mit einem Fehler von

Faktor ca. 2-3 behaftet ist.

Tabelle 3.5 Reproduzierbarkeit der dynamischen Headspace- Technik bei der
Analyse von Haselnussol
(60 Minuten Desorptionszeit, 4 Bestimmungen)

Verbindung Variationskoeffizient
Hexanal 9,7
o-Pinen 10,6
3-Methyl-4-heptanon 11,7
Filberton 12,4
Nonanal 13,5
2,4-(E,E)-Nonadienal 28,4
2,4-(E,E)-Decadienal 38,2

Wihrend bei der AEVA aufgrund der benétigten Probenmenge von ca. 400 g Probe/Analyse nur
Durchschnittsproben  untersucht werden konnen, lassen sich mit der TCT-HRGC-O
Einzelnussanalysen durchfithren. Die Einzelnussanalyse bietet die Moglichkeit einzelne Individuen
einer Probencharge zu untersuchen und damit die Variationsbreite der Aromastoffzusammensetzung
zu ermitteln. Dariiber hinaus kénnen Einzelniisse halbiert werden und eine Hélfte fiir sensorische
Untersuchungen und die andere Hélfte zur Analyse eingesetzt werden. Durch diese Vorgehensweise
ist eine direkte Korrelation von sensorischen und analytischen Daten moglich. Der Einfluss einzelner
Haselnusskerne auf die Gesamtaromaqualitdt der Durchschnittsprobe wird bei dieser Vorgehensweise

nicht erfasst.

Fiir die Untersuchung mit der TCT-HRGC-O wurden sensorisch verkostete Haselnusshélften der
Erntejahre 2000 und 1998 n sowie der Ernte 2000 g untersucht. Die Ermittlung der FD-Faktoren
erfolgte mittels HRGC-O durch Injektion verschiedener Olmengen.
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3.2.3.2.1 TCT-HRGC-O roher Haselnusskerne

Das Ol von 10 Haselnusshilften der Ernte 2000 mit frischem, angenehm nussigen Geschmack sowie
das von 10 Haselnusshélften der Ernte 1998 n mit seifigem und ranzigem Geschmack wurde jeweils

vereinigt, homogenisiert und zur Analyse eingesetzt.

Beim Abriechen der Ernte 2000 konnten bei einer Injektion von 50ul Ol 37 aromaaktive
Komponenten wahrgenommen werden. Ein Auszug aus den Ergebnissen ist in Tabelle 3.6, die
vollstdndige Liste ist in Tabelle 5.3 (Kapitel 5.1.2) dargestellt. Im Vergleich zur Ernte 1998 n wurden
bei einer Injektion von 5ul Ol 32 aromaaktive Komponenten wahrgenommen (Tab. 3.7 und
Tab. 5.4). Die Analyse der Ernte 1998 n mit groBeren Volumina fiihrte zu Wahrnehmungsstérungen

am Sniffing-Port aufgrund zu starker Uberlagerungen einzelner Geruchseindriicke.

Uber stoffspezifische Eigenschaften (RI-Werte an zwei Kapillarphasen unterschiedlicher Polaritit,
massenspektroskopischen- und sensorischen Eigenschaften) konnten insgesamt fiir die Ernte 2000
und Ernte 1998 n 35 Komponenten iiber den Vergleich ihrer Retentionsindizes und Massenspektren
mit denen von Referenzverbindungen identifiziert werden (Tab. 5.3 und Tab. 5.4, Kapitel 5.1.2).
Mittels der thermischen Desorption wurden leichter fliichtige Komponenten erfasst, die bei der
AEVA vom Losungsmittel iiberdeckt werden. So wurde neben unbekannten Verbindungen das
2-Methylpropanal (malzig), das Propanal (fruchtig, stechend), das 1-Octen (griin), das 2-Butanon
(atherisch), das Aceton (lIosungsmittelartig) und das Ethylacetat (Nagelack, 16sungsmittelartig) mit
FD-Faktoren >1 wahrgenommen, die aufgrund der Fliichtigkeit bei der AEVA nicht detektiert

wurden.

Die Aromastoffe, die in der Ernte 2000 (Ol aus 10 Haselnusshilften, sensorisch kontrolliert) mit
hohen FD-Faktoren von 50 wahrnehmbar sind, waren neben einer unbekannten Verbindungen
(RI-FFAP = 783) das 2-Butanon (&therisch), das Camphen (campherartig), das 3-Methylbutanal
(malzig), das 2-Pentanon (fruchtig, bananenartig), das P-Pinen (terpenartig, harzig) und das
a-Phellandren (terpenartig, medizinisch). o-Pinen (terpenartig), 2-Methylbutanal (malzig) und

1-Octen (griin) wurden als wichtige Aromastoffe mit FD-Faktoren von 10 erkannt.
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Tabelle 3.6 Teilergebnisse der TCT- Olfaktometrie der fliichtigen Verbindungen in

Haselnusskernen der Ernte 2000 (10 Einzelnusshiilften)

Verbindung ¥ Geruchsqualitit” RI RI FD-Faktor
(DB-FFAP) | (DB-5) Ernte 2000

2-Butanon atherisch 870 - 50

Camphen campherartig 1065 949 50

3-Methylbutanal malzig 927 652 50

2-Pentanon fruchtig, nach Banane | 972 - 50

a-Phellandren terpenartig, 1209 1007 50

medizinisch

B-Pinen terpenartig, harzig 1102 985 50

Unbekannt - 783 - 50

2-Methylbutanal malzig 907 663 10

a-Pinen terpenartig 1013 940 10

1-Octen griin 830 768 10

Unbekannt - 724 - 10

a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitit am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wéihrend der HRGC-O

In der Ernte 1998n (Ol aus 10 Haselnusshilften, sensorisch kontrolliert) wurden die Aromastoffe
A-3-Caren (terpenartig), 4-Heptanol (fruchtig), Limonen (&therisch, nach Zitrone), Octanal (seifig,
citrusartig) und 1-Octen-3-on (pilzartig, metallisch) mit hohen FD-Faktoren von 50 wahrgenommen
(Tab. 3.7). Zwei nicht identifizierte Verbindungen (RI-FFAP = 1560 und 1589) wurden ebenfalls als

wichtige Komponenten mit hohen FD-Faktoren erkannt.

Ein Vergleich der potentesten Geruchsstoffe der Ernte 2000 mit der Ernte 1998 n (Ol aus jeweils 10
Haselnusshélften, sensorisch kontrolliert) vermittelt einen Gesamteindruck iiber die Unterschiede
zwischen den beiden Proben. So dominierten in der Ernte 2000 fruchtige, terpenartige, malzartige,
atherische, campherartige, harzige und medizinische Geruchseindriicke, wihrend in der Ernte 1998 n
neben den fruchtigen, terpenartigen, campherartigen und &therischen Geruchseindriicken seifige,

metallische, erdige, saure, griine, pilzartige und bittermandelartige Aromanoten dominierten.
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Tabelle 3.7 Teilergebnisse TCT-Olfaktometrie der fliichtigen Verbindungen in
gelagerten Haselnusskernen der Ernte 1998 n (10 Einzelnusshélften)

Verbindung ® Geruchsqualitit” RI RI FD-Faktor
(DB-FFAP) | (DB-5) Ernte 1998 n
A-3-Caren terpenartig 1141 1020 50
4-Heptanol fruchtig 1310 - 50
Limonen dtherisch, nach Zitrone 1193 1030 50
Octanal seifig, citrusartig 1280 1004 50
1-Octen-3-on @ pilzartig, metallisch 1300 980 50
Unbekannt fruchtig 1560 - 50
Unbekannt erdig, kellerartig 1589 - 50
Benzaldehyd bittermandelartig 1496 963 10
2-Butanon atherisch 870 - 10
B-Pinen terpenartig, harzig 1102 985 10
Camphen campherartig 1065 949 10
Decanal seifig, blumig 1477 1207 10
Essigsdure sauer, scharf 1450 - 10
Filberton nussartig 1295 968 10
1-Octen griin 830 - 10
2-Pentylfuran butterartig, griine 1222 977 10
Bohnen, Siilholz
a-Phellandren terpenig, medizinisch 1209 1007 10
Unbekannt petroleumartig 1460 - 10
a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitdt am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wihrend der HRGC-O

c) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf der Basis
der in a) angegebenen Kriterien.

Im Gegensatz zur Ernte 1998 n konnten die Oxidationsprodukte Nonanal (seifig), Decanal (seifig,
blumig) und 1-Octen-3-on (pilzartig) in der Ernte 2000 geruchlich nicht wahrgenommen werden
(Tab. 5.3 und Tab. 5.4). Ebenfalls nicht identifiziert wurden das 4-Heptanol (fruchtig), Essigsdure
(sauer, scharf) und das 4-Heptanon (fruchtig, ananasartig). Wichtige Aromastoffe der Ernte 2000 wie
das B-Pinen (terpenartig, harzig), Camphen (campherartig) und das o-Phellandren (terpenartig,
medizinisch) mit hohen FD-Faktoren (FD = 50) wurden in der Ernte 1998n mit niedrigeren
FD-Faktoren erkannt (FD = 10). In der Ernte 1998 n wurden die in der Ernte 2000 mit geringen
FD-Faktoren wahrgenommenen Komponenten Myrcen (&therisch, seifig), a-Terpinen (terpenartig)

und 2-Nonanon (blumig, fettig) nicht erkannt. Das Filberton (nussartig) wurde in der Ernte 2000
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nicht wahrgenommen, wahrend es in der gelagerten Ernte 1998 n in den mittleren Injektionsvolumina

(FD = 10) auftrat.

In Diagramm 3.4 sind die FD-Faktoren fiir Verbindungen mit deutlichen Unterschieden zwischen der

Ernte 2000 und Ernte 1998 n graphisch aufgetragen.

Diagramm 3.4 FD-Faktoren ausgewihlter Verbindungen der Ernte 2000 und
Ernte 1998 n

FD-Faktor B Ernte 2000
50 O Ernte 1998 n

Verbindung 2

3.23.2.2 TCT-HRGC-O gerosteter Haselnusskerne

Die hohe Aromastoffkonzentration gerdsteter Haselnusskerne fiihrte bei einer Injektion von 50 pl Ol
aus 10 Haselnusshidlften der Ernte 2000g (sensorisch einwandfrei) zu {iberlagernden
Geruchseindriicken am Sniffing-Port. Aus diesem Grund wurde nur die frische Ernte 2000 g mit

einem Injektionsvolumen von 10 ul Ol zur Analyse eingesetzt.

Insgesamt wurden fiir die Ernte 2000g mit der TCT-HRGC-O Methode 56 aromaaktive
Komponenten bei einer Injektion von 10 ul Ol wahrgenommen. Ein Auszug aus den Ergebnissen ist

in Tabelle 3.8, die vollstindige Liste ist in Tabelle 5.5, Kapitel 5.1.2 dargestellt.

Uber stoffspezifische Eigenschaften (RI-Werte an zwei Kapillarphasen unterschiedlicher Polaritit,
massenspektroskopischen- und sensorischen Eigenschaften) konnten insgesamt 44 Komponenten

identifiziert werden.
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Tabelle 3.8 Teilergebnisse der TCT-Olfaktometrie der fliichtigen Verbindungen in

Haselnusskernen der Ernte 2000 g (10 Einzelnusshilften)

Verbindung ® Geruchsqualitit ” RI RI FD-Faktor
(DB-FFAP) (DB-5) Ernte 2000 g
B-Pinen terpenartig, harzig 1102 985 100
3-Methylbutanal malzig 927 652 100
Octanal seifig, citrusartig 1268 1004 100
Pentanal stechend, 968 722 100
bittermandelartig
Propanal fruchtig, stechend 796 450 100
Acetaldehyd stechend, dtherisch, 647 - 50
2-Butanon atherisch 870 - 50
2,5-Dimethylpyrazin nussartig 1390 906 50
Filberton haselnussartig 1295 968 50
3-Methyl-4-heptanon fruchtig, nussartig 1159 925 50
6-Methyl-5-hepten-2-on | griin, fettig, stechend | 1332 985 50
Myrcen krautig, metallisch 1172 989 50
2-Pentylfuran butterartig, griine 1222 977 50
Bohnen, Siifholz
a-Phellandren terpenig, medizinisch | 1209 1007 50
2-Pentanon fruchtig, nach Banane | 972 - 50
o-Pinen terpenartig 1013 950 50
Unbekannt - 1150 - 50
A-3-Caren terpenartig 1135 1020 10
Camphen campherartig 1065 949 10
Ethylbutanoat fruchtig 1030 803 10
(Z)-2-Heptenal griin, fettig 1319 957 10
Hexanal griin 1082 801 10
3-Isobutyl-3- erdig 1517 1184 10
methoxypyrazin ©
Limonen atherisch, citrusartig | 1180 1030 10
Nonanal seifig 1388 1102 10
2,3,5-Trimethylfuran rostig 1050 730 10
Unbekannt - 1092 - 10
a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitdt am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wihrend der HRGC-O

c) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf der Basis
der in a) angegebenen Kriterien.
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Die hochsten FD-Faktoren wurden fiir 3-Methylbutanal (malzig), B-Pinen (terpenartig, harzig),
Octanal (seifig, citrusartig), Pentanal (stechend, bittermandelartig) und Propanal (fruchtig, stechend)
erkannt. Weiterhin wiesen die Aromastoffe Acetaldehyd (stechend, &dtherisch), 2,5-Dimethylpyrazin
(nussartig), Filberton (haselnussartig), 3-Methyl-4-heptanon (fruchtig, nussartig),
6-Methyl-5-hepten-2-on (griin, fettig, stechend), Myrcen (krautig, metallisch), 2-Pentylfuran
(butterartig, griine Bohnen), o-Phellandren (terpenig, medizinisch), 2-Pentanon (fruchtig, nach
Bananen), 2-Butanon (dtherisch) und das a-Pinen (terpenartig) sowie eine unbekannte Verbindung

hohe FD-Faktoren auf.

Im Vergleich zu rohen Haselnusskernen wurden in den gerosteten Haselniissen die Aldehyde
Propanal, Pentanal, Hexanal, Octanal und das Filberton mit hoheren FD-Faktoren wahrgenommen.
Die sensorische Relevanz origindr vorkommender Inhaltstoffe ist in den rohen Haselnusskernen
aufgrund fehlender Rostaromen hoher als in den gerosteten Haselnusskernen. Rostaromen wie z. B.

das 2,5-Dimethylpyrazin waren in den rohen Haselnusskernen sensorisch nicht nachweisbar.

3.2.4 Diskussion

Mittels AEVA wurden in frischen Haselnusskernen der Ernte 2000 (Durchschnittsprobe aus
400 g Untersuchungsmaterialien) die Verbindungen Octanal, 1-Octen-3-on,
2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazin und 2-Acetyl-1-pyrrolin mit hohen FD-Faktoren als potente
Aromastoffe identifiziert. Auf Basis des FD-Faktors leisten diese Verbindungen einen hohen Beitrag

zum Gesamtaroma roher Haselniisse.

Die wichtigen Geruchstoffe, die bei der Lagerung von Haselniissen entstehen, wurden mittels
vergleichender AEVA von frischen (Ernte2000) und gelagerten Haselniissen (Ernte 1998n)
untersucht. Die FD-Faktoren der aromaktivsten Komponenten in der frischen und gelagerten Probe
zeigten keine signifikanten Unterschiede. Fiir die Lipidoxidationsprodukte Hexanal,
(E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal wurden in der gelagerten Probe (Ernte 1998 n) im
Vergleich zur frischen Probe (Ernte 2000) héhere FD-Faktoren gefunden.

Uber die direkte Injektion und Desorption der Ole mit der TCT-HRGC-O Methode wurden als
aromarelevante Verbindungen origindre Inhaltstoffe wie das a-Pinen, B-Pinen, a-Phellandren und

Camphen in rohen und gerdsteten Haselnusskernen erkannt. Dariiber hinaus wurden in gelagerten
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Haselnusskernen im Vergleich zur frischen Ernte 2000 erhohte FD-Faktoren fiir das A-3-Caren und
das Limonen nachgewiesen. Im Gegensatz zur AEVA wurden mittels der TCT-HRGC-O Methode
Octanal, Decanal und das 1-Octen-3-on mit hohen FD-Faktoren als potente Aromastoffe der
gelagerten Haselnusskerne erkannt. Die Verbindungen wurden in der frischen Ernte2000 nicht
wahrgenommen. Hexanal wurde in der frischen Ernte hoher bewertet als in der gelagerten Ernte.
Octanal wurde bereits von Barthel et al., 1974 als wichtige Geruchskomponente in oxidierten
Haselntissen beschrieben. Die mittels AEVA in Durchschnittsproben (Ernte 2000 und Ernte 1998 n)
nachgewiesenen Peroxidationsprodukte (E)-2-Nonenal, (E)-2-Decenal, (E,E)-2,4-Decadienal,
(E,Z2)-2,4-Decadienal, (E,Z)-2,4-Nonadienal, (E)-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal wurden mit der
TCT-HRGC-O Untersuchung nicht nachgewiesen.

Ein Vergleich der Ergebnisse der AEVA und TCT-HRGC-O zeigt, dass mittels der AEVA- Technik
nussartige, pilzartige, rostige, seifige, kartoffelartige und fettige Geruchseindriicke dominierten,
wiahrend bei der TCT-HRGC-O Methode potente Verbindungen mit fruchtigem, terpenartigem,

atherischem und campherartigem Geruch auftraten.

Die Unterschiede in der Bewertung der Aromarelevanz einzelner Verbindungen bei der AEVA und
TCT-HRGC-O Methode ist u.a. auf die unterschiedliche Probenvorbereitung zuriickzufiihren. Die
AEVA bedingt eine lange Probenaufarbeitung (1-2 Tage) bei der eine Autoxidation des isolierten
Haselnussoles eintreten kann. Dagegen wird bei der TCT-HRGC-O Methode nur ein Pressvorgang
des Oles und eine sich anschlieBende Desorption der Geruchstoffe aus dem isolierten Haselnussl
benotigt (~75 Min). Weiterhin sind die Ausbeuten bei der Isolierung der Geruchstoffe bei den

beschriebenen Verfahren unterschiedlich.

Mit der schonenden und einfachen Probenaufarbeitung der TCT-HRGC-O Methode werden
autoxidative Prozesse weitgehend gehemmt. Nicht ausschlieBen lassen sich jedoch enzymatische
Prozesse wéhrend des Pressvorganges und wihrend der Desorptionsphase. Durch das Pressen der
Kerne werden die Zellen zerstort und Enzymsysteme freigesetzt. Vom IVV, Freising wurden in den
untersuchten Proben Aktivititen der Lipoxidase, Peroxidase, Alkoholdehydrogenase und
Phenoloxidase nachgewiesen (Diagramm 6.2 - 6.5, Anhang Ergebnisse IVV) [Rieblinger und Guth,
2002]. Bei Extraktionsbedingungen von 60 min Desorptionszeit und 60 °C Desorptionstemperatur ist
anzunehmen, dass die Enzymsysteme weitgehend intakt sind. Unter Beriicksichtigung der
Substratspezifitit der  Lipoxygenase auf das (Z,Z2)-1,4-Pentadiensystem und der
Fettsdurezusammensetzung der Haselnusskerne (vgl. Tab. 6.3, Tab .6.5 und Tab. 6.7) kann die
Konzentrationszunahme des (E,E)-2,4-Decadienals bei einer wiederholten Desorption des Oles auf

einen Abbau von labilen Hydroperoxiden zuriickgefiihrt werden (Diagramm 3.3). Dagegen deutet die

29



kontinuierliche Konzentrationsabnahme des Nonanals auf eine unvollstindige bzw. =zeitlich
verzogerte Desorption der aus der Autoxidation der Olsdure hervorgehenden Komponente hin. Die
erhohten FD-Faktoren des Hexanals fiir die Emte 2000 (Tabelle 3.6) im Vergleich zur Ernte 1998 n
(Tabelle 3.7) konnen durch einen Abbau von Fettsdurehydroperoxiden mit einer Hydroperoxid-Lyase

erklart werden. Die Aktivitit der Lyase nimmt vermutlich mit der Lagerung der Ware ab.

Bei den gerosteten Proben sind die Unterschiede in den FD-Faktoren (Ernte 2000 und Ernte 1998 n)
weniger signifikant. Ubereinstimmende Geruchseindriicke bei der AEVA und TCT-HRGC-O waren:
nussartig, malzartig, fruchtig, seifig und rostig. Von den Ergebnissen der AEVA abweichend wurden
mit der TCT-HRGC-O im Weiteren dtherische, krautige, metallische, stechende, bittermandelartige,
butterartige und harzige Geruchseindriicke wahrgenommen. Die in den gerdsteten Haselnusskernen
als wichtige Aromastoffe identifizierten Verbindungen wurden mit Ausnahme des
3-Methyl-4-heptanons, 2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazins, o-Pinens, A-3-Carens,
o-Aminoacetophenons und des Methionals bereits in der Literatur als potente Aromastoffe von

Haselnussolen identifiziert [Matsui et al., 1998].

Zu Dbericksichtigen ist bei einem Vergleich der Untersuchungsergebnisse der beiden
Analysenverfahren (TCT-HRGC-O, AEVA) der Einfluss der Probennahme. Insbesondere bei der
gelagerten Ernte fithrte der Einsatz von homogenisierten Mischproben bei der AEVA zu geringen
Unterscheidungsmerkmalen zwischen frischer und gelagerter Ernte. Demgegeniiber ermdglicht die
TCT-HRGC-O Methode eine Einzelnussanalytik, die die Variationsbreite der Probencharge erfassen
kann. Haselnusskerne, die durch eine Lagerung einer Lipidoxidation ausgesetzt waren, konnen

mittels TCT-HRGC-O Technik eindeutig erkannt werden.

Insgesamt zeichnet sich die TCT-HRGC-O Methode durch eine einfache und schonende
Probenvorbereitung aus und ist wenn moglich der AEVA vorzuziehen. Die Untersuchungen zur
Bewertung der Aromarelevanz einzelner Verbindungen sind jedoch auf Verbindungen beschrénkt,

die in hoheren Konzentrationen vorliegen.
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3.3 Quantifizierung wichtiger Geruchsstoffe in Haselnusskernen

Zur  Qualitdtsabschitzung  von  Haselnusskernen ~ wurden  Bewertungskriterien  aus
Quantifizierungsergebnissen, der mittels AEVA und TCT-HRGC-O als wichtig erkannten

Aromastoffe, erarbeitet.

Als  Analysensystem  wurde ein  GC-System  eingesetzt,  welches mit einem
Direct-Thermal-Desorption- (DTD) Injektor und einem Time-Of-Flight- Massenspektrometer
(TOF-MS) ausgestattet war. Das Prinzip der Methode ist in Abb. 3.3 dargestellt.

Abbildung 3.3 Prinzip der DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse

T T Schritt 1: Pressung der Haselnuss
E ' Schritt 2: Einbringen des Oles in den Glasliner

| f (ca. 5 mg) — Y
w Schritt 3: Installation des Linersl\"J—ﬁ" \ ——
A | =

Schritt 4: Desorption L

bei 150°C fiir 3,5 min ?.,._.;
- CEES o Schritt 5: Fast-GC-Analyse
; E: Il T mit Kryofokussierung
B I Schritt 6: Detektion mit
ik | Tﬁr TOF-MS
|: |‘¥ : éi Schritt 7: Dekonvolution
— }Qi : der Massenspektren

Schritt 8: Identifizierung der
Komponenten
iiber Massenspektrum

und Retentionsindex

Weiterhin  wurden Quantifizierungsexperimente mittels Isotopenverdiinnungsanalysen (IVA)

durchgefiihrt (Kapitel 3.3.2).
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3.3.1 DTD/Fast-GC/TOF- Massenspektrometrie

Die DTD/Fast-GC/TOF-Methode beruht auf der thermischen Desorption und Gasextraktion
fliichtiger Verbindungen aus Haselnussélen iiber die direkte Injektion der Ole in einen als DTD-
konzipierten PTV-Injektor. Mit einer Kryofokussierung werden aus der Lipidmatrix verdampfende
Komponenten auf der Trennsdule ausgefroren und anschlieend mit schneller Gaschromatographie

(Fast-GC) getrennt. Die Detektion nach ElektronenstoBionisation (EI) erfolgt iiber das TOF-MS.

Der Vorteil der DTD-Injektion liegt in einem kurzen Transferweg der fliichtigen Komponenten aus
der Olmatrix zur GC-Siule und verringert somit Verluste durch Adsorption und Zersetzung. Eine
wichtige Voraussetzung zum direkten Einsatz der Methode in der Routineanalytik bildet der
automatisierbare Austausch des Insertliners. Uber eine pneumatische Steuerung wird der Injektorkopf
gedftnet und der Liner ausgetauscht. Beim Schlieen penetriert die Triagergasleitung das Septum des
Glasliners. Das zur Analyse eingesetzte Injektionsvolumen ist von der Aromaintensitit des Oles, der
Polaritét der Aromakomponenten, der Trennséulenkapazitidt und der Empfindlichkeit des Detektors
abhingig. Die Reproduzierbarkeit der thermischen Desorption wird durch das Injektionsvolumen, die

Desorptionszeit und Desorptionstemperatur sowie durch die Konstruktion des Liners bestimmit.

Durch den Einsatz der TOF-Technik als Detektionsmethode wird die Anwendung der
chromatographischen Trennung als Fast-GC ermdglicht. Die nahezu diskriminierungsfrei erzeugten

¥ von den

Massenspektren werden mit einem Dekonvolutionsalgorithmus der Software Chroma'™
Spektren koeluierender Verbindungen bereinigt. Hierdurch kdnnen Zielanalyten auch bei den in der
Fast-GC auftretenden Koelution sehr sicher identifiziert werden. Die niedrige Nachweisgrenze des
Detektors erlaubt die Injektion kleiner Olvolumen von wenigen Mikrolitern, welche die
Voraussetzung zu hohen Extraktionsausbeuten mit guten Reproduzierbarkeiten der Desorption
bilden. Die Nachweisgrenze des Detektors ist auf 2pg (absolut) Hexachlorbenzol spezifiziert
(splitlose  Losungsmittelinjektion,  Signal/Rausch-Verhéltnis  10:1, m/z=284) und der

Linearitdtsbereich des Detektors iiber einen Konzentrationsbereich von ca. 6 Gréenordnungen

angegeben.
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3.3.1.1 Methodenentwicklung

Die Methodenentwicklung umfasste eine Optimierung der Parameter:
Linerkonstruktion

Injektionsvolumen

Desorptionstemperatur

Desoptionszeit

Weiterhin wurde die Aromastabilitét frisch gepresster Haselnussole mit der Standzeit iiberpriift.

Die erhohte Viskositit von Olen erforderte bei der automatisierten Injektion niedrige
Fiillgeschwindigkeiten der Injektionsspritze. Die durch Reinigung der Spritze verursachten
Kontaminationen organischer Losungsmittel konnten iiber Penetration der Injektionsnadel in den
Heizkorper eines zweiten Injektorkopfes (150°C, 1min.) bei gleichzeitigem Pumpen des

Spritzenstempels entfernt werden.

Bei einer Injektion von 10 pl eines frisch gepressten Oles roher Haselnusskerne wurde die Trennséule
mit a-Pinen {iberladen. Die Injektion von 5 ul Ol fithrte zu guten Peaksymmetrien. Durchschnittlich
150 Komponenten wurden mit einem Signal/Rausch-Verhéltnis groer 20:1 bei einer

Gesamtanalysenlaufzeit von 11,5 min detektiert.

Zur Optimierung der thermischen Desorption wurden zunichst verschiedene Liner-Konstruktionen
getestet (Abb. 3.4). Als Modellmatrix wurde ein neutrales Pflanzenél (raffiniertes Sonnenblumendl,
aromatisiert) und als Modellverbindungen a-Pinen und Camphen eingesetzt. Die besten Ergebnisse
wurden fiir die Glasliner Nr. 4 -5 erhalten (Variationskoeffizient 7% fiir a-Pinen). Die
Chromatogramme (Massenspuren von sieben identisch durchgefiihrten Olinjektionen) fiir diese
beiden Liner-Typen sind in Abbildung 3.5 gezeigt. Die Liner Nr. 1 -3 erwiesen sich wegen sehr

hoher Variationskoeffizienten bis zu 50% bei Mehrfachinjektionen als ungeeignet.

Bei einer thermischen Belastung der Ole kénnen mdgliche labile Aromastoffvorldufer (z. B.
Hydroperoxide) zersetzt und neue Aromastoffe gebildet werden. Liegt bereits eine oxidative
Schéadigung des an ungesittigten Fettsduren reichen Haselnussols vor, tritt eine Verstirkung der
Prozesse ein. Eine Optimierung der Desorption hinsichtlich einer Minimierung oxidativer
Schadigungen wurde in Abhéngigkeit von der Desorptionszeit und Desorptionstemperatur

durchgefiihrt.
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Abbildung 3.4 Getestete Glaslinerkonstruktionen
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Abbildung 3.5 Reproduzierbarkeit von Olinjektionen bei der dynamischen
Thermodesorption (Modellverbindungen: o.-Pinen und Camphen)
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Die Desorptionstemperatur wurde zwischen 35 bis 175°C variiert. Bei der Desorption mit
Temperaturen von 100 bis 175°C (Desorptionszeit 3,5 min) wurden erwartungsgemill die besten
Ausbeuten fliichtiger Verbindungen erzielt (Abbildung 3.6 A). Im Vergleich zu 150 sowie 175°C
sanken die Ausbeuten der Terpene bei 100 °C mit abnehmender Fliichtigkeit der Verbindungen. So
wurde das a-Pinen als origindrer Inhaltstoff zwischen 100 bis 175 °C nahezu vollstindig extrahiert,
wihrend das Monoterpen a-Phellandren bei einer Temperatur von 100 °C nur noch ca. 60 %, der mit

175 °C erzielten Ausbeuten erreichte.
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Der Einfluss der Temperatur auf Peroxidationsprodukte wird bei einem Vergleich der
Extraktionsausbeuten fiir 150 °C und 175°C am Beispiel des (E,E)-2,4-Nonadienals deutlich. Die
Konzentration des (E,E)-2,4-Nonadienals nimmt bei einer Desorptionstemperatur von 150°C im

Vergleich zu 175 °C um ca. 80 % ab (Abbildung 3.6 B).

Abbildung 3.6 Temperaturabhingigkeit der DTD-Injektion bei konstanter
Desorptionszeit (3,5 min)

A a-Pinen und Camphen (93 m/z) B (E,E)-2,4-Nonadienal (81 m/z)
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Die Optimierung der Desorptionszeit verfolgte ebenfalls die Zielsetzung der schonenden und
vollstindigen Extraktion der Analyten. Aus diesem Grunde wurde die Desorptionszeit zwischen
0,5 und 3,5 min bei einer Temperatur von 150 °C bzw. 175 °C variiert. Durch eine Verlangerung der

Desorptionszeit wurde die Extraktionsausbeute der Komponenten erhoht (Abbildung 3.7).

Als Parameter fiir die weiteren Analysen wurden eine Desorptionstemperatur von 150 °C und eine

Desorptionszeit von 3,5 min festgelegt.

Aufgrund der wihrend der Desorption stattfindenden Peroxidationen der Probenmaterialien ist die
Bestimmung einer Wiederfindung der Einzelverbindungen nicht sinnvoll, zumal die Identifizierung

von Qualititsabweichungen zwischen einzelnen Haselnussqualititen auf einer relativen Anderung der
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Aromazusammensetzung beruht. Zur Uberpriifung der Desorptionsausbeuten wurde daher lediglich
eine wiederholte Desorption eines bereits analysierten Oles durchgefiihrt. Wurde ein Ol unter den
oben beschriebenen Bedingungen extrahiert und nach der Analyse ein zweites Mal desorbiert, war
das a-Pinen und das Camphen nur noch mit >0,1% der urspriinglichen Flache nachweisbar. Fiir diese

Verbindungen konnen somit Wiederfindungen von > 99 % angenommen werden.

Abbildung 3.7 Zeitabhingigkeit der DTD-Injektion bei konstanter
Desorptionstemperatur (150 °C) fiir a-Pinen und B-Pinen (93 m/z)
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Abbildung 3.8 Einfluss der Standzeiten von Haselnussol nach der Pressung auf die
Geruchsstoffkonzentrationen ausgewéihlter Verbindungen
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Durch die Pressung roher Haselnusskerne werden intakte Zellen zerstort und Enzyme freigesetzt. In
Abbildung 3.8 ist der Einfluss der Standzeit auf die Aromastoffkonzentrationen im Haselnussol an
ausgewdhlten Verbindungen gezeigt. Nach der Pressung und einer Standzeit von 35 min nehmen die
Konzentrationen der Geruchsstoffe im Fall von a-Pinen leicht, im Fall von Nonanal drastisch ab;
nach einer Standzeit von 155 min ldsst sich Nonanal nicht mehr eindeutig nachweisen. Die drastische
Abnahme des Nonanals ist vermutlich auf eine enzymatische Reduktion mittels
Alkoholdehydrogenase zuriickzufiihren (vgl. Diagramm 6.5 und Kapitel 3.2.4). Die Analysen der
Proben wurden auf Basis dieser Ergebnisse sofort nach der Pressung durchgefiihrt. Die

Quantifizierung ausgewihlter Aromastoffe erfolgt iiber eine externe Kalibrierung.

3.3.1.2 Ergebnisse der DTD/Fast-GC/TOF-MS

Die Empfindlichkeit, mit der sensorische Abweichungen in Olen analytisch erfasst werden kénnen,
wurde zundchst in Modellstudien untersucht. Als Probenmaterialien wurden raffinierte, aromatisierte
Sonnenblumendle der Firma Bestfood, Kleve (Deutschland) eingesetzt. Die bis zu 12 Monate bei
Raumtemperatur gelagerten Ole wurden von einem ausgebildeten Panel der Firma Bestfood
sensorisch gepriift und die Qualitdt in eine Skala von 1-5 (Abstufungen: ausgezeichnet, gut,

gentigend, bedingt verzehrsfahig, nicht verzehrsfahig) eingestuft.

Zwei qualitativ schwach voneinander abweichende Ole (Sonnenblumensll: Note 1-2,
Sonnenblumendl II: Note 3) wiesen in der Zusammensetzung ihrer Aromaspektren nur geringfiigige
Unterschiede auf. So wurde bei dem sensorisch schlechter bewerteten Ol ein leichter Anstieg
sekundérer Peroxidationsprodukte und eine Abnahme in den Konzentrationen der Monoterpenen

festgestellt (Diagramm 3.5).

Eine Gegeniiberstellung ausgewdhlter Aromawerte (der Aromawert ist definiert als Quotient aus
Konzentration eines Geruchsstoffes und seinem Geruchschwellenwert, vgl. Kapitel 1) auf der Basis
nasaler Geruchschwellenwerte in Ol [Belitz et al., 2001] (Tab 3.9) zeigt, dass der iiber eine externe
Kalibrierung ermittelte Konzentrationsanstieg des (E,E)-2,4-Decadienals, Hexanals und des Octanals
mit Aromawerten > 1 sensorisch wahrnehmbar waren (Diagramm 3.6). Die Ergebnisse
demonstrieren, dass geringfiigige sensorische Unterschiede sehr empfindlich iiber eine Verschiebung
in den Aromaspektren der aromaaktiven Verbindungen (Aromawerte > 1) nachgewiesen werden

konnen.
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Tabelle 3.9

Geruchsschwellenwerte ausgewiihlter Aromastoffe aus der
Lipidperoxidation [ng/kg] in Ol nach Belitz et. al, 2001

Verbindung Geruchschwellenwert nasal Geruchschwellenwert retronasal
[ng/kg] [ng/kg]

Hexanal 320 75

Heptanal 3200 50

Octanal 320 50

Nonanal 13500 260

Decanal 6700 850

(E,E)-2,4-Nonadienal 2500 460

(E,Z)-2,4-Decadienal 10 -

(E,E)-2,4-Decadienal 180 40

Diagramm 3.5

[mg/kg O1]

Konzentration ausgewihlter Geruchstoffe fiir Sonnenblumendole
mit geringfiigigen sensorischen Abweichungen
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Diagramm 3.6 Aromawerte (nasal) ausgewihlter Geruchstoffe fiir
Sonnenblumendéle mit geringfiigigen sensorischen Abweichungen
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Die Ubertragbarkeit der Methode auf Haselnusskerne wurde an sensorisch verkosteten Nusshilften

der Erntejahre 1998 n und 2000 gepriift.

Eine Hilfte der Nuss wurde sensorisch bewertet und von der entsprechenden zweiten Hilfte das Ol
mittels einer Presse isoliert und analysiert. Die sensorische Bewertung wurde von einem geschulten
Priifer mit industrieller Erfahrung in der praktischen Qualititspriifung von Haselnusskernen
durchgefiihrt. Als Kriterium wurde eine Skalierung zwischen ,,Normal* fiir ,,arteigen, einwandfreier
roher Haselnusskern® und ,,abweichend” fiir einen nicht beschreibbaren, andersartigen
Sinneseindruck eingefiihrt. Die Intensitdten der Abweichungen wurden zwischen kaum wahrnehmbar

und stark wahrmehmbar eingestuft (Abstufungen: kaum, schwach, deutlich, stark wahrnehmbar).

Insgesamt wiesen die Aromaspektren eine anndhernd gleiche qualitative Zusammensetzung auf.
Ausnahmen bildeten Variationen sekunddrer Peroxidationsprodukte, insbesondere von Alkanen. Ein
Vergleich mit den Identifizierungsergebnissen der TCT-Olfaktometrie und der AEVA =zeigt
weitgehende Ubereinstimmung der Ergebnisse. Komponenten, welche bei den olfaktorischen
Untersuchungen noch in sehr niedrigen Konzentrationen wahrnehmbar waren, wie z. B. das
2,5-Dimethyl-3-methoxypyrazin oder das 2-Isobutyl-3-methoxypyrazin, wurden aufgrund der

geringen Injektionsmenge nicht identifiziert.

Deutliche Unterschiede in den quantitativen Zusammensetzungen zeigten sich sowohl innerhalb als
auch zwischen den Probenchargen. Beispielhaft sind die iiber eine externe Kalibrierung ermittelten
Konzentrationen ausgewihlter Geruchsstoffe fiir jeweils fiinf rohe Kerne der Ernte 2000 und

Ernte 1998 n in Tabelle 3.10 und Tabelle 3.11 dargestellt.
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Die geringen Konzentrationen der Monoterpene o-Pinen, B-Pinen, Camphen, A-3-Caren und
Limonen korrelieren mit der sensorischen Beschreibung der Nuss 1 Ernte 2000 (spur abweichend)
und zeigen eine verringerte Nussqualitit an. So liegt die Konzentration des a-Pinen fiir die
Nuss 1 Ernte 2000 im Vergleich zur Nuss 4 Ernte 2000 (normal) um den Faktor 9 niedriger. Eine
starke Zunahme der Monoterpene wurde bei den sensorisch abweichenden Haselnusskernen Nuss
1 Ernte 1998 n und 5 Ernte 1998 n festgestellt (Diagramm 3.7). Sensorisch unauffillige Kerne wiesen
auch nach zwei Jahren Lagerung bei Normallagerung keine erhohten Konzentrationen der Terpene
auf. Eine erhohte Konzentration der Monoterpene zeigt also nur dann eine gute Haselnussqualitit an,

wenn Peroxidationsprodukte nur in geringen Konzentrationen nachgewiesen werden.

Die Konzentration des Filbertons streute ohne erkennbare Tendenz mit Ausnahme der Nuss Nr. 4
Ernte 1998 n um ca. 1,2mg/kg Ol. Ein Grund fiir die abweichende Konzentration in dieser Nuss

konnte nicht festgestellt werden.

Diagramm 3.7 Konzentration einiger Monoterpene und Filberton in sensorisch
verkosteten Einzelniissen der Ernte 2000 und Ernte 1998 n,
Fraktion 11-133 mm &

[mg/kg O1]
40 B o-Pinen
35 1 m3-caren
30 B 3-Pinen

25 | @Filberton
20 + OCamphen
15 4 OLimonen

10
5
Nuss Nr. 4 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte

2000 2000 2000 2000 2000 1998 1998 1998 1998 1998

Fir die Lipidperoxidationsprodukte Hexanal, (E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal
wurden insgesamt hohere Gehalte in den Proben alter Ernte festgestellt. Eine Ausnahme bildet
hierbei die Nuss 1 Ernte 1998 n (Tab. 3.11, Diagramm 3.8). Trotz starker sensorischer Abweichung
konnten hohere Konzentrationen dieser Produkte nicht nachgewiesen werden. Eine néhere
Untersuchung der Spektren zeigte eine leicht erhohte Konzentration der n-Alkane Octan bis Decan
sowie grofe Anteile nicht quantifizierter, verzweigter Alkane (Diagramm 3.9, Abb. 3.9). Auftillig
sind ebenfalls hohe Konzentrationen zweier Komponenten, welche von der Nist-Datenbank mit

groer Wahrscheinlichkeit als N-Ethyl-ethanamin (P = 93,2%) und N-Butyl-1-butanamin

40



(P =84,1%) identifiziert wurde (Abb. 3.10). Die starke sensorische Abweichung der Nuss 1 Emnte

1998 n kann moglicherweise durch geruchsaktive Amine erklért werden.

Tabelle 3.10

Konzentrationen [mg/kg Ol] ausgewihlter Geruchstoffe in sensorisch
verkosteten Einzelniissen der Ernte 2000, Fraktion 11-13 mm &

Nuss Nr. 1 2 3 4 5
Sensorik kaum normal normal normal normal
abweichend

o-Pinen 1.74 10.08 12.39 15.45 12.61
Camphen 0.24 0.31 0.34 0.36 0.34
Filberton 1.16 1.19 1.23 1.24 1.17
B-Pinen 0.26 1.35 1.90 2.68 1.91
A-3-Caren 0.85 4.23 6.57 9.21 6.40
Limonen <0.05 <0.05 0.18 0.29 0.18
Hexanal <0.05 0.10 0.11 0.06 0.12
Octanal <0.05 <0.05 0.50 <0.05 0.55
Nonanal 0.54 0.58 0.73 0.67 0.87
Decanal <0.05 0.85 0.88 <0.05 0.93
(E,E)-2,4-Nonadienal | <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05
(E,E)-2,4-Decadienal | <0.05 <0.05 0.10 <0.05 0.10

Tabelle 3.11

Konzentrationen [mg/kg Ol] ausgewihlter Geruchstoffe in sensorisch
verkosteten Einzelniissen der Ernte 1998 n, Fraktionen 11-13 mm &

Nuss Nr. 1 2 3 4 5
Sensorik deutlich leicht normal normal stark
abweichend abweichend abweichend

o-Pinen 37.85 14.12 8.81 15.61 24.53
Camphen 0.61 0.35 0.31 0.38 0.46
Filberton 1.25 1.21 1.22 3.86 1.25
B-Pinen 8.09 2.26 1.40 3.09 3.83
A-3-Caren 25.31 8.19 3.28 9.62 13.46
Limonen 0.79 0.26 <0.05 0.37 0.37
Hexanal 0.19 0.54 0.66 0.31 0.90
Octanal <0.05 0.58 0.62 0.71 0.56
Nonanal <0.05 1.78 1.24 2.03 1.51
Decanal <0.05 0.99 0.93 1.09 0.95
(E,E)-2,4-Nonadienal | <0.05 <0.05 0.10 <0.05 0.13
(E,E)-2,4-Decadienal 0.20 0.48 0.61 0.20 2.03
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Diagramm 3.8 Konzentration ausgewéihlter Peroxidationsprodukte in sensorisch
verkosteten Einzelniissen der Ernte 2000 und Ernte 1998 n,
Fraktion 11-13 mm &

[mg/kg OI]
B Hexanal
O Octanal
2 |mNonanal I
@ Decanal
1.5 '@ (E,E)-2,4-Nonadienal i
0O(E,E)-2,4- Decadienal
1
0.5 H
0 1]
N N 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Pusbs I Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte
robe 2000 2000 2000 2000 2000 1998 1998 1998 1998 1998
Diagramm 3.9 Konzentration niedermolekularer n-Alkane in sensorisch
verkosteten Einzelniissen der Ernte 2000 und Ernte 1998 n,
Fraktion 11-13 mm &
[mglkg O1] 5
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Abbildung 3.9 Vergleich der Massenspur 57 fiir die sensorisch verkosteten
Haselnusskerne Nr. 1-3 Ernte 2000 und Nr. 1, 2
und 5 der Ernte 1998 n
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Abbildung 3.10 Vergleich der Massenspur 72 fiir die sensorisch verkosteten
Haselnusskerne Nr. 1-3 Ernte 2000 und
Nr. 1,2 und 5 der Ernte 1998 n
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Wihrend ein starker oxidativer Verderb von Haselnusskernen iiber den Nachweis des
(E,E)-2,4-Nonadienals und (E,E)-2,4-Decadienals erfasst werden kann, ist eine Qualitdtsbewertung
bei geringfiigiger sensorischer Abweichung nur durch eine differenzierte Untersuchung des
Aromaspektrums moglich. So weisen niedrige Werte der Monoterpene auf eine mindere Qualitét
frischer Haselnusskerne hin (Nuss 1 Ernte 2000). Ein Anstieg in den Konzentrationen der Terpene
weist in Kombination mit einem Anstieg von Kohlenwasserstoffen auf einen beginnenden Verderb
durch Lagerung hin (Nuss Nr. 3 und 4 der Ernte 1998 n). Mikrobiologische Kontaminationen mit
Hefen und Bakterien werden durch einen Anstieg von Stoffwechselprodukten wie z. B. Methylketone
oder organische Sduren angezeigt. Insbesondere das Beispiel der Nuss 1 Ernte 1998 n demonstriert,
dass eine allgemeine Qualititsbewertung anhand der Konzentrationsbestimmungen typischer

Oxidationsprodukte nicht ausreicht.

3.3.1.3 Einsatz chemometrischer Methoden zur Bewertung der Haselnussqalitit

Die Zusammenhidnge zwischen der Qualitdt von Haselnusskernen und der Aromastoffkonzentration
ausgewdhlter Verbindungen konnen mit Hilfe chemometrischer Verfahren erkannt und zur
Interpretation der Aromaspektren ausgenutzt werden. Zu diesem Zweck wurden statistische
Untersuchungen mit einer StichprobengroBe von 42 zufillig ausgewdhlten Einzelnusskernen

(sensorisch nicht verkostet) unterschiedlicher Lagerzeiten und Lagerbedingungen durchgefiihrt:

Proben:

Ernte 2000 - Proben Nr. 1-13
Ernte 1999k - Proben Nr. 14-21
Ernte 1999 n - Proben Nr. 22-26
Emte 1998 n - Proben Nr. 27-36

Ernte 1998 k - Proben Nr. 37-42

Die Proben wurden wie zuvor nach der in Kapitel 5.1.4 beschriebenen Methode analysiert. Der

Vergleich der Proben erfolgte auf Basis der mittels TOF-MS ermittelten Flachenwerte.

Bei der Betrachtung der Konzentrationsverhéltnisse einzelner Aromastoffe konnten die bisherigen
Ergebnisse einer Konzentrationszunahme typischer Oxidationsprodukte bei der Lagerung, wie die

des (E,E)-2,4-Nonadienals (Diagramm 3.11) und (E,E)-2,4-Decadienals, bestdtigt werden. So wurde
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das (E,E)-2,4-Nonadienal nur in den gelagerten Proben detektiert. In der Ernte 1998 n wurden z.B.
von 11 untersuchten Niissen in 5 Niissen stark erhohte Konzentrationen ermittelt. In der frischen
Ernte 2000 bzw. in sensorisch unauffilligen Haselnusskernen (Diagramm 3.8) war dieser
Geruchsstoff nicht nachweisbar. Hexanal, ein Indikator des oxidativen Fettverderbs in
Haferextrudaten [Guth und Grosch, 1994], wurde nur vereinzelt in gelagerten Kernen in signifikant
hohen Konzentrationen nachgewiesen (Diagramm. 3.12). Das von Barthel et al., 1974 in gelagerten
Haselnusskernen nachgewiesene Octanal, wurde in den kiihl gelagerten Ernten (1999 k und 19998 k)
der vorliegenden Proben in héheren Konzentrationen nachgewiesen als im Vergleich zu den normal
gelagerten Proben (1999n und 1998 n) (Diagramm 3.13). Dariiber hinaus wurde das
3-Methyl-4-heptanon als wichtiger Indikator fiir den Verderb von rohen Haselniissen bei der
Lagerung erkannt (Diagramm 3.10). Als moglicher Bildungsweg kann eine enzymatische Reduktion

des Filbertons nach folgendem Reaktionsschema vermutet werden:

Oxidoreduktase -
/ »
(0] 0]
Diagramm 3.10 Konzentrationsunterschiede des 3-Methyl-4-heptanon

in den Ernten 2000 - 1998 (n, k), Fraktion < 11 mm
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Diagramm 3.11 Konzentrationsunterschiede des (E,E)-2,4-Nonadienal
in den Ernten 2000 - 1998 (n, k), Fraktion < 11 mm
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Diagramm 3.12 Konzentrationsunterschiede des Hexanal
in den Ernten 2000 - 1998 (n, k), Fraktion < 11 mm
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Diagramm 3.13 Konzentrationsunterschiede des Octanal
in den Ernten 2000 - 1998 (n, k), Fraktion < 11 mm
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Diskriminanzanalyse

Zur Durchfiihrung der Diskriminanzanalyse wurden die unterschiedlichen Lagerbedingungen als
Klassifizierungsmerkmal der Gruppenbildung zugrunde gelegt. Als Merkmalsauspragung wurden die
Flachenwerte der in Tabelle 3.12 aufgefiihrten Substanzen eingesetzt. Die Verbindungen o-Pinen und
B-Pinen blieben bei der Diskriminanzanalyse unberticksichtigt. Der Ausschluss erfolgte aufgrund der
Mehrdeutigkeit einer Konzentrationszunahme der Verbindungen. Wéhrend ein Anstieg der
Verbindungen bei gleichzeitiger ~Abwesenheit von Peroxidationsprodukten eine gute
Haselnussqualitét anzeigt, wird bei paralleler Konzentrationszunahme der Peroxidationsprodukte eine
Verschlechterung der Nussqualititen angezeigt. Dieser Sachverhalt bleibt bei der Linearkombination
der kanonischen Diskriminanzanalyse unberiicksichtigt und fiihrt zu einer groferen Streuung der

Einzelklassen um den Gruppenmittelpunkt.

Die beiden ersten Funktionen der Diskriminanzanalyse beschreiben 77 % der kumulierten Varianz.

Die Gruppierung der unterschiedlichen Lagerbedingungen ist im Scatterplot (Abb. 3.11) abgebildet.

Mit einer Kreuzvalidierung wurden 92 % der Proben aus der Ernte 2000 korrekt klassifiziert
(Tab. 3.13). Die Abgrenzung der Proben voneinander und die zentrale Lage der Gruppenmittelpunkte

verdeutlichen, dass eine gute Unterscheidung zwischen den Erntejahren und Lagerbedingungen
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moglich ist. Sensorisch nicht wahrnehmbare Qualititsverluste und die damit verbundenen nicht
signifikanten Anderungen der Aromastoffkonzentrationen kdnnen mit der Diskriminanzanalyse

sicher erkannt werden.

Anzumerken ist, dass bei einer echten, unabhingigen Validierung im Vergleich zur Kreuzvalidierung
eine erhohte Fehlklassifizierung zu erwarten ist. Eine Erhohung der Probenzahl fiihrt zu einer

Verbesserung der Klassifikation.

Tabelle 3.12 Als Variablen eingesetzte Geruchsverbindungen der
Diskriminanzanalyse

Verbindung (RI RTX-5)

Hexanal (801), Heptanal (906), Octanal (1004), Nonanal (1103), Decanal (1207), Undecanal (1307),
Dodecanal (1407), Tridecanal (1507), (E,E)-2,4-Nonadienal (1215), (E/Z)-2,4-Decadienal (1294),
(E,E)-2,4-Decadienal (1318), (E)-2-Decenal (1262), (E)-2-Nonenal (1161), (E)-2—Undecenal (1361),
A-3-Carene (1022), Camphen (949), 3-Methyl-4-heptanon (923), 2-Undecanon (1294),

1-Octanol (1072), Dodecansdureethylester (1594), Hexansdure (1019), Nonansaure (1319),

Pyrrol (750), 1-Methyl-2-pyrrolidinon (1083), Unbekannt (846)

Tabelle 3.13 Klassifizierungsergebnisse der Diskriminanzanalyse
Vorhergesagte Gruppenzugehdrigkeit

KLASSEN | 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 Gesamt

Original Anzahl  1.00 13 0 0 0 0 13
2.00 1 7 0 0 0 8

3.00 0 0 5 0 0 5

4.00 0 0 0 10 0 10

5.00 0 0 0 0 6 6

% 1.00 100.0 .0 .0 .0 .0 100.0

2.00 12,5 87.5 .0 .0 .0 100.0

3.00 .0 .0 100.0 .0 .0 100.0

4.00 .0 .0 .0 100.0 .0 100.0

5.00 .0 .0 .0 .0 100.0 100.0

Kreuzvalidierf Anzahl 1.00 12 0 1 0 0 13
2.00 2 3 0 1 2 8

3.00 0 2 1 2 0 5

4.00 0 1 1 6 2 10

5.00 1 1 1 1 2 6

% 1.00 92.3 .0 7.7 .0 .0 100.0

2.00 25.0 37.5 .0 12.5 25.0 100.0

3.00 .0 40.0 20.0 40.0 .0 100.0

4.00 .0 10.0 10.0 60.0 20.0 100.0

5.00 16.7 16.7 16.7 16.7 33.3 100.0

a. Die Kreuzvalidierung wird nur flr Falle in dieser Analyse vorgenommen. In der Kreuzvalidierung ist jeder Falll
durch die Funktionen klassifiziert, die von allen anderen Fallen auRer diesem Fall abgeleitet werden.

Klasse 1: Ernte 2000; Klasse 2: Ernte 1999 k; Klasse 3: Ernte 1999 n; Klasse 4: Ernte1998 n; Klasse
5: Ernte 1998 k
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Abbildung 3.11 Ergebnis der Diskriminanzanalyse von frischen und unterschiedlich
gelagerten rohen Haselniissen
-]
" . >,
. . Klasse
a + . a
Gruppenzentrum
> 8 b B 5 Ernte 1998 k
4
b @ 4 Ernte 1998 n
2 ® 3Emte 1999 n
+
++ +
Funktion 2 N + 2 Ernte 1999 k
o 1 Ernte 2000
6 4 -2 0 2 4 6

Funktion 1

Eine zuverldssige Qualitdtsbewertung kann bei Stiickwaren wie Haselnusskernen erst ab einer
Mindestmenge von 200 g Untersuchungsmaterial durchgefiihrt werden [Vermarktungsnorm der EG
Nr. 1284/2002]. Die Voraussetzung zum Einsatz der Methode in der Routineuntersuchung bedingt
eine erhebliche Reduzierung des Probenaufkommens, d. h. die Einzelnussanalyse muss durch eine

Analyse von Durchschnittsproben aus vereinigten, frisch gepressten Haselnussdlen ersetzt werden.

3.3.1.4 Qualititsbewertung von Haselnusskernen iiber die Korrelation

organoleptischer Eigenschaften von Aromastoffen mit quantitativen Daten

Die direkte Korrelation zwischen dem Aromastoffgehalt und der sensorischen Wahrnehmung legt
nahe, die organoleptischen Eigenschaften der Aromastoffe bei der Auswertung zu beriicksichtigen. In
Anlehnung an die von Engen und Pfaffman, 1959 beschriebene Wahrnehmungsfihigkeit des
Menschen, in einem komplexen Aromenspektrum nur wenige Geruchseindriicke zu differenzieren,
wurden fiir die sensorisch verkosteten rohen Haselnusskerne der Ernte 2000 (vgl. Tab. 3.10) und

Ernte 1998n (vgl. Tab. 3.11) drei Faktoren fiir die Attribute ARTEIGEN (Flavour), RANZIG
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(Off-Flavour) und ANDERSARTIG (Off-Flavour) gebildet. Die jeweiligen Faktoren setzen sich aus der

Summe der Flachenwerte ausgewéhlter Aromastoffe zusammen:

Als origindrer Inhaltstoff reprisentiert das a-Pinen den Frischezustand der Haselnusskerne und
wurde als positiv zu bewertender Aromastoff in dem Faktor ARTEIGEN beriicksichtigt. Weitere
Terpene blieben aufgrund der nahezu konstanten Flachenverhéltnisse zum o-Pinen unberiicksichtigt
(vgl. Diagramm 3.7). Komponenten, deren Bildungswege nicht eindeutig auf den Reifungsprozess
am Haselnussbaum zuriickzufiihren sind, wurden trotz z. T. nussartiger Attribute nicht in die
Auswertung einbezogen. Zum Beispiel wurde das Filberton, das nach Silberzahn, 1988 aus der
Kondensation von 2-Methylbuttersdure und 3-Hydroxybuttersdure sowie aus thermolabilen Vorstufen
bei der Rostung gebildet wird, ausgeschlossen. Die bei der Rostung zunehmende Konzentration des
Filbertons bestdtigt die Annahme, dass die Komponente durch thermische Prozesse und wihrend der

Lagerung gebildet wird (Diagramm 3.7 und Diagramm 3.14).

Diagramm 3.14 Konzentration des Filbertons in rohen und gerosteten
Haselnusskernen der Ernte 2000

[malkg O1] W Filberton

4.5
4
3.5
3
2.5

Im Faktor RANzIG sind die Flichenwerte der Peroxidationsprodukte der homologen Reihen der
Alkanale (C¢-Cy9), (E)-2-Alkenale (Ce-Cjg) und (E,E)-2,4-Dienale (Cy-Cjg) sowie das
3-Methyl-4-heptanon kumuliert.

Der Faktor ANDERSARTIG beriicksichtigt n-Alkane (Cs-Cjo) und die Flichenwerte der beiden als

Amine identifizierten Komponenten (Abb. 3.10).
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Werden die Summenfldchen der einzelnen Faktoren von ihren konstanten Beitrdgen bereinigt, d.h.
wird der fiir die guten Nussqualititen gemittelte Wert eines Faktors als fester Betrag von den
jeweiligen Faktor aller Einzelproben subtrahiert, werden die Differenzen zu schlechten

Nussqualitdten maximiert (Tabelle 3.14):

, A .. 1
Faktor x' = Zy; -z, furalleimit z, = —Zz} (Formel 3.1)
J nioy

yj Flachenwert der j-ten Komponente der i-ten Probe
z; Flachenwert der j-ten Komponente der i-ten Referenzprobe
Z; mittlerer Flachenwert der j-ten Komponente der Referenzproben

Tabelle.3.14 Kumulierte Flichenwerte und Faktoren der Attribute NUSSARTIG, RANZIG
und ANDERSARTIG der sensorisch verkosteten Einzelniisse der Ernte 2000

und Ernte 1998 n

> > >

Flache Flache Flache Faktor Faktor Faktor

NUSSARTIG | RANZIG ANDERS- NUSSARTIG | RANZIG | ANDERS-

ARTIG ARTIG

1 Ernte 2000 626250 17612 1 -3017080 -130806 | -49787
2 Ernte 2000 3514900 207357 130624 -128430 58939 80836
3 Ernte 2000 4314900 173709 25037 671570 25291 -24751
4 Ernte 2000 5372100 121155 46455 1728770 -27263 -3333
5 Ernte 2000 4388500 222258 46825 745170 73840 -2963
1 Ernte 1998 n | 13122000 367804 217623 9478670 219386 167835
2 Ermte 1998 n | 4913000 1157152 377252 1269670 1008734 | 327464
3 Ernte 1998 n | 3075800 897243 169191 -567530 748825 119403
4 Ernte 1998 n | 5428800 972770 260528 1785470 824351.8 | 210740
5 Ernte 1998 n | 8514400 1518635 328718 4871070 1370218 | 278930
Mittelwert 3643303 148418 49788
Ernte 2000

Die Modellrechnungen, basierend auf den Mittelwerten der Faktoren ARTEIGEN, RANZIG und
ANDERSARTIG fiir die Ernte 2000, demonstrieren die Empfindlichkeit, mit der Anderungen in den
Haselnussqualititen bei Durchschnittsproben erfasst werden konnen (Diagramm 3.15 -
Diagramm 3.17). Werden fiir den Faktor NUSSARTIG Grenzbereiche bzw. fiir die Faktoren RANZIG
und ANDERSARTIG Grenzwerte definiert, kann die Qualitdit der Ware ecinfach und effizient

kategorisiert werden.
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Diagramm 3.

15 Qualititsfaktor NUSSARTIG fiir sensorisch verkostete Einzelniisse

der Ernte 2000 und Ernte 1998 n (Modellrechnung)

o 12000 -
2 ool  zurBasis W Faktor NUSSARTIG |
5 verschobene,
= 8000 kumulierte
6000 1 Flachenwerte
4000 -
2000 +
Probe H = | ||
1 ||
-2000 +
Q Q Q Q < AN Q < <
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2 o @ @ e 9 N N N N\
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Diagramm 3.16 Qualitatsfaktor RANZIG fiir sensorisch verkostete Einzelniisse der
Ernte 2000 und Ernte 1998 n (Modellrechnung)
o 1400 - _
T Zur Basis O Faktor RANZIG |
o 1200 verschobene,
g kumulierte [ ]
£ 1000 - Flachenwerte
800 -
600 -
400
200 -
Probe 0 ‘ | ‘ — ‘ ‘ —3 — | J L J L |
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Diagramm 3.17 Qualitatsfaktor ANDERSARTIG fiir sensorisch verkostete
Einzelniisse der Ernte 2000 und Ernte 1998 n (Modellrechnung)

e 35 . B Faktor ANDERSARTIG|
o Zur Basis
§ 30 verschobene,
S 25 | kumulierte
Flaichenwerte
20 -
15
10 4
5 |
Probe
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Nach der Vermarktungsnorm der EG Nr. 1284/2002 darf der Anteil ranziger, schimmeliger, fauliger
und von Insekten befallener Haselnusskerne nicht mehr als 3 % fiir die Klassifikation ,,Extra® bzw.
5% fiir Klasse I sowie 6 % fiir die Klasse II betragen. In den dargestellten Diagrammen 3.18 und 3.19
wurde fiir Verschneidungen der Ernte 2000 mit gelagerten Ernten eine Verschiebung der Faktoren
zur Basis so gewdhlt, dass der in der Vermarktungsnorm geforderte Maximalwert von 3 % Anteilen
schlechter Nussqualitéiten in der Klasse Extra um den Grenzwert Null streut. Diese Festlegung fiihrt

zu einem vereinfachten Entscheidungskriterium.

Schéfer, 2002 konnte iiber den 2-Thiobarbitursdure -Schnelltest (2-TBA Farbreaktion) bei der
Untersuchung von jeweils 200 Einzelniissen (das Probenmaterial der Studie entspricht dem hier
vorliegenden Untersuchungsmaterial, vgl. Kapitel 3.1) keine ranzigen Haselnusskerne in der Ernte
roh 2000 und Ernte roh 1999 10°C nachweisen. In der bei 10°C gelagerten Ernte 1998 wies er 2%, in
der bei RT gelagerten Ernte 4% (Ernte 1999) bzw. 10% (Ernte 1998) ranzige Haselnusskerne nach.
D.h., dass die Modellrechnung eine hohere Anforderung erfiillt, als in der Vermarktungsnorm EG Nr.

1284/2002 zur Klassifizierung ,,Extra“ festgelegt wurde.
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Diagramm 3.18 Qualitatsfaktor RANZIG fiir Verschneidungen der Ernte 2000 mit der

Ernte 1998 n (Modellrechnung)

120
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Diagramm 3.19 Qualitiitsfaktor ANDERSARTIG fiir Verschneidungen der Ernte 2000
mit der Ernte 1998 n (Modellrechnung)
1400
1200 Zur Basis Faktor ANDERSARTIG
verschobene, =
1000 1 kumulierte
Flachenwerte
800
600 -
400 -
% Anteil Ernte 2000 [%]
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Die Beurteilung der Empfindlichkeit, mit der Verschneidungen frischer Ernten mit gelagerten Ernten
nachgewiesen werden konnen, wurde fiir die 42 Einzelnussanalysen iiberpriift. Anhand einer
Modellrechnung wurde der gemittelte Faktor RANzIG fiir die jeweiligen Erntejahre und
Lagerbedingungen aus den Flachenwerten der Oxidationsprodukte zur Basis von 97 % Anteilen guter
Nussqualitdten bestimmt. In Diagramm 3.20 sind die Erwartungswerte fiir den Faktor RANZIG bei
Verschneidungen von 3-20 % der unterschiedlich gelagerten Ernten mit frischer Ernte abgebildet. Die

Klassifizierung der Aromastoffe und Summierung unsignifikanter Abweichungen zwischen
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verschiedenen Nussqualitdten fiihrt bereits bei einer Verschneidung der frischen Ernte 2000 mit
3-5% gelagerter Ernten zu einem signifikanten Anstieg des Faktors RANZIG. Dabei steigt der Faktor
RANZIG erwartungsgemdl} stirker fiir die bei RT gelagerten Haselniisse als fiir die der gekiihlt
gelagerten Ware an. Ein geringer Qualitdtsabfall von Haselnusskernen wird somit durch eine

signifikante Anderung des Faktors RANZIG angezeigt.

Diagramm 3.20 Qualitatsfaktor RANZIG fiir Verschneidungen der Ernte 2000 mit der
Ernte 1999 k, Ernte 1999 n, Ernte 1998 k und Ernte 1998 n
(Modellrechnung)

250 Kumulierte, zur
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Eine andere Moglichkeit der Auswertung wird durch die Einfilhrung eines inneren Standards
(INSTD) gegeben. Bisherige Untersuchungen zeigten, dass die Zusammensetzung von
Haselnusskernen unterschiedlicher Kultivare geringe Variationen aufweisen [Agkurt et al., 1999;
Bonvehi, 1993; Parcerisa et al., 1998; Scherz und Senser, 2000]. Gertz, 2002 konnte zeigen, dass die
Aromastoffzusammensetzung von Haselnusskernen keine groflen Variationen aufweisen. Der Einsatz
origindrer Inhaltstoffe als INSTD ist prinzipiell moglich. Insbesondere das a-Pinen als Monoterpen,
das in vergleichsweise hoher Konzentration in Haselniissen vorkommt, eignet sich zum Einsatz als
INSTD. Werden die zwei Faktoren RANZIG und ANDERSARTIG durch Summierung der mit dem
INSTD korrigierten Flachenwerte gebildet und von 1 als normierter Faktor ARTEIGEN abgezogen,

werden schlechte Nussqualititen durch negative Werte angezeigt:
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(Formel 3.2)

In Diagramm 3.21 sind die Ergebnisse fiir die Untersuchungen der zehn sensorisch verkosteten

Haselnusskerne der Ernte 2000 und Ernte 1998 n und in Diagramm 3.22 die Modellrechnungen fiir

Mischungen der beiden Ernten abgebildet.

Ein wesentlicher Vorteil zu der vorherigen

Berechnungsmethode ergibt sich aus der Vergleichbarkeit von Analysenergebnissen, welche nur

noch vom jeweiligen Extraktionsverfahren abhingig sind.

Diagramm 3.21 Faktor NUSSQUALITAT iiber a-Pinen als interner Standard
(Modellrechnung)
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Diagramm 3.22
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Mit den Uberlegungen einer Subsummierung sensorischer Eigenschaften durch das Zusammenfassen
quantitativer Abweichungen einzelner Aromastoffe ergibt sich die Moglichkeit einer sehr guten
Qualititseinschdtzung von Haselnusskernen. Dabei fithrt die thermische Desorption durch die
Bildung von Geruchstoffen zu Verdnderungen in den Aromaspektren. Zur Bewertung des Einflusses
der thermischen Desorption auf das Aromaspektrum der isolierten Haselnussole, wurde die
DTD/Fast-GC/TOF-MS Methode mit der TCT-HRGC-MS und der schonenden Quantifizierung iiber

Isotopenverdiinnungsanalysen (IVA) verglichen.
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3.3.1.5 Quantitative Bestimmung von Haselnussproben mittels

Isotopenverdiinnungsanalyse (IVA)

Die IVA bietet die Mdglichkeit der Quantifizierungen von labilen Aromastoffen in Lebensmitteln.
Unter Ausnutzung der guten Ubereinstimmung physikalischer und chemischer Eigenschaften werden
stabile Isotope bei den Bestimmungen als interne Standards (ISTD) eingesetzt. Dabei werden durch
die Probenaufarbeitung auftretende Verluste der Zielanalyten kompensiert. Zu beachten ist, dass

Anreicherungen durch chemische Prozesse wiahrend der Probenaufarbeitung nicht erfasst werden.

Als wichtige Indikatorverbindungen des Verderbs von Haselnusskernen wurden die Aromastoffe
[*H]-(E,E)-2,4-Nonadienal und [*H]-(E,E)-2,4-Decadienal nach der Vorschrift von Lin et al., 1999
und das [*H]-3-Methyl-4-heptanon nach der Vorschrift von Reetz und Haning, 1993 zum Einsatz als
INSTD synthetisiert (vgl. Kapitel 5.2). Zur Quantifizierung des Hexanals wurde nach Guth, 1993
synthetisiertes [*H]-Hexanal verwendet. Filberton wurde mittels [*H]-3-Methyl-4-heptanon als

internem Standard quantifiziert.

Die Korrekturfaktoren zur Erfassung des Deuterierungsgrades und der Signaldifferenzen des
Detektors wurden aus Mischungen der deuterierten und undeuterierten Verbindungen mittels
HRGC-MS bestimmt. Das unmarkierte 3-Methyl-4-heptanon war kommerziell nicht erhiltlich und
wurde durch Oxidation des 3-Methyl-4-heptanols mit Pyridiniumdichromat hergestellt [Becker et. al,
1993] (vgl. Kapitel 5.2).

3.3.2 Ergebnisse der Isotopenverdiinnungsanalyse

Die Aromastoffe 3-Methyl-4-heptanon, Hexanal, (E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal
wurden in Olen aus frisch gepressten Haselnusshilften sensorisch verkosteter Einzelniisse sowie in
Durchschnittsproben aus 1,2-1,5 kg gepressten, rohen Haselnusskernen der Ernte 2000, Ernte 1998 k
und Ernte 1998 n quantifiziert.

Fiir die Pressung von Durchschnittsproben wurde eine hydraulische Presse verwendet, die pro
Pressgang Portionen von ca. 100 g Haselnusskernen verarbeitet. Die Ole aus den jeweiligen Ernten
wurden gesammelt und vereinigt. Zur Verifizierung der mit dem DTD/Fast-GC/TOF-MS-System
ermittelten Ergebnisse (Kapitel 3.3.1) wurden Verschneidungen aus dem Ol der Ernte 2000 mit
denen der Ernte 1998 k und Ernte 1998 n hergestellt.
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In Tabelle 3.15 und Tabelle 3.16 sind die Ergebnisse der Quantifizierungen fiir die sensorisch

verkosteten rohen Einzelniisse der Ernte 2000 und Ernte 1998 n zusammengestellt.

Der durchschnittliche Gehalt des Filbertons, 3-Methyl-4-heptanons und des Hexanals stieg fiir die

sensorisch stark abweichenden Haselnusskerne um das 2-3fache im Vergleich zur frischen

Ernte 2000. Der hohere Gehalt des 3-Methyl-4-heptanons in der Nuss Nr. 10 der Ernte 1998 n 1ésst

vermuten, dass die mit der DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse als Indikatorverbindung des Verderbs

von Haselnusskernen erkannte Komponente, auf mikrobiologischen Verderb zuriickzufiihren ist

(vgl. Kapitel 3.3.1.2 und Tab. 3.16). Die Peroxidationsprodukte (E,E)-2,4-Nonadienal und

(E,E)-2,4-Decadienal wiesen in den gelagerten Niissen die 2 fache Konzentration der Ernte 2000 auf

(ausgenommen Nuss Nr. 10 Ernte 1998 n).

Tabelle 3.15

Konzentration [ug/kg Ol] ausgewiihlter Aromastoffe in sensorisch
verkosteten Haselnusskernen der Ernte 2000, Fraktion11-13 mm &

Nuss Nr. 1 Nuss Nr. 2 Nuss Nr. 3 Nuss Nr. 4

[ng/kg O] [ng/kg Ol [ng/kg Ol [ng/kg Ol
Sensorik normal, normal, normal, normal,

arteigen arteigen arteigen arteigen
(E,E)-2,4-Nonadienal | 3,7 3,3 2.3 2.3
(E,E)-2,4-Decadienal | 5,5 43 4.9 3,0
3-Methyl-4-heptanon | 178 203 164 148
Filberton 297 354 287 261
Hexanal 34 39 58 29

Tabelle 3.16

Konzentration [ug/kg Ol] ausgewiihlter Aromastoffe in sensorisch
verkosteten Einzelniissen der Ernte 1998 n, Fraktion 11-13 mm &

Nuss Nr. 5 Nuss Nr. 6 Nuss Nr. 7 Nuss Nr. 8 Nuss Nr. 9 Nuss Nr. 10
[ng/kg Ol] | [ng/kg Ol] | [ng/kg Ol] | [png/kg Ol] | [ng/kg Ol] | [ng/kg Ol]
Sensorik abweichend | abweichend, | stark stark stark trockenes
ranzig abweichend, | abweichend, | abweichend | Mycel in der
ranzig ranzig Kernhdhle
(E,E)-2,4-Nonadienal | 8,9 1,9 9,8 16 7,0 73
(E,E)-2,4-Decadienal | 9,1 5,5 7.9 19 16 145
3-Methyl-4-heptanon | 137 121 326 490 296 569
Filberton 667 287 803 1845 495 891
Hexanal 106 175 153 186 85 42
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Die Quantifizierungsergebnisse der Durchschnittsproben fiir die Ernte 2000, Ernte 1998 n und Ernte
1998k sind in Tabelle 3.17 dargestellt. Der hoéhere Hexanal-Gehalt der Ernte 2000
(Durchschnittsprobe) im Vergleich zu den Ergebnissen der Einzelnussanalysen ist vermutlich auf
eine Enzymreaktion bzw. Lipidoxidation wihrend des Pressvorganges zuriickzufiihren. Im Vergleich
zur FEinzelnussanalytik, fithren die gemittelten Qualitdtsunterschiede der Einzelniisse in der

Durchschnittsprobe zu geringeren Gehalten an (E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal.

Tabelle 3.17 Konzentration [ug/kg Ol] ausgewiihlter Aromastoffe in Durchschnitts-
proben aus 1,2-1,5 kg Haselnusskernen der Ernte 2000, Ernte 1998 k
und Ernte 1998 n, Fraktion 11-13 mm &

Ernte 2000 Ernte 1998 n | Ernte 1998 k
[ug/kg Ol [ng/kg O1] | [ng/kg Ol
(E,E)-2,4-Nonadienal | 0,9 13 19
(E,E)-2,4-Decadienal | 7,3 12 12
3-Methyl-4-heptanon | 212 311 521
Filberton 281 448 990
Hexanal 71,2 133 129

3.3.3 Vergleich der TCT-HRGC-MS mit der DTD/Fast-GC/TOF-MS

Zur Uberpriifung des in Kapitel 3.3.1.4 beschricbenen Verfahrens zum Nachweis von
Verschneidungen frischer Ernten mit gelagerten Ernten wurden Mischungen aus dem Ol der
Ernte 2000 mit den Olen der Ernte 1998 n und der Ernte 1998k (4-20 %) hergestellt. Beispielhaft
wurde der Faktor RANZIG fiir die einzelnen Mischungen mit den Verbindungen der Alkanale (C¢-C)),
(E)-2-Heptenal, (E,E)-2,4-Dienale (Co-Ci¢), Essigsdure und 3-Methyl-4-heptanon in Anlehnung an
die beschriebene Bildung der kumulierten Flachenwerte bestimmt (Diagramm 3.23 und

Diagramm 3.24).

Bei der Bildung des Faktors NUSSQUALITAT wurde das o-Pinen als INSTD eingesetzt und der

kumulierte Quotient des Faktors RANZIG vom Quotienten des o-Pinen abgezogen (Diagramm 3.25

und Diagramm 3.26).
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Diagramm 3.23 Qualitatsfaktor RANZIG fiir Verschneidungen der Ernte 2000
mit der Ernte 1998 k
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Diagramm 3.24 Qualitiitsfaktor RANZIG fiir Verschneidungen der Ernte 2000
mit der Ernte 1998 n
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Diagramm 3.25 Faktor NUSSQUALITAT iiber a-Pinen als INSTD fiir
Verschneidungen der Ernte 2000 mit der Ernte 1998 k
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Diagramm 3.26 Faktor NUSSQUALITAT iiber a-Pinen als INSTD fiir
Verschneidungen der Ernte 2000 mit der Ernte 1998 n

Faktor NUSS-
QUALITAT

0.85

0.80

0.75 1
0.65 T T T T

Probe Ernte 2000 100% Ernte 2000 96%  Ernte 2000 90%  Ernte 2000 80%  Ernte 2000 0%

Auftillig sind die anndhernd gleich hohen Faktoren RANZIG (Diagramm 3.23) bzw. NUSSQUALITAT
(Diagramm 3.25) der mit 4 %, 10 % und 20 % der Ernte 1998 k verschnittenen Ernte 2000 sowie der
unverschnittenen Ernte 1998 k. Im Gegensatz zu den Verschneidungen mit der kiihl gelagerten Ernte
konnten bei den Verschneidungen mit der normal gelagerten Ernte leichte Anstiege der Faktoren
RANzIG (Diagramm 3.24) bzw. Abnahmen der Faktoren NUSSQUALITAT (Diagramm 3.26)
nachgewiesen werden. Nach den in Kapitel 3.3.1.4 postulierten Ergebnissen wire ein deutlich
signifikanter Anstieg der Faktoren RANZIG bzw. eine signifikante Abnahme der Faktoren

NUSSQUALITAT mit dem prozentualen Anstieg der Emte 1998 k bzw. 1998 n zu erwarten.

Wie bereits bei den Untersuchungen mit dem DTD/Fast-GC/TOF-MSD System festgestellt wurde,
fiihrt eine verldngerte Standzeit zu Verdnderungen im Aromenspektrum (vgl. Abb. 3.8 Kapitel
3.3.1.1). Die zeitaufwendigere Durchfiihrung der Pressung und Probenvorbereitung sowie die
verldngerten Standzeiten der einzelnen Proben bis zur Analyse, einschlielich einer Tiefkiihlphase,
lassen auf Verdnderungen in den Aromaspektren durch enzymatische und peroxidative Prozesse
schlieBen. Ferner entfallen aufgrund der milden Extraktionstemperatur der TCT-Desorption die durch
die DTD-Extraktion induzierten peroxidativen Prozesse bereits geschidigter Ole und somit die
Signalverstiarkung schlechter Nussqualitdten. Wie sich jedoch zeigte, konnte eine Wiederholung der
Messungen mit programmierter Injektortemperatur nicht durchgefiihrt werden, da die Ansprechzeiten
des Heizblockes nicht den Anforderungen der Desorption geniigen. Eine Desorption bei erhdhten
Injektortemperaturen ohne Programmierung fiihrte aufgrund der manuellen Installation des Glasliners

zu nicht reproduzierbaren Messergebnissen.
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3.3.4 Diskussion

Insgesamt wurden niedrigere Konzentrationen fiir die Aromastoffe mit der IVA als mit der
DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse ermittelt. So liegt die Konzentrationen des Filbertons mit
durchschnittlich 0,3 mg/kg Ol unter denen mit der DTD-Analyse gefundenen Konzentrationen von
ca. 1 mg/kg Ol. Der Anstieg ist auf die thermische Belastung des Oles wihrend der Desorptionsphase
der DTD-Analyse zuriickzufiihren. Pfnuer et al., 1999 fand in kommerziell erhéltlichen
Haselnussdlen aus ungerdsteten Kernen fiir das Filberton 6,4 png/kg Ol (bzw. 1,2 ng/kg Ol fiir selbst
hergestelltes Ol) und 315,8 ug/kg Ol fiir gerdstete Kerne mittels IVA und Hochvakuum-Destillation.
Silberzahn, 1988 quantifizierte Filberton tiiber eine Likens und Nickerson-Destillation mit
anschlieBender Sdulenchromatographie und fand in rohen Haselnusskernen frischer Ernten 1,0 mg/kg
und in gerdsteten Kernen 1,9 mg/kg. Uber die Steam Distillation-Solven Ectraction (SDE) und
Supercritical Fluid Extraction (SFE) quantifizierte Blanch et al., 1998 mit 25-30 mg/l Ol die hdchsten

Werte fiir kommerzielle Haselnussole (nicht spezifiziert).

Das 3-Methyl-4-heptanon wurde von Silberzahn, 1988 mit 0,1 mg/kg in rohen Haselnusskernen
quantifiziert. Dieser Gehalt wurde fiir stark beschiddigte Haselnusskerne mit der IVA bestétigt. Bei

einwandfreien Haselnusskernen wurde nur das 0,25 bis 0,5 fache der Konzentration nachgewiesen.

Die geringeren Werte der Peroxidationsprodukte Hexanal, (E,E)-2,4-Nonadienal und
(E,E)-2,4-Decadienal der TCT-Analyse lassen sich ebenfalls auf das Extraktionsverfahren
zuriickfilhren. Schéfer, 2002 quantifizierte Hexanal mittels SPME-GC-FID Analysen in
einwandfreien Haselnusskernen mit einem durchschnittlichen Gehalt von 0,3 mg/kg und in ranziger
Ware mit einem Gehalt von >2,0mg/kg. Ziegleder und Rieblinger, 1999 quantifizierten iiber
Headspace-GC-MS Analysen fiir rohe, frische Haselnusskerne 0,2 mg/kg Hexanal, in gerdsteten und
extrem ranzigen Haselnusskernen 15mg/kg Hexanal, wéhrend sie in gerdsteten und sensorisch
einwandfreien Haselnusskernen kein Hexanal nachwiesen. Kinderlerer und Johnson, 1992 ermittelten
mit der Likens und Nickerson-Destillation Konzentrationen von 1mg/kg Hexanal fiir frische

Haselnusskerne und 5,5 mg/kg fiir Kerne nach 2 Jahren Lagerung bei RT.

Unter Beriicksichtigung der angewandten Extraktionsverfahren und der damit z. T. verbundenen
thermischen Belastung der Probenmaterialien, bestdtigen die in der Literatur beschriebenen
Konzentrationen ausgewihlter Geruchstoffe von Haselnusskernen, die ermittelten Gehalte der

TCT/GC/MSD-Analyse.
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Insgesamt belegen die Ergebnisse aus den TCT/GC/MSD-Untersuchungen der Einzelnusskerne und
Olmischungen die gefundenen Ergebnisse der DTD/Fast-GC/TOF-MS-Analyse. Es zeigte sich, dass
ein schneller Pressvorgang der Haselnusskerne und eine direkt an die Pressung anschlieBende
Untersuchung, die thermische Induktion peroxidativer Prozesse bei der Desorption reduzieren bzw.

verhindern.

Wihrend die Sdurezahl (SZ), die Peroxidzahl (POZ) oder der Glyceringehalt erst bei starken
Abweichungen der Haselnusskerne signifikant ansteigen und mithin Qualitdtsminderungen einer
frischen Ware nur bei Vermischungen mit extrem abweichenden Haselnusskernen nachgewiesen
werden konnen [Ziricher und Hadorn, 1975; Sturm, 1979; Schifer 2003], werden mit der
beschriebenen Methode bereits geringfiigige, nicht signifikante Anderungen in den

Haselnussqualitdten sehr sensitiv erfasst (Kapitel 3.3.1.2).

Mit der Auswertung iiber die Faktoren NUSSARTIG, RANZIG und ANDERSARTIG werden die
wesentlichen sensorischen Eigenschaften von Haselnusskernen beschrieben, wodurch eine
erschopfende Bewertung der Nussqualititen ermoglicht wird. Verschneidungen frischer
Haselnusskerne mit minderen Qualitdten kdnnen bis zu ca. 5% sicher nachgewiesen werden (vgl.
Kapitel 3.3.1.4). Dariiber hinaus zeichnet sich die Methode durch eine flexible
Anpassungsmoglichkeit der Qualitétskriterien an die jeweiligen Bediirfnisse des Anwenders aus. Der
Vorteil einer Bewertung der Haselnussqualitit mit dem dimensionslosen Faktor NUSSQUALITAT
ergibt sich aus der praktischen GroBenordnung des Faktors und der nahezu systemunabhédngigen

Vergleichbarkeit von Analysenergebnisse.

Als weiterer wichtiger Grund fiir die hohe Empfindlichkeit der Methode ist die nach Pfannkoch, 2000
im Vergleich zur statischen Headspace und SPME-Methode um die 100-500fache bzw. 50-100fache

groBere Ausbeute der DTD-Injektion (modifiziertes Injektionssystem) zu nennen [Pillonel, 2002].
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3.4 Aromavorstufen in Haselnusskernen

Aufgrund der direkten Korrelation zwischen der sensorischen Bewertung und der Zusammensetzung
der Aromaspektren kann die Qualitidt von Haselnusskernen sehr gut bewertet werden (Kapitel 3.3).

Die Ursache des Qualitédtsabfalls kann jedoch nur teilweise aus den Ergebnissen abgeleitet werden.

Die Identifizierung von Aromavorldufern soll zur Klarung der Ursache des oxidativen Verderbs der

Haselniisse beitragen.

Hydroperoxyfettsduren, die aus einer Peroxidation von Fettsduren hervorgehen, beeinflussen als
Vorstufen von Fehlaromastoffen malgeblich die Haltbarkeit und Aromazusammensetzung
lipidhaltiger Lebensmittel. Dabei nimmt die Art der Peroxidation einen entscheidenden Einfluss auf
das Hydroperoxyfettsaurespektrum. So ergibt die enzymatische Peroxidation ein anderes Spektrum

als die Autoxidation oder Photooxygenierung bei gleicher Lipidmatrix [Belitz et al., 2001].

Zunichst wurden die Isomerengemische der Hydroperoxyfettsiuren von Durchschnittsproben aus
Haselnusskernen unterschiedlicher Erntejahre und Lagerbedingungen mit der Reversed-Phase
Fliissigchromatographie (RP-HPLC) untersucht [Melchior, 2001; Melchior und Géb, 2002]. Eine
weitere Auftrennung der Isomerengemische wurde mit der Kapillarelektrophorese (CE) durchgefiihrt

[Schmitz und Géb, 1997; Schmitz et. al, 1998; Heitkamp, 1999].

3.4.1 Hydroperoxydbestimmungen mittels HPLC

Die Bestimmung der Fettsdurehydroperoxide erfolgte nach dem Vermahlen der Haselniisse, der
Fettextraktion mit Losungsmittel und anschlieBender enzymatischer Hydrolyse der Triglyceride
mittels Pankreaslipase durch RP-HPLC nach der von Melchior, 2001 beschriebenen Vorschrift. Als
Detektoren kamen der Ultraviolett (UV)-Detektor sowie ein Chemolumineszenzdetektor zum
Einsatz. Durch eine Post-Derivatisierung mittels einer Mikroperoxidase-Reaktion konnen die
Hydroperoxid-Verbindungen iiber die Luminol-Reaktion durch Chemolumineszenz-Detektion sehr
empfindlich nachgewiesen werden [Boddenberg, 1998]. Die Methodik wurde im Hinblick auf die
eingesetzte Probenmenge, die Inkubation mit den Enzymen, die Zusammensetzung des
Detektionsreagenzes (Luminol im Vergleich zu Isoluminol) und die Variation des Methanol-Anteils
optimiert. Die Referenzverbindungen wurden durch Photooxygenierung der entsprechenden

Fettsduren nach der Methode von Schmitz, 1997 hergestellt (vgl. Kapitel 5.3).

65



3.4.1.1 Ergebnisse der Hydroperoxydbestimmung mittels HPLC

Optimierungsversuche ergaben, dass bei einer Einwaage von 3 mg/ml Ol nach einer Inkubationszeit
von 45min bei 37°C die enzymatische Hydrolyse der Triacylglyceride durch eine Pankreaslipase
vollstindig erfolgte. Die Uberpriifung fand mit einem Linolensiuretriacylglycerid-Standard statt. Der

Methanol-Anteil im Detektionsreagenz wurde optimiert und auf 30 % eingestellt.

Ein Vergleich der Chemolumineszenz-Detektion gegeniiber einer UV-Detektion zeigte fiir die
Hydroperoxide eine um den Faktor 12 hohere Nachweisempfindlichkeit der Chemolumineszenz-

Methode.

Die Identifizierung der Fettsdurehydroperoxide erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten mit
denen der Referenzverbindungen an der HPLC-Phase sowie durch Dotierungen der Probe mit den
Standardverbindungen. Eine Reduktion der in den Haselnussproben anwesenden Hydroperoxide mit
NaBH4 zu den entsprechenden Hydroxyfettsdauren und anschlieBender HPLC-Trennung mit
oben beschriebenen auf das

UV-Detektion bestdtigten die Identifizierungsexperimente

Vorhandensein der entsprechenden Fettsiurehydroperoxide der Ol- bzw. Linolséure.

Die Konzentrationen der Hydroperoxide wurden iiber eine Kalibrierung des Systems mit Standard-
Losung als Doppelbestimmung aus den Ergebnissen der Chemolumineszenz ermittelt (Tab. 3.19).
Die Bestimmung der (NWG), der (EG) und der
Bestimmungsgrenze (BG) erfolgte nach DIN 32645, modifiziert (Tab. 3.18).

Nachweisgrenze Erfassungsgrenze

Tabelle 3.18 Kalibrierung der Hydroperoxide

NG (einseitiger EG (einseitiger BG (zweiseitiger
Prognosebereich, Prognosebereich, 99 % | Prognosebereich,
99 % Wahrsch.) Wahrsch.) 99 % Wahrsch.)

Kalibrierung HPOE 7,9 uM 15,9 uM 32,5 uM

y =36196x - 25387 bzw. bzw. bzw.

R =0,9998 8,3 ng/100mg Ol 16,7 pug/100 mg Ol 34,2 ng/100 mg Ol

Kalibrierung HPODE | 3,3 uM 6,6 UM 13,8 uM

y = 34472x + 3796 bzw. bzw. bzw.

R =0,9999 3,5 ng/100 mg Ol 7,0 ng/100 mg Ol 14,6 pg/100 mg Ol

Kalibrierung HPOTE | 20,2 uM 40,4 uM 88,6 UM

y =51993x + 60053 | bzw. bzw. bzw.

R =0,9991 21,2 pg/100 mg Ol 42,4 ug/100 mg Ol 93,0 ug/100 mg O1

Exemplarisch ist ein HPLC-Chromatogramm der Ernte 2000 im Chemolumineszenz-Modus gezeigt
(Abb. 3.12). Eindeutig lieBen sich Hydroperoxide der Olsiure (HPOE) und Linolsiure (HPODE)
zuordnen. Hydroperoxide der Linolensiure (HPOTE, Nachweisgrenze 21,2 pg/100 mg Ol; Tab. 3.18)
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wurden in den Proben nicht gefunden. Im Chromatogramm finden sich weitere Substanzen, welche

nicht identifiziert wurden.

Die Ergebnisse der Identifizierungs- und Quantifizierungsexperimente von Hydroperoxiden, welche
aus der Ol- bzw. aus der Linolsiure der untersuchten Haselnussproben hervorgegangen sind, sind in
Tabelle 3.19 zusammengefasst. Die in der Tabelle angegebenen Werte sind in Diagramm 3.27

graphisch dargestellt.

Abbildung 3.12 HPLC-Chromatogramm der Ernte 2000 im
Chemolumineszenz-Modus
(9.094 min, HPOE; 7.718 min, HPODE)

<o
my

Minutes

Tabelle 3.19 Konzentrationen von Ol (HPOE)- und Linolsidurehydroperoxide
(HPODE) in Haselnussproben

Proben- HPODE HPOE ) HPODE HPOE

bezeichnung (ng/100 mg Ol) (ng/100 mg Ol) (mg/100 g (mg/100 g
Haselniisse) Haselniisse)

Ernte 2000 43 48 27 30

Emte 1999k 45 49 30 32

Ernte 1998 n 57 45 37 29

Ernte 1998 k 58 49 38 32
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Die hochsten Gehalte an Linolsédurehydroperoxiden (HPODE) wurden in der Ernte 1998k mit
58ug/100mg Ol bzw. 38mg/100g Haselniisse ermittelt, gefolgt von der Ernte 1999n mit
57ng/100mg Ol bzw. 37mg/100g Haselniisse. Die Ernte 2000 zeigte Gehalte von
43 ng HPODE/100 mg Ol. Die Konzentrationen an Olsiurehydroperoxiden (HPOE) lagen in einem
Bereich von 45 pg HPOE/100 mg Ol bis 49 ug HPOE/100 mg Ol.

Diagramm 3.27 Graphische Auftragung von Ol (HPOE)- und
Linolsdurehydroperoxide (HPODE) in Haselnussproben

/ (o)
[ug 1?%9 1]
m HPODE
60 1@mHPOE

50 A

40 -
30 A

20 A
10 A

0 - ; ; ‘
Probe Ernte 2000 Ernte 1999 k Ernte 1998 n Ernte 1998 k

Eine Vergleich der Ergebnisse mit den in Kapitel3.3.1.2. ermittelten Gehalten sekundérer
Peroxidationsprodukte korrespondierender Durchschnittsproben bestitigt, dass trotz der geringeren
relativen Oxidationsgeschwindigkeit der Olsdure [Belitz et al., 2001] die Bildung der in
Diagramm 3.28 dargestellten Verbindungen auf die Peroxidation der Ol- und Linolsdure
zurlickzufiithren sind. So leitet sich der in Kapitel 3.2 als aromarelevant erkannte und in Kapitel 3.3
nachgewiesene Aldehyd Octanal in erster Linie von der Peroxidation der Olsiure ab, welche mit ca.
80 %, bezogen auf den Gesamtfettgehalt, den Hauptanteil der Fettsduren ausmacht (vgl. Tab. 6.5 und
Tab. 6.6). Die beiden im Weiteren als wichtige Indikatorverbindungen des Haselnussverderbs
identifizierten Aldehyde (E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal konnen auf die mit

durchschnittlich 12 % enthalte Linolsdure zurlickgefiihrt werden.

Die Hydroperoxide der Linolensédure wurden nicht nachgewiesen. Dieses Ergebnis korreliert mit den
Ergebnissen des IVV, welche in Tab. 6.6 aufgefiihrt sind. Die Linolsdurenséure lag im Produkt

unterhalb der Nachweisgrenze.
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Diagramm 3.28 Flachenwerte der mit der TCT-Methode untersuchten Aromastoffe
der Durchschnittsproben Ernte 2000 und Ernte 1998 n/k
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Signifikante Unterschiede in den Konzentrationen der Hydroperoxide wurden nicht festgestellt.
Insgesamt wurde ein leichter Anstieg der Linolsdurehydroperoxide bei der Lagerung der

Haselnusskerne beobachtet (Ernte 1998 n > Ernte 1998 k > Ernte 1999 k > Ernte 2000).

3.4.2 Hydroperoxidbestimmungen mittels CE

Das Prinzip der Kapillarelektrophorese (CE) erldutert Schmitz, 1997 in seinen Arbeiten zum Thema
der kapilarelektrophoretischen Methoden zur Analyse von Fettsdurehydroperoxiden. Er beschreibt
die Trennung der Isomere von Hydroperoxyfettsduren sowie ihrer korrespondierenden Fettséuren
mittels der micellaren elektrokinetischen Chromatographie (MEKC). Fortfiihrende Arbeiten wurden
von Melchior, 2001 dargestellt.

Die von Melchior, 2001 beschriebenen Methode wurde im Folgenden zur Untersuchung der isomeren

Hydroperoxyfettsduren von Haselnusskernen eingesetzt.

3.4.2.1 Ergebnisse der Hydroperoxydbestimmung mittels CE

Melchior, 2001 beschreibt die kapillarelektrophoretische Trennung von Fettsdurehydroperoxid- und
Fettsdurehydroxyverbindungen der Linolen-, Linol- und Olsiure mit einem Eluenten, der 2,4 %
Acetonitril als organischen Modifier, eine SDS-Konzentration von 15mM und 10mM Borax als

Puffer enthilt. Aufgrund des hohen Uberschusses an freien Fettsduren (Fettsiurehydroperoxid/freie
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Fettsdure ~ 1/1000) in den Haselnusskernen konnte mit dem von Melchior, 2001 beschriebenen
Elektrolyten wunter Einhaltung der Systemparameter keine ausreichende Trennung der
Hydroperoxyfettsduren von den freien Fettsduren erreicht werden. Der Elektrolyt wurde dem
Trennproblem angepasst und optimiert (vgl. Kapitel 5.1.7). Mit einer Erhohung des organischen
Modifier auf 15 % Acetonitril und einer gleichzeitigen Erhdhung des SDS-Anteils von 15mM auf
30mM sowie durch den Austausch des Boraxpuffers gegen einen Na,HPOs-Puffer wurde eine

Verbesserung der Trennung erreicht.

Zur Identifizierung und Quantifizierung der Hydroperoxyfettsauren wurden die bendtigten
Referenzverbindungen enzymatisch und iiber Photooxygenierung synthetisiert (vgl. Kapitel 5.3). Die
Migrationszeiten der aufgereinigten Referenzsubstanzen betrugen (Mittelwert aus 11 Injektionen):
9-HPOE 13,4min, 10-HPOE 12,91 min, 13-S-HPODE 10,07 min, 13-S-HPOTE 8,42 min. Die
Migrationszeiten der Standards schwankten bis zu 3,8 min. Die Schwankungsbreite der Proben wurde
durch die Einfliisse der Probenmatrix weiter erhoht, so dass bei den Fettsduren bis zu 6,4 min
Differenzen in den Migrationszeiten festgestellt wurden. Aus diesem Grunde erfolgte eine
Normierung der Migrationszeiten der Hydroperoxide auf Basis des EOF Wertes und der zuletzt
migrierenden Fettsduren. Mit der Formel 3.3 wurden die Migrationszeiten der Analyten iiber alle
Proben hinweg normiert und die Elektropherogramme der jeweiligen Einzelanalysen zwischen der

Migrationszeit der Linolsdure und der Migrationszeit des EOF aufgespannt:

0 =) (6 - 1)

(0 =y A (Formel 3.3)
i3 ~1)

mit

(D =1 — (1 1) (Formel 3.4)

t!'= Migrationszeit der Referenzverbindung 1 des Referenzlauf'y (EOF)
t; = Migrationszeit der Referenzverbindung 2 des Referenzlauf'y (Séure)
tf = Migrationszeit der Referenzverbindung 1 der i-ten Probe (EOF)

t, = Migrationszeit der Referenzverbindung 2 der i-ten Probe (Siure)

t, = Migrationszeit Analyt x des Referenzlauf'y
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Mit dieser Normierung wurden die Differenzen der Migrationszeiten fiir das 13-S-HPOTE von
3,5min auf 0,1 min reduziert. In Tabelle 3.20 sind die Mittelwerte der Migrationszeiten und ihre

Standardabweichungen fiir das 13-S-HPOTE von 5 Proben abgebildet.

Tabelle 3.20 Mittelwerte und Standardabweichungen der Migrationszeiten des
13-S-HPOTE fiir 5 Proben

Migrationszeit t [min] | Migrationszeit ty,,,
[min]
Mittelwert 10,0 8,9
Standardabweichung | 1,5 0,1

Im Weiteren erfordert die Abhédngigkeit der Konzentrationsbestimmung von der
Migrationsgeschwindigkeit eine Korrektur der Quantifizierungsergebnisse. Mit dem stempelformigen
Stromungsprofil kann eine vereinfachte Annahme einer zweidimensionalen Signalaufnahme gemacht
werden. Mit dieser Annahme dndert sich die Signalfliche annidhernd proportional zur Migrationszeit
des Zielanalyten mit k = t>. Ublicherweise wird die Signalfliche mit k = '/, korrigiert, bei der t

aufgrund der konstanten Wegstrecke proportional zur Geschwindigkeit gesetzt wird.

Unter Beriicksichtigung der groBBen Schwankungsbreite der Migrationszeiten mit tyo wurden fiir die
Korrekturen der Signalwerte mit k = t*/tyorr die besten Ergebnisse erzielt. So wurde bei einer
dreifachen Bestimmung eines Standards der Variationskoeffizienten z. B. fiir das
Olsiurehydroperoxid (¢ = 750 mg/l) von 15% (nicht normiert) auf 6% (mit k = t*/ti; normiert)

reduziert.

Die Nachweisgrenzen der CE-Bestimmung lagen fiir die einzelnen Hydroperoxy- und

Hydroxyfettsiuren bei ca. 5 ng/100 mg Ol (NG nach Kaiser u. Specker)[Kaiser und Specker, 1956].

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen einzelner Haselniisse sind in der Tabelle 3.21

zusammengefasst.
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Tabelle 3.21 Sensorische Untersuchungen und kapillarelektrophoretische

Bestimmung von Hydroperoxy- und Hydroxyfettsiuren

in ausgewiihlten Einzelniissen

Probe Sensorik 13-HPODEAa) 13-HODEAa)
(ng/100 mg OL) | (ng/100 mg OL)
1 Ernte 1998 k Fraktion <11 nicht abweichend <0.5 <0.5.
2 Ernte 1998 k Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
3 Ernte 1998 k Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
4 Ernte 1998 k Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
5 Ernte 1998 k Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
1 Ernte 1998 n Fraktion 11-13 | deutlich abweichend, herb, <0.5. <0.5.
nicht ranzig
2 Ernte 1998 n Fraktion 11-13 | leicht abweichend, schwach <0.5. <0.5.
sduerlich
3 Ernte 1998 n Fraktion 11-13 | nicht abweichend 5.8 <0.5.
4 Ernte 1998 n Fraktion 11-13 | nicht abweichend 3.7 6.9
5 Ernte 1998 n Fraktion 11-13 | stark abweichend, nicht <0.5. 33.8
ranzig
1 Ernte 1998n Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
2 Ernte 1998 n Fraktion <11 nicht abweichend 352 5.0
3 Ernte 1998 n Fraktion <11 leicht abweichend <0.5. <0.5.
4 Ernte 1998 n Fraktion <11 leicht abweichend 20.9 <0.5.
1 Ernte 1999 n Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
2 Ernte 1999 n Fraktion <11 leicht abweichend <0.5. <0.5.
1 Ernte 1999 k Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
2 Ernte 1999 k Fraktion <11 stark abweichend, ranzig 5.2 61.2
1 Ernte 2000 Fraktion 11-13 leicht abweichend <0.5. <0.5.
2 Ernte 2000 Fraktion 11-13 nicht abweichend <0.5. <0.5.
3 Ernte 2000 Fraktion 11-13 leicht abweichend <0.5. <0.5.
4 Ernte 2000 Fraktion 11-13 nicht abweichend <0.5. <0.5.
5 Ernte 2000 Fraktion 11-13 nicht abweichend <0.5. <0.5.
1 Ernte 2000 Fraktion <11 leicht abweichend, leicht <0.5. <0.5.
bitter
2 Ernte 2000 Fraktion <11 nicht abweichend 5.4 <0.5.
3 Ernte 2000 Fraktion <11 leicht abweichend <0.5. <0.5.
4 Ernte 2000 Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.
5 Ernte 2000 Fraktion <11 nicht abweichend <0.5. <0.5.

a) 13-HPODE: 13-Hydroperoxy-cis-9,trans-11-octadecadiensédure, 13-HODE: 13-Hydroxy-cis-9,
trans-11-octadecadienséure.
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In allen untersuchten rohen Haselnussproben (Tab. 3.21) wurde nur das 13-Hydroperoxid
(13-HPODE) oder die 13-Hydroxyverbindung (13-HODE) der Linolsdure nachgewiesen. Das
9-Hydroperoxid der Linolsdure wurde nicht detektiert. Aus diesem Grund wird fiir die Bildung der
Hydroperoxide in Haselnusskernen eine enzymatische Peroxidation, z.B. durch eine Lipoxygenase

Typ I Reaktion, angenommen.

In den Niissen Nr. 1-5, Fraktion 11-13 mm und <11 mm der Ernte 2000 konnte nur in einer Probe ein
Linolsdurehydroperoxid nachgewiesen werden, dagegen waren in den neun untersuchten Proben der

Ernte 1998 n die Hydroperoxy- bzw. Hydroxyverbindungen in 4 Proben feststellbar.

Bei den beiden sensorisch stark abweichenden Proben (Haselnuss 5 Ernte 1998 n Fraktion 11-13 mm
und Haselnuss 2 Ernte 1999k Fraktion <I1mm) wurden hohe Gehalte an 13-Hydroxylinolséure
(13-HODE) nachgewiesen, wihrend bei der Haselnuss Nr. 1 Ernte 1998 n, Fraktion 11-13 mm trotz
einer sensorischen Abweichung Hydroperoxide nicht nachgewiesen wurden. Die Haselnusskerne der
Fraktionenen 11-13mm waren die gleichen Kerne, die mit der DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse
untersucht wurden (Kapitel 3.3.1.2, Tabelle 3.10 und Tabelle 3.11). Die Ergebnisse der CE
korrelieren mit den Ergebnissen der DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse insofern, dass bei der Nuss Nr.
1 Ernte 1998 n sekundire Peroxidationsprodukte nur in geringen Konzentrationen ermittelt wurden

wohingegen bei der Nuss Nr. 5 Ernte 1998 n ein starker Anstieg der Produkte zu verzeichnen war.

3.4.3 Diskussion

In Mischproben von Haselnusskernen unterschiedlicher Lagerbedingungen wurden Hydroperoxide
der Ol- und Linolsiure mittels HPLC identifiziert. Die Konzentrationen betrugen durchschnittlich ca.
50 ng/100 mg Haselnussol, signifikante Unterschiede zwischen frischer und gelagerter Haselnussware

wurden nicht festgestellt (vgl. Kapitel 3.4.1).

Mit der Modifikation der Probenaufarbeitung wurde durch den direkten Einsatz frisch gepresster Ole
die Durchfiihrung von Einzelnussanalysen ermdglicht. Eine Trennung der Isomerengemische der mit

der HPLC-Methode identifizierten Hydroperoxide erfolgte durch den Einsatz der MEKC.

Wihrend mit der HPLC-Methode die Peroxide der Ol- und Linolsdure in Durchschnittsproben
nachgewiesen wurden, waren in den mittels MEKC untersuchten Einzelnusskernen nur die

Hydroperoxide sowie die Hydroxyverbindungen der Linolsdure in einigen Kernen nachweisbar. Die
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ermittelten Konzentrationen in den Einzelnussanalysen lagen mit ca. 5 - 60ug/100g z. T. deutlich

unter den gefundenen Gehalten der Mischproben.

In der Literatur wurde von Ziricher und Hadorn, 1975 und von Belitz et al., 2001 beschrieben, dass
die Peroxidzahl (POZ) erst bei stark bitteren, muffigen und ungenieBbaren Haselnusskernen ansteigt.
Auch die von Sturm, 1979 dargestellte Farbvertiefung des wesentlich empfindlicheren
Eisen(Ill)-thiocyanat-Tests fiihrte erst bei deutlich abweichenden Haselnusskernen zu signifikanten
Ergebnissen. Insofern bestétigt der Nachweis der Hydroperoxylinolsdure und Hydroxylinolsdure mit
der MEKC die in der Literatur beschriebenen Ergebnisse eines Anstieges von

Hydroperoxyverbindungen in sensorisch stark abweichenden Haselnusskernen.

Die Qualitdtsabweichungen konnen auf die Bildung sekundirer Oxidationsprodukte der
13-S-Isomere der HPODE und HODE zuriickgefiihrt werden. Es zeigte sich, dass die
Qualititsreduzierung fast ausschlieBlich durch Lipoxygenaseaktivititen, vermutlich der
Lipoxygenase Typ I, verursacht wird. Autoxidative Prozesse wurden auch in der gelagerten Ware mit

der MEKC nicht festgestellt.

Die Unterschiede zwischen den Ergebnissen der HPLC und MEKC koénnen auf die
Probenvorbereitung und die Probennahme zuriickgefiihrt werden. Wie bereits bei den
Untersuchungen der fliichtigen Verbindungen in Haselnusskernen festgestellt wurde, fiihrt die
Lipidextraktion mit Losungsmitteln zu einer Belastung der Probenmaterialien durch Peroxidationen,
wihrend mit der einfachen Pressung eine sehr schonende Gewinnung der Ole mdglich ist. Zusitzlich
werden bei der Analyse von Durchschnittsproben die Unterschiede zwischen den Einzelnusskernen
gemittelt (vgl. Kapitel 3.3.3). Die in der Literatur beschriebene Zunahme der POZ fiir stark
geschiddigte Haselnusskerne bestdtigt ebenfalls den auf einzelne, sensorisch abweichende
Haselnusskerne reduzierten Nachweis der Hydroperoxyfettsduren mittels MEKC [Ziiricher und

Hadorn, 1975; Sturm, 1979; Belitz et al., 2001].

Aufgrund der mit beiden Methoden gefundenen geringfiigigen Konzentrationsunterschiede der
Hydroperoxide roher Haselnusskerne der Erntejahre 1998-2000 und der Stabilitdt der Haselnusskerne
gegeniiber einer Autoxidation, ist eine Qualititsbeurteilung sowie der Nachweis einer
Verschneidungen von Haselnusskernen aus neuer Ernte mit denen alter Ernten, mit diesen Methode

nicht moglich.
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4  Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde ein effizientes analytisches Verfahren zur Qualitdtsbewertung von
Haselnusskernen entwickelt. Das Prinzip des Verfahrens basiert auf einer Quantifizierung der
qualititsrelevanten Aromastoffe in den Olen frisch gepresster Haselnusskerne. Die Aromastoffe
werden durch eine direkte Injektion der Ole (5ul) in einen PTV-Injektor mit einer sich daran
anschliefenden thermischen Desorption isoliert und nach einer gaschromatographischen Analyse mit

einem Time-of-Flight Detektor nachgewiesen (DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse).

Die in der Schnellmethode zur Auswertung der Aromaspektren herangezogenen Verbindungen
wurden mittels vergleichender Aromaextraktverdiinnungsanalysen (AEVA) sowie olfaktorischer
Untersuchungen thermisch desorbierter Ole (TCT-HRGC-Olfaktometrie) als potente Aromastoffe

von Haselnusskernen eindeutig identifiziert.

Sensorische Qualititsabweichungen von Haselnusskernen konnten mit der DTD/Fast-GC/TOF-MS
Analyse durch Anderungen der Zusammensetzung der Geruchsstoffe #uBerst empfindlich
nachgewiesen werden. So nahmen die Konzentrationen der Lipidperoxidationsprodukte Hexanal,
Octanal, (E,E)-2,4-Nonadienal und (E,E)-2,4-Decadienal in gelagerten Haselnusskernen zu. Der
Anstieg der Verbindungen war nur fiir sensorisch stark abweichende Haselnusskerne signifikant. Ein
mikrobiologischer Verderb wurde {iber den Anstieg methylverzweigter Ketone und Amine angezeigt.
In minderen Nussqualititen frischer Ernte wurden geringere Konzentrationen an den Monoterpenen

a-Pinen, B-Pinen, Camphen und A-3-Caren gefunden als in einwandfreien Haselnusskernen.

Zur Auswertung der Aromaspektren wurden verschiedene Verfahren angewendet. Neben der
einfachen visuellen Bewertung wurden die Spektren statistisch mittels einer Diskriminanzanalyse
ausgewertet. Mit diesem Verfahren konnten frische Haselnusskerne von gelagerten Haselnusskernen
sicher unterschieden werden. Die Auswertung erfordert eine hohe Stichprobenzahl, zeichnet sich

jedoch durch die Mdglichkeit einer priazisen Klassifizierung der Handelsware aus.

Eine andere Mdoglichkeit der Auswertung ergibt sich durch die Einordnung der Aromastoffe in
sensorische Attribute wie ARTEIGEN, RANZIG und ANDERSARTIG. Durch Summierung der
Flachenwerte aller Aromastoffe eines Attributes mit anschlieBender Bereinigung von konstanten
Beitragen konnten mit dieser Methode gute Nussqualititen sehr empfindlich von minderen

Nussqualititen unterschieden werden.
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Durch die Zusammenfassung der drei Faktoren ARTEIGEN, RANZIG und ANDERSARTIG und der
Einfiihrung eines inneren Standards (INSTD) wurde mit dem dimensionslosen Faktor NUSSQUALITAT

eine nahezu systemunabhdngige Vergleichbarkeit von Analysenergebnissen erreicht.

Die DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse ermoglicht eine Qualititsbewertung, mit der peroxidative oder
mikrobiologische Verderbnisreaktionen erfasst werden konnen. Die Qualitét erntefrischer Ware kann
ebenso beurteilt werden wie ein durch Verschneidung von Haselniissen neuer Ernte mit alter Ernte
hergestelltes Produkt. Der hohe Informationsgehalt der Aromaspektren erlaubt zudem Riickschliisse

auf die Ursache der Qualititsabweichung.

Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der im Vergleich zur Bestimmung von Einzel- bzw.
Summenparametern hohen Empfindlichkeit der Methode durch die Vielzahl der beriicksichtigten

Verbindungen mit indirekter Korrelation zur sensorischen Qualitt.

Die Untersuchungen zu raffinierten Sonnenblumendlen haben gezeigt, dass die Methode der

Qualititsbewertung leicht auf andere Probenmaterialien iibertragen werden kann.

Durch die automatisierte Probeninjektion, die einfache Probenvorbereitung, die Schnelligkeit und die
hohe Empfindlichkeit der DTD/Fast-GC/TOF-MS Analyse eignet sich die Methode in besonderem

MaBe zur Routineanalyse.

Zur  Ursachenkldrung des  peroxidativen  Verderbs von  Haselnusskernen  wurden
Hydroperoxyfettsduren als Aromavorldufer von Peroxidationsprodukten mittels Reversed-Phase
Fliissigchromatographie und micellarer elektrokinetischer Chromatographie untersucht. Es konnte
gezeigt werden, dass der peroxidative Verderb von Haselnusskernen fast ausschlieBlich auf

Lipoxygenaseaktivititen, vermutlich der Lipoxygenase Typ I, zuriickzufiihren ist.
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S  Experimenteller Teil

5.1 Methoden und Geritesysteme

5.1.1 AEVA

Es werden 400g der Haselnussproben 2 min in einer IKA-Universalmithle M 20 unter
Wasserkiihlung vermahlen. AnschlieBend eine Extraktion der Aromastoffe aus dem Probenmaterial
mit Losungsmittel (2 x 200 ml, Pentan/Diethylether 1:1 v/v) unter zweistiindigem Riihren im Dunkeln
durchfiihren. Danach das Losungsmittel abdekantieren und mit dem Extrakt eine Hochvakuum-
Destillation (ca. 1x10-3mbar, Sumpf 35°C) durchfilhren (Guth und Grosch, 1989). Den
gewonnenen Aromaextrakt durch Destillation an einer Vigreux-Kolonne (50x1cm) und
Mikrodestillation —auf 100ul konzentrieren.  Originalextrakt und daraus hergestellte
Verdiinnungsstufen mittels Gaschromatographie-Olfaktometrie (HRGC-O) und HRGC-MS

untersuchen:

HRGC-O:

Gaschromatograph: Carlo Erba Instruments HRGC 5160, Injektor: On Column Injektion,
Injektionsvolumen: 0,5 ul, Saulen: DB-FFAP 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke, 30 m Lange; DB-5
0,25mmID, 0,25um Filmdicke, 30 m Lénge, Detektor: FID, Sniffing-Port (200 °C), Tréigergas:
Helium (Saulenvordruck 80kPa), Brenngase: Wasserstoff (100 kPa), Luft (100 kPa), Make-up Gas:
Stickstoff (50 kPa), Integrator: Merck Hitachi D-7000 gekoppelt mit elektronischem Signalgeber fiir
die Sniffing-Analyse.

HRGC-MS:

Gaschromatograph: HP 5890 SeriesIl, Injektor: On Column Injektion, Injektionsvolumen: 0,5 pl,
Sdulen: DB-FFAP 0,25mmID, 0,25um Filmdicke, 30m Lénge; DB-5 0,25mmID, 0,25pum
Filmdicke, 30m Lénge, Detektor: MSD HP 5971 Series, Trigergas: Helium (Siulenvordruck
80 kPa).
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Tabelle 5.1 Ergebnisse der AEVA der fliichtigen Verbindungen der Ernte 2000
und der Ernte 1998 n

Verbindung ® Geruchs- RI RI Ernte 2000 Ernte 1998 n
qualitit” | (DB-FFAP) | (DB-5) | FD-Faktor | FD-Faktor

2,5-Dimethyl-3-methoxy- nussartig, 1417 1057 1000 1000

pyrazin rostig

1-Octen-3-on metallisch, | 1295 980 300 300
pilzartig

2-Acetyl-1-pyrrolin rostig 1336 915 300 300

Octanal seifig 1280 1004 300 300

Methional kartoffel- 1461 904 100 300
artig

Filberton nussartig 1295 973 100 100

2-Isobutyl-3-methoxypyrazin © | erdig 1533 1190 100 50

(E)-2-Nonenal fettig 1527 1161 100 100

2-Methylpropionséure schweil3- 1563 - 100 50
artig

(E,E)-2,4-Nonadienal frittiertes 1704 1213 100 300
Fett

2-/3-Methylbuttersdure schweil3- 1662 873 50 100
artig

Buttersdure schweil3- 1619 821 50 100
artig

Hexanal griin 1079 801 20 50

a-Pinen terpenartig | 1020 940 50 10

Essigsdure sduerlich 1450 - 10 10

(Z)-2-Nonenal fettig 1520 1143 10 10

Nonanal seifig 1380 1102 10 10

3-Methyl-4-heptanon fruchtig, 1159 928 10 10
nussartig

2-Phenylethanol blumig, siil | 1920 1116 10 1

(E)-2-Decenal fettig 1755 1167 10 10

o-Aminoacetophenon aminartig 2200 1314 10 10

Vanillin vanilleartig | 2564 1400 10 10

(E,E)-2,4-Decadienal frittiertes 1805 1314 10 10
Fett

(E,Z)-2,4-Decadienal fettig 1760 1292 1 10

(E,Z)-2,4-Nonadienal fettig 1655 1194 1 10

(E)-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal © | metallisch | 2017 1385 1 5

a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitdt am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wihrend der HRGC-O

C) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf der Basis
der in a) angegebenen Kriterien.
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Tabelle 5.2

Ergebnisse der AEVA der fliichtigen Verbindungen der Ernte 2000 g
und der Ernte 1998ng

Verbindung * Geruchs- RI RI Ernte 2000 g | Ernte 1998 n
qualitit” | (DB-FFAP) | (DB-5) | FD-Faktor | g FD-Faktor

3-Methylbutanal malzartig 927 652 1000 1000

3-Methyl-4-heptanon fruchtig, 1159 925 1000 1000
nussartig

Filberton haselnuss- | 1295 968 1000 1000
artig,
fruchtig

Octanal seifig, 1286 1004 1000 1000
citrusartig

Methional kartoffel- 1449 905 1000 100
artig

2-Furfurylthiol rostig 1432 911 100 1000

Nonanal seifig 1388 1093 100 100

Hexanal griin 1079 801 100 1000

o-Pinen terpenartig | 1007 940 100 100

2,5-Dimethyl-3-methoxy- rostig 1417 1057 100 100

pyrazin ©

(E,E)-2,4-Decadienal frittiertes 1804 1318 100 100
Fett

Unbekannt rostig - 1020 100 10

2-Ethyl-3,5-dimethylpyrazin nussig 1449 1083 100 10

(E,Z)-2,4-Nonadienal fettig 1647 1194 10 100

(E)-2-Decenal fettig 1615 1261 10 100

A-3-Caren terpenartig | 1135 1020 10 100

(E,E)-2,4-Nonadienal frittiertes 1707 1222 10 100
Fett

(Z)-2-Nonenal seifig, 1488 1143 10 10
fettig

3-Isobutyl-2-methoxypyrazin © | erdig 1517 1184 10 10

Ethylhexanoat fruchtig 1218 997 10 10

1-Octen-3-on metallisch, | 1295 980 10 10
pilzartig

2-Methyl-3- sty - 1051 10 10

(2-propenyl)-pyrazin

o-Aminoacetophenon aminartig 2200 1314 10 10

(E)-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal metallisch | 2006 1385 10 10

(E)-2-Nonenal fettig 1527 1161 1 10

v-Terpinen terpenartig | - 1062 1 100

2-/3-Methylbuttersaure schweil3- 1662 873 1 10
artig

Buttersdure schweil3- 1619 821 1 10
artig

79




a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis
folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitit am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wéihrend der HRGC-O

C) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf der Basis
der in a) angegebenen Kriterien.

5.1.2 TCT-HRGC-O

Haselnusskerne mit einer Handpresse pressen und das daraus gewonnene Ol direkt zur Analyse
einsetzen. Jeweils 0,1-100 ul des Oles in den mit Glaswolle bestiickten Liner der Desorptionseinheit
einspritzen und den Liner in den TCT-Injektor installieren. Bei 60 °C mit einem Desorptionsfluss von
25ml/min das Ol 60min mit Helium spiilen und die verdampfenden Komponenten auf einer
unpolaren Trap (CP-Sil 5 CB, Chrompack, 5 pm Filmdicke, 40cm Linge, 0,5mm ID) kryo-
fokussieren. Durch schnelles Autheizen der Kiihlfalle mit einer Autheizrate von 375 °C/min auf
240°C die Komponenten auf die Trennsdule iiberfithren und mittels HRGC-O und HRGC-MS

untersuchen:

HRGC-O:

Gaschromatograph: HP 5890  SeriesIl, Injektor: TCT/PTICP4010/4020 Chrompack,
Injektionsvolumen: 0,1-100 ul, Retentionsgab: Fused Silica, deaktiviert 0,32 mmID, 15cm Lénge,
Trennsdulen: DB-FFAP 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke, 30 m Linge; DB-5 0,25 mmID, 0,25 uym
Filmdicke, 30 m Lange, Detektor: FID, Sniffing-Port (200 °C), Trégergas: Helium (Séulenvordruck
60 kPa), Brenngase: Wasserstoff (100kPa), Luft (100kPa), Make-up Gas: Stickstoff (50kPa),
Integrator: Merck Hitachi D-7000 gekoppelt mit elektronischem Signalgeber fiir die Sniffing-
Analyse.

HRGC-MS:

Gaschromatograph: HP 5890 SeriesIl, Injektor: TCT/PTI CP4010/4020 Chrompack,
Injektionsvolumen: 0,1-100 pl, Retentionsgab: Fused Silica, deaktiviert 0,32 mmID, 15cm Lénge,
Trennsdulen: DB-FFAP 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke, 30 m Lange; DB-5 0,25 mmID, 0,25 um
Filmdicke, 30m Léange, Detektor: MSD HP 5971 Series, Trigergas: Helium (Sdulenvordruck
60 kPa).
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Tabelle 5.3

Ergebnisse der TCT- Olfaktometrie der fliichtigen Verbindungen in
Haselnusskernen der Ernte 2000 (10 Einzelnusshéilften)

Verbindung ¥ Geruchsqualitit” RI RI FD-Faktor
(DB-FFAP) | (DB-5) Ernte 2000
2-Butanon atherisch 870 - 50
Camphen campherartig 1065 949 50
3-Methylbutanal malzig 927 652 50
2-Pentanon fruchtig, nach Banane | 972 - 50
a-Phellandren terpenartig, 1209 1007 50
medizinisch
B-Pinen terpenartig, harzig 1102 985 50
Unbekannt - 783 - 50
2-Methylbutanal malzig 907 663 10
a-Pinen terpenartig 1013 940 10
1-Octen griin 830 768 10
Unbekannt - 724 - 10
Hexanal griin 1074 801 5
3-Methyl-4-heptanon fruchtig, nussartig 1156 925 5
6-Methyl-5-hepten-2-on griin, fettig, stechend | 1322 985 5
2-Pentylfuran butterartig, griine 1222 977 5
Bohnen, SiiBholz
2,3,5-Trimethylfuran rostig 1049 730 5
Unbekannt malzig, nussig <500 - 5
Benzaldehyd bittermandelartig 1496 963 1
A-3-Caren terpenartig 1141 1020 1
2-Methylpropanal malzig 822 552 1
2-Nonanon blumig, fettig 1388 1093 1
Unbekannt malzig, nussig 641 - 1
Unbekannt - 736 - 1
Unbekannt - 899 - 1
Aceton 16sungsmittelartig, 780 - 0,5
fruchtig
Ethylacetat Nagellack, 857 830 0,5
16sungsmittelartig
Limonen atherisch, nach 1193 1030 0,5
Zitrone
Myrcen krautig, metallisch 1172 989 0,5
Toluol nach Anstrichfarbe 1029 - 0,5
a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitdt am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wéihrend der HRGC-O
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Tabelle 5.4

Ergebnisse TCT-Olfaktometrie der fliichtigen Verbindungen in
gelagerten Haselnusskernen der Ernte 1998 n (10 Einzelnusshélften)

Verbindung ® Geruchsqualitit” RI RI FD-Faktor
(DB-FFAP) | (DB-5) Ernte 1998 n
A-3-Caren terpenartig 1141 1020 50
4-Heptanol fruchtig 1310 - 50
Limonen dtherisch, citrusartig 1193 1030 50
Octanal seifig, citrusartig 1280 1004 50
1-Octen-3-on @ pilzartig, metallisch 1300 980 50
Unbekannt fruchtig 1560 - 50
Unbekannt erdig, kellerartig 1589 - 50
Benzaldehyd bittermandelartig 1496 963 10
2-Butanon atherisch 870 - 10
B-Pinen terpenartig, harzig 1102 985 10
Camphen campherartig 1065 949 10
Decanal seifig, blumig 1477 1207 10
Essigsdure sauer, scharf 1450 - 10
Filberton nussartig 1295 968 10
1-Octen griin 830 - 10
2-Pentylfuran butterartig, griine 1222 977 10
Bohnen, Siilholz
a-Phellandren terpenig, medizinisch 1209 1007 10
Unbekannt petroleumartig 1460 - 10
Aceton 16sungsmittelartig, 780 - 5
fruchtig
A-4-Caren terpenartig 1258 1075 5
4-Heptanon fruchtig, annanasartig 1110 890 1
Hexanal griin 1074 801 1
Nonan 16sungsmittelartig 900 900 1
Nonanal seifig 1385 1103 1
2-Methylbutanal malzig 907 663 1
3-Methylbutanal malzig 927 652 1
3-Methyl-4-heptanon fruchtig, nussartig 1156 925 1
2-Pentanon fruchtig, nach Banane 972 - 1
a-Pinen terpenartig 1013 940 1
Toluol nach Anstrichfarbe 1029 - 1
Unbekannt - 1234 - 1
a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitit am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wéihrend der HRGC-O

c) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf der Basis
der in a) angegebenen Kriterien.
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Tabelle 5.5

Ergebnisse der TCT-Olfaktometrie der fliichtigen Verbindungen in
Haselnusskernen der Ernte 2000 g (10 Einzelnusshilften)

Verbindung ® Geruchsqualitit ” RI RI FD-Faktor
(DB-FFAP) (DB-5) Ernte 2000 g
B-Pinen terpenartig, harzig 1102 985 100
3-Methylbutanal malzig 927 652 100
Octanal seifig, citrusartig 1268 1004 100
Pentanal stechend, 968 722 100
bittermandelartig
Propanal fruchtig, stechend 796 450 100
Acetaldehyd stechend, dtherisch, 647 - 50
2-Butanon atherisch 870 - 50
2,5-Dimethylpyrazin nussartig 1390 906 50
Filberton haselnussartig 1295 968 50
3-Methyl-4-heptanon fruchtig, nussartig 1159 925 50
6-Methyl-5-hepten-2-on | griin, fettig, stechend | 1332 985 50
Myrcen krautig, metallisch 1172 989 50
2-Pentylfuran butterartig, griine 1222 977 50
Bohnen, Siifholz
a-Phellandren terpenig, medizinisch | 1209 1007 50
2-Pentanon fruchtig, nach Banane | 972 - 50
o-Pinen terpenartig 1013 950 50
Unbekannt - 1150 - 50
A-3-Caren terpenartig 1135 1020 10
Camphen campherartig 1065 949 10
Ethylbutanoat fruchtig 1030 803 10
(Z)-2-Heptenal griin, fettig 1319 957 10
Hexanal griin 1082 801 10
3-Isobutyl-3-methoxy- erdig 1517 1184 10
pyrazin ©
Limonen dtherisch, citrusartig | 1180 1030 10
Nonanal seifig 1388 1102 10
2,3,5-Trimethylfuran rostig 1050 730 10
Unbekannt - 1092 - 10
2,3-Butanedion butterartig 979 <600 5
2-Ethyl-3,6-dimethyl- nussig, kartoffelartig | 1449 1083
pyrazin
2-Ethyl-3,5-dimethyl- nussig, 1465 1088 5
pyrazin kartoffelartig
Ethylbenzol 16sungsmittelartig 1124 844 5
2-(Z)-Nonenal fettig, griines Blatt 1502 1148 5
Octan 16sungsmittelartig 800 800 5
(E)-2-Octenal fettig, nussartig 1423 1059 5
Trimethylpyrazin erdig 1400 1233 5
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Verbindung ® Geruchsqualitit RI RI FD-Faktor
(DB-FFAP) (DB-5) Ernte 2000 g

Unbekannt s} 939 - 5
Unbekannt - 1148 - 5
2-Acetyl-1-pyrrolin © rostig 1336 915 1
Cyclopentan 16sungsmittelartig 636 1

Butanal fruchtige, 872 596 1

bananenartige Note

2,3-Diethyl-5-methyl- gebratene Kartoffel 1482 1158 1

pyrazin

2-Methylbutanal malzig 914 663 1
2-Methylpropanal malzig 822 552 1
3-Methylpentanal malzig 1081 652 1

Nonan 16sungsmittelartig 900 900 1
1-Octen-3-on metallisch, pilzartig 1300 980 1

Toluol nach Anstrichfarbe 1039 - 1

p-Xylol 16sungsmittelartig 1117 1
Unbekannt - 659 1
Unbekannt - 672 1
Unbekannt - 752 1
Unbekannt - 842 1
Unbekannt - 964 1
Unbekannt - 1104 1
Unbekannt - 1151 1
Unbekannt - 1188 1

a) Die Verbindungen wurden identifiziert durch Vergleich mit der Referenzsubstanz auf der Basis

folgender Kriterien: RI-Wert auf 2 Kapillarsdulen (DB-FFAP und DB-5), Massenspektren (EI) und
Geruchsqualitdt am Sniffing-Port.

b) Geruchsbeschreibung wihrend der HRGC-O

c) Die MS-Signale waren fiir eine Interpretation zu schwach, die Identifizierung erfolgte auf  der Basis

der in a) angegebenen Kriterien.
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5.1.3 Flash-Chromatographie

Haselnusskerne wie in Kapitel 5.1.1. beschrieben aufarbeiten und eine Hochvakuum-Destillation (ca.
1*10° mbar, Sumpf 35°C) durchfiihren. Das Destillat mit 200ml HCI (0,1 N) ausschiitteln. Die
wassrige Phase nach dem Alkalisieren (NaOHyon, , pH = 12-13) mit Ether extrahieren und die Ether-
Phase mit gesittigter NaCl-Losung waschen. Die Ether-Fraktion aus der HCIl-Extraktion mit
NaHCO3 (0,1 N) ausschiitteln und anschlieend iiber Flash-Chromatographie fraktionieren. Die
wassrige Phase der Carbonat-Extraktion sauer stellen (pH = 2-3) und ebenfalls mit Ether

ausschiitteln.

Flash-Chromatographie: ~ Merck  System  Superformance Sdule 31cm Linge, 16mm
Innendurchmesser, Kieselgel 60 Korngréfe 0,04-0,063 mm, Pumpe: LC Kontron 414-T; Eluent:
Pentan/Ether je 2x 100 ml (97,5/2,5; v/v, 95/5; v/v, 90/10; v/v, 80/20; v/v, 50/50; v/v)

Die Ether-Extrakte und die einzelnen Fraktionen der Flash-Chromatographie durch Destillation an
einer Vigreux-Kolonne (50 x 1 cm) und Mikrodestillation auf 100 pl einkonzentrieren [Bemelmans,

1979] und mit HRGC-O und HRGC-MS untersuchen:

HRGC-O:

Gaschromatograph: Carlo Erba Instruments HRGC 5160, Injektor: On Column Injektion,
Injektionsvolumen: 0,5 ul, Séulen: DB-FFAP 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke, 30 m Lénge; DB-5
0,25mmID, 0,25um Filmdicke, 30m Lénge, Detektor: FID, Sniffing-Port (200 °C), Trigergas:
Helium (Séulenvordruck 80kPa), Brenngase: Wasserstoff (100 kPa), Luft (100 kPa), Make-up Gas:
Stickstoff (50 kPa), Integrator: Merck Hitachi D-7000 gekoppelt mit elektronischem Signalgeber fiir
die Sniffing-Analyse.

HRGC-MS:

Gaschromatograph: HP 5890 SeriesIl, Injektor: On Column Injektion, Injektionsvolumen: 0,5 pl,
Sdulen: DB-FFAP 0,25mmID, 0,25um Filmdicke, 30m Léange; DB-5 0,25mmID, 0,25 um
Filmdicke, 30m Léange, Detektor: MSD HP 5971 Series, Triagergas: Helium (Sdulenvordruck
80 kPa).
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5.1.4 DTD/Fast-GC/TOF- Massenspektrometrie

Neutrale Pflanzenodle konnen direkt zur Analyse eingesetzt werden; das aus rohen Haselniissen durch
Pressung isolierte Ol wird zur Abtrennung von Triibstoffen zentrifugiert (2 min bei 6000 U/min). Die
Ole (1-5 pl) werden iiber einen automatisierten Probengeber in den Glasliner des auf 5 °C gekiihlten
DTD-Injektorkopf injiziert. Durch das Aufheizen des Injektors (35-175°C, Splitless) werden die

fliichtigen Komponenten der Ole mittels Gasextraktion (He) desorbiert.

Tabelle 5.6  Zur Auswertung herangezogene Massen fiir die Quantifizierung iiber
Massenspektrometrie (QM)

Verbindung QM (m/z)
a-Pinen 93
Camphen 93
5-Methyl-2-hepten-4-on 69
B-Pinen 93
A-3-Caren 93
Limonen 93
v-Terpinen 93
Hexanal 56
Heptanal 57
Ocanal 55
Nonanal 57
Decanal 112
(E,E)-2,4-Nonadienal 81
(E,E)-2,4-Decadienal 81

Mit Hilfe einer CO,-Kiihlung werden die desorbierenden Verbindungen am Anfang der Trennséule
fokussiert. Nach der Desorption wird der Injektor zur Minimierung von Nachelutionen in den Split-
Modus (20 ml/min) umgestellt und auf 25°C gekiihlt bzw. werden die mit Ol beladenen Glasliner
durch einen frischen Liner ersetzt. Anschlieend erfolgt die Trennung der fliichtigen Komponenten
tiber Fast-GC an einer DB-5 bzw. DB-1701 Kapillare. Die Identifizierung der Komponenten erfolgt
iiber einen Vergleich der Retentionsindizes und Massenspektren von Referenzverbindungen aus
Datenbanken. Zur Quantifizierung relevanter Aromastoffe wurde eine externe Kalibrierung mit den
Referenzverbindungen, geldst in Pentan, durchgefiihrt. In Tabelle 5.6 sind die zur Quantifizierung

herangezogenen Massen angegeben.
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Geritesystem:

Probengeber: Combi Pal CTC; Injektor: DTD-Injektionssystem Optic2 ATAS; Temperaturprogramm
Injektor: 5°C (0s) 16°C/s 150°C (710s), Splitless (230s); Gaschromatograph: 6890 Agilent;
Kryofokussierung: CO,-Cryogenic Cold Trap SGE; Detektor: TOF-MS LECO Pegasus II%;
Aquisitionsrate: 20 Spektren/Sekunde (35-350u); Tragergas: Helium 5.0; Sdule: DB-1701 (20m x
0,18 mm ID, 0,4 um Filmdicke) und RTX-5 (20m x 0,18 mm ID, 0,2 um Filmdicke); Gasfluss:
Iml/min; Temperaturprogramm GC: 20 °C (3,5 min) 40 °C/min 290 °C (1 min).

5.1.5 Isotopenverdiinnungsanalyse

Haselnusskerne mit einer Handpresse bzw. hydraulischen Presse quetschen und das daraus
gewonnene Ol direkt zur Analyse einsetzen. Jeweils 100 pl des Oles in den mit Glaswolle bestiickten
Liner der Desorptionseinheit einspritzen. Zu dem Ol 5ul einer Stammldsung der deuterierten
Verbindungen (Konzentrationen der einzelnen Verbindungen zwischen 0.5-6.5ng/ul in Pentan)
einspritzen und das Losungsmittel vorsichtig mit Luft abblasen. Den Liner in den TCT-Injektor
installieren. Bei 60 °C mit einem Desorptionsfluss von 25 ml/min das Ol 60 min mit Helium spiilen
und die verdampfenden Komponenten auf einem Retentionsgab kryofokussieren. Durch schnelles
Aufheizen der Kiihlfalle mit einer Aufheizrate von 375 °C/min auf 240 °C die Komponenten auf die

Trennséule tiberfihren und mittels HRGC-MS untersuchen:

Tabelle 5.7  Zur Auswertung herangezogene Massen fiir die Quantifizierung iiber
Massenspektrometrie (QM)

Verbindung QM (m/z)
['H]-Hexanal 82
[*H]-Hexanal 86
['H]-5-Methyl-2-hepten-4-on 69
['H]-3-Methyl-4-heptanon 85
[*H]-3-Methyl-4-heptanon 88
['H]-(E,E)-2,4-Nonadienal 81
[*H]- (E,E)-2.4-Nonadienal 83
['H]- (E,E)-2,4-Decadienal 81
[*H]-(E,E)-2,4-Decadienal 83
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Tabelle 5.8 Bei der Auswertung beriicksichtigte Korrekturfaktoren (K)

Verbindung K

[*H]-Hexanal / ['H]-Hexanal 0,96

[*H]-5-Methyl-2-hepten-4-on / [*H]-3-Methyl-4-heptanon 1,04

[*H]-3-Methyl-4-heptanon / ['H]-3-Methyl-4-heptanon 0,90

[*H]-(E,E)-2,4-Nonadienal / ['H]- (E,E)-2,4-Nonadienal 0,75

[*H]- (E,E)-2.,4-Decadienal / ['H]-(E,E)-2,4-Decadienal 0,73
HRGC-MS:

Gaschromatograph: HP 5890 Series II, Injektor: TCT/PTI CP 4010/4020 Chrompack,
Injektionsvolumen: 100 ul, Retentionsgab: Fused Silica, deaktiviert 0,32mmID, 15cm Linge,
Trennsdulen: DB-FFAP 0,25mm ID, 0,25 um Filmdicke, 30 m Lénge; Detektor: MSD HP 5971

Series, Tragergas: Helium (Sdulenvordruck 60 kPa).

5.1.6 Hydroperoxydbestimmung mittels HPLC

20-25g der entsprechenden Haselnussproben 2min in der IKA-Universalmiihle M20 unter
Wasserkiihlung vermahlen und mit Losungsmittel (2x25ml, Pentan/Diethylether 1:1, v/v) unter
Stickstoffatmosphédre im Dunkeln unter Rithren 30 min extrahieren. Danach das Losungsmittel
abdekantieren und mit Stickstoff abblasen. Ca. 50-150 mg des gewonnenen Oles in 50 ml Chloroform
16sen, 1 ml Aliquote in Eppendorf-Cups pipettieren und das Losungsmittel mit Stickstoff abblasen.
200 pl eines Glycylglycin-Puffer (400 mM Glycylglycin, 20 mM CaCl,, pH = 7,5-7,6), 10 ul Lipase
und 50 pl Esterase zupipettieren und 30-60 min bei 37 °C inkubieren. Die Reaktion durch Zugabe von
I ml Chloroform stoppen und anschlieBend mit Chloroform (5x1ml) die Extraktion der freien
Hydroperoxyfettsduren und der freien Fettsduren aus der wéssrigen Losung durchfithren. Das
Losungsmittel durch Abblasen mit Stickstoff entfernen und den Riickstand in 1ml bzw. 0,1 ml
Methanol aufnehmen. Jeweils 20ul der methanolischen Losung mittels eines automatischen
Probengeber injizieren. Die UV-Detektion bei einer Wellenlénge von 195nm durchfithren. Als
Derivatisierungsreagenz fiir die Chemolumineszenz-Detektion 2,5 mg Mikroperoxidase-11und 6 mg
Isoluminol bzw. Luminol in 10-100 ml Methanol 16sen und mit 150 ml Borax-Puffer (pH = 10,2)

versetzen.
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HPLC-System:

Waters alliance® Separation Module 2690 mit He-Entgaser, Autosampler und Eluentenpumpe;
Trennsédule: Neos Fluofix-RP-Sdule (temperiert auf 40 C); Injektionsvolumen: 20 ul; Eluent: 55 %
Acetonitril, 45 % Phosphorsédure (0,1 %); Flussrate: 1 ml/min, Reagenzienpumpe: La Chrom Pumpe
Merck Hitachi L7110, UV/VIS-Detektor: La Chrom Merck Hitachi UV Detektor und

Chemolumineszenzdetektor: Jasco 825-Cl. Auswertesoftware: Millenium 32.

5.1.7 Hydroperoxidbestimmung mittels CE

Zufillig ausgewihlte einzelne rohe Haselniisse halbieren. Mit einer Halfte der Nuss eine sensorische
Bewertung durchfiihren und von der entsprechenden zweiten Hilfte das Ol mittels einer Presse
isolieren. Ca. 4-6 mg des gewonnenen Oles in Eppendorf-Cups genau einwiegen und mit 200 pl eines
Glycylglycin-Puffer (400mM Glycylglycin, 20mM CaCl,, pH = 7,5-7,6), 10 ul Lipase und 50 pl
Esterase versetzen und 120min bei 37°C inkubieren. Die Reaktion durch Zugabe von 0,5ml
Chloroform stoppen und anschlieBend mit Chloroform (3x0,3ml) die Extraktion der freien
Hydroperoxyfettsduren und der freien Fettsduren aus der wéssrigen Losung durchfiihren. Das
Losungsmittel durch Abblasen mit Stickstoff entfernen und den Riickstand in 30pul Methanol

aufnehmen und mittels Kapillarelektrophorese (CE) untersuchen.

Kapillarelektrophoretische Bedingungen:

P/ACETM MDQ Kapillar Elektrophorese System, Beckman Coulter; Detektor: Dioden Array
Detektor Beckman Coulter; Software: 32 Karat Software; Siule: CS Fused-Silica, unbelegt ID 50 um,

Léange 50 cm, Linge zum Detektorfenster 40 cm; Elektrolyt: wéssrige Losung von 30 mM SDS und
10 mM Na,HPO4 (pH 9.3), 15 % Acetonitril

Konditionierung: 1 Spiilschritt: 1,0 min Methanol (20 psi),
2 Spiilschritt: 0,5 min SDS 200mM (20 psi);
3 Spiilschritt: 1,5 min NaOH, 1M (20 psi);
4 Spiilschritt: 0,5 min tridest. H,O (20 psi);
5 Spiilschritt: 2,0 min Elektrolyt

Injektion: 5,0 Sec. (0.5 psi)

Spannung: 18kV, 35 min
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5.2 Synthesevorschrift der Aromastoffe

5.2.1 3-Methyl-4-heptanon

Das unmarkierte 3-Methyl-4-heptanon wurde nach der Vorschrift von Becker et al., 1993 durch
Oxidation des 3-Methyl-4-heptanols mit PDC hergestellt.

Methode

50 mmol des Alkohols in 5 ml Dichlormethan 16sen und bei RT zu einer Losung von 70 mmol PDC in
70 ml unter Riihren langsam zutropfen. Nach 24 h wird mit 100 ml Diethylether verdiinnt und filtriert.
Die Losung wird mit einem Rotationsverdampfer einkonzentriert tiber die Flash-Chromatographie
gereinigt. Mit einem Rotationsverdampfer werden die vereinigten, mit MgSO4 getrockneten
Fraktionen der Flashchromatographie vorsichtig einkonzentriert und iiber erneute Destillation wird an

der Vigreux-Kolonne das Losungsmittel vollstindig entfernt.

Flash-Chromatographie

Elution mit jeweils 200 ml 97,5/2,5 (v/v), 95/5 (v/v), 90/10 (v/v), 80/20 (v/v), 70/30 (v/v) und 50/50
(v/v) Pentan/Diethylether

Kieselgelsdule: 31 cm Liange, 16 mm ID, Kieselgel 60 KorngréBe 0,04-0,063 mm, Pumpe: Kontron
414-T, Fraktionssammler: Pharmacia LKB RediFrac, UV Kontrolle: LKB 2138 UVICORD 5

Das Edukt wurde zu 98 % oxydiert. Nach der Reinigung mit der Flash-Chromatographie konnte das
Pyridin vollstindig abgetrennt werden. Das 3-Methyl-4-heptanol eluierte in der 2. Fraktion (95/5
(v/v)). Die Reinheit des Produktes wurde chromatographisch iiber das in Kapitel 5.1.1 beschriebene
GC-MSD und GC-FID System kontrolliert. In Abbildung 5.2 ist das Massenspektrum der

unmarkierten Verbindung der markierten Verbindung gegeniibergestellt.
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5.2.2 [*H]-3-Methyl-4-heptanon

Das [*H]-3-Methyl-4-heptanon wurde nach der Methode von Reets und Haning, 1993 iiber eine
a-Alkylierung des 4-Heptanons synthetisiert. Die beschriebene Methode eignet sich insbesondere
aufgrund der Unterdriickung doppelter Alkylierungen des Ketons. Hierbei fiihrt die
Transmetallierung von Lithiumenolaten tiber LiN(SiMes), mit MnBr, zu einem Mangan-Enolat

unbekannter Struktur und CHjl als Alkylierungsreagenz zu guten Ausbeuten des a-alkylierten

Ketons.
Abbildung 5.1 Reaktionsmechanismus zur Synthese des [*H]-3-Methyl-4-heptanon
1)LiN(SiMe,),
0] 2)MnBr, 0]
W Sy
> +
95% "0.5%

Methode

Es werden 3 mmol 4-Heptanon in eine Losung aus 3.05 mmol LiHMDS in 8 ml THF (trocken) unter
Schutzatmosphére (Argon) bei -78 °C zugegeben. Nach 40 min wird das Reaktionsgemisch auf RT
erwarmt und 9mmol DMPU zugefiigt, anschlieBend wird fiir weitere 10min geriihrt. Die
Enolatlosung wird zu 3 mmol MnBr, (wasserfrei) zugegeben und geriihrt bis eine klare, rot-braune
Losung erreicht wird (10-15 min). Im Anschluss werden 3.3 mmol deuteriertes Methyliodid mit einer
Spritze zugegeben. Die Reaktion wird nach 4h mit ges. NH4Cl gequenscht, mit 50ml Pentan
extrahiert und mit ges. wéssriger EDTA-Losung, ges. NaHCO; und Wasser aufgereinigt.

Die iiber Destillation an einer Vigreux-Kolonne (50x 1 cm) und Mikrodestillation auf ca. 500 ul auf
zukonzentrierende Losung wird mit einer Flash-Chromatographie gereinigt (vgl. Methode Anhang)
und die Fraktionen des alkylierten Ketons (UV- und GC-Kontrolle) vereinigt. Die Losung wird mit
MgSO, getrocknet, filtriert und mit einem Rotationsverdampfer vorsichtig einkonzentriert. Uber

erneute Destillation an der Vigreux-Kolonne wird das Losungsmittel vollstdndig entfernt.
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Die iiber GC ermittelte Ausbeute des monoalkylierten Rohproduktes betrug ca. 70%; das 3,5-
Dimethyl-4-heptanon wurde nicht nachgewiesen. Um ein reines Endprodukt zu erhalten, wurden die
Fraktionen der Flash-Chromatographie, bei denen das Produkt mit dem Edukt koeluierten nicht
vereinigt. Nach der Reinigung und dem Entfernen des Losungsmittels betrug die Ausbeute ca. 30 %.
Die Reinheit der Verbindung wurde gaschromatographisch iiber MSD- und FID-Detektion
kontrolliert und betrug ca. 90 %. Das Massenspektrum der Verbindung ist in Abbildung 5.2

dargestellt.

Abbildung 5.2 Massenspektren des synthetisierten 3-Methyl-4-heptanons und
des [*H]-3-Methyl-4-heptanons

A 3-Methyl-4-heptanon B [*H]-3-Methyl-4-heptanon

Abundance Sean 936 (5.885 min) SMEAON.O Scan 239 (4.749 mrin): D3METH~1.D
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5.2.3 [*H]-(E,E)-2,4-Nonadienal und [*H]-(E,E)-2,4-Nonadienal

Die beiden Dienale wurden nach der Vorschrift von Lin et al., 1999 synthetisiert:

Abbildung 5.3 Reaktionsmechanismus zur Synthese des [*H]-(E,E)-2,4-Decadienals
und [*H]-(E,E)-2,4-Nonadienals
= BrM
CI\/\/\ NaOH - MeONa §\\/O Bng/\ -
e OH =~ N THF —

Pyridin <= MeOH
cl Py B ~ O

OMgBr OHd

% |
EtOHd 1) LIAH,d ~ OHd
R™H N 1) LA, o
2)H,0 N —
X0 AN

Methode

Mit einer wassrigen Losung NaOH (40 %) wird durch Zutropfen in eine ethanolische Losung aus
1,4-Dichlorbutin (0,24 mol) mit Pyridin als Base, 1,3-Dibutin freigesetzt, das Gas durch eine
wissrige Losung mit NaOH (1 M) sowie trockenes CaCl, durchleiten und in einer Kiihlfalle
kondensiert. Mit MeONa (2,7 g) in MeOH (100 ml) wird bei 75 °C im Autoklaven fiir 4 h erhitzt und
anschlieBend Wasser (200ml) zufiigen. Nach der Abtrennung der organischen Phase, wird die
wissrige Losung mit Na,SO4 (25%) angesduert und anschlieBend mit Diethylether (3*100ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden gewaschene, getrocknete und das
Losungsmittel entfernt. Nach einer Vakuumdestillation wird das (Z)-1-Methoxy-1-buten-3-in
(9,2mmol in 12ml THF ;ocken) in eine Losung aus BrMgCoHy (1 M in THF ocken) bei -40 C getropft
und bei RT geriihrt. Nach Riihren bei RT (1h) wird der entsprechende Aldehyd (7 mmol) bei
gekiihlter Losung zugetropft und gertihrt, bis die Grignard-Reaktion vollstindig abgelaufen ist (GC-
Monitoring). Die heruntergekiihlte Lésung wird mit EtO’H (7 mmol) versetzt, nach 20 min mit

LiAl,H4 (portionsweise) reduziert. Nach 2 h rithren und stehen lassen iiber Nacht, wird die Losung
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mit Ethylacetat (0,4 ml), “H,O (2ml) und H,SO4/H,0 (4N, 10ml) behandelt. Die organische Phase
wird abgetrennt und die wéssrige Phase mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen werden mit Wasser gewaschen, getrocknet und vorsichtig iiber Destillation an einer Vigreux-
Kolonne (50x1cm) und Mikrodestillation auf ca. 500 pul aufkonzentriert. Mit einer Flash-
Chromatographie wird das Produkt gereinigt (vgl. Methode Anhang) und die Fraktionen der
deuterierten Dienale (UV- und GC-Kontrolle) vereinigt. Die Losung wird mit MgSO,4 getrocknet,
filtriert und mit einem Rotationsverdampfer vorsichtig einkonzentriert. Uber erneute Destillation an

der Vigreux-Kolonne wird das Losungsmittel vollstdndig entfernt.

Die Reinheit der Produkte wurde gaschromatographisch iiber MSD- und FID-Detektion kontrolliert.
Die Reinheit des [*H]-(E,E)-2,4-Nonadienal betrug ca. 40 % und die des [*H]-(E,E)-2,4-Decadienal
betrug ca. 45 %. In Abbildung 5.4 sind die Massenspektren der beiden Verbindungen dargestellt.

Abbildung 5.4 Massenspektren des synthetisierten [*H]-(E,E)-2,4-Nonadienals und
des [*H]-(E,E)-2,4-Decadienals

2 . 2 .
A ["H]-(E,E)-2,4-Nonadienal B [‘H]-(E,E)-2,4-Decadienal
Abundance Sean 1614 (12.202 min): NONADI~1.0 Scan 1861 (13.691 min): DECADI~1.D
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5.3  Synthesevorschrift der Hydroperoxide

Die Synthese der Hydroperoxyfettsduren wurde nach der von Schmitz und Géb, 1997 beschriebenen
Vorschrift iiber Photooxygenierung der jeweiligen Fettsduren durchgefiihrt. Isomeren reine
Hydroperoxyde wurden durch enzymatische Synthese nach der von Heitkamp, 1999 beschriebenen

Methode synthetisiert.

5.3.1 Photooxygenierung

Linolen-, Linol- und Olsiure (100-300mg) in 200 ml Methanol 1dsen, mit 5mg Methylenblau
versetzen und in das Reaktionsgefdll aus Quarzglas geben. Bestrahlung mit einer Wolframlampe
unter gleichzeitiger Einleitung von Sauerstoff (Bestrahlungszeiten: Olsdure: 48h, Linolsdure 24 h,
Linolensdure 12h). Konzentrierung am Rotationsverdampfer auf ca. 10-15ml und Zugabe von ca.

10 ml Wasser und anschlielender Extraktion der Produkte mit Hexan.

Die Reinigung der Olsiurehydroperoxide erfolgte mittels HPLC nach folgenden Bedingungen:

Pumpe: Hochdruckgradientenpumpe LaChrom Merck Hitachi L-7100; Detektor: Merck Hitachi
UV-Detektor L-7400; Saule: Nucleosil 100-5 Cg, 7cm Liange; Eluent: 0,1 %Phosphorsédure (Eluent
B), Acetonitril (Eluent A); Gradient: B 80v%=A 80 % (15 min), A 80%(25 min), B 80%=>1 min;
Wellenldnge: 195 nm

5.3.2 Enzymatische Synthese

Linolsédure (316,9 mg/100 ml) bzw. Linolensédure (233 mg/100 ml) in Messkolben (100 ml) einwiegen
und 5ml Tween 20-Losung (Polysorbat 20, 10 ul/100ml H,O) zugeben und die Losung mit
Boratpuffer (3mM, pH =9) auffiillen. Jeweils eine Losung von Lipoxygenase (13,0 mg/100 ml;
Aktivitit: ca. 6%¥10*-12*10* Units/mg, Boratpuffer 3 mM, pH 9) zusetzen und durch die Losung
Sauerstoff leiten. Die Reaktionslosungen bei 0 °C im Eisbad fiir 6 h belassen. Die Reaktionslosungen

auf pH 4 ansduern und anschlieend mit Pentan die gebildeten Hydroperoxide isolieren.

Die Reinigung der Linol- und Linolensdurehydroperoxide nach der enzymatischen Peroxidation

erfolgte mittels Flash-Chromatographie nach folgenden Bedingungen:
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Flash-Chromatographie: ~ Merck System  Superformance Sédule 31cm Linge, 16mm
Innendurchmesser, Kieselgel 60 KorngréBe 0,04-0,063 mm, Pumpe: LC Kontron 414-T; Eluent:
Hexan/Ether/Eisessig (80/20/1;v/v/v ); Fraktionssammler: Pharmacia LKB.RediFrac; Detektor: LKB
Bromma 2138 UVICORDS (A=285nm)

Die Hydroperoxide der Linolséure eluierten in einem Bereich von 50 ml bis 100 ml, die der

Linolensdure von ca. 75 ml bis 120 ml.
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Anhang

Ergebnisse Frauenhofer- Institut fiir Verfahrenstechnik und Verpackung (IVV,

Freising)

Am Frauenhofer- Institut fiir Verfahrenstechnik und Verpackung (IVV, Freising) wurden analytische
Kennzahlen wie z.B. der Wasser-, Ol- und Proteingehalt, der Anteil der Linol- und Olsdure an der
Triglycerid- Zusammensetzung sowie die Fettsdureverteilung, Induktionszeit und Enzymaktivititen
in den gleichen wie in dieser Arbeit verwendeten Probenmaterialien untersucht [Rieblinger und Guth,
2002]. Teilergebnisse dieser Untersuchungen sind ergdnzend zu dieser Arbeit in Tabelle 6.2 - Tabelle

6.7 und Diagramm 6.2 - 6.5 dargestellt.

Die Lagerung unter ,,Normalbedingung* fiihrte, verglichen mit den kiihl gelagerten Proben, zu einer
Reduzierung des Anteiles der Fraktion mit >13 mm Durchmesser. Der jeweilige Anteil der Fraktion
11-13 mm und der Fraktion <11 mm wurde durch die normale Lagerung erhoht. Zuriickzufiihren sind
diese Effekte auf die grofere Verdunstungsrate bei hoheren Lagertemperaturen und dem mit der
grofleren Oberfliche verbundenem stirkerem Gewichtsverlust der Fraktion >13 mm. Bezogen auf die
Erntejahre war der Anteil der groen Niisse (> 13 mm) in der Ernte 1999 hoher als in den Ernte 1998
und 2000.

Diagramm 6.1 Groflenverteilung der Haselnusskerne zum Zeitpunkt
der Ernte 2000 nach IVV

Gewichtsanteile B<11 mm
g0 L2 @11-13mm
70 B> 13 mm

60 —
50
40
30
20
10

0
Ernte 1998 n 1998 k 1999 n 1999 k 2000
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Tabelle 6.1 Groflenverteilung der unterschiedlichen Erntejahre nach IVV

Gewichtsanteile nach Kalibrierung [%]
Erntejahr <11 mm 11-13mm |>13 mm
1998 n 12 42 46
1998k 21 58 21
1999 n 5 26 69
1999k 4 33 64
2000 12 60 27

Aus den Tabellen 6.2 bis 6.4 geht hervor, dass kleine Haselnusskerne (<11 mm) einen leicht erhohten
Wasser- sowie Proteingehalt und einen geringeren Anteil Ol aufweisen als groBere Kerne. Im Ol der
kleinen Haselnusskerne ist der Anteil der Linolsiure erhoht, wihrend der Gehalt der Olsiure
vergleichsweise sinkt (Tabelle 6.5). Damit ldsst sich die groBere Oxidationsanfilligkeit des
Haselnussols von kleinen Niissen erkldren. Bei kiihl gelagerten Haselnusschargen (Ernte 1999 k,
Ernte 1998 k) dnderte sich die Induktionszeit im Vergleich zur aktuellen Ernte bei grof3- und mittel-
kalibrierten Groen nur wenig (Tabelle 6.6). Ein deutlicher Qualitdtsabfall wiesen hingegen normal

gelagerte Proben auf (Ernte 1999 n, Ernte 1998 k).

Es zeigte sich, dass die Peroxydase bei einer gelagerten Ware eine im Vergleich zu einer frischen
Ernte erhohte Aktivitét aufwies (Ernte 2000 > Ernte 1999 k > Ernte 1998 k bzw.
Emte 2000 > Ernte 1999 n > Ernte 1998 n) (Diagramm 6.2). Dabei war der Effekt bei den in Schale
und Umgebungstemperatur gelagerten (Ernte 1999 n, Ernte 1998 n) groBer als bei geschlagen und

unter Kiihlung gelagerten Kernen.

Die Unterschiede in der Lipoxygenase- Aktivitit zwischen frischen und gelagerten Haselnusskernen
waren nicht signifikant (Diagramm 6.3). Es konnte nach der Lagerung lediglich eine im Vergleich

zur frischen Ernte leicht geringere Aktivitét festgestellt werden.

Auch die Phenoloxidase zeigt absolut eine geringe Aktivitit und bei der Alterung eine Abnahme

(Diagramm 6.4).

Die ADH (Diagramm 6.5) zeigte die grofSten Aktivititsunterschiede. Wahrend nach einer Alterung
und Lagerung der Haselniisse in Schale (Umgebungstemperatur) die ADH-Aktivitdt nur 1/10 der
Aktivitét einer frischen Ware aufwies (Ernte 2000 < Ernte 1999 n < Ernte 1998 n), war die Aktivitat
bei einer Lagerung von 2 Jahren ohne Schale unter Kiihlung (Ernte 2000 > Ernte 1999 k > Ernte
1998 k) doppelt so hoch.
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Tabelle 6.2 Wassergehalt [%] der Proben nach IVV

Wassergehalt [%]
Kalibrierung | <11 11-13 >13
Ernte 2000 49 4,4 43
Ernte 1999 n 4,0 3,7 3,5
Ernte 1999k 4,3 4,0 3,7
Ernte 1998 n 4,0 3,6 3,5
Ernte 1998 k 4,3 3,9 3,7

Tabelle 6.3 Olgehalt [%] der Proben nach IVV

Olgehalt [%]

Kalibrierung: | <11 11-13 >13
Ernte 2000 59,2 62,9 65,0
Ernte 1999 n 62,9 65,8 67,7
Ernte 1999 k 61,9 65,4 67,7
Ernte 1998 n 60,6 64,6 67,1
Ernte 1998 k 61,1 65,4 67,0

Tabelle 6.4 Proteingehalt [%] der Proben nach IVV

Proteingehalt [ %]

Kalibrierung: | <11 11-13 >13
Ernte 2000 18,4 17,5 16,2
Ernte 1999n 15,9 15,0 14,6
Ernte 1999k 15,9 15,2 14,8
Ernte 1998 n 16,0 15,4 14,8
Ernte 1998 k 16,2 15,7 15,4

Tabelle 6.5 Anteil der Linol- und Olsiure an der Triglyceridzusammensetzung
nach IVV

L-haltige /O-haltige TG [%]
Kalibrierung: | <11 11-13 >13

Ernte 2000 15,8/73,0 | 10,6/79,2 8,6 /83,0
Emte 1999n 12,5/80,3 | 10,3/80,3 8,5/81,2
Emte 1999k 15,4/75,5 |10,2/82,0 7,9/84,3
Ernte 1998 n 17,4/75,7 | 15,2/73,8 | 10,4/79,0
Ernte 1998 k 16,7/76,6 | 11,6/80,5 9,1/83,0
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Tabelle 6.6 Induktionszeiten (Ranzimat) von extrahiertem Haselnussol nach IVV

Induktionszeit [h]
Kalibrierung <11 11-13 >13
Ernte 2000 7,5 10,0 10,3
Ernte 1999n - - 11,2
Ernte 1999 k 7,2 10,3 10,7
Ernte 1998 n 4,7 8,6 -
Ernte 1998 k 7,0 - 11,2
Tabelle 6.7 Gaschromatographische Bestimmung der Fettsiiuren von rohen
Haselniissen nach Um-/Veresterung (FAME) der Ernte 1998 n
nach IVV
FAME [%]
Kalibrierung <11 11-13 >13
C16 5,7 5,7 5,8
Cle:1 0,2 0,2 0,2
Cl18 04 n.n n.n
C18:1 74,3 78,9 81,0
C18:2 17,1 12,6 10,1
C18:3 n.n n.n n.n
C20 2,3 2,6 2,8
Diagramm 6.2 Peroxidase-Aktivitit roher Haselnusskerne nach IVV
14.0
Z 120 1
3 10,0 -
T 8.0 -
>
£ 6.0 -
©
E 40
w
Ernte Ernte Ernte Ernte Ernte
2000 1999n 1999k 1998n 1998 k Enzym
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Diagramm 6.3

Diagramm 6.4

Diagramm 6.5

Lipoxidase-Aktivitiit in rohen Haselnusskernen nach IVV
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Chemikalienliste

Acetaldehyd Fluka
Acetonitril, p.a. Roth
a-Pinen Fluka
2-Aminoacetophenon Sigma
Ammoniumchlorid Aldrich
B-Pinen Aldrich
Buttersaureethylester Aldrich
2-Butylamin Aldrich
Butterséure Riedel de Haen
Chloroform-d Cambridge izotop
Calciumchlorid-Dihydrat Merck
Camphen Merck
3-Caren Aldrich
Citral Merck
B-Citronellol Aldrich
(E,E)-2,4-Decadienal Aldrich
Decan Aldrich
Decanal Aldrich
2-Decanon Aldrich
3-Decanon Aldrich
(E)-2-Decenal Sigma
2-Dichloro-1,4-butin Aldrich
Diethylether, p.a (destilliert) Roth
Dimethylsulfoxid Aldrich
Docosan Aldrich
Dodecan Aldrich
Dotriacontan Aldrich
EDTA Merck
Essigséure, p.a (100%) Merck
Eicosan Aldrich
Ethylbromid Aldrich
Ethanol-d Aldrich
Ethylcaprylat Aldrich
Ethyloctanoat Lancaster
Ethylmagnesiumbromid Aldrich
Eugenol Miinchen
y-Terpinen Aldrich
Geraniol Aldrich
Glycylglycin ICN Biomedicals
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Heneicosan

Heptadecan

Heptan

1-Heptanal

4-Heptanon

Hexacosan

Hexadecan

Hexan

1-Hexanal
Hexanséureethylester
Hexatriacontan

Iodmethan
2-Isobutyl-3-methoxypyrazin
Isoluminol
(6-Amino-1,2,3,4-
tetrahydrophthalazin-1,4-dion)
Kieselgel 60 (40-63um)
LiChroprep Si 60 (40-63um)
(R)- (+)-Limonen (97%)

( +)-Linalool

Linolséure

Linolensdure

Lipase

Lipoxygenase

(6*¥10*-12*10* Units /mg)
Lithium-bis-(thrimethyl-silyl)amid
Luminol
(5-Amino-,1,2,3,4-tetrahydro-
phthalazin-1,4-dion)
Magnesiumsulfat
Mangan-(II)-bromid, wasserfrei
Methylendichlorid
Methyl-5-3-heptanon
(E)-5-Methyl-4-hepten-2-on
(E)-6-Methyl-5-hepten-2-on
Natriumborhydrid
Nonadecan
(E,E)-2,4-Nonadienal

Nonan

1-Nonanal

2-Nonanon

Octacosan
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Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Lancaster
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Sigma
Sigma

Macherey Nagel
Merck

Sigma

Aldrich

Aldrich

Aldrich

Sigma

Sigma

Lancaster
Sigma

Aldrich
Fluka
Aldrich
Lancaster
Lancaster
Aldrich
Merck
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Aldrich
Sigma
Aldrich



Octadecan Aldrich

Octan Aldrich
Octanal Lancaster
Octanséure Merck
Olséure Aldrich
Pentacosan Aldrich
Pentadecan Fluka
Pentan Aldrich
Pentanal Sigma
Phenylethanol Aldrich
Propionaldehyd Aldrich
Pyridin Pierce
Pyridiniumdichromat Sigma
Pyrrol Fluka
2-Pyrrolidon BASF
Seesand Merck
Tetracosan Aldrich
Tetrahydrofuran

Tetrahydro-2-pyrimidon Aldrich
Tetratriacontan Aldrich
Tridecan Aldrich
Triacontan Aldrich
Tricosan Aldrich
Triethylamin Fluka
Tween 20 Sigma
Undecan Aldrich
2-Undecanon Aldrich

Vanillin Merck
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Geriiteliste

GC System

GC System

GC System

GC System

GC System

GC-Kapillare

GC-Kapillare

Injektor: Chromapack TCT/PTI CP 4010/4020
Ofen: Hewlett Packard GC 5890 Series 11
Detektor: HP 5971 Series MSD

Detektor: HP FID

Detektor: Sniffing-Port

Integrator Merck Hitachi D-7000

Injektor: HP On Column

Ofen: Hewlett Packard GC 5890 Series 11
Detektor: Hewlett Packard 5971 Series MSD
Detektor: HP FID

Integrator Merck Hitachi D-7000

Injektor: Carlo Erba On Column
Ofen: Carlo Erba 5160

Detektor: Carlo Erba FID

Detektor: Sniffing Port

Schreiber Kipp und Zonen Typ BDIII

Injektor: Carlo Erba On Column
Ofen: Carlo Erba GC 8000TOP
Detektor: Carlo Erba FID
Detektor: Sniffing-Port
Integrator Merck Hitachi D-7000

Autosampler: Combi Pal CTC

Injektor: ATAS Deutschland DTD-Injektionssystem
Optic2

Kryofokussierung SGE CO2 Cryogenic Cold Trap
Ofen: Agilent 6890

Detektor: LECO Instruments Pegasus II TOF-MSD,
Steuerungs- und Auswertesoftware ChromaTOF
1.41

J&W DB-FFAP 0,32 mm ID, 0,25 um Filmdicke,
30 m Léange

J&W DB-5 0,25 mm ID, 0,25 um Filmdicke, 30 m
Lange
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GC-Kapillare

GC-Kapillare

CE-System

CE-Kapillare

HPLC-System

HPLC-System

HPLC-Séule

Flash-Chromatographie

Hochvakuum-
Destillation

J&W DB-1701 0,18 mm ID, 0,4 um Filmdicke,
20 m Lange

Restek RTX-5 0,18 mm ID, 0,2 um Filmdicke,
20 m Lange

Beckman P/ACE 5510
Beckman Diodenarra-Detektor

Steuerungs- und Auswertesoftware P/ACE 32
Karat, Version 1.1

CS-Chromatographie Fused-silica Kapillare ID:
50pm

Autosampler Waters alliance 2690 Separation
Module

Probenschleife 100pl

Eluentenpumpe Waters 2690 Separation Module
Detektor Merck Hitachi L-7420

Detektor Jasco Intelligent CL-825

Steuerungs- und Auswertesoftware Millenium32
Version 3.5

LaChrom Merck Hitachi
Hochdruckgradientenpumpe L-7100

Probenschleife 100ul
Detektor: Merck Hitachi UV-Detektor L-7400
Integrator:Merck Hitachi D-7000

Fluofix-RP-Sdule NEOS Company SaulenmalRe:
250 mm Léange

46 mm ID
Teilchengrofle: 5 pm

Merck System Superformance Séule 31cm Lénge,
16mm Innendurchmesser, Kieselgel 60 Korngrofle
0,04-0,063mm LC

Pumpe Kontron 414-T

Fraktionssammler Pharmacia LKB Redi Frac mit
UV-Detektion LKB 2138 UV/CORD 5

Glasbldserei Universitdt Wuppertal,
Destillationsanlage
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Schiittler

Miihle

Presse

Presse

Rotationsverdampfer

Waage

Waage

Zentrifuge

Eppendorff Mixer 5432

IKA Universalmiihle M 20

SPECAC KBr-Presse

Hydraulische Presse, Universitdt Wuppertal
Jouan RC 10.22, RCT 90

Satorius Universal

Satorius M2P Feinwaage

HERMLE Z 200 A
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