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[ Aufgabenstellung

Ziel dieses Forschungsvorhabens war es neue, bisher nicht verfigbare sensorisch
hochaktive natirliche Aromen der Gewdrzpflanzen Basilikum und Oregano flur die
verarbeitende Industrie, insbesondere fur die Lebensmittelindustrie zu entwickeln
und erzeugen.

Hierbei soll vor allem mit einem patentierten Verfahren, mit dem auf einem vollig
neuartigen Weg aromatisierte Gewtirz- und Salatdle hergestellt werden kénnen, der
grolRen Nachfrage nach natirlich erzeugten Aromen fir die Verarbeitung u.a. in
Fertigsuppen, Dressings, Pasta usw. entsprochen werden. Voraussetzung fir eine
grolRere und wirtschaftlichere Produktion ist jedoch die Verflgbarkeit Uber
entsprechend hochwertige Aromen liefernden Gewurzpflanzen sowie eine
Optimierung der Verfahrensparameter zur Herstellung hochangereicherter Aromadle.
Die konkrete Zielstellung der Arbeitsgruppe fur Bioanalytische Wissenschaften der
Hochschule Anhalt war in diesem Zusammenhang die Etablierung und Validierung
der erforderlichen Analysenmethoden zur Untersuchung sowohl der Pflanzen
beziiglich ihrer Aromainhaltsstoffe, als auch der daraus hergestellten Ole

unabdingbar.

1 Voraussetzungen

Die Voraussetzung fir die Durchfihrung dieses Forschungsvorhabens besteht vor
allem in der Kompetenz der Projektpartner auf dem Forschungsgebiet. So konnte
innerhalb des Projektes durch den Projektpartner I (Dr. Junghanns GmbH) bereits
auf umfangreiche Erkenntnisse im Bereich der Pflanzenziichtung, Pflanzenproduktion,
Pflanzenbearbeitung und deren Handel zuriickgegriffen werden. Durch das bereits
patentierte Verfahren der Speisedlgewinnung durch die Firmen Biro GbR
(Projektpartner I1) und Dr. Junghanns GmbH ist bereits der ,,Grundstein® fur die,
Weiterentwicklungen und Vermarktung der erzeugten Produkte gelegt worden.
Umfangreiches Know-How auf dem Gebiet der Entwicklung und Herstellung von NIR-
Und IR- Analysatoren fir unterschiedlichste Einsatzgebiete war durch den

Projektpartner IV gegeben. Dies war Grundvoraussetzung fur die Entwicklung eines
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NIR/IR Messgerates zur Bestimmung der Aromagehalte in Pflanzen und Ol innerhalb
diese Projektes.
Die Arbeitsgruppe fur Bioanalytische Wissenschaften (IBAS) der Hochschule Anhalt
zeichnete sich selbst durch ihre Kompetenz auf dem Gebiet der analytischen
Wissenschaft aus. Innerhalb der Arbeitsgruppe besteht ein umfangreiches Know —
How im Bereich der:

- Isolierung, Charakterisierung und Verwertung pflanzlicher Inhaltsstoffe

- Entwicklung spezifischer Extraktionsmethoden

- Entwicklung und Validierung von Analysenmethoden

- Inhaltsstoffanalytik pflanzlicher Rohstoffe sowie von Lebensmitteln

Zur klaren Regelung der Aufgabenbereiche wurden Kooperationsvertrage zwischen

den Projektpartnern abgeschlossen.

111 Planung und Ablauf des Vorhabens

Fur die Durchfihrung des Forschungsprojektes wurde im vorhinein eine Aufteilung
der jeweiligen Arbeitsbereiche der einzelnen Projektpartner in Teilprojekte
vorgenommen. Jedes Teilprojekt wurde in Arbeitsschritte gegliedert.

Innerhalb der Arbeitsgruppe fir Bioanalytische Wissenschaften wurden zur
Durchfuihrung des Projektes folgende Arbeitsschritte im Rahmen der kontinuierlichen
analytischen Untersuchungen der zur Beurteilung der Teilergebnisse erforderlichen
Inhaltsstoffe ~ wahrend des  gesamten  Zichtungsprozesses und  der

Verfahrensoptimierung der Olgewinnung festgelegt.

Aufbau und Validierung der erforderlichen Analysenmethoden
Screening des vorhandenen Probenmaterials hinsichtlich der Aromagehalte
und Flavonoidgehalte

Stabilitatsuntersuchung der Ole

Die Aufgaben der Arbeitsschwerpunkte konnten im vorgegebnen Zeitraum realiesiert

werden. Die Ergebnisse sind Gliederungspunkt VI ausfuhrlich erlautert.
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AV Wissenschaftlicher und technischer Stand

Nachfolgend soll der Stand der Wissenschaft auf dem Gebiet der Inhaltsstoffanalytik

fur die in diesem Projekt untersuchten Inhaltsstoffe erlautert werden.

Aromastoffe

Die im Ph.Eur., DAC und von der LUFA beschriebene ubliche analytische
Charakterisierung der wertgebenden Inhaltsstoffe erlaubt haufig nur die
summarische Erfassung, sie sind somit fur die Fragestellungen im Fo-Thema nur
bedingt geeignet.

Die Methodensammlungen des Ph.Eur., der DAC und der LUFA geben fur die
Gehaltsbestimmung der jeweiligen atherischen Ole eine Wasserdampfdestillation vor.
Die dabei angewandten erhéhten Temperaturen bergen das Risiko in sich, zu
chemischen Veranderungen der nativ in den Pflanzen vorliegenden Verbindungen zu
fihren. Insbesondere zur Stoffklasse der Terpene wurde dazu publiziert (Koedam
und Looman, 1980, Fischer et al., 1988).

Die Bestimmung der &therische Ole und ihrer Zusammensetzung ist somit abhangig
von der Isolierungsart (Fischer et al., 1987).

Daher sollte fur die vorliegende Aufgabenstellung als Probenvorbereitung nicht die
ubliche Wasserdampfdestillation eingesetzt werden, sondern geeigneteres Verfahren
zur schonenden und quantitativen Gewinnung von Oregano und Basilikum -
Inhaltsstoffen gefunden und etabliert werden.

Der analytische Nachweis der fir Oregano und Basilikum typischen
Aromainhaltsstoffe erfolgt mittels Gaschromatographie (GC) in Form eines
chromatographischen Profils.

Die GC ist in Kopplung als GC/ FID und GC/MS/MS fir die Gehaltsbestimmung
atherischer Ole die z.Zt. geeignetste Methode, da damit alle Komponenten eines Oles
gleichzeitig quantitativ erfasst werden kénnen. Weiterhin ist diese Methode vor allem

bezuglich der Einzelkomponenten validierfahig.
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Zur GC- Analyse sind in den Monografien fir atherische Ole Kapillarsaulen mit
Macrogol 20 000 (Polyethylenglycol 20 000) als stationdre Phase vorgeschrieben,
wobei die Qualitat der Saule durch Anforderungen an die Zahl der theoretischen
Boden (> 30 000) und an die Auflésung kritischer Substanzpaare festgelegt ist
(Stahl-Biskup,E., 1998).

Bislang existieren solche Monografien jedoch nur fur Thymian- und Salbeidl.
Gaschromatografische Untersuchungen fir Melisse und Majoran sind schon
beschrieben (Fischer et al., 1987, Fischer et al., 1988, Zanglein, A. et al., 1995),
allerdings findet man auch fur diese Pflanzen z.T. recht unterschiedliche Ergebnisse
(Schultze, W. et al., 1989), was sich mit den o.a. Untersuchungen zum Majoran
deckt.

In diesem Zusammenhang galt es hier, gut validierte Analysenmathoden zu
etablieren, da von der Qualitat dieser Methoden die Beschreibung der Qualitat der
Produkte abhangt.

Fettsauren

Zur Bestimmung der Fettsauren wurde das Pflanzenmaterial mit n-Hexan Kkalt
extrahiert.

Die analytische Prufung des Fettsduremusters erfolgte mittels ebenfalls
Gaschromatographie, im konkreten Fall als GC/FID-Kopplung. Bei der quantitativen
Bestimmung wird insbesondere der Gehalt an ungesattigten Fettsduren von Interesse
sein, die auf Grund ihrer spezifischen protektiven Wirkungen intensiv diskutiert

werden.

Flavonoide

Zur Ermittlung der Flavonoidgehalte und -zusammensetzung erfolgte die Extraktion
des Pflanzenmaterials nach Ph. Eur. mit Wasser/Lésungsmittelgemisch bei 70 °C am
RuckfluBkihler. Beim DAC - Verfahren wird die Droge zur Chlorophyllabtrennung mit
Methylenchlorid, anschlieBend mit Aceton extrahiert. Andere Autoren (Kramer, W. u.

Wiartalla, R., 1992) setzen die Extraktion am Soxhlet fir 5h mit Methanol ein.
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Beschrieben sind bei diesen Verfahren negative Einflisse auf die
Inhaltsstoffzusammensetzung durch Lichteinfluss sowie Sauerstoff (Kramer, W. u.
Wiartalla, R., 1992, Hansel, R. et al., 1999).

Aus diesem Grund sollte im Forschungsvorhaben zur Ermittlung der Flavonoidgehalte
die beschleunigte Losemittelextraktion ASE (Accelerated Solvent Extraktion) als
Extraktionsmethode eingesetzt werden, weil bei dieser Technik eine Licht- bzw.
Sauerstoffbeeinflussung der Pflanzenmaterialien ausgeschlossen werden kann.
Weiterhin ist durch den hohen Automatisierungsgrad dieser Technik eine gute
Reproduzierbarkeit im Extraktionsschritt gegeben (Morf, S. et al., 1998); die Vielzahl
der zu bearbeitenden Proben kann realisiert werden. Die Analytik der Flavonoide
erfolgte mittels HPLC/DAD-Kopplung. Diese Methodik ist hierfir sehr geeignet, da
durch entsprechende chromatographische Trennbedingungen die bei der

Quantifizierung storend wirkenden anderen Inhaltsstoffe abgetrennt werden kénnen.

Festzuhalten ist, dass es eine anspruchsvolle Aufgabe war, fir die Realisierung
erforderliche gut validierte Analysenmethoden zu etablieren, da von der Qualitat
dieser Methoden die Beschreibung die Qualitat der Ausgangspflanzen, die Effektivitat
der Optimierung der Verfahrensparameter, der Erfolg der NIRS als Schnellmethode

sowie die Qualitat der hochangereicherten nattrlichen Aromakonzentrate abhing.
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V Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Fur die erfolgreiche Durchfihrung der Forschungskooperation war vor allem eine
enge Zusammenarbeit mit allen Projektpartnern notwendig. Um abgeschlossene
Untersuchungen, erzielte Ergebnisse und folgende Arbeitsschritte abzustimmen
wurden mehrmals im Jahr Projektbesprechungen bei jeweils einem der

Kooperationspartner durchgefthrt.

Vi Ergebnisse

1 Methodenentwicklung/ Methodenoptimierung

Als Grundlage des Teilprojektes der Arbeitsgruppe fir Bioanalytische Wissenschaften
(IBAS) der Hochschule Anhalt galt es zunachst Methoden zu entwickeln, die der
Analytik der Aromastoffe, Fettsduren und Flavonoide dienen. Nachfolgend werden

alle entwickelten und optimierten Methoden zur Analytik erlautert.

1.1 Aromastoffe

1.1.1 Extraktionsmethoden

Zur Extraktion von Aromaverbindungen und atherischen Olen dienten 4 verschiedene
Verfahren. Zur Bestimmung der atherischen Olgehalte wurde das Verfahren der
Wasserdampfdestillation verwendet. Die Microdestillation ermdglicht eine Destillation
im kleinen Malistab und mit weniger Probenvorbereitungsaufwand im Vergleich zur
Wasserdampfdestillation. Auch mit diesem Verfahren koénnen die atherischen Ole
extrahiert werden. Allerdings ist eine genaue Bestimmung des atherischen Olgehaltes
nicht moglich. Eingesetzt wurde dieses Verfahren dennoch um schnell und
vollautomatisiert Destillate von OI- und Pflanzenproben zu gewinnen.

Zur Ermittlung der Aromabestandteile wurden sowohl die Produkte der beiden
Destillationsverfahren verwendet, deren Nachteil allerdings die hohen Temperaturen
sind, als auch die Verfahren der Headspace Solid Phase Microextraktion und

Headspace Solid Phase Dynamicextraction. lhr Vorteil ist die schonende
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Produktbehandlung um Konzentrationsveranderungen oder Umwandlungen in der

nativen Zusammensetzung flichtiger Aromaverbindungen zu vermeiden.

1.1.1.1  Wasserdampfdestillation

Die Wasserdampfdestillation ist nach dem §35 des LMBG (DAB 10; LMBG §35, 1995)"
die ubliche Methode zur Extraktion der atherischen Ole.

Innerhalb der Untersuchungen im Forschungsprojekt wurde die nach DAB 10
vorgeschriebene Methodik fur die Wasserdampfdestillation der Pflanzen etabliert und
das Verfahren wie folgt durchgefiihrt.

Zundchst wurde das getrocknete Pflanzenmaterial unter gekihlten Bedingungen
gemahlen um hohe Verluste an atherischem Ol zu vermeiden. AnschlieRenden sind
20 g der gemahlenen Pflanzenprobe mit 500 ml bidestilliertem Wasser in einen
1l Rundkolben uberfihrt worden. Dazu wurden 10 Siedesteine gegeben der Kolben in
die Heizapparatur und die Glasapparatur auf den Kolben gesetzt (siehe Abb. 1).

Nach Beginn der Destillation wurde die Heizapparatur in ihrer Temperatur so
geregelt, dass maximal 2 bis 3 ml/min vom Uberlaufrohr in den Kolben

zurickflossen.

Abb.1: Darstellung Wasserdampfdestillationsanlage
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LMBG § 35: Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren. L 53.00-5: Untersuchung von
Lebensmitteln. Untersuchung von Gewdrzen und wiirzenden Zutaten. Bestimmung des atherischen
Olgehaltes. Destillationsverfahren. (Ubernahme der gleichnamigen Deutschen Norm DIN 10228, Ausg.
Dez. 1995)

Nach einer Destillatonszeit von 2 Stunden wurde zunachst die Kiihlung ausgeschaltet,
bei Wasserdampf am unteren Kiihlerende erschien, um restliche Olspuren aus den
Destillationsrohren in das Ableserohr zu tUberfihren. AbschlieRend wurde die Kiihlung
wieder eingeschaltet und die Heizapparatur abgestellt.

Nach einer Standzeit von 10 min wurde das atherische Ol durch langsames Ablasen
der wassrigen Phase in den skalierten Bereich des Ableserohres uberfihrt. Nach
nochmaliger Standzeit von 10 min konnte das Volumen des &therischen Ols
abgelesen werden.

Nun wurden Uber das seitliche Belliftungsventil der Destillationsapparatur zunachst
1ml Hexan (GC-rein), 1ml Wasser (bidest), dann wieder 1ml Hexan und abschliel3end
1ml Wasser (bidest) zugegeben und alles tber das getffnete Ablassventil in einem
Reagenzglas aufgefangen. Durch schitteln des Reagenzglases und kurzzeitiges
Warten kam es zur Phasentrennung. Fir die anschlielende gaschromatographische
Trennung wurde die obere Hexanphase noch gegebenenfalls verdinnt.

Um den Gehalt an atherischnem Ol zu berechnen wurde folgende Formel verwendet.
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abgelesenes Volumen atherisches Ol (ml) - 100
atherischer Olgehalt (ml/100Q) = ¥434%4%a¥a%aYa¥a¥aYa¥a¥aYa¥0¥aYa¥0¥aYaY oY a
Pflanzeneinwaage (g)

Es wurden jeweils Doppelbestimmungen durchgefuhrt und anschlieBend die
Mittelwerte berechnet.
Verwendete Gerate: Labormixer (Waring Commercial, Torrington, USA)
WM-Heizhaube
(MOHR & Co. Laborhandelsgesellschaft mbH, Leimen)
Destillationsapparatur nach DAB (10. Aufl.)
(Klaus Hofmann GmbH, Staudt)
Chemikalien: Wasser (bidest)

n-Hexan, GC-rein (Carl Roth, Karlsruhe)

1.0.0.2 Microdestillation

Der MicroDistiller erlaubt Destillation im Mikromafstab. Aufgrund eines vollstéandig
programmgesteuerten Prozesses gelingt die Abtrennung flichtiger Inhaltsstoffe aus
komplexen Stoffgemischen. Durch die Zugabe von Siedehilfen in Form von Fritten
aus Borosilikatglas zur Probe ins Heizgefal3 ist eine quantitative Anreicherung von
fluichtigen Verbindungen moglich, denn dadurch entsteht beim Sieden eine
kontinuierliche und stetige Entwicklung von Dampfblasen utber die gesamte Flache
der Probe.

Die Handhabung gestaltet sich wie folgt (siehe dazu Abb. 2).

Nach der Einwaage von 100 mg Probe und der Zugabe von 10 ml Wasser (bidest),
sowie der Zugabe von jeweils einer Fritte in bis zu sechs 20 ml Probengefae (1),
werden diese verschlossen und in die Heizpositionen (2) gestellt. Zusatzlich werden
eine entsprechende Anzahl mit 0,5 ml n-Hexan (GC rein) befillter und verschlossener
Auffangflaschen (3) in die Kuhlpositionen (4) gesteckt. Die Probenflaschen und die
Auffangflaschen sind Uber jeweils eine Kapillare (5) miteinander verbunden.
AnschlieBend wird das temperatur- und zeitgesteuerte Destillationsprogramm

aufgerufen und gestartet (6).

Abb.2: Darstellung eines Microdistillers Destillationsprogramm:
Prozessdauer 129 min
Site 13 wn 68 Heizer @hnbrib A 24 @8R

°C/min 10 20
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(6)

Nach Ende der Destillation wird die obere Phase des Auffanggefales in ein GC- Vail

uberfuhrt und steht zur anschlieBenden gaschromatographischen Untersuchung

bereit.
Verwendete Gerate: MicroDistiller

(Eppendorf- Netheler- Hinz GmbH, Hamburg)
Chemikalien: Wasser (bidest)

n-Hexan, GC-rein (Carl Roth, Karlsruhe)

1.0.0.3 Headspace Solid Phase Microextraction (HS-SPME)

Bei der Solid Phase Microextraction (SPME, Festphasenmikroextraktion) handelt es
sich um eine lésungsmittelfreie, voll automatisierbare Probenvorbereitungsmethode
fur die routinemalige Laboranalytik organischer Verbindungen. Eine beschichtete
Kieselgelfaser wird dabei in die Probe oder in den Headspaceraum uber der Probe
gefihrt, wobei organische Analyten an der jeweiligen Faserbeschichtung adsorbiert
werden. Bei der anschlieBenden Gaschromatographie werden die Analyten durch das
beheizte Injektionssystem desorbiert und gelangen so auf die Trennsaule. (SUPELCO,
1999 und 2000)

Fur die flichtigen Terpene ist eine Extraktion im Dampfraum tber der Probe (Head
Space SPME) der direkten Extraktion aus der Probe vorzuziehen. Die PDMS 100um
Faser (Polydimethylsiloxan, 100um) ist fir die Extraktion atherischer Ole gut
geeignet und zeichnet sich weiterhin durch eine hohe Stabilitat aus (BICCHI et al.,
2000; ROHLOFF, 1999; ROHLOFF et al.,, 2000; COLEMAN and LAWRENCE, 2000;
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NAMIESNIK and GORECKI, 2000; JORGENSEN, 2000; SCHAFER et al., 1995;LIGOR et
al., 2000; CORNU et al., 2001; CZERWINSKY, 1996; MINDRUP, 2000).
Aufgrund der in der Literatur beschriebenen Anwendungen der SPME-GC zur

Bestimmung atherischer Ole wurde zunéchst folgende Ausgangsmethode verwendet:

Es wurden 50mg getrocknete und bei 8°C gemahlene Pflanzen in ein 20ml HS-SPME
Vial eingewogen. Die SPME erfolgte vollautomatisiert mit Hilfe des Combi PAL (CTC

Analytics, Zwingen, Schweiz).

Faser: PDMS 100um

SPME-Modus: Head Space (Extraktion im Dampfraum)
Vorinkubation: 5 min

Temperatur: 40°C

Schutteln: 500 U/min

Extraktionszeit: 10 min (Adsorption der Analyten an die Faser)
Desorbtion: GC-Injektor, PTV, konst. Temp., splitlos
Injektortemperatur: 200°C

Desorbtionszeit: 1 min

Faserkonditionierung: 15 min

Um die Extraktion mit Hilfe der HS-SPME zu optimieren wurden zahlreiche
Untersuchungen durchgefuhrt und abschlieBend die oben beschriebene Methode

folgendermalen modifiziert.

Faser: PDMS 100pm

SPME-Modus: Head Space (Extraktion im Dampfraum)
Vorinkubation: 5 min

Temperatur: 40°C

Schutteln: 500 U/min

Extraktionszeit: 10 min (Adsorption der Analyten an die Faser)
Desorbtion: GC-Injektor, PTV, konst. Temp., splitlos
Injektortemperatur: 220°C

Desorbtionszeit: 1 min

Faserkonditionierung: 8 min
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1.0.0.4 Headspace Solid Phase Dynamic Extraction (HS-SPDE)

Die SPDE- Option ermdglicht die vollautomatische dynamische Probenextraktion und
Analytik. Eine gasdichte Spritze ist mit einer speziellen innen belegten Kanile
ausgertstet. Wird durch diese Nadel eine flissige oder dampfférmige Probe
aufgezogen, adsorbieren die Analyten an der stationaren Phase (PDMS). Zwischen
flussiger Probenmatrix und dem Film stellt sich ein Verteilungsgleichgewicht ein. Zur
Anreicherung des Analyten in der stationdaren Phase der Nadel wird die Probe
wiederholt durch die Nadel gespdult.

Zur Desorption wird die Spritzennadel in den heillen Injektor eines GC-Systems
eingefuhrt. Die verdampfenden Analyten werden mit Hilfe einer Tragergasspulung
durch Spritze und Spritzennadel ins Injektionssystem und letztlich auf die GC-

Trennsaule transferiert. Abschliel3end erfolgt die gaschromatographische Analyse.

Angewendete SPDE- Methode

Beschichtung: PDMS

SPDE-Modus: Head Space (Extraktion im Dampfraum)
Vorinkubation: 5 min

Temperatur: 40°C

Schutteln: 500 U/min

Extraktionszeit: 10 min (Adsorption der Analyten an die Faser)
Desorbtion: GC-Injektor, PTV, konst. Temp., splitlos
Injektortemperatur: 200°C

Desorbtionszeit: 1 min

Konditionierung: 1 min

1.1.1 Gaschromatographische Methoden

Fur eine optimale Trennung der fliichtigen zuvor extrahierten Komponenten der
Basilikum- und Oreganoproben wurden diese zunachst mit den in Tab.1 aufgefiihrten

in der Literatur beschriebenen Methoden (A,B,C) gaschromatographisch untersucht.

Tab.1: Gaschromatographische Methoden

S8ite 16wn 68 ®Bhnbrib 24 B
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GC-Methode A B C D
In Anlehnung an ff. ADAMS KONIG Novak Eigene
Quelle (1995) (2001) (2003) Methode
Injektor PTV PTV PTV PTV
Modus konst. Temp. konst. Temp. konst. Temp. konst. Temp.
Temperatur 220°C 280°C 220°C 220°C
Injektionsvolumen 1l 1l 1l 1l
Tragergas Helium Helium Sickstoff Helium
verwendet Helium
Fluss Iml/min Iml/min Iml/min Iml/min
Split 1:100 1:100 1:100 1:20
GC-Saule laut DB-5 (J&W) CP Sil 5 CBY / SE-30% -
Literaturangabe CP Sil 19 cB? (CS)
(Chrompack)
verwendete GC-Saule |DB-5 MS DB-5 MS DB-5 MS DB-5 MS
Temperatur- 60°C (Omin) 80°C (2min) 90°C (3min) 90°C (3min)
programm 3°C/mina 10°C/min&a 6°C/mina 10°C/min&a
240°C (40min) 270°C (10min) 180°C (5min) 120°C 6°C/mina

180°C (2min)
GC-Methode A B C D
Laufzeit 100 min 31 min min 18 min
Detektor FID FID FID FID
Temperatur 350°C 280°C 250°C 250°C

D cP sil 5 CB (Chrompack) entspricht DB-1: 5% Phenyl — 95% Dimethylpolysiloxan
2 CP Sil 19 CB (Chrompack): 14% Cyanopropyl-Phenyl — 86% Dimethylpolysiloxan

% SE-30 (Chromatographie Service GmbH) entspricht DB-1: 5% Phenyl — 95% Dimethylpolysiloxan

Kriterium fur die Eignung der gaschromatographischen Methode war eine kurze

Laufzeit bei gleichzeitiger idealer Trennung der Einzelkomponenten des atherischen

Ols der Wasserdampfdestillate.

Wie die Abb. 5 und 6 zeigen, erfilllen die Methoden nach KONIG und ADAMS das

Kriterium einer optimalen kurzen Laufzeit nicht, da die Elution der Komponenten

bereits nach etwa 16min bzw. 40min abgeschlossen ist, die Methodendauer jedoch

weit Uber dies hinausgeht. Auch die Trennung der Komponenten, vor allem der

Minorkomponenten, war zur ldentifikation nicht ausreichend, was auch fur die

Methode nach NOVAK (Abb. 4) galt. Daraufhin wurden die Trennbedingungen so

optimiert, dass sowohl fur die Analyse der Basilikumproben, als fur die Analyse der
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Oreganoproben eine Methode eingeftihrt werden konnte, die sich durch eine
optimale Auflosung der Peaks und eine kurze Analysenzeit auszeichnet (Abb. 3). Mit

dieser optimierten Methode ist es nun moglich, den zu erwartenden grofien

Probenumfang zu untersuchen.

Abb. 3:GC-Methode D (optimierte Methode)

Abb. 4: GC- Methode C (Methode nach NOVAK)
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Abb. 5: GC- Methode B (Methode nach KONIG)

Abb. 6: GC- Methode A (Methode nach ADAMS)
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1.1.2 1denturtizierung
Die Identifizierung der &therischen OI- Komponenten wurde anhand des

Retentionszeiten(RT)-Vergleiches

Probenkomponente/Standardsubstanz

durch-

gefuhrt (Tab.2). Des weiteren erfolgt ein Vergleich der Massenspektren der
atherischen Ol-Komponenten (Tab.3) mit Datenbanken (MassFinder 3.0); die
Retentionsindices (RI) wurden mit Literaturangaben (ADAMS,1995) verglichen.

Dafur wurde die bereits beschriebene optimierte GC- Methode verwendet (erganzt

mit den massenspektrometrichen Daten).
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GC/MS- Bedingungen fur die massenspektrometrische Uberpriifung:

Injektor:

Modus:
Temperatur:
Injektionsvolumen:

Tragergas:

konst. Flussgeschwindigkeit:

Split:

GC-Saule:
Temperatur-Programm:
Laufzeit:

MS:

Aufnahmerate:

Temperatur lonenquelle:

Temperatur Transfer Line:

Scan Modus:

Split/Splitless-Injektor (SSL)

Split
220°C
1,0 ul

Helium

35 cm/sec (0,9 ml/min) Average Velocity

1:20

DB-5 MS (30m, 0,25mm ID, 0,25um Film)

90°C (3min), 10°C/min & 120°C ,6°C/min €180°C (2min)

18 min

Quadrupol- Massenspektrometer

5.27 scan/s

250°C

280°C

Full Scan 35-300 D

Tab.2: Vergleich der RT der Standardsubstanzen mit den RT der Proben- Komponenten

Standard RT-Standard (min) |[RT-Basilikum (min) | RT-Oregano (min)
a -Pinen 5.81 5.83 5.83
Camphen 6.09 - 6.07
1- Octen- 3-ol 6.29 - 6.26
b -Pinen 6.44 6.45 6.47
d -3-Caren 6.90 - 6.84
a -Terpinen 6.97 - 6.97
g -Terpinen 7.62 7.63 7.63
Sabinenhydrat 7.82 - 7.78
Linalool 8.24 8.23 8.24
Camphor 9.23 9.25 -
Borneol 9.58 9.58 9.61
a -Terpineol 10.02 10.00 -
Methylchavicol (Estragol) 10.13 10.10 10.15
Thymol 11.69 11.72 11.74
Carvacrol 11.97 11.93 12.02
Eugenol 13.15 13.11 -
Eugenolmethylether 13.92 13.88 -
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b - caraphyllen 14.53 - 14.51
a - Humulen 15.15 15.15 15.15

Tab.3: Vergleich der RI aus Literaturangaben mit den RI der Proben- Komponenten, sowie

Spektrenvergleich mit Datenbank (MassFinder3.0)

Substanz RI DB5
Adams (1995) Basilikum Oregano

d -3 Caren 1011 - 1015
a -Terpinen 1018 - 1023
p-Cymen 1026 - 1031
1,8-Cineol 1033 1040 -
g-Terpinen 1062 1064 1064
cis-Sabinenhydrat 1068 - 1073
Linalool 1098 1101 1102
Camphor 1143 1158 -
Borneol 1165 - 1178
Terpinen-4-ol 1177 1188 1188
Estragol 1195 1205 -
Thymol 1290 1291 1293
Carvacrol 1298 1303 1308
Eugenol 1356 1365 -
(2)-o- - 1392 -
Methoxycinnamaldehyd

b -Acoradin 1466 1447 -

a -Himachalen 1447 1452 -
(Z,2) a -Farnesen - 1459 -
b -Caraphyllen 1418 - 1439
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Rl DB5
Substanz
Adams (1995) Basilikum Oregano

a -Humulen 1454 1473 1473
Germacren D 1480 1482 -

g -Amorphen - 1499 -

b - Bisabolen 1509 1515 1516

d -Cadinen 1513 1528 -

1.2 Fettsauremethylester-Bestimmung

Fur die Bestimmung der Fettsduremethylester aus Pflanzenmaterial war zunéachst
eine Fettextraktion der Proben notwendig, wodurch der Gesamtfettgehalt der Proben
berechnet werden konnte.

AnschlieRend wurden die extrahierten Fette bzw. Ole verseift, um die Fettsauren
aus dem im Ol vorliegenden Trigyzeriden abspalten zu koénnen. Die dabei
entstehenden Methylester besitzen gegeniber den freien Sauren eine fur die
Gaschromatographie erforderliche héhere Fliichtigkeit und Stabilitat.

Fur die Bestimmung der Fettsdurezusammensetzung der Pflanzendle war keine
Fettextraktion notwendig. Die Ole konnten direkt fur die Verseifung verwendet
werden.

Die gaschromatographische Uberprufung der Fettsauremethylester erfolgte mit
einem Flammenionisationsdetektor. Quantifiziert wurde Uber die Area%- Methode,

wodurch Aussagen zur relativen Fettsdurezusammensetzung maoglich sind.

1.2.1 Fettextraktion des Pflanzenmaterials

Zur Extraktion der Triglyzeride aus den Basilikum- bzw. Oreganopflanzen fand eine
Kaltzentrifugation mit n-Hexan (in Anlehnung an § 35 LMBG L 00.00 — 38/2 6.4.6.1.)
statt. Um Verluste oder Veranderungen an der Fettsdaurezusammensetzung wahrend
der Extraktion zu vermeiden wurde wenn maoglich unter Ausschluss von Licht und

Sauerstoff gearbeitet.
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Fur die Extraktion wurden jeweils 5 g getrocknetes und bei 8°C gemahlenes
Pflanzenmaterial in ein Zentrifugenglas eingewogen und sowohl 2 g Natriumsulfat als
auch 50 ml n-Hexan zugegeben. Diese Lésung wurde am Ultra- Turrax fur 5 min bei
13.500 U/min homogenisiert und anschlielend bei 5.000 U/min far 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand ist in einen Rundkolben (Leergewicht zuvor bestimmt)
filtriert worden. AnschlieRend wurde die Extraktion wiederholt und der Uberstand
wiederum im Rundkolben aufgefangen. Der Extrakt ist abschlieBend am
Rotationsverdampfer bei 35°C unter Vakuum eingeengt worden und stand somit flr

den nachfolgenden Schritt der Verseifung der Trigyzeride bereit.
Verwendete Gerate: Ultra-Turrax T25 (IKA Labortechnik, Staufen)
Megafuge 2.0 (Heraeus Sepatech, Osterode)

Rotationsverdampfer Rotavapor 114 (BUCHI, Konstanz)

Chemikalien: Natriumsulfat, p.A. (Carl Roth, Karlsruhe)
n-exan, A @l Bth Karlsrh)

1.2.2 Verseifung des extrahierten Pflanzenmaterials und der Ole

Methode 1: Kaltverseifung mit methanolischer Kalilauge

Fur die Methode der Fettverseifung wurden in Anlehnung an DRESSEL et al. 0,1 g
Fett in 10 ml n-Heptan gelodst. AnschlieBend ist diese Probelésung mit 0,5 ml
methanolischer KOH (2mol/l) versetz und fir 30s geschittelt worden. Innerhalb von
30 min bis 60 min erfolgte die Phasentrennung, wobei sich Glyzerin in der oberen
Phase absetzte und so in ein weiteres Reagenzglas Uberfuhrt werden konnte. Um der
Probe das restliche Wasser zu entziehen wurden nun 2 g Natriumsulfat zugegeben,
das Reagenzglas nochmals geschiittelt und fir weitere 30 min stehen gelassen. Der
klare Uberstand konnte nun in ein Probenvail Uberfuhrt werden und wurde bis zur
gaschromatographischen Untersuchung bei —18°C gelagert.
Chemikalien: n-Heptan, p.a. (Carl Roth, Karlsruhe)

Methanol, p.a. (Carl Roth, Karlsruhe)

Kaliumhydroxid, p.a. (Carl Roth, Karlsruhe)
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Natriumsulfat, p.a. (Carl Roth, Karlsruhe)

Methode 2: Verseifung mit TMSH

Ein weiteres Verfahren der Fettverseifung ist die Verseifung mittels TMSH (DGF-
Einheitsmethoden C-VI 11e). Hierfir wurden 10 mg Fett direkt in ein GC- Valil
eingewogen in 500 pl tert. Butylmethylether geldst, mit 250 pl TMSH versetzt und fir
30 s geschittelt. Nach einer Wartezeit von 30 min stand die Probe zur
gaschromatographischen Untersuchung bereit.

Chemikalien: tert. Butylmethylether, zur Synthese (Carl Roth, Karlsruhe)
Trimethylsulfoniumhydroxid in Methanol, 0,2mol/I
(Macherey- Nagel)

Aufgrund des zu erwartenden groen Probenumfangs innerhalb dieses
Forschungsvorhabens wurde die Eignung des deutlich schnelleren Verfahrens der
Verseifung mittels TMSH dberpruft. Hierfir wurden Vorversuche durchgefuhrt,
welche die gaschromatographischen Ergebnisse der beiden Verfahren der Verseifung

miteinander vergleichen sollten (siehe dazu Tab.4 und 5, sowie Abb.7).

Tab.4: gaschromatographische Ergebnisse der FAME's- Bestimmung mittels Fettverseifung mit TMSH

(n=10) von Basilikumal

Fettsauremethylester C16:0* C18:0? c18:1c? Cc18:2c*
Mittelwert in Area%o 6,33 3,86 29,91 59,91
Standardabweichung 0,02 0,02 0,01 0,02
Variationskoeff. in %o 0,29 0,39 0,03 0,03

1€16:0: Palmitinsaure , 2C18:0: Stearinsaure, 2 C18:1c: Olsaure, * C18:2c¢: Linolsdure

Tab.5: gaschromatographische Ergebnisse der FAME's- Bestimmung mittels Fettverseifung mit KOH

(n=10) von Basilikumaol

Fettsauremethylester

C16:0*

C18:0?

Cc18:1¢c®

C18:2c¢*

8ite 23 wn 68

®Bhnbrib




hnoBp hnoRnta - ¥rbpbpkt — Entiklng od firerng on nean natirliBn  Yoen, @ilpepkt 3

a Enehisse
Mittelwert in Area%o 6,17 3,84 29,81 60,18
Standardabweichung 0,02 0,02 0,04 0,04
Variationskoeff. in 2o 0,25 0,40 0,13 0,07

1C16:0: Palmitinsaure , 2C18:0: Stearinsaure, 2 C18:1c: Olsaure, * C18:2c¢: Linolsaure

Abb. 7: Vergleich der Verfahren zur Verseifung der Fettsdauremethylester
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Beide Verfahren der Verseifung sind aufgrund ihrer geringen Variationskoeffizienten
(< 0,4%) sehr gut fur die Bestimmung der Fettsauremethylester geeignet.

Das Verfahren der Verseifung mittels TMSH liefert gleiche Ergebnisse (die
durchschnittliche Abweichung zur KOH-Verseifung liegt bei 1,4%) und ist zudem
auch noch erheblich schneller (Zeitersparnis von bis zu zwei Stunden).

Somit wird fur alle nachfolgenden Verseifungen der Fette das Verfahren der

Verseifung mittels TMSH angewendet.

1.2.3 Gaschromatographische Bestimmung der Fettsauremethylester

8ite 24 wn 68 ®Bhnbrib 24 B



hnoBp hnoRnta - ¥rbpbpkt — Entiklng od firerng on nean natirliBn  Yoen, @ilpepkt 3

a Eyehisse

Die gaschromatographische Bestimmung der Fettsduremethylester (FAMES) erfolgte
am HRGC 5300 Mega Series der Firma Carlo Erba Instruments mit
Flammenionisationsdetektor an einer DB-23 Kapillarsdule der Firma J&W. Als
Tragergas wurde Wasserstoff verwendet.

Folgende  Methode wurde zur gaschromatographischen  Trennung der

Fettsduremethylester und der Ermittlung der Standardsubstanzretentionszeiten

verwendet.

Injektor: Split/Splitless-Injektor (SSL)

Modus: Split

Temperatur: 260°C

Injektionsvolumen: 1,0 ul

Tragergas: Wasserstoff, 63 kPa Vordruck

Fluf: 1,5 ml/min

Split: 1:150

GC-Saule: DB-23 (30m, 0,25mm ID, 0,25um Film)

Temperatur-Programm: 40°C , 20°C/min & 160°C , 1°C/min €170°C, 2°C/min
€220°C(5 min)

Laufzeit: 40 min

Detektor (FID): 260°C

Mit Hilfe von Standardsubstanzen wurden die Fettsauremethylester aufgrund von RT-
Vergleichen identifiziert. Als Standardmix ist der Supelco 37 Component FAME Mix

(Supelco) verwendet worden (siehe Tab. 6).

Tab.6: Standardsubstanzen fiir die gaschromatographische Fettsauremethylester- Bestimmung
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Fettsdure (37 Component Fame Mix, Supelco)

C4:0 Butansauremethylester

C6:0 Capronsauremethylester

c8:0 Caprylsauremethylester

C10:0 Caprinsduremethylester

C11:0 Undecansauremethylester

C12:0 Laurinsduremethylester

C13:0 Tridecanséduremethylester

C14:0 Myristinsduremethylester

Ci14:1 Myristoleinsduremethylester

C15:0 Pentdecansauremethylester

Ci5:1 Cis-10-Pentadecensduremethylester

C16:0 Palmitinsduremethylester

Ci6:1 Palmitoleinséduremethylester

C17:0 Heptadecansduremethylester

Ci7:1 Cis-10-Heptadecensauremethylester

C18:0 Stearinsduremethylester

C18:1not Elaidinsduremethylester

C18:1n9c Olsauremethylester

C18:2n6t Linolaidinsduremethylester

C18:2n6¢c Linolsduremethylester

C18:3n6 c-Linolensduremethylester

C18:3n3 Linolensauremethylester

C20:0 Arachinsauremethylester

C20:1 Cis-11-Eicosensauremethylester

C20:2 Cis-11,14-Eicosadiensauremethylester

C20:3n6 Cis-8,11,14-Eicosatriensauremethylester
C20:3n3 Cis-11,14,17-Eicosatriensduremethylester
C20:4n6 Arachidonsauremethylester

C20:5n3 Cis-5,8,1,,14,17-Eicosapentaensauremethylester
C21:0 Heneicosansauremethylester

C22:0 Behensauremethylester

C22:1n9 Erucasduremethylester

C22:2 Cis-13,16-Docosadiensauremethylester

C22:6n3 Cis-4,7,10,13,16,19-Docosahexaensauremethylester
C23:0 Tricosansauremethylester

C24:0 Lignocerinsauremethylester

C24:1 Nervonsauremethylester

1.3 Bestimmung der Flavonoide
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Teilziel dieses Forschungsvorhabens ist es eine Methode zur quantitativen und
gualitativen Bestimmung der Flavonoide aus Pflanzenmaterial sowie Basilikumél und

Oreganodl zu entwickeln.

1.3.1 Extraktion

Die analytische Bestimmung der Flavonoide in Pflanzenmaterialien und Olen erfolgte
nach Hydrolyse in Form der Aglykone (MENGHINELLO et al.,1999; JUSTESEN et al.,
1998; HAKKINEN et al., 1998; JUSTESEN, 2000) mittels HPLC. Zur Extraktion der
Flavonoide aus Pflanzen und Olen wurde das Verfahren nach JUSTESEN et al., 1998
mittels Wasserbad verwendet.

Hierfur wurden 0,5 g getrocknetes Pflanzenmaterial bzw. 0,5 g Ol in 40 ml 62,5% wassrige
Methanollésung + PHA (2 g/l) und 10 ml 6M HCI gel6st. Zur Extraktion der Flavonoide
wurde diese Losung anschlief3end 2 Stunden bel 90 °C im Wasserbad erhitzt, nach 2 Stunden
auf Raumtemperatur abgekihlt, mit Methanol auf 100 ml aufgeflllt und 5 min im
Ultraschallbad extrahiert. Aus dem Uberstand wurden anschlieRend 3ml durch einen 0,45um
Filter filtriert. Somit stand die Probenldsung zur anaytischen Bestimmung mittels HPLC
bereit.

1.3.2 Chromatographischer Nachweis (HPLC)

Zur Bestimmung der Flavonoide aus Oregano und Basilikum erfolgt der Aufbau einer
HPLC- Methode in Anlehnung an JUSTESEN et al. (1998). Die Trennung wird an einer
RP 18 Saule (Phenomenex, Luna Su C18(2) 250x4,6mm, 5um) mit einer mobilen
Phase bestehend aus Methanol/Wasser 30:70 (v/v) und 1% Ameisensaure (A) und
100% Methanol (B) bei einem FIuR von 1 ml/min und einer Analysenzeit von 50 min
durchgefuihrt (Tab. 7). Pro Probe wurden 20 pl injiziert.

Gradient:
Tab.7: HPLC-Gradient

Zeit (min) |2 A|% B

0 75 |25

50 14 |86

Folgende Anlagenkomponenten der Firma DIONEX wurden verwendet (Tab. 8).
Tab.8: HPLC-Anlagen-Parameter (DIONEX)
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Anlagen- Komponente | Spezifikation
Detektor PDA 100
Autosampler AS 50
Software Chromeleon
Pumpe GP 50

1.3.3 Identifizierung

Die Identifizierung der Flavonoide erfolgt mittels Vergleich mit Standardsubstanzen.

Folgende Standardsubstanzen werden fir Basilkium und Oregano in der Literatur
beschrieben (VIEIRA et. al,2003),(Grayer et. al, 1996), (Skerget et. al, 2005),
Regnault- Roger et. al, 2004), Kulevanova et. al, 2001), (Bendini et. al, 2002),
Vekiari et. al, 1993) (Tab. 9).

Tab.9: Flavonoidstandardsubstanzen

Standardsubstanz Oregano Basilikum
Apigenin X

Luteolin X

Chryoeriol X

Quercetin X

Nevadensin X
Kaempferol X

Salvigenin X
Myricetin

Eriodicytol X

Dihydroquercetin

(Taxifolin)

Acacetin X

Fur die Standardlésung wurde eine Konzentration von 0,1 g Standard in 11 DMSO

(Dimethylsulfoxid) hergestellt. Von dieser Stammlésung wurden dann frisch 0,5 ml in
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10 ml 62,5 % wassriger Methanollésung + BHA (2 g/l) und 2,5 ml 6 M HCI gel6st.

Zur Kalibrierung wurde die in Tab. 10 dargestellte Verdinnungsreihe hergestellt.

Tab.10: Verdiinnungsreihe Flavonoidstandards

Verdunnungsstufe | Konzentration in pug/I

1 1,25

2,5

3,0

6,0

7,0

2
3
4 5,0
5
6
7

8,0

1.4 Herstellung von Standardsubstanzen zur NIR-Kalibrierung

Die Herstellung von Standardsubstanzen aus Originalpflanzenproben ist zur
Kalibrierung des NIR-Messgerates des Projektpartners 1V notwendig. Nur dadurch
lassen sich die Ergebnisse auf spatere Routinemessungen wahrend des
Zuchtungsprozesses beziehen.

Das Verfahren zur Gewinnung von Standardsubstanzen beruht auf der
gaschromatographischen Trennung von atherischen Olgemischen gewonnen durch
Wasserdampfdestillation mit paralleler praparativer Sammlung von
Einzelkomponenten aus diesem Probengemisch (GC-PFC). Hierbei kénnen wahrend
der gaschromatographischen Trennung gezielt reine Einzelkomponenten in Kihlfallen
gesammelt werden und in diesen durch vielfaches Trennen des Probengemisches
angereichert werden. Die so gewonnen Reinsubstanzen konnen dann zur
Kalibrierung des NIR- Messgerates verwendet werden. Auf diese Art und Weise
lassen sich alle notwendigen Komponenten gewinnen.

Hiermit sind auch die Substanzen zu gewinnen, die nicht kauflich zu erwerben sind,
so dass mit diesem Verfahren auch grundsatzliche Identifizierungen von
Komponenten mdglich sind.

Nachfolgend ist das optimierte Verfahren zu Gewinnung der Standardsubstanzen

aufgefuhrt.
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GC-Parameter:

Injektor: PTV

Modus: Splitless

Temperatur: 260°C

Injektionsvolumen: 50 pl

Tréagergas: Helium

GC-Saule: DB-5 MS (25m, 0,53mm ID, 5um Film)

Temperatur-Programm:

Laufzeit:

70°C (4min), 10°C/min € 200°C ,40°C/min &250°C

18 min

PFC-Parameter:

Transferline:
Switching Devices:
Fallen:
RT-Fenster:

280°C

280°C

10°C

11.95 - 12.96
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2 Analytische Ergebnisse

2.1 Aromastoffe

2.1.1 Atherische Olgehalte

Die Bestimmung der atherischen Olgehalte sowohl der Pflanzen als auch der daraus
hergestellten Speisedle erfolgte mittels Wasserdampfdestillation. Eine genaue
Beschreibung zur Durchfiihrung ist im Punkt 1.1.1.1 beschrieben.

Hierfuir wurden jeweils 10 g Pflanzenmaterial bzw. 30 ml Ol eingesetzt.

Die Ole des ersten Ziichtungsjahres (2004) wurden nicht auf ihrer &therischen
Olgehalt untersucht (Fur die Pflanzen sind die Ergebnisse in der Anlage 1
zusammengestellt.). Auf Grund des grofRen Probenumfangs wurde die
Aromastoffanalytik mittels HS-SPME bevorzug. Sie zeichnet sich durch eine leichte
Probenvorbereitung (nur das Einwiegen der Proben ist notwendig) und schnelle
Analyse aus. Diese Ergebnisse werden unter 2.1.2 erlautert. Allerdings war es fur das
Probenmaterial (Pflanzen und Ole) des Zichtungsjahres 2005 dann notwendig
Wasserdampfdestillation zur Ermittlung der &therischen Olgehalte durchzufiihren.
Grund hierfir war die schlechte Korrelation der HS-SPME — Ergebnisse mit den
NIR/IR- Daten beim Projektpartner IV (M+ R Regelungstechnik). Versuche zeigt
aber, dass eine Korrelation der Ergebnisse mit den &therischen Olgehalten besser
moglich war, so dass zur Kalibrierung des NIR/IR Messgerates nachfolgend die
Ergebnisse der Wasserdampfdestillationen verwendet wurden.

Die Ergebnisse sind in Anlage 2, 3 (Basilikum) 4 und 5 (Oregano) zusammengestellt.
Ingesamt wurden 2004 81 Pflanzenproben (51 Basilikum und 30 Oregano), sowie
vom Ziichtungsjahr 2005 62 Pflanzenproben und 62 daraus hergestelite Ole der
Pflanze Basilikum (Ocimum basilicum var. basilicum) und 55 Pflanzenproben und 50
daraus hergestellte Ole der Pflanze Oregano (Origanum vulgare ssp. hirtum)
untersucht. Hierbei stand nicht von allen Pflanzen ausreichend Material zur
Verflgung, so dass nicht aus allen Oreganoproben Speisetle durch den
Projektpartner Biro GbR hergestellt werden und nicht allen Pflanzenproben Olproben
zuzuordnen sind.

Die atherischen Olgehalte der Oregano- Pflanzen fiir das Ziichtungsjahr 2004 lagen
zwischen 3,2 ml/100 g (Ori3_04) und 0,1 ml/100 g Pflanzenmaterial (Oril_04).
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Die atherischen Olgehalte der Oregano- Pflanzen fiir das Ziichtungsjahr 2005 lagen
zwischen 3,8 ml/100 g und 0,01 ml/100 g Pflanzenmaterial - die der Oregano- Ole
zwischen 1,3 mI/100ml Ol und 0,03 ml/100ml.

Wie auch in der Literatur beschrieben, konnte gezeigt werden, dass Oregano zu den
Pflanzen mit sehr hohen &therischen Olgehalten zahlt. Selbst in den Olen konnten
teilweise noch sehr hohe Gehalte erzielt werden. Ein wirkungsvoller Einsatz als
natirliches Konservierungsmittel auf grund der antioxidativen und antimikrobiellen
Wirkung der hohen &therischen Olgehalte der Ole ist somit auch in der Lebensmittel-,
Futtermittel- und Kosmetikindustrie mdglich.

Beim Basilikum konnten fiir das Ziichtungsjahr 2004 &therische Olgehalte bei den
Pflanzen zwischen 0,6 ml/100g (Bas8 04 bzw. Bas44 04) und 0,03 ml/100g
(Bas3_04) nachgewiesen werden.

Und fiir das Ziichtungsjahr 2005 konnten &therische Olgehalte bei den Pflanzen
zwischen 1,8 ml/100g (Bas2_04) und 0,2 ml/100g (Bas5 04 bzw. Bas25 04)
nachgewiesen werden. Bei den Olen hingegen wurden maximale &therische
Olgehalte von 1,7 ml/100ml Ol (Bas39 04) analysiert. Somit sind die &therischen
Olgehalte der Basilikum-Pflanzen um ein vielfaches kleiner, als die der Oregano-
Pflanzen. Eine Verwendung der Pflanzen z.B. als natirlicher Antioxidat in Kosmetika,
Lebensmittel oder Futtermittel auf grund der atherischen Olgehalte ist daher vor
allem fur die Oreagno-Pflanzen zu empfehlen. Dabei eignen sich vor allem die
Pflanzen mit den Probennummern Ori2_04, Ori3_04, Oril4_04, Oril5 04, Ori22_04,
Ori24_04 und Ori27_04 des Zuchtungsjahres 2004 und die Proben mit den Nummern
Ori42_05 und Ori3A_05 des Zichtungsjahres 2005.

Die geringeren Werte der Speise0le erklaren sich durch den Herstellungsprozess der
Ole, bei dem den Pflanzen Sonnenblumenkerne beigemischt werden. Sie bieten die
Olbasis des spateren Speisedls. Hierbei wird ein Mischungsverhéltnis von
Sonnenblumenkernen zu Pflanzenmaterial von 3:1 eingesetzt. Ein hdherer
Pflanzeneinsatz ist aufgrund verfahrenstechnischer Parameter nicht realisierbar.
Dieser dann somit wahrscheinliche Anteil von 30% &therischem Ol im Speisedl im
Vergleich zum reinen Pflanzenmaterial der dazugehdrigen Pflanzenproben konnte fur
Oregano und Basilikum auch nachgewiesen werden. Bei Oregano lag dieser

durchschnittlich bei 25% und bei Basilikum bei 27%.
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Grundsétzlich sind Korrelationen zwischen den &therischen Olgehalten der Pflanzen
und denen der dazugehdrigen Ole nachweisbar. Wenn Pflanzenproben hohe
atherische Olgehalte aufwiesen, dann war auch bei dem daraus hergestellten Ol ein
hoher atherischer Olgehalt nachweisbar (siehe Abb. 8 und Abb. 9). Allerdings sind
immer  wieder auftretende  Abweichungen  wahrscheinlich  durch  den
Herstellungsprozess der Ole bedingt. Da die Verbindungen mitunter sehr leicht
flichtig sind, kdnnen schon kleinste Veranderungen in der Produktion und Lagerung

(z.B. Temperatur) zu Abweichungen fuhren.

Abb.8: Atherische Olgehalte Basilikum - Ziichtungsjahr 2005 (Pflanzen und Ole)
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Abb.9: Atherische Olgehalte Oregano — Ziichtungsjahr 2005 (Pflanzen und Ole)
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1.0.2 Aromakomponenten

Zum Nachweis der Aromakomponenten sowohl in den Pflanzen als auch in den
Speisedlen wurden die Proben zunachst mittels HS-SPME (Headspace Solid Phase
Mircroextraction) extrahiert. Wahrend der Analyse der Proben des Zichtungsjahres
2004 zeigten sich jedoch Nachteile des Verfahrens. Bei der automatisierten Analytik
der Proben kam es immer wieder zu Defekten der feinen Faser der SPME-Spritze, bei
nicht vermeidbarer mechanischer Belastung dieser. Die Faser musste daraufhin
wahrend einer Sequenz mehrfach gewechselt werden. Wodurch vor allem der zlgige
Ablauf der groRen Probenanzahl verzdgert wurde. Bei der Auswertung der Daten

konnte auch eine erhdhte Standardabweichung nachgewiesen werden, die mit dem

haufigen Kanilenwechsel im Zusammenhang stand.
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Daraufhin wurde ein alternatives Verfahren eingesetzt. Die HS-SPDE (Solid Phase
Dynamic Extraction). Mit diesem Extraktionsverfahren war es nun mdaglich die Proben
ohne Unterbrechungen zu analysieren. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist ihre
hohere Beladungskapazitat auf Grund gréRBerer Mengen an Polymervolumen. Somit
ist es auch moglich Minorkomponenten zu detektieren. Auch konnte eine verbesserte
Standardabweichung im Vergleich zur HS-SPME erzielt werden. Dieser Vergleich der

Area%-Werte ist in den Abb. 10 und 11 anhand von zwei Aromakomponenten

(Carvacrol, p-Cymen) des Oregano dargestellt.
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Die Abb.10 zeigt den doch sehr groRen Schwankungsbereich der Analysenergebnisse
bei Verwendung von mehreren SPME-Fasern. Hierbei konnten Variationskoeffizienten
von bis zu 20 % nachgewiesen werden. Die Abb. 11 hingegen zeigt die sehr stabilen
Werte bei Analyse der Aromakomponenten mit dem HS-SPDE -Verfahren. Durch die
nicht notwendige Verwendung von mehreren Kanilen auf Grund der groéReren
Belastbarkeit sind die Variationskoeffizienten fur Naturstoffproben sehr klein
(maximal 4%). Daraufhin wurden die Proben des Zichtungsjahr 2005 mittels HS-
SPDE-Verfahren analysiert.

Die Daten der Analysen der Proben des Zichtungsjahres 2004 und 2005 sind in den
Anlagen 6-13 zusammengestellt. Mit Hilfe der HS-SPME wurden somit im Jahr 2005
(Zichtung 2004) 81 Pflanzen (30 Oregano-Proben und 51 Basilikum- Proben) und 81
Ole (30 Oregano-Proben und 51 Basilikum- Proben) analysiert und im Jahr 2006
(Zichtung 2005) mittels HS-SPDE 117 Pflanzen (55 Oregano-Proben und 62
Basilikum- Proben) und 112 Ole (50 Oregano-Proben und 62 Basilikum- Proben).

BASILIKUM
Aufgrund des Retentionszeitenvergleichs mit Standardsubstanzen, sowie des
Vergleiches mit den Retentionsindices aus Literaturquellen (ADAMS,1995) und

zusatzlicher massenspektrometrischer Uberpriifung aller Peaks konnten fiir Basilikum
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folgende atherische Ol- Komponenten identifiziert werden (siehe Tab. 11 und

Abb. 12 und 13). In der Tabelle sind sie nach ihrer Retentionszeit sortiert.

Tab.11: Identifizierte Komponenten der Basilikum-Pflanzen (Ocimum basilicum)

e Einteilung nach
Identifizierte Komponente )
Flachenanteil (9

a -Pinen MK
Camphen MK
Sabinen MK
b -Pinen MK
p-Cymen MK
Limonen MK
1,8-Cineol HPK

e Einteilung nach
Identifizierte Komponente )
Flachenanteil (9

b-Ocimen MK
g -Terpinen MK
Terpinolen MK
cis- Sabinenhydrat MK
trans-Linalool oxid MK
cis Linalool oxid MK
Linalool HPK
Camphor MK
Borneol MK
Terpinen-4-ol MK
a -Terpineol MK
g -Terpineol MK
Estragol HPK
Peak 4 (nicht identifiziert) MK
Isobornyl format MK
Peak 5 (nicht identifiziert) MK
Thymol MK
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Bornyl acetat MK
Carvacrol MK
(2)-Methylcinnamat MK
Peak 6 (nicht identifiziert) MK
Peak 1 (nicht identifiziert) MK
4bH,10aH-Guaia-1(5),6-dien MK
Eugenol MK
a -Cubeben MK
(E)-Methylcinnamat MK
b -Bourbonen MK
b -Elemen MK
Methyleugenol MK

e Einteilung nach
Identifizierte Komponente )
Flachenanteil (9

(Z)-o-Methoxycinnamal dehyd MK
Sesquitujen MK
b -Caryophyllen MK
trans- b -Bergamoten MK
a -Humulen MK
cis-Muurola-4(14),5-dien MK
Valencen MK
a -Patchoulen MK
b -Longipinen MK
b -Maalien MK
(Z2,2)- a -Farnesen MK
g -Cadinen MK
Muurola-4,10(14)-dien-8a-ol MK
Peak 3 (nicht identifiziert) MK
Spathulenol MK
Cubenol MK
T-Cadinol MK
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Peak 8 (nicht identifiziert)

MK

d -Cadinen

MK

HPK = Hauptkomponente (durchschnittlicher Gehalt > 10%)
MK = Minorkomponente (durchschnittlicher Gehalt <10%)

Abb.12: Balkendiagramm Basilikum- Pflanzenprobe Bas54 05
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Insgesamt konnten 55 &therische Olkomponenten sowohl in den Pflanzenproben

Die identifizierten Komponenten der &therischen Ole konnten durch Literaturangaben
(BLUM,1999; SCHULZ et al.,2003; TEUSCHER, 2003; KRUGER et al., 2002;
ECKELMANN, 2002) bestatigt werden. Insgesamt konnten fir die Zichtungsjahre
2004 und 2005 55 Aromakomponenten fiir die Pflanzen- und OI-Proben
nachgewiesen werden.

Beim Screening aller zu untersuchenden Pflanzen unterschiedlichster Herkinfte der
Spezies Ocimum basilicum konnten Abweichungen der Flachenprozentanteile der
einzelnen Aromakomponenten nachgewiesen werden.

Betrachtet man den Querschnitt aller untersuchter Pflanzenproben (untersucht mit
HS-SPDE) gibt es drei wesentliche Hauptkomponenten im Basilikum (Ocimum
basilicum var. basilicum). Diese sind, in der Tabelle mit HPK gekennzeichnet,1,8-
Cineol, Linalool und Estragol. Wobei ein zu hoher Gehalt an Estragol durchaus
kritisch zu betrachten ist. In verschiedenen Studien wurde eine kanzerogene Wirkung
bei Tieren bereits nachgewiesen (CLASSEN,1994; WESTENDORF,1994). Allerdings
bezieht sich diese Aussagen auf den Gehalt an Estragol im &therischen Ol. Also galt
es zu Uberpriifen, ob im &therischen Ol, gewonnen durch Wasserdampfdestillation,

ahnlich hohe Estragol-Gehalte nachweisbar sind.
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Hierfur wurden die atherischen Ole der ,kritischen Proben“ gaschromatographisch
auf ihren Gehalt an Estragol untersucht. Auch bei diesen Proben lie3 sich der
teilweise sehr hohe Gehalt an Estragol nachweisen. Somit ist zu tberlegen, ob diese
Spezien von Basilikum weiter fiur die Zichtung verwendet werden sollten. lhre
gesundheitsschadigende Wirkung ist nicht auszuschlielen. Folgende Basilikum-

Proben hatten einen erhtéhten Estragolgehalt:

Tab.12: Basilikum-Proben mit Estragol-Gehalten ermittelt mit HS-SPDE (n=2)

Basilikum-Probe Estragol-Gehalt in %
Bas2_05 59,01
Bas3_05 64,34
Bas5_05 27,57
Bas10_ 05 19,17
Bas1l 05 14,62
Basilikum-Probe Estragol-Gehalt in %6
Bas20_05 40,03
Bas22_05 24,38
Bas23 05 18,22
Bas24 05 24,83
Bas29 05 81,14
Bas30_05 88,39
Bas31_05 5,67
Bas32 05 5,58
Bas33_05 22,09
Bas35_05 67,52
Bas37_05 18,38
Bas39 05 85,17
Bas42_ 05 84,31
Bas43 05 35,52
Bas44 05 91,95
Bas46_05 89,82
Bas47_05 88,65
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Bas48 05 15,69

Bas54 05 8,48

Bas55_ 05 14,38

OREGANO

Aufgrund auch fir Oregano durchgefiuihrter Retentionszeitenvergleiche mit
Standardsubstanzen, sowie des Vergleichs mit den Retentionsindices aus
Literaturquellen  (ADAMS,1995) und  zusétzlicher  massenspektrometrischer
Uberpriifung aller Peaks, konnten folgende atherische Ol- Komponenten identifiziert
werden (siehe Tab.13). In der Tabelle sind sie, ebenfalls nach ihrer Retentionszeit

sortiert, zusammengefasst.

Tab.13:ldentifizierte Komponenten der Oregano-Pflanzen (Origanum vulgare ssp.hirtum)

Identifizierte Komponenten Einteilung nach

Flachenanteil (¢
Tricyclen ™
a -Pinen ™
Camphen ™
1-Octen-3-ol e
Sabinen ™
b -Pinen ™
a -Phellandren K
d -3-Caren ™
a -Terpinen e
p-Cymen oK
m-Cymen o
g-Terpinen ™
Terpinolen ™
cis- Linalool oxid VK
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trans-Sabinenhydrat MK
Linalool MK
Borneol MK
Terpinen-4-ol MK
a -Terpineol MK
g-Terpineol MK
Estragol MK
Thymol methyl ether MK
Carvacrol methyl ether MK
Tymoquinon MK
Thymol MK
Carvacrol HPK
a -Ylangen MK
Isolden MK

e Einteilung nach
Identifizierte Komponenten )
Flachenanteil (P

b - Bourbonen MK
(E)- b -Caryophyllen MK
g-Elemen MK
a -Patchoulen MK
a -Humulen MK
Valencen MK
trans- b -Bergamoten MK
(Z,Z) a -Farnesen MK
g -Cadinen MK
cis-Calamenen MK
Spathulenol MK
b - Bisabolen MK

HPK = Hauptkomponente (durchschnittlicher Gehalt > 10%)
MK = Minorkomponente (durchschnittlicher Gehalt <10%)
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Die Abb.14 zeigt am Beispiel einer Probe (OrilA_05) die prozentualen Anteile der
einzelnen flichtigen Aromakomponenten am Gesamtaroma. Und in der Abb.15 ist ein
Beispiel-Chromatogramm einer Oregano-Probe (Ori4A_05) dargestellt. Auch hier sind
p-Cymen und Carvacrol, wie bereits in der Tabelle gekennzeichnet, als die beiden

Hauptkomponenten zu erkennen.

Abb.14: Balkendiagramm Oregano- Pflanzenprobe OrilA_05 mit prozentualen Anteil der
Aromakomponenten
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Abb.15: Chromatogramm Oregano- Pflanzenprobe Ori4A_05
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Zum Nachweis der atherischen Olkomponenten sowohl in den Pflanzen als auch in
den Speisedlen wurden die Proben zunachst mittels HS-SPME (Headspace Solid
Phase Microextraction) bzw. HS-SPDE (Headspace Solid Phase Dynamic Extraction)
extrahiert und anschlieBend gaschromatographisch analysiert (siehe dazu Punkte
1.1.1 und 1.1.2). Insgesamt konnten 40 atherische Olkomponenten sowohl in den
Pflanzenproben als auch in den Olproben der Zichtungsjahre 2004 und 2005
nachgewiesen werden. Dabei lieRen sich in den Olproben auch nur die
Hauptkomponenten nachweisen, da der Anteil der untersuchten Pflanzenmenge in
den Olen natirlich deutlich unter dem der Pflanzenproben liegt (Verdinnungseffekt).
Die identifizierten Bestandteile der atherischen Ole wurden bereits in der Literatur
(VERES et al., 2003; NOVAK et al., 2003; BASER et al., 1994; WILKINS and MADSEN,
1991; MILOS et al.,2000) fir die Species Origanum beschrieben.

Betrachtet man auch hier den Querschnitt aller untersuchter Pflanzenproben von
Origanum vulgare ssp. hirtum sind hier im Wesentlichen zwei Aroma-
Hauptkomponenten nachweisbar (p-Cymen und Carvacrol).

Bei fast allen Oregano-Pflanzenproben und -Olproben waren p-Cymen und Carvacrol

als Hauptkomponenten nachweisbar. Nur bei den Pflanzenproben der in der Tabelle
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14 aufgefuhrten Probennummern der Zichtungsjahre 2004 und 2005 konnten diese
Komponenten nicht als Hauptbestandteile der flichtigen Verbindungen nachgewiesen
werden. Sie wiesen dagegen einen hoheren Gehalt anderer fliichtigen Komponenten
auf. Diese Komponenten sind 1-Octen-3-ol, Sabinen, b -Pinen, a -Terpinen, Linalool
und b -Caryophyllen. Diese Sorten mit teilweise keinen oder nur sehr geringen
Gehalten an Carvacrol sollten fur die Verwendung als natlrliches
Konservierungsmittel in der Lebensmittel-, Futtermittel oder kosmetischen Industrie
ausgeschlossen werden, da Carvacrol hauptverantwortlich fir die antioxidative und

antimikrobielle Wirkung des &therischen Ols ist.

Tab.14: Proben-Nr. Oregano-Pflanzen der Zichtungsjahre 2004 und 2005 mit keinen oder sehr
geringen Carvacrol- Gehalten

Proben-Nr. |Kein Carvacrol | Geringer Carvacrolgehalt
Oril_04 +
Ori6_04 +
Ori26_04 +
Ori29 04 +
Oril_05 +
Ori3_05 +
Ori4_05 +
Ori5_05 +
ori9_05 +
Oril4_05 +
Oril6_05 +
Ori20_05 +
Ori21_05 +
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Ori21_05 +
Ori23 05 +
Ori7_05 +
Ori8_05 +
Ori10_05 +
Orill_05 +
Oril3 05 +
Oril8 05 +
Ori19 05 +
Ori24_05 +
Ori27_05 +
Ori28 05 +
Ori35_05 +

SENSORIK

Durch den Projektpartner Dr. Junghanns GmbH wurden sensorische Untersuchungen
der Basilikum- und Oregano -Ole durchgefiihrt (vollstindige Daten sind dem
AbschluBbericht des Projektpartners Dr. junghanns GmbH zu entnehmen) . Diese
dienten der Ermittlung der Proben, die auf Grund ihrer sensorischen Eigenschaften
fur die weitere Zichtung und somit Verwendung (auch als OI) in der
Lebensmittelindustrie geeignet sind. Hierbei wurde die Farbe, der Geschmack und
Geruch mittels einer Punkte- Skala bewertet. Maximal war eine Gesamtpunktzahl von
20 Punkten fiur jede Probe erreichbar. Olproben mit einer Gesamtpunktzahl von
mindesten 16 Punkten wurden als sensorisch besonders wertvoll eingestuft und mit
einer Gesamtpunktzahl von weniger als 6 Punkten als sensorisch nicht akzeptabel.
Ihr Aroma wurde als nicht arttypisch, parfumartig oder kampferartig (Basilikum)
beschrieben. In den Tabellen 15 und 16 sind fir die Oregano-Ole und Basilikum-Ole
die Sorten mit den sehr guten und schlechten sensorischen Eigenschaften

zusammengefasst.

Tab.15: Proben der Oregano-Ole (2005) mit sensorischer Bewertung in Punkten

Proben-Nr. |gute Sensorik |inakzeptable Sensorik

Ori11_05 - 5,5
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Oril4_05 20 -
Ori23 05 - 5
Ori26_05 18,5 -
Ori42_05 - 5,5
Ori44_05 18,5 -
Ori4A_05 20 -
Ori6A_05 19,5 -
OrisA_05 18,5 -
Ori9A_05 18 -

Oril2A_05 20 -
Oril6A_05 20 -

Tab.16: Proben der Basilikum-Ole (2005) mit sensorischer Bewertung in Punkten

Proben-Nr. |gute Sensorik |inakzeptable Sensorik
Bas4_05 16 -
Bas9 05 - 5
Bas13 05 - 5,5
Basl7_05 16 -
Bas21_05 19,5 -
Bas26_05 - 5
Bas27_05 - 5
Bas28 05 - 5
Bas32_05 - 5,5
Bas34 05 - 5
Bas40_05 - 5,5
Bas41l_05 - 5,5
Bas43 05 - 5
Bas44 05 - 5
Bas47_ 05 - 5
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Bas60_05 19,5 -

Es galt nun zu ermitteln ob Zusammenhange zwischen der sensorischen Bewertung
der Sorten und der Zusammensetzungen der flichtigen Aromaverbindungen
bestehen.

Dabei konnte festgestellt werden, dass alle Basilikum-Proben mit sehr guten
sensorischen Eigenschaften einen hohen Gehalt an Linalool von mindestens 70 %
und einen sehr kleinen Gehalt an Estragol von kleiner 4 % hatten. Bei den sensorisch
nicht akzeptablen Proben waren keine besonderen Auffalligkeiten in ihrer
Zusammensetzung an flichtigen Verbindungen erkennbar.

Bei dem Vergleich der sensorischen Daten mit den analytischen Daten konnte eine
Gruppe von Proben identifiziert werden, die fir eine weitere Zichtung besonders
geeignet sind. Diese Proben zeichnen sich durch gute sensorische Eigenschaften
(Gesamtpunktzahl mindestens 16 Punkt) und niedrige Estragolgehalte, die, wie schon
oben beschrieben, bei der weitern Zichtung nicht auer Betracht gelassen werden
sollten. Zu dieser Gruppe zahlen folgende Proben: Bas4 05, Basl7_05, Bas21 05
und Bas60_05.

Des weiteren konnten auch Proben ermittelt werden, die sowohl hohe
Estragolgehalte, als auch ungeniigende sensorische Eigenschaften (Gesamtpunktzahl
<10) besal’en (Bas43_05, Bas30 05, Bas35_ 05, Bas37_05 und Bas55 05). lhre
weitere Zuchtung ist nicht zu empfehlen.

Betrachten man die Oregano-Proben ist erkennbar, dass die sensorisch wertvollen
Sorten sowohl ein Mindestgehalt an p-Cymen von 40 % aufweisen als auch einen
verhaltnismassig hohen Gehalt an Carvacrol von mindestens 6 %. !!!

Die Sorten mit sehr schlechten sensorischen Ergebnissen hatten erhéhte 1-Octen-3-
ol- und p-Cymen-Gehalte.

Des weiteren konnte festgestellt, dass einige Oregano-Ole sowohl sehr gute
sensorische Bewertungen als auch hohe atherische Olgehalte aufwiesen (Ori4A_05,
Ori6A_05, Ori8A 05 und Ori9A_05). Diese Sorten eignen sich besonders gut fur die
Verwendung in der Lebensmittelindustrie, da sie eine ,Doppelrolle* einnehmen
konnten. Durch ihren Einsatz kann sowohl eine sensorisch Aufwertung des

Produktes, als auch eine natirliche Konservierung erreicht werden.
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Andere Proben (Ori42_05) erhielten eine schlechte bzw. ungeniigende sensorische
Beurteilung, wiesen aber sehr hohe Carvacrolgehalte auf. Pflanzen dieser Sorten
wurden sich nach weiterer Zichtung z. B. fur die Verwendung in Kosmetika oder
Lebensmittel aufgrund ihrer antimikrobillen Wirkung eigenen.

Und dann konnte noch eine Gruppe von Proben identifiziert werden, fur die sowohl
schlechte sensorischen Eigenschaften (Gesamtpunktzahl <10), als auch sehr niedrige
Carvacrol- und atherischen Olgehalten beschrieben wurden. Zu dieser Gruppe zadhlen
Ori23_05, Orill 05, Ori1l8 05, Ori20_05, Ori9 05 und Oril_05. Diese Pflanzen sind
fur eine weitere Zuchtung mit dem Ziel des Einsatzes in der Lebensmittelindustrie,
pharmazeutischen und kosmetischen Industrie, unter Bericksichtigung der
beschriebenen Aspekte, nicht geeignet.

Schlussfolgernd lasst sich als feststellen, dass auf grund der sensorischen
Eigenschaften und analytischen Daten folgende Basilikum- und Oregano- Proben zur

weiteren Zuchtung empfohlen werden kdnnen (Tab. 17).

Tab.17: zur weiteren Zichtung empfohlene Oregano- und Basilikum-Proben

Oregano-Proben | Basilikum-Proben
Ori4A_05 Bas4_05
Ori6A_05 Bas17_05
Ori8A_05 Bas21 05
Ori9A_05 Bas60_05
Ori42_05

Alle in der nachfolgenden Tabelle 18 aufgefihrten Proben sollten, aufgrund der
sensorischen und analytischen Ergebnisse von der weiteren Zichtung

ausgeschlossen werden.

Tab.18: zur weiteren Ziichtung nicht empfohlene Oregano- und Basilikum-Proben

Oregano-Proben | Basilikum-Proben

Oril_05 Bas5_05
Ori9_05 Bas10 05
Orill 05 Bas24 05
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Oril8_05 Bas30_05
Ori20_05 Bas35_05
Ori23_05 Bas37_05
Bas43 05
Bas44 05
Bas47_05
Bas55_ 05

1.1 Fettsauren

Fettsauremethylester der Basilikum- Ole

Zwischenbericht 2004

Fettsduremethylesterzusammensetzung der  Speisedle

Wie bereits im erlautert, entspricht die
dem Fetts@urespektrum von
Sonnenblumendl. Dies erklart sich durch das Herstellungsverfahren der Basilikumdle, da
beim Pressvorgang der Pflanzen zur Herstellung der Ole eine erhebliche Menge (ca.
70%) an Sonnenblumenkernen beigemischt wird. Da die Fettsauremethylester des
Pflanzenanteils von Basilikum im Ol unter der Nachweisgrenze fir dieses Verfahren
liegen, sind somit nur die Fettsduremethylester des Sonnenblumenéls nachweisbar.

Die nachfolgende Tabelle 19 zeigt die Zusammensetzung des Fetts der Basilikumdle.

Tab. 19: Fettsauremethylesterzusammensetzung mit Area%- Anteilen von Basilikumdlen

Fettsauremethylester Area % Standar dabweichung
Cis-10-Pentadecensauremethylester 1,49 0,01

(C15:1)

Palmitinsauremethylester (C16:0) 5,84 0,01
Stearinsauremethylester (C18:0) 3,75 0,03
Olsauremethylester (C18:1c) 28,54 0,02
Linolsduremethylester (C18:2c) 59,17 0,03
Linolensauremethylester (C18:3n3) 0,66 0,02

(doppelte Verseifung der Probe und jeweils Doppelbesimmung)
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Da sich mit Mehrfachuntersuchungen verschiedener Basilikumspeiseble keine
entscheidenden Abweichungen in der Fettsduremethylesterzusammensetzung
nachweisen lieRen, wurde auch keine routineméaRige Untersuchung der Ole auf ihr
Fettsdurespektrum durchgefthrt.

Um Aussagen zu moglichen Veranderungen der Fettsdurezusammensetzung wahrend
der Lagerung treffen zu kénnen, wurden die Basilikumdle Uber einen Zeitraum von
12 Monaten hinsichtlich ihrer Fettsdurenzusammensetzung untersucht.

Hierfur wurde monatlich das Ol gaschromatographisch analysiert und die
Fettsdurezusammensetzung verglichen. Zu analysieren waren zwei Basilikumoéle, die
in  WeilRglasgefallen gelagert wurden. Dabei wurden sowohl Idealbedingungen
(lichtgeschitzt und kuhl) als auch schlechte Lagerbedingungen angenommen (nicht
lichtgeschitzt und bei Raumtemperatur) um die ungunstigsten Bedingungen zu
simulieren. Denn oftmals sind die Speisetle gerade diesen Bedingungen wéahrend
ihrer Zeit vor dem Kauf durch den Verbraucher, also vor allem im Einzelhandel,
ausgesetzt. Dabei ist anzunehmen, dass die Fette oxidieren und eine Veranderung in
der Fettsdurezusammensetzung nachweisbar ist. Denn, je hoher der Anteil an
mehrfach  ungesattigten Fettsduren ist, desto schneller kommt es zu
Oxidationsprozessen bzw. zum Ranzigwerden des Ols. Die Doppelbindungen der
ungesattigten Fettsauren (C18:1c und C18:2c) werden aufgespaltet, Sauerstoff lagert
sich an und das Verhaltnis ungesattigter zu gesattigten Fettsauren verschiebt sich zu
Gunsten der gesattigten Fettsauren. Somit kommt es zu Qualitatsverlusten, da der
Gehalt an ungesattigten Fettsauren in den erndhrungsphysiologisch hochwertigeren
Olen sinkt.

Die Untersuchungen der Uber 12 Monate gelagerten Basilikum-Ole konnten jedoch
zeigen, dass sowohl bei den ideal als auch bei den ungunstig gelagerten Olen kaum
Fettsdurezusammensetzungsveranderungen und somit Qualitatsverluste nachweisbar
waren. Wie die Anlage 14 zeigt, kam es nur zu sehr geringen Veranderungen in der
Fettsauremethylesterzusammensetzung der beiden Basilikumole.

So nahm der Gehalt an ungesattigten Fettsduren der kihl und lichtgeschitzt
gelagerten Ole bei Ol 1 (Bas8_04) nur um 1,43 % ab. Bei Ol 2 (Bas7_04) betragt die
prozentuale Abnahme der ungesattigten Fettsauren bei einer 12 monatigen Lagerung

0,6 %. Im gleichen Malie nahm der Anteil der gesattigten Fettsauren zu.
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Bei den nicht optimal gelagerten Olen nahmen die Gehalte an ungesattigten
Fettsduren um 1,52 % (Bas8_04) bzw. 1,2 % (Bas7_04) ab.

Diese Daten zeigen jedoch nur sehr geringe Schwankungen in den Gehalten der einzelnen
Fettsduremethylester am Gesamtfettsduremethylestergehalt. Dies spricht fir keine qualitative
Verschlechterung der Ole aufgrund ihrer Fettsiuren-Zusammensetzung. Liegt der Anteil an
mehrfach ungeséttigten Fettsauren allerdings noch hoher, wie z.B. bel Rapsdl, ist auch mit
einer deutlicheren Oxidation der Fette und damit mit einem grof3eren Verlust an ungeséttigten
Fettsauren zu rechnen.

Ein weiterer Grund fur die geringen Verluste an ungeséttigten Fettsduren kann auch auf die
protektive Wirkung des Basilikums zuriickzufiihren sein. Den im Basilikum enthaltenden
phenolische &herische Olkomponenten wird eine antioxidative Wirkung zugeschrieben. Sie
schitzen die Fette indem sie sowohl Autoxidations- , als auch Lipidperoxidationprozesse
verhindern. Somit kommt es nicht zur Umwandlung von ungesdttigten Fettséuren zu
geséttigten Fettsduren durch Doppel bindungsverlust.

Die Basilikumdle sind aufgrund ihrer Fettsdurezusammensetzung als ausreichend stabil
einzuschatzen. Eine Lagerung von 12 Monaten beenflusst die glnstige
Fettsdurezusammensetzung der Basilikuméle nicht. Nicht untersucht und betrachten wurden
hierbei allerdings die sensorischen Eigenschaften.

Fettsauremethylester der Oregano- Ole

Auch hier entspricht die Fettsduremethylesterzusammensetzung der Speisetle dem
Fettsdurespektrum von Sonnenblumendl. Die nachfolgende Tabelle 20 zeigt die

Zusammensetzung des Fetts der Oreganodle.

Tab.20: Fettsauremethylesterzusammensetzung mit Area%- Anteilen von Oreganodlen

Fettsduremethylester Area% Standar dabweichung
Palmitinsauremethylester (C16:0) 6,35 0,01
Stearinsauremethylester (C18:0) 3,74 0,00
Olsauremethylester (C18:1c) 29,51 0,02
Linolsduremethylester (C18:2c) 60,41 0,02

(doppelte Verseifung der Probe und jeweils Doppel bess mmung)
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Bei der Fettsduremethylesterbestimmung aus Oreganodl hingegen wurden folgende
FAME's identifiziert: Palmitinsauremethylester, Stearinsauremethylester, Olséaure-
methylester, Linolsduremethylester.

Da auch bei den Oreganodluntersuchungen verschiedener Proben keine
Abweichungen in der Fettsdurenzusammensetzung nachweisbar waren und dies auch
kein bedeutendes Auswahlkriterium zur Herstellung der Pflanzendle bzw. der
Produktion der Oreganopflanzen darstellt, wurden die Oreganodle nicht
routinemaRige hinsichtlich ihres Fettsaurespektrum untersucht.

Allerdings wurde das Oreganodl zweier Proben analog der Basilikuméle hinsichtlich
eventueller Veranderungen der Fettsaurezusammensetzung bei der Lagerung
analysiert. Hierfur wurden die in WeiRglas gelagerten Ole ebenfalls 12 mal einmal im
Monat gaschromatographisch Uberprift und die Fettsaurezusammensetzung
verglichen.

Wie bereits schon beschrieben, wurden hierbel die Ole unter zwei verschiedenen
Bedingungen gelagert. Zum einen gekihit und lichtgeschitzt und zum anderen bei
Raumtemperatur und nicht lichtgeschitzt um eine schlechte Lagerung zu simulieren. Die
Ergebnisse sind in Anlage 15 zusammengefasst.

Der prozentuale Verlust an ungesittigten Fettsauren bei den ideal gelagerten Olen betrug 2,7
% (Oril 04) bzw. 083 % (Oril9 04). Deutlichere Veranderungen in der
Fettsaurezusammensetzung waren dann bei den nicht optimal gelagerten Olen nachweisbar.
Hierbel war ein prozentualer Verlust an ungeséttigten Fettsduren von 7,61 % (Ori19_04) und
sogar bei der zweiten Probe von 22,65 % belegbar. Diese doch erheblichen Verénderungen
sind mit den &therischen Olgehalten der Ole zu erkléren. Der &therische Olgehalt der Oril_04-
Probe betrégt nur 0,03 %. Aufgrund dieses sehr geringen Gehaltes an antioxidativ wirkenden
phenolischen Verbindungen aus dem &therischen Ol kann nicht mehr von einer protektiven
Wirkung durch diese Verbindungen ausgegangen werden. An dieser Ol-Probe ist eindeutig
die Lipidperoxidation aufgrund von intensiver Sonneneinstrahlung und Wéarme nachweisbar.
Denn im Vergleich dazu konnte an der ideal gelagerten Probe nur ein Verlust von 2,7 % an
ungeséttigten Fettsauren festgestellt werden.

Auch bei der zweiten Organo- Olprobe (Ori19_04) konnte immerhin noch eine Erhéhung des
Verlustes an ungeséttigten Fettsduren von 6,78 % von der ideal zu der nicht ideal gelagerter
Probe nachgewiesen werden. Betrachtet man hierbei den &therischen Olgehalt der Pflanze aus
der das Ol hergestellt wurde, ist der dtherische Olgehalt von 2,7 mi/100g Pflanzenmaterial
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sehr hoch. Betrachten man dann jedoch den &therischen Olgehalt des Ols stellt man fest, dass
der nur bei 0,7% liegt. Nur ca. 1/3 des &therischen Olgehaltes der Pflanze sind letztendlich im
Ol nachweisbar. Der Grund hierfur liegt im Prozess des Olpressens begriindet. Denn hierbei
werden nur etwa 30 % Pflanzenmaterial und 70 % Sonnenblumenkerne verwendet. Ein
hoherer Einsatz und somit auch ein héherer Anteil an &therischen Olen und damit auch ein
hoherer Anteil an antioxidativ wirksamen phenolischen Verbindungen (Thymol und
Carvacrol) ist alerdings technologisch nicht realisierbar. Bei den ideal gelagerte Olen sind
jedoch hinsichtlich ihrer Fettsdurezusammensetzung keine entscheidenden Verdnderungen
nachweisbar. Somit ist die Lagerung dieser Speisetle Uber 1 Jahr as unbedenklich
einzustufen. Auch hier lagen keine sensorischen Eigenschaften zur Beurtellung der
Lagerstabilitét vor.

1.2 Flavonoide

Die Analytik der Flavonoide wurde auf grund der grof3en Probenmengen und bereits in
Vorversuchen erwarteter niedriger Mengen an Flavonoiden (unter der Nachweisgrenze) an
ausgewahlten Pflanzen und Olen der beiden Krauter Basilikum und Oregano durchgefiinrt.
Hierfur wurden Proben mit sehr hohen dtherischen Olgehalten, mit sehr niedrigen &herischen
Olgehalten und auch zum Vergleich mit durchschnittlichen &therischen Olgehalten
ausgewahlt (Tab.21). Anaysiert wurden die Speisedle und die fir diese verwendeten
dazugehorigen Pflanzen.

Tab.21: Oregano-Proben und Basilikum-Proben zur Flavonoidanalytik mit Bewertung der &atherischen
Olgehalte

Probe |Atherischer Olgehalt|Probe |Atherischer Olgehalt
Oril_05 + Basl 05 +++
Oril7_05 ++ Bas25 05 +

Ori26_05 +++ Bas26_05 +++
Ori27_05 I Bas27_05 -
Ori30_05 + Bas28 05 ++

Ori36_05 ++ Bas44_05 +++
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Ori42_05 - Bas46_05 I

Ori3A_05 +++ Bas48 05 +++

Ori4A_05 +++ Bas56_ 05 +++

Ori7A_05 " Bas61_05 n

+++ hoher &therischer Oleghalt

++ mittlerer dtherischer Oleghalt

+ niedriger &therischer Oleghalt

OREGANO

Fur die ausgewahlten Oregano-Pflanzen konnten Gesamtflavonoidgehalte zwischen 0,2% (
Ori42_05) und 1,16% (Ori3A_05) nachgewiesen werden. Bei den dazugehdrigen Speisedlen
waren die Werte deutlich kleiner. Hier betrug der Flavonoidgehalt 0,01 % bis maximal 0,06%
(Tabellen 22 und 23). Grundsétzlich ist die Ursache fir die noch geringeren Gehalte in den
Olen bei der Herstellung der Ole begriindet, denn hier wurden 2/3 weniger Flavonoid
lieferndes Pflanzenmaterial eingesetzt. Bel der Analyse reines Sonnenblumendls konnten
keine Flavonoide nachgewiesen werden.

Tab.22: Flavonoidgehalte in % -Oregano-Pflanzen (n=2)

Flaonoid %05 [m7os  [USNNNGRIOSNINGs00s  [imcos  [DIBUSHNREACRNNNGEC R EOR
{@xiblien 0,36 0,06 0,00 0,00 0,24 0,00 0,00 0,15 0,17| 0,17
etin 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Eritiol 0,48 0,29 0,28 0,47 0,33 0,35 0,00 0,71 0,52 0,44
retin 0,00 0,02 0,02 0,03 0,00 0,00 0,03 0,05 0,04 0,04
teolin 0,16 0,10 0,05 0,09 0,07 0,14 0,12 0,20 0,18 0,18
Boeriol 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kgrol 0,00 0,00 0,00 0,07 0,05 0,03 0,04 0,04 0,03 0,04
Egtorin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Betin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkanin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
mme 0] 8 2 B 2] 2 2 f 8 B

niedgr thrlghlt
itlerer  thrlghlt
bbr  thrighlt

Tab.23: Flavonoidgehalte in % -Oregano-Ole (n=2)

Flawnoid _5/@105 _ j7os  |oeeos  [MOSMMNGS005  meos  [SISOCNNNEECHRNECRec
f@xiblien 0,0 na. 0,01 0,01 0,01 0,01 0,0 0,01 0,01 0,01

etin 0,00 na. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Eriglol 0,00 na. 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
@retin 0,00 na. 0,00 0,05 0,00 0,00 0,05 0,00 0,00 0,02
teolin 0,00 na. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bpoeriol 0,00 na. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kfrol 0,00 na. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Eptorin 0,00 na. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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|Aetin 0,00 na. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkanin 0,00 na. 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
mme 0] 0 U] ) 0 U] 5 U] U] 0
niedgr thrlghlt na. nib analgiert
iilerer  thrl@hlt
bbr  tarighlt

Die fur Oregano in der Literatur beschriebenen Flavonoide konnten in den Oregano-Pflanzen-
Proben teilweise nachgewiesen werden. Dabel war Eriodicytol bel alen Pflanzenproben
(aul¥er bel Ori42_05) immer die Hauptkomponente. Der Gehalt lag bei der Pflanze zwischen
0% (Ori42_05) und 0,71% (Ori3A_05). In den Olen waren dann viele Flavonoide nicht mehr
nachweisbar. Hier konnten bel den einzelnen Flavonoiden nur noch Maximalwerte von 0,05%
erreicht werden.

BASILIKUM

Beim Basilikum konnten sechs Flavonoide nachgewiesen werden. Dabei konnten fir
die Pflanzen Gesamtgehalte zwischen 0,09% (Bas26 _05) und 0,29% (Bas25 05)
analysiert werden. Die Gesamtflavonoidgehalte der Ole sind wiederum sehr gering.
Hier konnten maximale Gehalte von 0,05% ermittelt werden (Tabellen 24 und 25).

Hauptkomponente aller Basilikum-Proben ist das Quercetin.

Tab.24: Flavonoidgehalte in % -Basilikum-Pflanze (n=2)

Flagnoid % B
[@xiblien 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
etin 0,00 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
Eriglol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
@retin 0,10 0,19 0,06 0,07 0,04 0,07 0,07 0,13 0,06 0,07,
teolin 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,02 0,01 0,01 0,01 0,00
BBoeriol 0,04 0,08 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00 0,00 0,05 0,02
Kgrol 0,00 0,00 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,02 0,00 0,00
Egtorin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
detin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkanin 0,00 0,02 0,01 0,02 0,03 0,01 0,02 0,01 0,00 0,00
mme a 2 9 0 0 U] U] ! @ o

niedgr tartghlt
iilerer  thrighlt
bbr  thri@hlt

Tab.25: Flavonoidgehalte in % -Basilikum-Ole (n=2)

Flawnoid % IBSlOS Bs2505 Bs6105
@xiblien 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
etin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Eritiol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
@retin 0,00 0,00 0,03 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
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teolin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
oeriol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Kgrol 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Eptorin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Betin 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Enkanin 0,00 0,01 0,01 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Bmme 0 0] B %] o [0} 0] 0] 0] 0]

niedgr  thrlghlt

iilerer  thrlghlt

bbr  thrighlt

Die farbigen Markierungen sollen nochmals den Unterschied der ausgewahlten
Proben hinsichtlich ihres atherischen Olgehaltes darstellen. Zu erkennen ist jedoch,
dass offensichtlich keine Korrelation zwischen &therischem Olgehalt und
Flavonoidgehalt herzustellen ist.

Auf Grund von zahlreichen Studien werden den Flavonoiden verschiedenste
protektive Wirkungen zugeschrieben. So sollen sie antioxidativ wirksam sein, da sie
u.a. Enzyme hemmen kénnen, die an der Bildung von ROS wie z.B. die Xanthin-
Oxidase, Proteinkinase C, aber auch NADH-Oxidase, Cyclooxygenase und
Lipoxygenase beteiligt sind (Pietta, 2000). Auch wird ihnen eine antikanzerogen
Wirkung zugeschrieben, weil sie u. a. in der Lage sind, aufgrund struktureller
Anhnlichkeiten mit den Nukleotiden, sich an die DNA zu binden und Kanzerogene zu
verdrangen und dartber hinaus direkt mit den elektrophilen Kanzerogenen reagieren
und dadurch biologisch inaktive Produkte bilden (Watzl & Leitzmann, 1999).

Auch sind fur Flavonoide antiinflammatorische Wirkungen beschrieben, dadurch
konnen chronisch entziindliche Prozesse der Darmschleimhaut (z.B. Morbus Crohn)
positiv beeinflusst werden (Watzl & Rechkemmer, 2001).

Weitere nachgewiesene pharmakologische Wirkungen von Flavonoiden ergeben sich
aus ihren antimikrobiellen und antiviralen Eigenschaften. In vitro wurde fur einige
Flavonoide antivirale Aktivitat gegentber unterschiedlichen Virustypen, beispielsweise
gegen Rhinoviren, Polioviren, Herpesviren oder Parainfluenzaviren, nachgewiesen.
Ihre Fahigkeit beruht darauf, virale Proteine zu binden sowie die virale
Nukleinsduresynthese zu beeintrachtigen (Watzl & Leitzmann, 1999).

Eine Querschnittsstudie an Japanerinnen ergab, dass die Gesamtzufuhr der
Flavonoide (Flavonole, Flavone und Isoflavonoide) umgekehrt mit der

Gesamtcholesterinkonzentration im Plasma und der LDL-Cholesterin-Konzentration im
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Plasma korreliert. Das bedeutet, die Flavonoidzufuhr kann praventiv gegentber
koronaren Herzerkrankungen wirken (Arai et al., 2000). Zudem deuten neuere
Untersuchungen auf inverse Korrelationen zwischen der Flavonoidaufnahme und der
Inzidenz ischamischer Herzerkrankungen hin. Knekt (2002) (Finnish Mobile Clinic
Health Examination Survey) beobachtete an Personen mit hoher Quercetinzufuhr
(2 3,3 + 2,4 mg/d), die hauptsachlich durch die Aufnahme von Apfeln und Zwiebeln

erreicht wurde, eine signifikante Abnahme der ischdmischen Erkrankungsmortalitat.

Innerhalb dieses Forschungsprojektes konnten bei den ausgewahlten Proben
Quercetingehalte im Basilikum von bis zu 1,85 mg/g (Bas25 05) nachgewiesen
werden (Tabelle 26). Um die beschriebene hohe Quercetinaufnahme von ca. 5 mg/d
zu erreichen, mussten somit taglich ca. 3g Basilikum zugefihrt werden. In Form von
z.B. Salat oder Pesto ist dies durchaus zu erreichen, jedoch ist die regelmalige

tagliche Zufuhr auszuschlieRen.

Tab.26: Flavonoidgehalte in mg/g Basilikum (n=2)

F'a;]"o'd Bs105 Bs2505  Bs2605  Bs2705  Bs2805  Bs4405  Bs4605  Bs4805  Bs5605  Bs6105
gﬁgr)‘ 1,02 1,85 0,59 0,65 043 0,67 0,67 1,28 0,60 0,71
@‘eé')” 0,00 0,00 0,33 0,07 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

Auf Grund der geringeren nachgewiesenen Quercetingehalte im Oregano wuirde die
tagliche Verzehrsmenge bei ca. 10 g Oregano liegen (Tabelle 27).

Tab.27: Flavonoidgehalte in mg/g Oregano (n=2)

lawnoiel @05 @705 @R605  AR705  @B005  @8605  @4205 8B5S ™5 aves
eti)n 0,00 0,18 0,21 0,26 0,00 0,00 0,35 0,51 0,41 0,43
ng
getin 0,00 0,00 0,00 0,48 0,00 0,00 0,51 0,00 0,00 0,24
n.a. nicht analysiert

Fur die beiden Speisetle wirden sich tagliche Verzehrsmengen von mindestens 10 g
Ol ergeben. Von solch einer taglichen Menge an Olfetten allein durch Gewiirzole ist
jedoch abzuraten, da zusatzliche Fette noch durch andere Lebensmittel (u.a. Kase,
Fleisch) aufgenommen werden und die empfohlene tagliche Fettzufuhr von 60-80

g/d (DGE-Empfehlung) somit schnell Gberschritten werden kann.
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Des Weiteren sind die Ergebnisse der vorgestellten epidemiologischen Studien auch
eher kontrovers zu beurteilen. Da epidemiologische Studien sowie Untersuchungen
an Tieren bzw. in vitro moglicherweise nur Hinweise aber keine sicheren Fakten auf
die Wirkung der Flavonoide geben, sind gro3 angelegte Humaninterventionsstudien,
die randomisiert, doppelt blind und placebokontrolliert durchgefihrt werden,
erforderlich, um den wissenschaftlichen Einfluss von Flavonoiden auf die Gesundheit

beim Menschen eindeutig klaren zu kénnen.

Aber dennoch ist nach bisherigem Erkenntnisstand anzunehmen, dass die
aufgenommene Menge an Flavonoiden im Korper biologisch wirksam ist und sich auf
die Gesundheit positiv auswirkt. Daher findet in der Humanernahrung die allgemeine
Empfehlung eines taglich hohen, abwechslungsreichen Verzehrs an Obst und
Gemuse, zu denen auch die hier untersuchten Krauter Basilikum und Oregano

zahlen, Unterstitzung.

1.3 Ergebnisse der Isolierung von Standardsubstanzen fur die NIR-
Kalibrierung

Die Abbildung 16 zeigt die Analyse des Wasserdampfdestillats der Oreganoprobe, die

zur Gewinnung einer Einzelsubstanzen (in diesem Fall Carvacrol) verwendet wurde.

Hierbei ist deutlich zur erkennen, dal diese Probe aus einem Gemisch von funf

Einzelkomponenten besteht.

Abb.16: Chromatogram Oregano-Probe (Ori19_04)
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Die Abbildung 17 zeigt die gewonnene Einzelsubstanz nach gaschromatographischer

Trennung mit parallelem préaparativem Sammelin.

Abb.17: Chromatogram Oregano-Probe (Ori19_04) nach dem préparativen Sammeiln
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Die Abbildungen 16 und17 veranschaulichen die auRerordentliche gut Mdoglichkeit zur
Isolierung von Einzelkomponenten aus einem Probengemisch um unabhangig aus
verschiedensten Ausgangsmaterialien eigene Standards herstellen zu kénnen.

Die in dieser Form gewonnenen Komponenten wurden anschlieBend Projektpartner

IV zur Kalibrierung zur Verfigung gestellt.

Die bereits unter Punkt 2.1.1. beschriebenen teilweise sehr hohen &therischen
Olgehalte der Oreganodle sind auch der Grund warum eine Kalibrierung des NIR-

Messgerates mit Oreganodtlen besser maglich ist, als mit Basilikumoélen.

VIl Voraussichtlicher Nutzen

Die entwickelten und validierten Analysenmethoden waren Vorraussetzung zur
Charakterisierung der qualitatsrelevanten Inhaltsstoffe und Parameter zur

Entwicklung und Optimierung von neuen Natirlichen Aromen der Heil- und
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Gewdrzpflanzen Basilikum und Oregano. Die im Institut fur Bioanalytische
Wissenschaften (IBAS) der Hochschule Anhalt etablierten Untersuchungsmethoden
sowie das wahrend Aufbau und Optimierung der Methoden entstandene Know-How
der Arbeitsgruppe ermdglichen auch in Zukunft eine enge Zusammenarbeit mit den
Projektpartnern, wie auch mit anderen Unternehmen der Region als kompetenter
Partner.

Aufbauend auf den im Rahmen des Forschungsprojektes an der Hochschule Anhalt
ermittelten Ergebnissen ist weiterhin die Anfertigung einer Promotionsarbeit
vorgesehen.

Der voraussichtliche wirtschaftliche Nutzen der Ergebnisse des Gesamtprojektes ist

den Berichten der Projektpartner zu entnehmen.

V11l Fortschritt auf dem Gebiet des Vorhabens bei anderen Stellen

Wahrend der Projektlaufzeit ist kein Fortschritt bei anderen Stellen bezuglich der
Aufgaben- und Zielstellungen des Projektpartners Hochschule Anhalt bekannt
geworden.

Bezuglich des Gesamtprojektes sind Angaben hierzu den Berichten der Projektpartner

Zu entnehmen.
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