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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Vitamin A-Mangel ist weltweit die haufigste Ursache fir Erblindung, Morbiditat und
Mortalitdt von Kindern in Entwicklungslandern [Bagriansky und Ranum, 1998; WHO,
2009]. Global leiden 33,3 % der Kinder unter funf Jahren und 15,3 % der schwangeren
Frauen an einem Vitamin A-Mangel. Am héchsten ist die Pravalenz bei Kindern in
Afrika mit 44,4 % und in Sudost-Asien mit 49,9 % [WHO, 2009].

Durch eine ausreichende Versorgung mit Vitamin A kann das Kindersterblichkeitsrisiko
um 23 % reduziert werden [USAID's Vitamin A Program, 1998]. Zur Bekampfung des
Mangels werden Speisetle zur Anreicherung von Vitamin A eingesetzt, weil es darin
besonders stabil ist [Allen et al., 2006; Bagriansky und Ranum, 1998; Loveday und
Singh, 2008; WHO, 2009]. Werden Ole mit unterschiedlichem Fortschritt der
Lipidoxidation mit Retinylpalmitat angereichert, so zeigt sich bei Olen mit hoheren
Peroxidzahlen eine geringere Stabilitat von Retinylpalmitat als bei niedrigen
Peroxidzahlen [Laillou et al., 2012a]. Die Qualitat des Oles beeinflusst somit die
Stabilitdt des angereicherten Vitamin A und ist deshalb ein entscheidendes Kriterium
fur die Wirksamkeit der Anreicherung [Bagriansky und Ranum, 1998; Laillou et al.,
2012a]. Es ist bekannt, dass sich Fettsaurezusammensetzung, erhéhte Temperaturen,
Luftsauerstoff und Licht auf die oxidative Stabilitdt eines Speisetls und damit auf
dessen Qualitat auswirken [Pignitter und Somoza, 2012a; Schaich et al, 2013].

Es ware jedoch interessant zu wissen, inwieweit die Fettsaurezusammensetzung
tatsachlich den oxidativen Status verschiedener Speisetle beeinflusst? Wie wirken sich
die direkte Bestrahlung mit Sonnenlicht und der Einfluss von Luftsauerstoff auf die
Stabilitat eines Oles lber einen Zeitraum von mehreren Wochen oder Monaten aus?
Wie stabil sind die im Ol enthaltenen antioxidativ wirksamen Tocopherole und
angereichertes Retinylpalmitat?

Um den oxidativen Status eines Oles zu bestimmen, eignen sich die titrimetrische
Bestimmung der Peroxidzahl und die spektrophotometrische Messung der konjugierten
Diene. Zur quantitativen Erfassung der Tocopherole und Vitamin A werden
Flussigchromatographie-Verfahren eingesetzt [Ubersicht bei Pignitter und Somoza,
2012a].



2 Literaturiibersicht

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Lipidoxidation

Lipide konnen durch den Einfluss von Licht, Luftsauerstoff, erhdhter Temperatur,
Enzymen und Metallen oxidiert werden. In der Gruppe der Lipide kann es
bedingungsabhangig zu Autooxidation, Photooxidation, thermischer und enzymatischer
Oxidation kommen [Shahidi, 2000; Shahidi und Zhong, 2005; Vercellotti et al, 1992].
Durch die Lipidoxidation kommt es durch die Reaktion von Sauerstoff an der
Doppelbindung einer ungesattigten Fettsaure zur oxidativen Degradation des Lipids.
Fur den Verbraucher am bedeutendsten ist die Lipidoxidation von Fetten, Olen und

Oligen Phasen von Emulsionen [Schaich et al., 2013].

Ob es zu einer Autooxidation oder einer Photoxidation des Oles wahrend Verarbeitung
und Lagerung kommt, hangt von der Art des Sauerstoffes ab. Es existieren zwei Typen
von Sauerstoff, die mit Speiseblen reagieren kénnen. Es gibt atmospharischen
Triplettsauerstoff 0, und Singulettsauerstoff ‘O, [Choe und Min, 2006].

211 Autooxidation

Wenn 30, mit Lipidradikalen reagiert, kommt es zur Autooxidation, welche eine freie
radikalische Kettenreaktion ist. Der Grund fir diese Reaktion liegt in der
Elektronenkonfiguration von Triplettsauerstoff (Abb. 1). 0, hat im Grundzustand zwei
ungepaarte Elektronen in den 2pm* antibindenden Orbitalen und eine Spinmultiplizitat
von 2s + 1. 0, ist daher ein Biradikal mit zwei ungepaarten Elektronen [Choe und Min,
2006].
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Abbildung 1: Elektronenkonfiguration von ®0,, modifiziert nach Choe und Min [Choe und Min,
2006]

Bei der Autooxidation von Lipiden spricht man von einem in Abbildung 2 dargestellten
mehrstufigen Radikalkettenmechanismus, bei dem |Initiation, Propagation und
Termination eine Abfolge bilden [Schaich, 2005].

Initiation RH — R-+H
Propagation R- + 20, — ROO-
ROO-+RH — ROOH + R-
Termination ROO-+ R — ROOR
R- + R- — RR

Abbildung 2: Schematischer Ablauf einer Radikalkettenreaktion der Autooxidation,
R = Lipidalkyl

2.1.1.1 |Initiation

Sauerstoff kann nicht direkt mit einer Doppelbindung reagieren, weil der Spinstatus
unterschiedlich ist. Atmosphérischer Sauerstoff befindet sich im Ausgangsstatus im
Triplettzustand, in dem zwei freie Elektronen in getrennten Orbitalen die gleiche
Spinrichtung haben. Die Doppelbindung hingegen ist im Singulettzustand, in dem keine
ungepaarten Elektronen vorhanden sind und gepaarte Elektronen desselben Orbitals
den entgegengesetzten Spin aufweisen. Die Doppelbindung muss in einen
Duplettzustand angeregt werden, um eine Reaktion in Gang zu setzen. Die Anregung

in den Duplettzustand erfordert einen hohen Energieaufwand von 35-65 kcal/Mol. Um
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diese Spinbarriere zu tberwinden und den Start einer Lipidoxidation zu erméglichen,
sind Initiatoren oder Katalysatoren notwendig. Als Katalysator kénnen redoxaktive
Metalle, Licht, Hitze, das Enzym Lipoxygenase, Hamproteine und Porphyrine, Ozon
und freie Radikale fungieren [Schaich, 2005]. Unabhangig von der Art des Katalysators
wird ein allylischer Wasserstoff entfernt und ein initiales Lipidalkylradikal gebildet,
welches mit Triplettsauerstoff reagiert und den Oxidationsprozess startet [Schaich et
al., 2013]. Die Energie, die zur Entfernung des allylischen Wasserstoffes erforderlich
ist, hangt von der Position des Wasserstoffes im Molekll ab. Befindet sich diese
Position an einem Kohlenstoff zwischen zwei und in Nachbarschaft zu einer weiteren
Doppelbindung, wie bei Linolensaure (18:3) sind 171 kJ/Mol notwendig. Zur Entfernung
des Wasserstoffes zwischen zwei Doppelbindungen, wie bei Linolsaure zwischen C17
und C18, sind 272 kJ/Mol notwendig. Hangt das Wasserstoffatom angrenzend zu einer
Doppelbindung an einem Kohlenstoffatom, dann bedeutet das einen Energieaufwand
von 322 kJ/Mol. Fur die homolytische Spaltung von Wasserstoff in einer gesattigten
Fettsaure werden 410 kJ/Mol benétigt, (Abb. 3) [Pignitter und Somoza, 2012b].

18:1(9) SN N

18:2 (9, 12)
18:3 (9, 12, 15)

Abbildung 3: Energieaufwand zur Entfernung eines allylischen Wasserstoffes [Ubersicht bei
Pignitter und Somoza, 2012b]

Nach Bildung eines Alkylradikales lagern sich Doppelbindungen zum néachsten
stabileren Kohlenstoff um und bilden aus einer cis eine trans Doppelbindung. Diese
Reaktion erfolgt sogar in isolierten Doppelbindungen wie bei Olsaure [Choe und Min,
2006; Farmer et al., 1943; Porter, 1990; Porter et al., 1995; Schaich et al., 2013].

2.1.1.2 Propagation und Branching

Propagation ist das Kernstiick eines Oxidationsprozesses [Kochi, 1973; Schaich et al.,

2013]. Wahrend der Propagation kommt es durch Bindung von %0, an relativ
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unreaktiven Lipidalkylradikalen (R-) zur Bildung reaktiver Peroxylradikale (ROO-).
Diese bilden den Grundstein fir eine freie radikalische Kettenreaktion und halten diese
aufrecht [Choe und Min, 2006; Ingold, 1969; Schaich et al., 2013]. Peroxylradikale
entziehen angrenzenden Lipidmolekiilen Wasserstoff, bilden Hydroperoxide (ROOH)
und generieren neue R--Radikale im Prozess. Jedes neue R--Radikal kann in Folge mit
Sauerstoff oder einem Peroxylradikal reagieren, Wasserstoff eines anderen Lipids
entziehen oder wieder ein anderes Hydroperoxid bilden und ein neues R--Radikal
generieren. Dieser Vorgang der Kettenreaktion bleibt solange aufrecht, bis keine
Wasserstoffquelle mehr zur Verfigung steht oder die Kettereaktion unterbrochen wird.
Fur das Aufrechterhalten der Kettenreaktion im friheren Oxidationsstadium sind
hauptsachlich Peroxylradikale verantwortlich. Wenn sich mehrere Hydroperoxide
ansammeln, beschleunigt dies die Reaktion und Hydroperoxide werden durch Metalle,
Hitze und ultraviolettes Licht zu Alkoxylradikalen, Peroxylradikalen und
Hydroxylradikalen abgebaut [Schaich et al., 2013].

Der zweite wichtige Teil der Propagation wird Branching (Verzweigung) genannt. In
diesem Abschnitt breitet sich die radikalische Kettenreaktion aus und neue Ketten mit

schnelleren Raten werden gebildet [Schaich et al., 2013].

2.1.1.3 Termination

Der Begriff Termination ist in Bezug auf Lipidoxidation eigentlich eine
Fehlbezeichnung, weil Lipidoxidation in der Praxis niemals vollstandig endet. Ein
spezifisches Radikal kann aufgel®dst und ein anderes Produkt gebildet werden, aber fiir
gewohnlich ist immer ein weiteres Radikal vorhanden, sodass die Kettenreaktion weiter
fortgesetzt wird [Schaich et al., 2013].

Es gibt vier Mechanismen, wie aus freien Lipidradikalen nicht radikalische Produkte
gebildet werden: Radikalische Rekombination, a- und B-Spaltungsreaktionen von
Alkoxylradikalen, Kooxidation nicht-lipider Molekille und Gruppenelimination oder
Disproportionierung. Bei der radikalischen Rekombination reagieren entweder reaktive
Peroxylradikale (ROO-) mit Lipidalkylradikalen (R-) zu Alkylperoxiden (ROOR) oder
zwei Lipidalkylradikale (R-) zu einem Alkanpolymer. Limitierende Faktoren fiir diesen

Vorgang sind Temperatur und Sauerstoffdruck [Schaich et al., 2013].

2.1.1.3.1 Spaltung von Alkoxylradikalen

Die Spaltung von Alkoxylradikalen hat wahrscheinlich die groRten praktischen

Konsequenzen fir die Lipidoxidation, weil die entstehenden Produkte fir die
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unverwechselbaren flichtigen Fehlgeriiche und Fehlaroma verantwortlich und diese
starke Marker fir Ranzigkeit sind [Grosch, 1987, Schaich et al, 2013].
Lipidalkoxylradikale unterliegen der Spaltung der C-C-Bindung an einer Seite der
Alkoxylgruppe, wodurch eine Mischung aus Karbonylprodukten und freien
Alkylradikalen entsteht, die die Kettenreaktion fortsetzt [Schaich et al., 2013].

2.1.1.3.2 Kooxidation

Bei der Kooxidation nicht lipider Molekile, wie Proteine, Vitamine, Antioxidantien u.a.
findet der Radikalibergang zu einem dieser Molekile Uber Wasserstoffentzug oder
Addition von ROO- oder RO- an eine Doppelbindung statt [Schaich et al., 2013].

2.1.1.3.3 Gruppenelimination

Bei der Gruppenelimination sind am haufigsten OH- und OOH-Gruppen betroffen,
welche von ROOH eliminiert werden. Es kommt zur Bildung eines Ketons mit einem
internen Karbonyl und einem ungesittigten Produkt mit einer zusatzlichen
Doppelbindung. Durch die Bildung des Ketons wird dem Hydroperoxidabbau zu
reaktiven Alkoxylradikalen vorgebeugt und der Vorgang der Kettenreaktion
unterbrochen [Schaich et al., 2013)].

2.1.2 Photooxidation
Photooxidation oder photosensibilisierte Oxidation von essbaren Lipiden fihrt in
Anwesenheit von Licht, Sensibilisatoren (z.B. Chlorophyll) und atmospharischem

Sauerstoff zur Entstehung von 'O,

@ O Singulettzustand
IQ2 kJ/mol
@ @ Grundzustand

2p, 2p,
I1* - Molekulorbital

Abbildung 4: Elektronenkonfiguration von Sauerstoff im Grundzustand und im Singulettzustand,

modifiziert nach Belitz et al. [Belitz et al., 2012]

Eines der beiden Orbitale der 2pm* antibindenden Orbitale von 'O, hat gepaarte

Elektronen, das andere ist unbesetzt (Abbildung 4). Der nichtradikale elektrophile



Literaturiibersicht 7

Singulettsauerstoff kann mit Komponenten mit einer hohen Elektronendichte, wie den
Doppelbindungen ungesattigter Fettsauren, reagieren [Choe und Min, 2006].

Photosensibilisatoren sind Molekiile, die niedrig-energetische Lichtenergie absorbieren
und diese in chemische Energie umwandeln, um Reaktionen zu steuern [Schaich et al.,
2013]. Sie absorbieren im Singulettzustand sehr schnell Lichtenergie und werden
dadurch angeregt. Diese angeregten Sensibilisatoren im Triplettzustand kénnen z.B.
durch Lichtemission in den Grundzustand zurtickkehren. Angeregte Sensibilisatoren im
Triplettzustand kénnen auf zwei Wegen die Bildung von ROOH begunstigen. Ein Weg
fuhrt Uber die Aufnahme eines Wasserstoffes oder Elektrons des Substrates zur
Bildung von Radikalen. Der angeregte Sensibilisator im Triplettzustand reagiert mit 0,
und produziert das Superoxidanion (O,-) durch Elektronentransfer. Dieses
Superoxidanion fuhrt zur Bildung von Wasserstoffperoxid (H,O,). Die Reaktion von
H,O, mit Superoxiden resultiert in der Entstehung von Singulettsauerstoff. Dieser
Vorgang wird bei Anwesenheit von Ubergangsmetallen wie Eisen und Kupfer als
Haber-Weiss-Reaktion (Abb. 5) bezeichnet [Choe und Min, 2006; Kellogg und
Fridovich, 1972].

20, +2H" — H,O,+ O,
H,0,+ 0, —  HO-+OH +'0,

Abbildung 5: Haber-Weiss-Reaktion [Choe und Min, 2006]

Der zweite Weg, der die Entstehung von ROOH in Gegenwart von Triplettsauerstoff
begiinstigt, filhrt Uber Bildung von 'O, durch Triplett-Triplett-Annihilierung und die
Ruckkehr in den Singulettausgangszustand. Das Ausmafd der Entstehung von
Singulettsauerstoff hangt von der Art der Sensibilisatoren und dem Substrat [Choe und
Min, 2006; Chen et al., 2001] und der Konzentration des Substrates und des
Sauerstoffes ab [Choe und Min, 2006; Foote, 1976].

Der Vorgang der Lipidhydroperoxidbildung im Rahmen der Photooxidation entspricht
dem der Autooxidation. Wenn Hydroperoxide gebildet werden, kommt es wie bei der
Autooxidation zur Umlagerung der Doppelbindung, zur Entstehung von trans-
Fettsauren,  konjugierten Hydroperoxiden, aber auch nicht-konjugierten

Hydroperoxiden. Die Produktion nicht-konjugierter Hydroperoxide wurde bei der
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Autooxidation nicht beobachtet. Die beiden Arten der Oxidation unterscheiden sich in
den aus Hydroperoxiden entstehenden Abbauprodukten [Choe und Min, 2006].

2.2 Primare und sekundare Oxidationsprodukte

2.2.1 Primare Oxidationsprodukte

Im Zuge der Lipidoxidation werden stetig instabile und abbauanfallige Hydroperoxide
als primare Oxidationsprodukte gebildet [Schaich et al., 2013], welche geruch- und
geschmacklos sind [Belitz et al., 2012]. Lipidhydroperoxide sind bei Raumtemperatur
und in Abwesenheit von Metallen relativ stabil. Sind jedoch Metalle anwesend und
liegen hohe Temperaturen vor, werden sie leicht zu sekundaren Oxidationsprodukten
abgebaut [Choe und Min, 2006].

Fir das Messen der primaren Produkte der Lipidoxidation eignet sich die
titrimetrischen Bestimmung der Peroxidzahl. Sie ist ein Mal3 fur den Gehalt eines
Fettes oder Oles an peroxidisch gebundenen Sauerstoff, insbesondere an
Hydroperoxiden. Die Peroxidzahl gibt die in einem Kilogramm der Probe enthaltene
Anzahl an Milliaquivalenten (mAq) aktivem Sauerstoff an und wird in 1/8 mmol/kg
angegeben [Wheeler, 1932; Matissek et al., 2010].

Neben der Peroxidzahl finden die Ermittlung der konjugierten Diene mit
Spektrophotometrie, Refraktometrie oder Infrarotspektrometrie, die
spektrophotometrische Messung von konjugierten Trienen, die Erfassung von
Eisenionkomplexen und ESR zur Semiquantifizierung Kohlenstoff-zentrierter freier
Radikale Anwendung zur Messung priméarer Lipidoxidationsprodukte [Pignitter und
Somoza, 2012; Shahidi und Zhong, 2005].

Einer der ersten Schritte bei der Oxidation von Linolsdure oder anderer mehrfach
ungeséttigter Fettsauren in einem Ol ist die Verschiebung der Position der
Doppelbindung. Die Verschiebung entsteht durch den Verlust eines Wasserstoffatoms
von der Methylengruppe zwischen den beiden Doppelbindungen der urspringlichen
1,4-Pentadien-Konfiguration. Die hochste Elektronendichte herrscht im Zentrum, an der
die C-H-Bindung am schwachsten ist. Dadurch sind die auf3eren Positionen relativ
elektronenarm und bieten eine gute Voraussetzung fiir die Bindung von Sauerstoff. Je
nach Position der Sauerstoffbindung kdnnen zwei verschiedene Strukturen konjugierter

Diene entstehen (Abb. 6). Durch die Reaktion mit molekularem Sauerstoff entstehen so
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konjugierte Hydroperoxide [Choe und Min, 2006; Schaich et al., 2013; Warner und
Eskin, 1995].

HOO

~ ~ o o . x
(/// < Ny oH NN T +H m
J l —_— (k_ L ﬂ —_—
4 +
H H . m
1,4=diene structure e~ deficient points

Abbildung 6: Oxidative Bildung der beiden unterschiedlichen Formen von konjugierten Dienen
[Schaich et al., 2013]

2.2.2 Sekundare Oxidationsprodukte

Aus den primaren Oxidationsprodukten, den Lipidhydroperoxiden, werden
Alkoxylradikale [Choe und Min, 2006], welche wiederum durch Abbaureaktionen zu
einer komplexen Mischung aus fliichtigen, nicht flichtigen und polymeren sekundaren
Oxidationsprodukten gebildet werden [Kamal-Eldin et al., 2003; Shahidi und Zhong,
2005]. Der Zeitpunkt des Abbaus von priméaren zu sekundaren Oxidationsprodukten ist
unter anderem von der Fettsaurezusammensetzung abhéngig [Guillen und Cabo,
2002].
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Hydroperoxides

Condensation reactions Scission of C-chain Degradation without scission of C-chain

Dimers, Polymers )
Hydroxydicnes

o o

Aldehydes (hexanal, propanal)

a

Malondialdehyde

&

T
E hydroxy-compounds
paxy hy droxy-compounds - o Oxodienes

Abbildung 7: Sekundare Abbauprodukte aus Hydroperoxiden [Ubersicht bei Pignitter und
Somoza, 2012a]

Lipidhydroperoxide kénnen aufRerdem zu Epoxyhydroperoxiden, Oxohydroperoxiden,
Bihydroperoxiden, zyklischen Hydroperoxiden und bizyklischen Endoperoxiden
abgebaut werden (Abb. 7) [Frankel, 1984]. Bei den fliichtigen Verbindungen handelt es
sich haufig um eine Vielzahl aromaaktiver Verbindungen, die schon in geringen
Konzentrationen sehr stark den Geruch und Geschmack beeinflussen. Durch diese
Produkte wird ein Lebensmittel erstmals sensorisch verandert [Belitz et al., 2012].
Sekundare Oxidationsprodukte kénnen weiter in Monohydroperoxide zerfallen und im
Folgenden zur Bildung flichtiger Produkte fiihren [Ubersicht bei Pignitter und Somoza,
2012a].

Zur Detektion sekundarer Oxidationsprodukte eignen sich unter anderem der
Thiobarbiturséduretest (TBA-Test), die Bestimmung des p-Anisidinwertes der Karbonyle
und die gaschromatographische Ermittlung von flichtigen Substanzen wie z.B.
Aldehyden [Shahidi und Zhong, 2005].
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2.2.3 Einflussfaktoren der Lipidoxidation

Aufgrund der komplexen strukturellen Zusammensetzung von Lebensmitteln spielen
mehrere Faktoren im Prozess der Lipidoxidation eine Rolle. So kommen in Ol mehrere
Katalysatoren, Oxidationsangriffspunkte und Antioxidantien vor, die miteinander
interagieren und Kinetik, Abfolge und Ausmalf? der Lipidoxidation beeinflussen [Schaich
et al., 2013].

Die wichtigsten Einflussfaktoren der Lipidoxidation sind Fettsaurezusammensetzung
des Lipids, Hitze, Licht, Konzentration und Typ des Sauerstoffes, Nebenkomponenten
und Anwesenheit von Prooxidantien und Antioxidantien im Ol, Olverarbeitung,
Oberflachen, Milieu und Losungsmittel [Choe und Min, 2006; Schaich et al., 2013].

Da in dieser Arbeit der Einfluss von Licht und Sauerstoff im Mittelpunkt der
Untersuchungen liegt, wird im Folgenden auf diese beiden Faktoren und auch auf die
Fettsaurezusammensetzung eingegangen. Die bedeutende Rolle von Antioxidantien

wie Tocopherole wird in einem eigenen Kapitel besprochen.

2.2.3.1 Fettsdurezusammensetzung

Die Zahl der allylischen Wasserstoffatome, die fir den Start der Lipidoxidation
verantwortlich sind, erhéht sich mit der Anzahl an Doppelbindungen. Das bedeutet, je
mehr ungeséttigte Fettsduren in einem Ol vorkommen, desto mehr steigt die
Oxidationsanfalligkeit der Fettsauren und damit auch des Ols an. Der Grad der
Oxidation steigt jedoch nicht mit der Anzahl der Doppelbindungen, weil jede
Doppelbindung eine Knickstelle in der Fettsaurenkette bildet [Schaich et al., 2013].
Werden Ole mit unterschiedlicher Fettsaurezusammensetzung verglichen, so zeigt
sich, dass die Oxidationsanfalligkeit mit Zunahme ungesattigter Fettsauren steigt. Die
Studie von Elisia et al. (2013) ergab, dass die oxidative Stabilitdt nach Erhitzen bei
95°C fur einen Tag und anschlielende Lagerung bei 4°C fur zwei Tage bei
Flachssamendl und Hanfél am langsten und bei Makadamiadl am kirzesten war.
Sojadl hatte eine langere Induktionszeit als Olivendl, jedoch eine kirzere als
Flachssamen- und Maisdl [Elisia et al., 2013]. Auch Velasco et al. detektierten mit 12,9
Stunden fir Sojaél eine signifikant (p < 0,05) kirzere Induktionszeit als fiir Rapsol mit
19,1 Stunden. In dieser Studie wurde die oxidative Stabilitdt mittels Ranzimat bei
100°C ermittelt [Velasco et al.; 2004].



12 Literaturiibersicht

2.2.3.2 Licht

2.2.3.2.1 UV-Licht

Ultraviolettes Licht mit einer Wellenlange bei etwa 200 nm ist zu schwach, um
Bindungen zu brechen und die Aktivierungsenergie fir die lonisation zu liefern,
wodurch keine direkte Initiation der Lipidoxidation erfolgt. Die UV-absorbierenden
Gruppen von Lipiden sind Karbonyle, Doppelbindungen und Peroxidbindungen (O-O).
Durch die homolytische Spaltung von Hydroperoxiden zu den Initiatoren wie RO- und
HO-, welche durch UV-Licht indirekt vermittelt wird, kommt es zur Abspaltung von
Wasserstoff vom Lipid, um die freie Radikalkettenreaktion zu starten. Die Tatsache,
dass Licht zwei reaktive Radikale (RO- und HO:) und folglich zwei
Lipidoxidationsketten fiir jede Hydroperoxidspaltung generiert, macht es zu einem
einflussreichen indirekten Initiator [Schaich et al., 2013].

Zahlreiche Studien zeigen, dass der Einfluss von Licht in Form von diffusem Licht
[Cecchi et al., 2010], Bestrahlung mit einer Halogengliihbirne [Chung et al., 2004] oder
Tageslicht [Pristouri et al., 2010] zu einer Steigerung der Lipidoxidation fuhrt. Die
zuséatzliche Anwesenheit von UV-Blockern und Aluminiumfolie in PET-Flaschen fihrte
bei Bestrahlung zu signifikant (p < 0,05) niedrigeren Peroxidzahlen und konjugierten
Dienen in Olivendl als bei entsprechenden Kontrollen ohne Lichtschutz [Pristouri et al.,
2010]. Chung et al. (2004) fanden heraus, dass durch Bestrahlung mit einer Lampe die
Sauerstoffaufnahme aus dem Kopfraum signifikant (p < 0,01) héher ist als bei gleichen
Lagerungsbedingungen im Dunkeln [Chung et al., 2004]. Die Lagerung von extra
nativem Olivendl bei diffusem Licht fihrte zu einem signifikant hoheren Anstieg an

primaren Oxidationsprodukten als Dunkellagerung [Cecchi et al., 2010].

2.2.3.2.2 Sichtbares Licht
Licht mit einer Wellenldnge von 400 bis 800 nm ist sichtbar. Obwohl die Energie fehlt,

um Radikale direkt zu produzieren, kann die Lipidoxidation indirekt Uber
Photosensibilisatoren initiiert werden. Die Konzentration an Sensibilisatoren ist dafir
verantwortlich, wieviele Hydroperoxide gebildet werden und wie rasch die

Lipidoxidation voranschreitet [Schaich et al., 2013].

2.2.3.3 Sauerstoff

Lipidoxidation und Sauerstoff stehen in unmittelbarem Zusammenhang, denn

Sauerstoff bildet durch die Anlagerung an R--Radikale Peroxylradikale, wodurch
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Lipidoxidation abhangig von Sauerstoff und proportional zum Sauerstoffgehalt ist
[Schaich et al., 2013]. Die Lipidoxidation wird sowohl von der Konzentration als auch
von der Art des Sauerstoffes beeinflusst. Lee und Choe (2011) zeigten, dass die
Peroxidzahl durch Oxidation unter Einfluss von Singulettsauerstoff in Rapsdl bei 10°C
ansteigt und der Sauerstoff im Kopfraum abnimmt [Lee und Choe; 2011]. Dies zeigt,
dass Sauerstoff fur die zunehmende Produktion von Hydroperoxiden im Laufe der
Oxidation im Kopfraum der Probe verbraucht wird und daher im Kopfraum sinkt [Lee
und Choe, 2011].

Die Sauerstoffkonzentration in Ol ist abhangig vom partiellen Sauerstoffdruck (pO,) im
Kopfraum des Oles [Andersson, 1998; Choe und Min, 2006]. Bei einem hohen pO, im
Kopfraum ist mehr Sauerstoff im Ol geloést, und je mehr Sauerstoff gelost ist, desto
starker kann das Ol oxidiert werden [Min und Wen, 1983; Choe und Min, 2006].

Mit steigender Temperatur und der Anwesenheit von Licht und Metallen steigt der
Effekt der Sauerstoffkonzentration auf die Lipidoxidation [Andersson, 1998]. Naz et al.
(2004) konnten zeigen, dass der Effekt von Sauerstoff auf die Lipidoxidation durch
zusatzlichen Einfluss von Tageslicht in Olivendl, Mais6l und Sojadl hinsichtlich
Peroxidzahl und p-Anisidinwert verstarkt wird [Naz et al., 2004]. Die Anwesenheit des
Sauerstofffangers Amosorb® von PB Amoco Chemicals als Sauerstoffbarriere in PET-
Flaschen fiihrte in extra nativem Olivendl mit 7,70+1,00 mAq Oy/kg Fett zu einer
signifikant niedrigeren Produktion von Peroxiden als ohne Sauerstofffanger mit
9,40+0,50 mAq O./kg Fett [Cecchi et al.; 2010].

2.3 Bedeutung von Sojadl und Palmél als Speisedle

2.3.1 Sojadl

Die Gewinnung von Sojadl erfolgt durch Extraktion aus Sojabohnensamen (Glycine
max. L.). Bei diesem Prozess entstehen im Mittel 18 % Ol und 79 % Pflanzenprotein
[Gunstone, 2004]. Das Verhdltnis dieser beiden Komponenten wird jedoch von
Genotyp und Umwelteinflissen beeinflusst [Clemente und Cahoon, 2009]. Sojabohnen
werden unter anderem in Afrika, aber hauptséachlich in den USA, Brasilien, Argentinien
und China angebaut [FAOSTAT, 2011] und in diesen Landern und innerhalb der EU zu
Sojadl weiter verarbeitet. Rohes Sojadl ist reich an Phospholipiden (Lecithin),

Tocopherolen und Phytosterolen, die nach dem Raffinationsprozess teilweise wieder
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zugeflgt werden [Gunstone, 2004]. Raffiniertes Sojadl zeichnet eine hellgelbe Farbe
und ein milder Geschmack aus. Es enthalt geringe Konzentrationen an verzweigten
Furanfettsduren, die bei Lichteinwirkung sehr schnell oxidiert werden [Belitz et al.,
2012].

Die Fettsdurezusammensetzung von Sojadl ergibt sich aus 10 % Palmitinsédure (16:0),
4 % Stearinsaure (18:0), 18 % Olsaure (18:1), 55 % Linolsaure (18:2) und 13 %
Linolensaure (18:3) zusammen. Hervorzuheben ist der betrachtliche Gehalt an den
mehrfach ungesattigten Fettsauren Linolsaure und Linolensédure. Dieses Fettsaureprofil
resultiert in einer niedrigen oxidativen Stabilitat und fihrt zu Ranzigkeit und zur Bildung

von Fehlaromen [Clemente und Cahoon, 2009].

2.3.2 Palmol

Die Olpalme, welche zur Gattung der Elaeis gehort, dient als Grundlage zur Produktion
von zweierlei Arten von Ol. Aus Palmkernen wird Palmkernél und aus fleischigem
Mesokarp Palmdl gewonnen, das hauptsachlich als Lebensmittel Verwendung findet.
Der Gattung Elaeis gehtren zwei Arten an, E. guineensis aus Westafrika und Elaeis
oleifera aus Sudamerika. Palmoél von Elaeis oleifera zeichnet sich durch einen hohen
Olsauregehalt aus. Zu den Produktionslandern von Palmol zahlen Malaysia, Indonesien,
Nigeria und Elfenbeinkiiste [Sambanthamurthi et al., 2000]. Im Jahr 2011 deckten allein
Malaysia und Indonesien 80 % der weltweiten Palmolproduktion [FAOSTAT, 2011].
Palmol wird durch Pressen und Zentrifugieren des zerkleinerten Fruchtfleisches
gewonnen. Das rohe Ol erhalt aufgrund des enthaltenen B-Carotins (50-70 mg/100 g)
seine charakteristische orange bis rote Farbung, die an der Luft infolge von Oxidation
schnell ausbleicht [Ebermann und Elmadfa, 2011]. Der Schmelzbereich liegt zwischen
21und 27°C  [Gunstone, 2004], wodurch Palmol schon bei niedrigeren
Raumtemperaturen eine halbfeste bis feste Konsistenz erhalt.

Das zur Gewinnung von Palmél genutzte Fruchtfleisch besteht zu 35 bis 45 % aus Fett
[Ebermann und Elmadfa, 2011]. Den Hauptbestandteil des Oles bildet zu 95 % ein
Gemisch aus Triacylglyceriden. Gesattigte und ungesattigte Fettsduren kommen in
Palmol in etwa gleichen Anteilen vor [Sambanthamurthi et al., 2000].

Die Fettsduren setzen sich fur Palmél wie folgt zusammen: 44,8 % Palmitinsaure,
4,60 % Stearinsaure, 38,9 % Olsaure, 9,50 % Linolsdure und 0,40 % Linolensaure
[Van Niekerk und Burger, 1985; Yoshida et al., 1990; Kamal-Eldin und Andersson,
1997]. 2013 untersuchten Tres et al. die Fettsdurezusammensetzung von Palmdl aus
Sudostasien (n=55), Afrika (n=28) und Sidamerika (n=10) und erhielten
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vergleichbare Werte [Tres et al., 2013]. Neben den Hauptbestandteilen kommen
Phosphate, Sterole, Pigmente, Tocopherole und Spurenmetalle vor [Sambanthamurthi
et al., 2000]. Der Vitamin E-Gehalt in rohem Palmdél bewegt sich zwischen 600 und
1000 ppm [Tan und Oh, 1981; Sambanthamurthi et al., 2000] und ist ein Gemisch aus
Tocopherolen (18-22 %) und Tocotrienolen (78—82 %). Beachtlich ist der Gehalt an a-
Tocopherol (20 mg/ 100 g) [Ebermann und Elmadfa, 2011], hauptséachlich kommen
aber a-Tocotrienole (22 %), y-Tocotrienole (46 %) und d-Tocotrienole (12 %) vor
[Gapor und Ong, 1982; Sambanthamurthi et al., 2000].

2.4 Vitamin A

24.1 Chemie und Struktur von Vitamin A

Unter dem Vitamin A-Gehalt wird der ermittelte Gehalt an all-trans- und 13-cis-Retinol
verstanden. Der Gehalt an Vitamin A wird h&aufig auch in Internationalen Einheiten
(I.LE.) ausgedruckt. Eine I.E. Vitamin A entspricht der Aktivitat von 0,300 pg all-trans-
Vitamin A-Alkohol, 0,344 g all-trans-Vitamin A-Acetat oder 0,550 ug all-trans-Vitamin
A-Palmitat [Bognar; 1986].

Vitamin A und seine Derivate leiten sich chemisch vom aktiven Isopren ab. Manche
Carotinoide sind Vorlaufersubstanzen (Provitamine) Vitamin A-aktiver Verbindungen.
Provitamin A zeichnet aus, dass aus ihnen durch Spaltung Retinal (Vitamin A-Aldehyd)
entsteht, welches durch Reduktion wiederum zu Retinol (Abbildung 8) reagiert
[Ebermann und Elmadfa, 2011].

CH CH
H5C CH, 3 3

e X xR X

OH

CH,

Abbildung 8: Struktur von Retinol
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Vitamin A ist ein gelbes, in Ol losliches Kristall und kann bei Anreicherung in Ol sehr
gut absorbiert werden. In Anwesenheit von Licht, besonders UV-Licht, Luft,
oxidierenden Agenzien und Hitze weist es jedoch eine hohe Instabilitdt auf. Schon
geringe Spuren an Schwermetallen und Sauren kénnen den Abbau beschleunigen.
[Bagriansky und Ranum, 1998]. Dieser Vorgang wurde schon im Kapitel
,Photooxidation® als Haber-Weiss-Reaktion beschrieben.

2.4.2 Vorkommen von Vitamin A

Vitamin A kommt fast ausschlie3lich in tierischen Lebensmitteln wie Fischleberol,
Saugetierleber, Milchfett und Eidotter vor. Carotinoide sind in diversen Gemusesorten
wie Karotten, Spinat, Kresse, Griunkohl, Paprika, Tomaten und Frichten wie
Hagebutten, Kirbis, Aprikosen und Orangen enthalten [Belitz et al., 2012].

2.4.3 Biologische Funktion von Vitamin A

Vitamin A z&hlt zu den fettldslichen Vitaminen und ist ein essentieller Nahrstoff, der fur
das visuelle System, die Aufrechterhaltung der Zellfunktionen fir das Wachstum, die
Produktion von Erythrozyten, die Immunitat und die Reproduktion verantwortlich ist
[Allen et al., 2006].

Der lateinische Name von Vitamin A (Retinol) leitet sich von seiner Bedeutung fur den
Sehvorgang an der Retina (Netzhaut) ab [Ebermann und Elmadfa, 2011]. Das 11-cis-
Retinal ist Bestandteil der Chromoproteine von Zapfen und Stdbchen der Retina, die
fur den Sehvorgang wichtig sind. In der Dunkelheit werden Chromoproteine aus den
entsprechenden Proteinen (Opsine) und 11-cis-Retinal aufgebaut und wandeln sich bei
Belichtung zu all-trans-Retinal und Opsine um. Bei diesem Vorgang kommt es zur
Abgabe eines Nervenimpulses, wodurch all-trans-Retinal direkt oder indirekt tber all-

trans-Retinol und 11-cis-Retinol in 11-cis-Retinal Giberfihrt wird [Belitz et al., 2012].

2.4.4 Vitamin A-Zufuhrempfehlungen der WHO/FAO

Die Empfehlungen fir eine winschenswerte Zufuhr von Vitamin A sind vom Alter,
Geschlecht und davon abhéangig, ob eine Frau stillt oder schwanger ist [Tabelle 1]. Fur
Kinder von ein bis drei Jahren liegt die Empfehlung der WHO/FAO bei 400 ug RE/Tag,
von vier bis sechs Jahren bei 450 pg RE/Tag. Erwachsene Frauen und Manner sollen
500 bzw. 600 400 pg RE/Tag aufnehmen. Bei schwangeren Frauen ab dem zweiten

Trimester erhoht sich die empfohlene Zufuhrsmenge von Retinolaquivalenten (RE) auf
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800 pg pro Tag. Bei Stillenden Frauen ist die empfohlene Aufnahmemenge von
Vitamin A mit 850 ug RE/Tag am hochsten [FAO, 2004; Allen, 2006].

Tabelle 1: Empfohlene Zufuhr von Vitamin A fur verschiedene Bevdlkerungsgruppen, adaptiert
nach [FAO, 2004; Allen, 2006]

Empfohlene Vitamin A-Zufuhr [ug RE/Tag]

Alter Frauen Manner
1 -3 Jahre 400

4 — 6 Jahre 450

19 -50 Jahre 500 600
Schwangere 800

ab dem 4. Monat
Stillende 850

Zahlreiche Studien untersuchten die tatsachliche Aufnahme von Vitamin A vor allen bei
jungen Frauen und Kindern in LAndern mit erhéhtem Risiko fir Vitamin A-Mangel.

In einer Studie wurde die Vitamin A-Aufnahme von vietnamesischen Frauen im
gebahrfahigen Alter mittels Umfrage erfasst. In landlichen Gebieten betrug die Zufuhr
an Vitamin A 383,4t16,9 pg RE/Tag und in stadtischen Gebieten 400,8+15,7 ug
RE/Tag [Laillou et al., 2012b].

In einer Studie mit Kindern in Stdafrika konnte gezeigt werden, dass der prozentuale
Anteil an Kindern zwischen sechs und zehn Jahren, die unter dem RDA
(Recommended Dietary Allowance) -Wert lagen, in den Jahren von 1995 bis 2000
stark zunahm. Der RDA war jedoch mit 500 ug RE/Tag fur Kinder von vier bis 6 Jahren
und mit 700 ug RE/Tag fir Kinder von sieben bis zehn Jahren festgelegt. Waren es im
Jahre 1995 noch 33 % der Kinder, die unter dem RDA lagen, so verdreifachte sich der
Wert funf Jahre spater auf 98%. [McKewon et al., 2002].

245 Vitamin A-Mangel

Da essenzielle Nahrstoffe wie Vitamin A vom Koérper nicht selbst synthetisiert werden
kénnen, mussen sie Uber die Nahrung aufgenommen werden. Ist die Aufnahme uber
die Ernahrung jedoch zu gering, kommt es zu einer chronisch unzureichenden
Versorgung des Kdrpers mit Vitamin A [WHO, 2009]. Vitamin A-Mangel ist ein weit
verbreitetes ernahrungsbezogenes Problem in armen Bevolkerungsgruppen mit

geringem Einkommen und L&andern der Dritten Welt. Bei Vitamin A-Mangel wird
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zwischen klinischen und biochemischen Parametern unterschieden. Zu den klinischen
Parametern z&ahlen Xerophthalmie (Nachtblindheit), welche Hauptgrund fir die
Erblindung von Kindern ist, Anamie und schwache Resistenz gegenlber Infektionen,
was zu einem erhohten Risiko gegenuiber schweren Infektionskrankheiten und einem
hoheren Sterberisiko fuhrt. Mangelhafte Erndhrung und Infektionen beeinflussen sich in
Populationen mit Vitamin A-Mangel haufig gegenseitig [Allen et al.,, 2006]. Aus
biochemischer Sicht wird bei einer Serumkonzentration von <O0,70pumol/l von
moderaten Vitamin A-Mangel und bei <0,35 umol/l von einem schweren Mangel
gesprochen [Palafox et al., 2003; West und Darnton-Hill, 2001; WHO, 2011]. Eine
weitere wichtige physiologische Eigenschaft des Retinols ist sein Einfluss auf den
Bindegewebsstoffwechsel. Vitamin A-Mangel fihrt zur Verhornung (Keratinisierung)
des Bindegewebes und zur Degeneration der Schleimhaute [Ebermann und Elmadfa,
2011].

Im Jahre 2006 fasste die WHO Resultate von insgesamt 683 Umfragen zwischen 1995
und 2005 zum Thema “Globale Pravalenz von Vitamin A-Mangel in gefahrdeten
Populationen® zusammen. Im Speziellen wurde bei der Auswertung auf die Pravalenz
von Nachtblindheit infolge des Vitamin A-Mangels bei Schwangeren und Kindern im
Vorschulalter Wert gelegt. Es zeigte sich, dass 5,2 Millionen aller Vorschulkinder und
9,8 Millionen aller Schwangeren weltweit an Nachtblindheit erkrankt waren. Die
hochste Pravalenz wurde in Stidost-Asien mit 82,4 % und im West-Pazifik mit 87,3 %
ermittelt. Wahrenddessen lagen die Werte fiir Europa und Amerika bei 1 und 0 %. Im
Jahr 2006 lagen die Schatzungen fir einen Serum-Retinol-Level von < 0,70 pmol/l
weltweit bei 190 Millionen Kindern im Vorschulalter und 19,1 Millionen Schwangere
[WHO, 2009].

2.4.6 Vitamin A-Anreicherung
Es gibt drei Interventionsmdglichkeiten, um Vitamin A-Mangel zu bekdmpfen [Allen et
al., 2006 und Atwood et al., 1995]. Die erste besteht darin, Menschen in gefahrdeten
Regionen aufzuklaren, wie sie eine hohere Vitamin A-Aufnahme durch Andern der
Erndhrungsgewohnheiten erreichen kdnnen. Aul3erdem sollten diesen Menschen
regionale, Vitamin A-reiche Lebensmittel, wie Mangos, Papaya oder dunkelgriines
Blattgemuse, zur Verfigung gestellt werden. Der zweite Ansatz bezieht sich auf die

Anreicherung von Grundnahrungsmitteln oder Gewlrzen mit Vitamin A. Die am
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weitesten verbreitete Methode zur Beka&mpfung von Vitamin A-Mangel ist die
Verabreichung von Vitamin A als Nahrungserganzung [Allen et al., 2006].

Mit Hilfe von Programmen fir Lebensmittelanreicherung, wie sie von USAID (United
States Agency for International Development) durchgefiihrt werden, kann die
Gesundheit von Kindern direkt durch Erhéhen der Vitamin A-Aufnahme und indirekt
durch Steigerung der Aufnahme (ber die Muttermilch verbessert werden. Ein
zusatzlicher positiver Effekt konnte die Reduktion von mit Eisenmangelandmie
assoziierten Gesundheitsproblemen und die Verbesserung des allgemeinen
Gesundheitszustandes der Mutter sein [Bagriansky und Ranum, 1998].

Vitamin A wird fur die Anreicherung von verarbeiteten Zerealien (Weizenmehl,
Maismehl, Bulgur), Mais-Soja-Mischungen, Zucker und Ol eingesetzt. Die Vorteile der
Anreicherung von Ol sind vielfaltig. Ole sind energiereiche Geschmackstrager, fir die
Absorption fettldslicher Vitamine (A, D, E, K) notwendig, billiger als feste (Margarine)
oder halbfeste (Mayonnaise) Fette und fir Lebensmittelorganisationen einfacher zu
handhaben [Bagriansky und Ranum, 1998].

Vitamin A kann in Form von oligem oder trockenem Vitamin A-Palmitat, dessen
Struktur in Abbildung 9 dargestellt ist, oder Vitamin A-Acetat in verarbeiteten
Lebensmitteln angereichert werden. Die von der WHO (World Health Organization) und
FAO (Food and Agriculture Organization) empfohlene Konzentration von
Retinylpalmitat in Ol betragt 18 mg/kg. Werden 16 g Ol pro Tag konsumiert, kénnen
damit 50 % der empfohlenen taglichen Aufnahmemenge an Vitamin A gedeckt werden
[Allen et al., 2006]. Die von Anreicherungsprogrammen einiger Lander der WHO-
EMRO (World Health Organization Eastern Mediterranean Regional Office)
empfohlene Konzentration von Retinylpalmitat zur Anreicherung von Pflanzendl liegt im
Bereich von 40 bis 80 I.E./g Ol [Allen et al., 2006].

Um eine langere Lagerzeit des Produkts zu gewahrleisten, werden Vitamin A

Antioxidantien zugefigt [Allen et al., 2006].

CHs CH, 0

N XN xR X

CH,

Abbildung 9: Struktur von Retinylpalmitat
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2.5 Tocopherole

2.5.1 Struktur der Tocopherole

Die Summe aller Tocopherole und Derivate von Tocotrienol werden allgemein als
Vitamin E bezeichnet. Tocopherole bestehen aus einer gesattigten C13-Kette und
einem Chromanring (Abb. 10). Tocotrienole unterscheiden sich von den Tocopherolen
durch eine Kette mit drei Doppelbindungen an den Positionen 3", 77 und 11". Sowohl
Tocopherole als auch Tocotrienole haben vier Isomere, die als a-, B-, y- und &-
bezeichnet werden, und sich durch die Anzahl und die Position der Methylgruppen am

Chromanring unterscheiden [Machlin, 1991]

Name R! R?

a-Tocopherol CHs; CH;

“ B-Tocopherol CH; H
y-Tocopherol H CH;
O-Tocopherol H H

Abbildung 10: Struktur der Tocopherol (RRR)-Isomere

2.5.2 Vorkommen von Tocopherolen

Tocopherole kommen in pflanzlichen Olen, im Speziellen in Samendlen
[Sambanthamurthi et al.,, 2000], und in den Keimen von Getreidekdrnern vor.
Tocotrienole hingegen sind in den Subaleuronschichten von Getreidekérnern, in
Palmol [Yoshida et al., 2003] und in Getreidedlen von z.B. Hafer und Reiskleie
enthalten [Sambanthamurthi et al., 2000]. Bei der Fettraffination gehen die
Tocopherole beim Schritt der Alkalibehandlung verloren, werden in vielen Fallen jedoch
nachtraglich wieder zugesetzt [Ebermann und Elmadfa, 2011]. Im Fall von raffiniertem,
gebleichtem und desodoriertem Palmél wurde berichtet, dass durch den
Verarbeitungsprozess nur 69 % des urspriinglichen Vitamin E-Gehaltes von rohem

Palmol erhalten blieben [Sambanthamurthi et al., 2000].
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2.5.3 Antioxidative Funktion und Wirksamkeit von Tocopherolen

Tocopherole wirken durch die Reaktion mit Hydroperoxidzwischenprodukten und das
Aufhalten der Kettenreaktion der Autooxidation von Lipiden als Antioxidantien. Es gibt
jedoch Unterschiede in der Wirkung der unterschiedlichen Tocopherole [Silva et al.,
2010].

Die antioxidative Wirksamkeit von Tocopherolen und Tocotrienolen gegeniber
Peroxylradikalen nimmt in der Reihenfolge a < 3 <y < & zu und verhalt sich umgekehrt
zur Vitamin E-Aktiviat [Belitz et al., 2012]. Es gibt jedoch Studien, welche zeigen, dass
bei sehr hohen Gehalten an y-Tocopherol, wie sie in Samendlen vorkommen, die
Reihenfolge y > a>d hinsichtlich der antioxidativen Wirksamkeit ist [Huang et al.,
2004, 2005; Silva et al.,, 2010]. Die daraus folgende antioxidative Kapazitat in
organischen Losungen hangt von den Methylgruppen am Chromanring und nicht von
der Seitenkette ab [Yoshida et al., 2003]. y-Tocopherol hat im Vergleich zu a-
Tocopherol aufgrund der groReren Stabilitat die grofRere antioxidative Wirksamkeit.
Nach Offnung des Chromanringsystems entsteht aus a-Tocopherol ein Alkylradikal,
welches zu einem Hydroperoxyalkylchinon oxidiert wird. Es fangt dadurch schneller
entstehende Peroxylradikale ab, wird aber selbst zum Alkylradikal, das im Gegensatz
zum reaktionstragen Chromanoxylradikal die Autoxidation ungesattigter Fettsauren
starten kann (Abb. 11). Deshalb nimmt die Hydroperoxidbildung aus einer
ungesattigten Fettsaure mit steigender a-Tocopherolkonzentration zu. Beim vy-
Tocopherol findet keine Offnung des Chromanringes statt, sondern die Bildung von
Diphenylether- und Biphenyldimeren (Abb. 12) [Belitz et al., 2012].

Oxidierte Tocopherole werden meist durch Ascorbinsdure wieder reduziert. Eine

Alternative dazu stellt reduziertes Ubichinon dar.
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Abbildung 11: Antioxidative Wirkung von a-Tocopherol
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Abbildung 12: Antioxidative Wirkung von y-Tocopherol

Bei Reaktion des Tocopherylradikals mit molekularem Sauerstoff entstehen
Peroxidradikale oder Hydroperoxide des Tocopherols als reaktionsfreudige,
prooxidative Zwischenprodukte. Diese Verbindungen wirken daher nicht mehr
antioxidativ, sondern kénnen selbst Lipidoxidation induzieren. Ob aus Tocopherolen
Prooxidantien gebildet werden, hangt von der Tocopherol-, Ascorbinsédure- und
Sauerstoffkonzentration und anderen Rahmenbedingungen ab [Ebermann und
Elmadfa, 2011].
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3 FRAGESTELLUNG

Die Ergebnisse aus der Literatur zeigen, dass das Ausmald der Lipidoxidation stark
vom Sattigungsgrad der im Speise6l enthaltenen Fettsauren abhangt. Je mehr
ungeséttigte und vor allem mehrfach ungeséttigte Fettsauren in einem Ol vorkommen,
desto anfalliger ist dieses gegenuber Einflussen der Lipidoxidation [Elisia et al., 2013;
Pignitter und Somoza, 2012a; Silva et al., 2012; Velasco et al., 2005].

Es gibt zahlreiche Studien, die den Einfluss erhéhter Temperatur auf die oxidative
Stabilitst von Pflanzendlen unterschiedlicher Fettsaurezusammensetzung gezeigt
haben.

Die Erhitzung von Socjadl fur 60 Minuten bei 180°C fuhrte, verglichen mit
Sonnenblumen- und Rapsol, zu einem geringeren Anstieg der Konzentrationen an
konjugierten Dienen als Indikatoren einer Lipidoxidation [Silva et al., 2010]. Der
zusatzliche Einfluss von Bestrahlung mit einer Lampe, die das gesamte Lichtspektrum
abdeckte, flhrte neben erhéhter Temperatur (55°C) in Sojadl nach einer Lagerung von
24 Stunden mit 13,4 mAq O,/kg Ol zu einem hoheren Anstieg der Peroxidzahl als die
Lagerung im Dunkeln, nach der 1,80 mAq Oy/kg Ol ermittelt wurden [Chung et al.,
2004]. Der Einfluss von Luftsauerstoff und Licht auf den oxidativen Status wurde in
zahlreichen Langzeitstudien im Temperaturbereich von 20 bis 30°C untersucht. Eine
30-tagige Lagerung von Sojadl bei 30°C fihrte unter Luft- und Lichteinfluss zu einem
starkeren Anstieg der Peroxidzahl als bei gleichen Lagerbedingungen im Dunkeln [Naz
et al., 2005]. Pristouri et al. (2010) konnten zeigen, dass die Peroxidzahl von extra
nativem Olivendl bei 22°C unter dem Einfluss von Luft innerhalb von 12 Monaten um
24,3 mAqg O,/kg Ol anstieg. Die Ermittlung der Peroxidzahl von Olivendl, welches in
einem 12-Stunden-Rhythmus dem Tageslicht exponiert worden war, ergab bei
Anwesenheit eines UV-Blockers im Flaschenmaterial mit 6,32 mAq O,/kg Ol niedrigere
Peroxidwerte als Olivendl in einer PET-Flasche ohne UV-Schutz mit 9,06 mAg O,/kg Ol
[Pristouri et al., 2010].

Diese Ergebnisse aus der Literatur weisen darauf hin, dass der Einfluss von erhohter
Temperatur Uber einen kurzen Studienzeitraum besonders in Kombination mit Licht-
und Lufteinfliissen Uber die Zeit zu einer Oxidation von Speise6l fihren. Es ist bekannt,
dass Luftsauerstoff einen gréeren Einfluss auf den oxidativen Status in Speisedl
nimmt als Bestrahlung. Besonderes Augenmerk muss jedoch auf die Art der

Bestrahlung und das Sauerstoff-Headspace-Volumen gelegt werden. Bisherige Studien
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untersuchten den Einfluss von UV-Licht oder anderen nicht definierten Lichtquellen auf
die Lipidoxidation.

Es wird angenommen, dass Sojaél aufgrund des hohen Gehalts an PUFAs instabiler
gegeniber Luftsauerstoff und Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich tber einen

Zeitraum von drei Monaten ist als Palmol.

Ziel dieser Studie war deshalb, herauszufinden, ob sich Licht, welches zum grof3ten
Teil aus elektromagnetischer Strahlung im sichtbaren Bereich besteht, und
Luftsauerstoff im gleichen Ausmald auf den oxidativen Status von Palm- und Sojadl,
wurde, auswirken. In der hier vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal die
Auswirkung der Kombination der Einflussfaktoren Licht im sichtbaren Bereich und
Luftsauerstoff auf die Lipidoxidation in Palm- und Soja6l, welchem teilweise
Retinylpalmitat zugesetzt wurde, bei 25+1°C untersucht.

Zudem ist bisher nicht bekannt, welche Konsequenzen diese Einflisse bei

Raumtemperatur auf die Stabilitdt von Vitamin A und Tocopherolen in Sojadl haben.
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4 MATERIAL UND METHODEN

Der folgende Abschnitt gibt Auskunft Uber Chemikalien, Geréate sowie Materialien,
welche wéahrend der praktischen Arbeiten im Labor verwendet wurden. Bidestilliertes
Wasser mit einer Leitfahigkeit von 18,2 MQ*cm wurde kurz vor der Verwendung aus

dem Sartorius arium 611 UF (Sartorius Stedim Biotech) genommen.

4.1 Verwendete Materialen und Gerate

Chemikalien Hersteller
Acetonitril, ROTISOLV® HPLC-Gradient Carl Roth
Grade

Chloroform, 299,5%, enthalt 100-200 ppm Sigma-Aldrich

Amylasen als Stabilisator

Ethanol, 96%, Emprove® exp Merck

Essigsaure, ROTIPURAN® Carl Roth

Hexan, wasserfrei, 95 % Sigma-Aldrich

Isooktan, SeccoSolv®, max. 0,003 % Merck

Wasser

Kaliumiodid, 299,5 % Sigma-Aldrich

Kaliumhydroxid, 285 %, in Platzchen Carl Roth

Methanol, ROTISOLV® HPLC Carl Roth

Natriumsulfid Aldrich Chemistry

Natriumthiosulfat Sigma Aldrich, 0,1 mol, Fixanal, Fluka
Analytical

2-Propanol Carl Roth, ROTISOLV® HPLC

PBN (a-Phenyl-tert-Butylnitrone) Enzo Life Sciences

Retinol Sigma Aldrich

Retinylpalmitat, 1 700 000 |.U/g, mit DSM

Tocopherolen

Starke Sigma-Aldrich

a-Tocopherol Supelco, Analytischer Standard

0-Tocopherol Supelco, Analytischer Standard

y-Tocopherol Supelco, Analytischer Standard

rac-Tocol, 50mg/mL, in Hexan geldst Matreya
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Raffiniertes Palm- und Sojadl wurde kommerziell von der Firma Henry Lamotte Oils
GmbH in acht jeweils geschlossenen 25-kg-Behéltnissen zu je zwei Chargen
erworben. Die Ergebnisse der chemischen Analyse wurden von der Firma nur fur
Sojadl bekannt gegeben. Palmitinsdure, Stearinsaure, Olsédure, Linolsaure und
Linolensaure waren mit 10.5, 3.13, 26.9, 51.6 und 6.02 % fir Charge 1 und 10.8, 3.13,
25.2, 53.4 und 5.96 % fiur Charge 2 die charakteristischen Fettsdauren. Der
Schwermetallgehalt, der einen Einfluss auf den oxidativen Status haben kann, wurde
mit < 0,001 % angegeben.

Gerate Hersteller

Birette (0,02 mL Genauigkeit) Braun
ESR-Spektrometer Bruker ESP300E
HPLC-DAD Dionex, UltiMate 3000
Photometer Tecan, Infinite M200
Rotavapor Buchi
Verbrauchsmaterialien Hersteller

Einmalinjektionskanulen, g 0,80 x 40mm, Braun, Sterican

21G x 1%

Einmalinjektionskanilen, g 1,20 x 50mm, BD Microlance™
18G x 2

Filterpapier, Grof3e: 125 mm, VWR

Partikelretention: 12-15 pum

Flaschendrehverschluss Radlberger
Lampe (Tornado 1400 Im cool daylight, Philips
100W 6500K CDL865 Xsmall; UV-

Spektrum: 400 — 650 nm

PET-Flasche (Glattwand, klar, 23+0.3 g)  Varioform

Rotilabo®-Makro-Prazisions-Glaskluvette Roth

2 mL-Spritze (Luer Solo) Braun
20 mL-Spritze (Luer Solo) Braun
Spritzenfilter (Membranfilter) , Nylon, Carl Roth

unsteril, 0,2 um PorengrofRe, @ 15 mm



Material und Methoden 27

4.2 Methoden

42.1 Durchfiihrung und Studiendesign
Ziel der vorliegenden Studie war, den Einfluss von Bestrahlung mit dem sichtbarem
Anteil von Sonnenlicht und Luftsauerstoff auf die Lipidoxidation in Palm- und Sojadl
Uber einen Zeitraum von drei Monaten zu untersuchen. Zusétzlich wurde die Stabilitat
von Vitamin A in Sojadl, welches teilweise mit Retinylpalmitat angereichert wurde,
ermittelt. Fur die Untersuchungen wurden raffiniertes Palm- und Sojadl kommerziell

erworben und jeweils 470+1 g in 0,5 L PET-Flaschen gefullt.

Abbildung 13: Lagerung der Sojaélflaschen (oben) und Palmélflaschen (unten), die mit jeweils 2
Gluhbirnen bestrahlt wurden. Auskleidung des Schrankes mit Aluminiumfolie zur Reflexion der
Lichtstrahlen
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Probenahmetag
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Abbildung 14: Studiendesign zur Bestimmung des oxidativen Status in Palm- und Sojadl mit
jeweils sieben Versuchsansatzen uber einen Zeitraum von 84 Tagen; RP = Retinylpalmitat,
n=4,n =1 bei ,bestrahlt + PBN +0O,"

Die Flaschen wurden bei 25+1°C entweder im Dunkeln gelagert, oder waren in einem
12-h-Rhythmus einer Bestrahlungsquelle (Philips Tornado 1400 Im cool daylight 200W
6500K CDL865 Xsmall) mit sichtbarem Sonnenlicht ausgesetzt, um den Tag-Nacht-
Rhythmus nachzuahmen (Abb. 14). Um den ausschlielichen Einfluss von Bestrahlung
zu erhalten, wurde das Kopfvolumen in der Flasche bei den vier Versuchsansatzen mit
und ohne Retinylpalmitat pro Ol bei Dunkellagerung und Bestrahlung konstant gehalten
und fur jeden Probenahmetag eine eigene Flasche angesetzt. Bei insgesamt 18
Probenahmetagen, in der ersten Woche téaglich, danach in wochentlichen Abstanden,
und vier Replikaten, ergab das eine Flaschenanzahl von 720. Zur Ermittlung des
Einflusses von Luftsauerstoff und der Zugabe von Retinylpalmitat in einem Ol mit der
Peroxidzahl von mindestens zehn erfolgte die Probenahme in einem separaten
Versuchsansatz mit vier Replikaten ab Tag sieben immer aus derselben Flasche,
wodurch das Kopfvolumen und damit auch der Luftsauerstoff in der Olflasche
anstiegen.

Ein weiterer Versuchsansatz war fur die Semiquantifizierung der freien Radikale mittels
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie erforderlich, weil das eingesetzte Spintrap-
Reagenz, PBN (a-Phenyl-tert-Butylnitrone), antioxidative Eigenschaften besitzt
[Velasco et al., 2005] und dadurch die Bildung priméarer Oxidationsprodukte verzdgert

wird. Fur diesen Versuchsansatz wurden je zwei Palm- und Sojaflaschen mit 20 mM
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PBN versetzt, und davon eine mit Retinylpalmitat angereichert. In diesem Ansatz
wurde ausschlief3lich der Einfluss von Luftsauerstoff und Vitamin A auf die Produktion
freier Radikale bei Bestrahlung untersucht (Abb. 14).

4.2.2 Bestimmung des Sauerstoffgehaltes in PBN-angereicherten
Flaschen

Fur die Ermittlung des Sauerstoffgehaltes wurde das Kopfvolumen in der Flasche vor
und nach jeder Probenahme ermittelt. Zu Beginn der Studie wurde die Flasche randvoll
mit Ol aufgefiillt und abgewogen. Die Einwaage von 522 g entspricht bei einer Dichte
von Palm- und Sojadl von 0,92 g/mL einem Olvolumen von 536 mL. AnschlieRend
wurde wieder Ol aus der Flasche entnommen, bis eine Einwaage von 470+1 g erreicht
war. Die Differenz der Einwaage betrug 52,7 g bzw. 56,9 mL. Da der Sauerstoffgehalt
in der Luft mit 20,95 % bekannt ist [Moller, 2003], konnte der tatsachliche
Sauerstoffgehalt (mL) berechnet werden. Fir die Probenaufbewahrung nach
Abschluss des Lagerversuchs wurden Behdltnisse unterschiedlichen Volumens
ausgewahlt. Es gab 15- und 10-mL Réhrchen und Zentrifugenréhrchen mit 1,5 mL. Je
nach Olmenge im Behéltnis variierte das Entnahmevolumen zwischen 3,80 mL und

24,1 mL pro Probenahmetag.

Tabelle 2: Messtage und Sauerstoffvolumen von Palm- und Sojadl aus Flaschen mit
ansteigendem Kopfvolumen

Messtag Sauerstoffvolumen (mL)
1 11,9
3 13,5
7 16,7
14 17,5
21 18,3
28 23,3
35 28,4
56 43,5
84 63,7

Von Studienstart bis Tag 21 wurden an 9 Tagen jeweils 3,80 mL Ol aus einer Flasche

entnommen, danach erfolgten weitere 9 Probenahmetage mit jeweils 24,1 mL Ol. Die



30 Material und Methoden

Entnahme von Ol fiihrte zur Reduktion des Olvolumens in der Flasche, das
Sauerstoffvolumen hingegen stieg an. In Tabelle 2 sind die ermittelten Werte der
Sauerstoffvolumina an den jeweiligen Messtagen dargestellt. Die Messungen der
entnommenen Proben erfolgten an den in Abb.15 dargestellten Tagen.

4.2.3 Anreicherung mit Retinylpalmitat

Zur Testung der Stabilitat von Vitamin A in Sojadl und der Ermittlung des Einfluss von
Vitamin A in Palm- und Sojadl auf die Lipidoxidation wurden die Ole mit oligem
Retinylpalmitat angereichert. Der empfohlene Bereich der Anreicherung mit Vitamin A
liegt laut WHO-EMRO zwischen 40 bis 80 I.E./g [Allen et al., 2004]. In den Flaschen
wurden jeweils 60 I.E. oder 36,26 pug Retinylpalmitat pro Gramm Ol durch Pipettieren
vorgelegt. Nach langsamen ZuflieRen des Oles und anschlieRendem kraftigen
Schitteln konnte eine gute Mischung der beiden dligen Komponenten in Sojadl erzielt
werden. Durch die halbfeste Konsistenz von Palmdl bei Raumtemperatur konnte eine
vollstdndige Mischung nicht gewahrleistet werden, weshalb die Bestimmung des

Retinolgehaltes nur in Sojadl durchgefihrt wurde.

4.2.4 Probenahme und Analysetage

Die Probenahme erfolgte an den Studientagen 1 - 7, 14, 21, 28, 35, 42, 49, 56, 63, 70,
77 und 84 (Abb. 14) fur die jeweilige Bedingung immer zur gleichen Uhrzeit. Wie in
Abbildung 15 erkennbar ist, variiert die Analysenanzahl der enthommenen Proben
zwischen den Methoden. Wahrend Peroxidzahl und konjugierte Diene an 13
Probennahmetagen gemessen wurden, erfolgte die Ermittlung des PBN-Adduktes an
neun Tagen. Retinol und Tocopherole wurden an drei beziehungsweise flinf Tagen
guantifiziert.

Die Bestimmung der Peroxidzahl erfolgte am Tag der Probenahme, fur alle anderen
Methoden wurden die Olproben bei -80°C in Zentrifugenréhrchen oder 15-mL-
Rohrchen bis zur Untersuchung mit zusatzlichem Ruckstellmuster gelagert. Die Proben
fur die ESR-Messungen wurden direkt nach den Probenahmen und vor dem Einfrieren

in flussigem Stickstoff schockgefroren.
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Analysetag

12 3 45 6 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84
POZ T
Konjugierte || |||| | | | | | | | | | | |
Diene
PEN-Addukt |} bbb . :
Retinol o - -
Tocopherole | L - .- |

Abbildung 15: Analysetage zur Bestimmung von Peroxidzahl (POZ), konjugierte Diene und
PBN-Addukt in Palm- und Sojadl, fir Retinol und Tocopherole von Sojadl

4.2.5 Titrimetrische Bestimmung der Peroxidzahl

4.2.5.1 Definition

Die hier durchgefuihrte Bestimmung der Peroxidzahl erfolgte gemal Wheeler [Wheeler,
1932]. Die Peroxidzahl ist ein MaR fir den Gehalt eines Fettes oder Oles an
peroxidisch gebundenen Sauerstoff, insbesondere an Hydroperoxiden. Die Peroxidzahl
gibt die in einem Kilogramm der Probe enthaltene Anzahl an Milliaquivalenten (mAq)
aktivem Sauerstoff an und wird in 1/8 mmol/kg angegeben [Wheeler, 1932; Matissek et
al., 2010].

4.2.5.2 Prinzip der Methode

Die Probe wird in einem Gemisch aus Chloroform und Eisessig geldst und mit einer
Kaliumiodid-Losung versetzt. Durch Reaktion mit den Peroxidgruppen wird lod
freigesetzt, welches anschlieBend durch Titration mit Natriumthiosulfat-L6sung
bestimmt wird [Matissek et al., 2010].

4.2.5.3 Durchfihrung
Mit einer Pasteurpipette wurden 5 g Probe eingewogen, in einem 100 mL
Erlenmeyerkolben in 30 mL Eisessig-Chloroform-Gemisch (3:2) gelost und 0,5 mL

einer gesattigten Kaliumiodid-L6sung zugesetzt. Nach dem SchlieBen des Kolbens
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wurde genau eine Minute geschittelt und 30 mL dest. Wasser zugeflgt.
Ausgeschiedenes Jod wurde mit 0,1 N Natriumthiosulfatiobsung mit ca. zwei Tropfen
Starkeldsung als Indikator titriert. Auf gleiche Weise wurde ein Blindversuch angesetzt
(Titration mit 0,02 N Natriumthiosulfat).

4.2.5.4 Auswertung
(a— b)x Nx1000

POZ =

E
a verbrauchte mL Thiosulfat-Losung im Hauptversuch
b verbrauchte mL Thiosulfat-Losung im Blindversuch
N Normalitat der Thiosulfat-Losung
E Einwaage

POZ (Ta x 100 %

POZvonTagy (%) = (Tag y) .

POZ (Tag 1)
Tag y... jeweiliger Studientag

Die Ergebnisse der Peroxidzahlbestimmungen wurden in Prozent berechnet und
dargestellt. Der Ausgangswert von Tag 1 wurde auf 100% gesetzt, die darauffolgenden
Messwerte stiegen entweder an (> 100 %) oder ab (< 100 %).

4.2.6 Bestimmung konjugierter Diene mit Photometer

4.2.6.1 Prinzip der Methode

Die durch Oxidation entstandenen konjugierten Diene weisen ihr Absorptionsmaximum
bei einer Wellenlange von 232 bis 234 nm auf, wodurch sie spektrophotometrisch
gemessen werden kdnnen [Warner und Eskin, 1995].

4.2.6.2 Durchfihrung
Die Probenmessung wurde in Anlehnung an Pegg durchgefiihrt [Pegg, 2001]. Mit einer

Pipette wurden 0,01 g Olprobe in einen 10-mL Messkolben eingewogen. Zum Lésen
des Ols wurde der Messkolben mit Isooktan (2,2,4-Trimethylpentan) aufgefiillt und gut
gevortext. Die Messung der gelosten Olprobe erfolgte mittels eines

Spektrophotometers bei einer Wellenldnge von 233 nm in Quarzkivetten. Vor der
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ersten Probenmessung wurde der Lésungsmittel-Leerwert gemessen und von den

folgenden Proben abgezogen [Pegg, 2001].

4.2.6.3 Auswertung

A
cp = Hezs
exl
cep x 10%
CD — Wert = 2"

w

Cep Konzentration konjugierter Diene in mmol/mL

Az Absorption einer Fettldsung bei 233 nm

€ Absorptionskoeffizient von Linolsaurehydroperoxid (2,525 x 10*°M*cm™)
I Weglange durch die Kivette in cm

10*  Volumen von Isooktan, das zur Lésung der Olprobe verwendet wird [uL]
W Einwaage der Olprobe in g

CD (Tag y) x 100 %
CD (Tag 1)

CDvonTagy (%) =

Tagy... jeweiliger Studientag

Die Ergebnisse der Bestimmung der konjugierten Diene wurden in Prozent berechnet
und dargestellt. Der Ausgangswert von Tag 1 wurde auf 100% gesetzt, die

darauffolgenden Messwerte stiegen entweder an (> 100 %) oder ab (< 100 %).

4.2.7 Elektronenspinresonanz-Spektroskopie zur Bestimmung
freier Radikale

4.2.7.1 Allgemeines zu ESR

Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) ist eine verbreitete Methode zur direkten
Messung von freien Radikalen. Die Funktionsweise &hnelt der von NMR-Spektroskopie
(Nuclear Magnetic Resonance). Mit Hilfe der ESR wird unter Resonanzbedingung die
Mikrowellenabsorption einer Probe in einem &ulReren Magnetfeld gemessen. Dies
macht sie zu einer geeigneten Methode zur Untersuchung von paramagnetischen

Proben, die uber ein paramagnetisches Moment (ungepaarte Elektronen) verfiigen.
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Wird eine Probe mit ungepaarten Elektronen in ein Magnetfeld gebracht, so spalten
sich die entarteten Energiezustéande auf, was auch als Zeeman-Effekt bezeichnet wird.
Mit ESR werden Ubergange zwischen Energieniveaus gleicher Hauptquantenzahl
beobachtet: Durch Bestrahlung der Probe mit einer Mikrowellenfrequenz, deren
Energie der Aufspaltung der Energieniveaus entspricht, kommt es zur Absorption. Die
zu untersuchende Probe wird mit einer Mikrowelle konstanter Frequenz in einem
variablen Magnetfeld bestrahlt. Das aufgezeichnete Absorptionsspektrum erlaubt
Ruckschlisse auf die elektronische Umgebung [Berliner und Reuben, 1989]. Aufgrund
der hohen Reaktivitat und kurzen Lebenszeit sind diese freien Radikale sehr instabil.
Um das Problem der Instabilitat zu l16sen, wurde in den 1970er Jahren die sogenannte
Spin-trapping-Methode entwickelt. Die freien Radikale kénnen mit dem Spin-trapping-
Reagenz, das eine Nitro- oder Nitrosoverbindung ist, reagieren und ein stabileres
paramagnetisches Spin-Addukt bilden, welches mittels ESR direkt nachgewiesen
werden kann. Je nach Radikalspezies gibt es verschiedene Spin-Trap-Reagenzien, wie
zum Beispiel PBN, welches sich besonders zur Quantifizierung Kohlenstoff-zentrierter
freier Radikale eignet [Janzen und Blackburn, 1969; Janzen und Gerlock, 1969;
Janzen, 1971, Pignitter und Somoza, 2012a; Xu et al., 2012]. Die molare Sensitivitat
von ESR fiir die Detektion freier Radikale in einem biologischen System liegt bei 10™*°
M [Mason und Fann, 2012]. Im Jahr 2005 kamen Velasco et al. zur Erkenntnis, dass
mittels ESR-Spektroskopie eine signifikante Entwicklung von Radikalen zu messen ist,
bevor ein signifikanter Anstieg der Peroxidzahl erreicht wird. Diese Tatsache lasst
darauf schlieBen, dass die ESR eine sehr sensitive Methode darstellt und die
entstehenden Radikale vor der Bildung von Hydroperoxiden t.

ESR-Spektroskopie eignet sich, um frihe Stadien und den Beginn (Initiation) der
Lipidoxidation zu ermitteln. Mit der sogenannten Spin-Trapping-Technik wird die
Bildung freier Radikale gemessen, um die oxidative Stabilitat verschiedener
Nahrungslipide zu bestimmen [Velasco et al., 2004].

Die Auswertung erfolgt tber Kopplungskonstanten, welche charakteristisch fir die
jeweiligen Nitroxylradikale sind und durch die Kopplung von ungepaarten Elektronen
mit dem Stickstoffkern (**N, 1 = 1) und dem Wasserstoffkern (*H, | = %) am
benachbarten Kohlenstoff hervorgerufen werden [Velasco et al., 2005].

Im Fall der hier vorliegenden Studie wirde dies bedeuten, dass es zu einer
Aufzeichnung von sechs Signalen kommen miisste. Aufgrund der Linienverbreiterung,
die durch die Matrix Ol entsteht, sind nur drei Signale sichtbar. Die Amplitude des

mittleren Signals wird bei ~ 3487 G zur Semiquantifizierung herangezogen.
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4.2.7.2 ESR-Bedingungen fur die Studie

Die ESR-Experimente wurden mit einem Spektrometer der Firma Bruker und einer X-
Band Briicke bei ca. 9 GHz, ausgestattet mit einem TM 110-Hohlraumresonator mit
einer Frequenzmodulation von 100 kHz, durchgefihrt. Die Mikrowellen wurden durch
eine Gunndiode erzeugt. Die Messungen der Proben mit je einem Volumen von 500 pl
mit 20 mM PBN wurden bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht in einer
Quarz-Flachzelle (TE 102) durchgefuhrt. Die Einstellungsparameter (Tabelle 3) wurden
fur jede Bestimmung immer konstant gehalten, nur die Signalverstarkung wurde bei

jeder Messung angepasst.

Tabelle 3: Bedingungen fiir die Messung mit ESR, G = Gauss

Modulation Frequency 100 kHz
Modulation Amplitude 132G
Conversion Time 81,92 msec
Time Constant 81,92 msec
Resolution 1024
Sweep time 83,89 sec
Center field 3490.62 G
Sweep width 71,3 G
Microwave power 20 mw

Die Simulierung des Spektrums zur Berechnung der hyperfeinen Kopplungskonstanten
erfolgte  mit Public EPR Software Tools (PEST) des National Institutes of
Environmental Health Sciences, welche auf www.epr.niehs.nih.gov im Internet frei
verfugbar sind. Der Korrelationskoeffizient zwischen aufgezeichnetem und simuliertem
Spektrum betrug 0,89. Die Kopplungskonstanten waren 14,81 G und 2,00 G. Fir jede
Probe wurden funf Scans durchgefiihrt und deren Ergebnisse summiert.

Abbildung 16 zeigt ein représentatives Spektrum von bestrahltem mit Retinylpalmitat
angereichertem Palmél an Tag 28.
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Abbildung 16: Reprasentatives ESR-Spektrum von bestrahltem Palmdl mit
Retinylpalmitat von Tag 28

4.2.8 Bestimmung von Retinol in Sojadl

4.2.8.1 Prinzip der Methode

Da Retinol bei einer Wellenlange von 325 nm sein Absorptionsmaximum aufweist,
kann es mit einer UV-Detektion nachgewiesen werden [Gleize et al.,, 2012; Rodas
Mendoza et al., 2003]. Die Detektion von Retinol wird aber erst durch Umwandlung von
Retinylpalmitat durch Verseifung und Neutralisation erméglicht [Laillou et al., 2012a].

4.2.8.2 Durchfuhrung

Die Bestimmung erfolgte gemafR Bognar [Bognar; 1986]. Die Empfindlichkeit
gegeniber Luftsauerstoff und Licht erforderte ein Arbeiten unter Ausschluss von Licht
und Sauerstoff (Stickstoffspiilung). Im Mittel 1,0+0,2 g der Olprobe wurde in einen
250 mL Dreihalsrundkolben mit Hahn eingewogen. Durch Zugabe von 20 mL einer
10,7 M Kaliumhydroxid-L6sung, 100 mL Ethanol (reinst. 96 %), 30 mL dest. Wasser,
1,0£0,05 g Natriumascorbat und 2 mL 0,51 M Natriumsulfid-Losung, welches mit N,
begast wurde, erfolgte eine Verseifung des Oles. Die Reaktionsmischung wurde im auf
80°C vorgeheizten Wasserbad am Ruckflusskiihler unter stdndigem Rihren zum
Sieden erhitzt und unter einem langsamen Stickstoffstrom 30 min am Sieden gehalten.
Nach Beendigung der Verseifung musste der Kuhler mit 20 mL bidest. Wasser gespult

und der Kolbeninhalt unter flieendem kalten Wasser auf etwa 15°C abkuhlt werden.
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Die Verseifungslosung wurde mit 28 mL kaltem Wasser (max. 15°C) und 100 mL
Hexan in einen 500-mL-Scheidetrichter Uberfihrt. Durch kréaftiges Schutteln (etwa zwei
Minuten) kam es zur Extraktion. Nach Abwarten der Phasentrennung (etwa zwei
Minuten) wurde die untere wassrige Phase in einen zweiten 500-mL-Scheidetrichter
abgelassen. In den Scheidetrichter mit wassriger Phase wurden 100 mL Hexan
zugefigt und wieder geschuttelt und extrahiert. Dieser Extraktionsvorgang erfolgte
nochmals mit 100 mL Hexan, danach wurde mit zweimal 50 mL Hexan extrahiert,
wobei die Hexanphasen im Scheidetrichter gesammelt wurden. Die vereinigten
Hexanextrakte wurden im Scheidetrichter durch viermaliges Ausschitteln mit je 100
mL kaltem (etwa 15°C) bidest. Wasser gewaschen. Zur Entfernung von eventuell
suspendierten Wassertropfen wurde Natriumsulfat zugefigt und Gber einen Faltenfilter
in einen 500 mL-Rundhalskolben filtriert. Mit 50 mL Hexan spullte man Scheidetrichter,
Filter und Trichter. Am Rotationsverdampfer wurde das Losungsmittel bei einem Druck
von 190 mbar und 35°C bis zur Trockene eingedampft und das Restlésungsmittel
durch Ausblasen mit Stickstoff entfernt. Der Riickstand wurde in 5 mL Methanol geldst
[Bognar; 1986].

Die Bestimmung von Retinol erfolgte mittels HPLC mit UV-Detektion nach der
Anleitung von Bognar (Tabelle 4) [Bognar; 1986].

Tabelle 4: Bedingungen der HPLC-Anlage fir die Bestimmung von Retinol

HPLC-System Dionex UltiMate 3000 Standard LC System

Pumpe Dionex UltiMate 3000 Binary Pump, Hochdruckpumpe
Detektor Dionex Diodenarraydetektor, DAD-3000

Stationare Phase C18(2) Luna ®, 100 A, 250 x 3,00 mm, 5 um, Phenomenex
Mobile Phase Methanol/ bidest. Wasser (98/2) v,v, isokratisch

Flussrate 0,5 mL/min

Injektionsvolumen 20 pL

Detektionswellenlange 325 nm

Retinol eluierte nach 4,7 Minuten.

Ein repréasentatives Chromatogramm von Retinol in Sojadl wird in Abb. 17 dargestellt.
Die Flache des Peaks wurde nach manueller Integration mit Hilfe der Software

Chromeleon 6.80 SR9, Dionex berechnet.
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Abbildung 17: Représentatives Chromatogramm von Retinol in bestrahltem Sojadl aus einer
Flasche mit ansteigendem Kopfvolumen von Tag 49

4.2.8.3 Auswertung

Zur Quantifizierung von Retinol in Sojadl wurde eine Kalibriergerade erstellt. Dazu
wurden Standardlésungen von Retinol in Methanol geldst, in unterschiedlichen
Konzentrationen (0,01-25 pg/mL) hergestellt und jeweils zweimal in die HPLC-Anlage
injiziert. Die errechnete Peakflache [mAU*min] fur die Retinol-Standardldsungen wurde
gemittelt und dann auf die Ordinatenachse und die Konzentrationen [ug/mL] auf die
Abszissenachse aufgetragen. Auf diese Weise konnte die Kalibriergerade mit Retinol
erstellt werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Kalibriergerade von Retinol
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Die Wiederfindung von Retinol wurde berechnet, indem nach Zugabe einer bekannten
Menge Retinylpalmitat (39,41 ug/mL Ol) das Ol aufgearbeitet wurde. Im Zuge der
Verseifung kam es zu einer Umwandlung von Retinylpalmitat in Retinol, welches
mithilfe der Kalibriergerade quantifiziert werden konnte. Die Wiederfindungsrate betrug
88,5+8,15 %. Dieser Wert wurde fur die nachfolgenden Bestimmungen von Retinol
berlcksichtigt.

4.2.9 Bestimmung der Tocopherole in Sojadl

4.2.9.1 Prinzip der Methode

Fur die Detektion von Vitamin E-Homologen und Isomeren gibt es eine Vielzahl an
Methoden [Galeano Diaz et al., 2007; Gimeno et al., 2000; Gliszcynska-Swiglo und
Sikorska, 2004]. Die Trennung kann sowohl Uber Normal- als auch Uber
Umkehrphasen (Reversed phase — RP)- Flussigkeitschromatographie erfolgen
[Galeano Diaz et al., 2007]. Zur Detektion eignen sich UV (295 nm)- und/oder
Fluoreszenzspektroskopie  [Gliszcynska-Swiglo  und  Sikorska, 2004].  Mit
Normalphasen-Saulen lassen sich alle Tocopherole trennen, mit RP-Saulen hingegen
kann eine Trennung von (- und y-Tocopherol nicht gewahrleistet werden [Galeano
Diaz et al., 2007; Gliszcynska-Swiglo und Sikorska, 2004]. Ist eine Trennung von j-
und y-Tocopherol nicht unbedingt erforderlich, werden RP-Saulen bevorzugt [Gimeno
et al., 2000; Tasioula-Margari et al., 2001]. Weil Tocopherole licht- und luftempfindlich
sind, wird von zeitintensiven Olaufbereitungsmethoden, die Verseifung und mehrfache
Extraktions-, Trocknungs- und Aufkonzentrierungsschritte beeinhalten, abgeraten
[Dionisi et al., 1995]. Eine lange Expositionszeit im basischen Milieu fuhrt ebenso zu
signifikanten Abnahmen an a-Tocopherol [Lietz et al., 1997; Rupérez et al., 1998]. Um
den Verlust an Tocopherolen im Rahmen der Aufarbeitung fur die HPLC-Analyse
madglichst gering zu halten, werden schnelle Methoden gewahlt, bei denen die Matrix

nur in einem organischen Losungsmittel gelost und danach injiziert wird.

Da B-Tocopherol in Sojadl nur in sehr geringem Ausmal enthalten, und daher
quantitativ vernachlassigbar ist, wurde eine Methode mit einer RP-Saule gewahlt
[Yoshida et al., 1998].



40 Material und Methoden

4.2.9.2 Durchfihrung

Es wurden 0,05 g Sojadl in 1 mL 2-Propanol geltst und gut gevortext. Die Proben
wurden wie von Gliszcynska-Swiglo und Sikorska beschrieben, direkt in die HPLC
injiziert [Gliszcynska-Swiglo und Sikorska, 2004]. Um die HPLC-Sé&ule jedoch nicht
mehr als noétig zu belasten, werden die Proben vor der Injektion mit Nylonfilter (0,2 pum)
filtriert. Die Bedingungen fur die Detektion der Tocopherole werden in Tabelle 5
dargestellt.

Tabelle 5: Bedingungen der HPLC fiir die Bestimmung der Tocopherole

HPLC-System Dionex UltiMate 3000 Standard LC System

Pumpe Dionex UltiMate 3000 Binary Pump, Hochdruckpumpe
Detektor Dionex Diodenarraydetektor, DAD-3000

Stationare Phase C18(2) Luna ®, 100 A, 250 x 3,00 mm, 5 um, Phenomenex
Mobile Phase Methanol/ bidest. Wasser (98/2), isokratisch

Flussrate 0,5 mL/min

Injektionsvolumen 20 L

Detektionswellenldnge 295 nm

Ein reprasentatives Chromatogramm der Tocopherole in Sojadl ist in Abbildung 19
dargestellt. Nach manueller Integration wurden die Flachen der einzelnen Peaks mit
der Software Chromeleon 6.80 SR9, Dionex berechnet.
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Abbildung 19: Repréasentatives Chromatogramm von Tocol und der einzelnen Tocopherole in
bestrahltem Sojadl aus einer Flasche mit ansteigendem Kopfvolumen von Tag 21. Tocol
eluierte nach 9,56 Minuten, &-Tocopherol nach 11,2 Minuten, a-Tocopherol nach 13,2 Minuten
und y-Tocopherol nach 15,8 Minuten



Material und Methoden 41

4.2.9.3 Auswertung

Nach Identifizierung der einzelnen Tocopherolpeaks mit Standards erfolgte die
Quantifizierung der einzelnen Tocopherole Uber Kalibriergeraden. Dazu wurden
verschiedene Konzentrationen (1-1000 pg/mL) mit Methanol als Ldsungsmittel
hergestellt und je zweimal in die HPLC-Anlage injiziert. Die errechneten Flachen
[mMAU*min] fir a-, y- und &-Tocopherol Standardlésungen wurden gemittelt und dann
auf die Ordinatenachse und die Konzentrationen [ug/mL] auf die Abszissenachse
aufgetragen. Auf diese Weise konnten die Kalibriergeraden der einzelnen Tocopherole
ermittelt werden (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Kalibriergeraden fiir die Tocopherole alpha (a), gamma (y) und delta (d)

Die Gesamttocopherole wurden, wie in der Literatur beschrieben, durch Addition der
Einzeltocopherole berechnet [Carpenter, 1979; Gliszcynska-Swiglo und Sikorska,
2004, Souci-Fachmann-Kraut, 2009].

Die Berechnung der Wiederfindung der Tocopherole erfolgte tber Tocol als internen

Standard. Es wurde eine Tocolstandardlosung hergestellt und zweimal in die HPLC
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injiziert. Vor jeder Olaufbereitung wurden dem Ol 8 ug/mL Tocolstandard zugegeben.
Da die Tocolkonzentration sowohl in der reinen Standardlosung als auch im Ol gleich
waren, konnte Uber den Vergleich der Peakflachen eine Wiederfindungsrate von
124+11,2 % ermittelt werden.
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4.3 Statistische Analyse

Vor jeder statistischen Analyse kam zur Uberpriifung der Daten auf Normalverteilung
der Shapiro-Wilk-Test zum Einsatz.

Um die Messergebnisse der Peroxidzahl und der konjugierten Diene zwischen den
Behandlungen vergleichbar zu machen, wurde bei jeder einzelnen Behandlung der
erhaltene Messwert des ersten Tages auf 100 % gesetzt. Somit konnte ein
gemeinsamer Ausgangswert gewdhrleistet und die darauffolgenden Veranderungen
verglichen werden.

Fur beide Ole wurde der Unterschied zwischen der jeweiligen Behandlung und der
Kontrolle tberprift. Als behandelte Olproben galten jene Olflaschen, welche einer
Bestrahlung mit sichtbarem Licht ausgesetzt waren, oder welche durch die Entnahme
von Ol aus der gleichen Flasche einen ansteigenden Luftsauerstoffgehalt im Kopfraum
vorweisen konnten. Als Kontrollproben wurden Olproben bezeichnet, die im Dunkeln
gelagert wurden, oder die aus Olflaschen mit konstantem Kopfvolumen entnommen
wurden. Zusatzlich wurde zwischen mit Retinylpalmitat angereicherten Olen und nicht
angereicherten unterschieden. Um den Verlauf Uber die Studienzeit zu
bertcksichtigen, wurde die Flache unter der Kurve (AUC) ermittelt und mit einem t-Test
Uberprift, ob es Unterschiede zwischen der jeweiligen Behandlung und Kontrolle gibt.
Die Differenz zwischen der AUC einer Behandlung und der jeweiligen Kontrolle wurde
als A AUC abgebildet.

In der Arbeit wurden die Ergebnisse fiir Peroxidzahl und konjugierte Diene im Text und
in den Abbildungen als MittelwerttStandardfehler des Mittelwerts (SEM) (%)
dargestellt.

Die Intensitat des Signals der PBN-Addukte bei ~3487 G diente als Grundlage zur
Berechnung und Darstellung der Resultate der ESR-Messungen. Die Darstellung von
Retinol und Tocopherolen erfolgte in pg/mL.

Die StichprobengrofRe war, wenn nicht anders angegeben, fir die angewendeten
Analysenmethoden 4.

Die Mittelwertvergleiche innerhalb einer Behandlungsart bei Peroxidzahl und
konjugierten Dienen, sowie bei Retinol und Tocopherolen wurden mit Hilfe einer
einfaktoriellen ANOVA mit der Holm-Sidak-Methode festgestellt.

Statistisch signifikante Unterschiede wurden in den Abbildungen mit den Buchstaben a

bis ¢, oder wenn nur auf die Kontrolle Bezug genommen wurde mit * gekennzeichnet.
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Fir die statistischen Tests wurde, wenn nicht anders angegeben, ein Signifikanzniveau
von 5 % gewahilt.

Die Abbildungen wurden mit Hilfe des Statistikprogrammes SigmaPlot 11 (Firma Systat
Software GmbH) erstellt.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Einfluss von Bestrahlung auf den oxidativen Status von
Speisebl bei konstantem Kopfvolumen

5.1.1 Bestimmung der Peroxidzahl und der konjugierte Diene von Palmoél

Im Zuge der hier vorliegenden Studie wurde die Peroxidzahl mit der Methode nach
Wheeler [Wheeler, 1932] Giber einen Zeitraum von drei Monaten titrimetrisch bestimmt.
Ziel dieses Versuchsansatzes war, zum ersten Mal den Einfluss von Sonnenlicht im
sichtbaren Bereich in An- und Abwesenheit von Retinylpalmitat zu ermitteln. Wie in
Abbildung 21 A erkennbar ist, kam es bei Palmél ohne Zusatz von Retinylpalmitat
durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht zu einem starkeren Anstieg der Peroxidzahl im
Vergleich zu dunkel gelagertem Palmél. Im Gegensatz dazu zeigte Palmél, das mit
Retinylpalmitat angereichert wurde, eine geringere Entwicklung der primaren
Lipidoxidationsprodukte durch Bestrahlung als bei Dunkellagerung (Abb. 21 B). Bei
bestrahltem Palmél ohne Retinylpalmitatzugabe kam es schon am zweiten Tag zu
einer Zunahme der Peroxidzahl um 24856,5%, in Vergleich zu Palmdl in
Anwesenheit von Retinylpalmitat in dunkel gelagerten Flaschen, welches am Tag 84
die maximale Zunahme der Peroxidzahl mit 122+10,7 % erreichte. Abbildung 21 C
zeigt, dass bei Palm6l ohne und mit Retinylpalmitatzugabe ein signifikanter
Unterschied zwischen Bestrahlung und Dunkellagerung erkennbar ist. Es war ebenso
zu erkennen, dass zwischen Palmol mit und ohne Retinylpalmitat hinsichtlich der

Peroxidzahl eine signifikante Differenz vorlag.
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Abbildung 21: Peroxidzahl [%] von bestrahltem und dunkel gelagertem Palmél ohne (A) und mit
Retinylpalmitat (RP) (B), n = 4. Vergleich von Palmdl mit und ohne RP zur jeweiligen
Kontrolle(C), Darstellung als A AUC = Differenz zwischen Bestrahlung und Dunkellagerung,
signifikanter Unterschied mit * gekennzeichnet (t-Test)

Eine weitere Methode zur Ermittlung des oxidativen Status von Palmol bietet die
spektrometrische Messung der konjugierten Diene. Die Ergebnisse zeigen, dass
Bestrahlung von Palmél sowohl in An- als auch in Abwesenheit von Retinylpalmitat
keinen beschleunigenden Effekt auf die Lipidoxidation hatte (Abb. 22). Es gab keinen
signifikanten Unterschied zwischen bestrahltem und dunkel gelagertem Palmdél, sowie

zwischen Palmél mit und ohne Retinylpalmitat bezlglich der konjugierten Diene
(Abbildung 22 C).
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Abbildung 22: Konjugierten Diene [%] von bestrahltem und dunkel gelagertem Palmdl ohne (A)
und mit RP (B), Vergleich von Sojadl mit und ohne RP zur jeweiligen Kontrolle (C). Darstellung
als A AUC = Differenz zwischen Bestrahlung und Dunkellagerung, t-Test

5.1.2 Bestimmung der Peroxidzahl und der konjugierte Diene von
Sojadl

Um einen Vergleich zwischen verschiedenen Olen mit unterschiedlichen
Fettsaurezusammensetzungen ziehen zu kdnnen, wurde zusatzlich zu Palmoél die
Peroxidzahl von Sojaél bestimmt. Hier zeigte sich, dass Bestrahlung bei Sojadl ohne
Zugabe von Retinylpalmitat die Lipidoxidation signifikant starker beschleunigt als
Dunkellagerung (Abbildung 23 A und B). Bei Sojadél mit Retinylpalmitat konnte
zwischen Bestrahlung und Dunkellagerung jedoch kein signifikanter Unterschied
festgestellt werden, im Gegensatz zu Sojadl ohne Retinylpalmitat. Zwischen Sojaél mit
und ohne Retinylpalmitat lag ein signifikanter Unterschied vor (Abbildung 23 C).
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Abbildung 23: Prozentualer Anstieg der Peroxidzahl von bestrahltem und dunkel gelagertem
Sojadl ohne (A) und mit RP (B), n = 4. Vergleich von bestrahltem Sojadl mit und ohne RP zur
jeweiligen dunkelgelagerten Kontrolle, Darstellung als A AUC = Differenz zwischen Bestrahlung
und Dunkellagerung, signifikanter Unterschied mit * gekennzeichnet (t-Test)

Auch bei Sojadl wurden die konjugierten Diene mit dem Photometer gemessen, um
Informationen Uber den Verlauf der Lipidoxidation zu erhalten. Die Ergebnisse, welche
in Abbildung 24 (A-C) dargestellt sind, zeigen, dass es keinen signifikanten
Unterschied zwischen bestrahltem und dunkel gelagertem Sojadl, sowohl in An- als
auch in Abwesenheit von Retinylpalmitat, gab. Auch zwischen Sojadl mit und ohne

Retinylpalmitat konnte kein signifikanter Unterschied gemessen werden.
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Abbildung 24: Konjugierten Diene [%)] von bestrahltem und dunkel gelagertem Sojadl ohne (A)

und mit Retinylpalmitat (B), Vergleich von Soja6l mit und ohne RP zur jeweiligen Kontrolle (C).
Darstellung als A AUC = Differenz zwischen Bestrahlung und Dunkellagerung (t-Test)

5.2 Einfluss von Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich und
Luftsauerstoff auf den oxidativen Status in Speisedl bei
ansteigendem Kopfvolumen

In der vorliegenden Studie wurde neben dem Einfluss der Bestrahlung mit sichtbarem
Sonnenlicht bei konstantem Kopfvolumen auch der Einfluss von Luftsauerstoff bei
gesteigertem Kopfvolumen ermittelt. Es wurden jeweils vier Flaschen mit Palm- und
Sojadl gefillt und Uber einen Zeitraum von drei Monaten bestrahlt. Ab Tag 7 der
Lagerungszeit wurden in regelméRigen Abstanden Proben zur Peroxidzahlbestimmung
entnommen, wodurch das Kopfvolumen in der Olflasche anstieg. Bei Erreichen einer
Peroxidzahl von 10 wurden dem Ol 60 I.E. Retinylpalmitat/g Ol zugesetzt. Ziel war, den

Einfluss von bereits oxidiertem Ol auf die Stabilitat von Retinylpalmitat zu ermitteln.
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5.2.1 Bestimmung der Peroxidzahl und der konjugierten Diene in
Palmol

Um den Einfluss von Luftsauerstoff auf die Lipidoxidation zu ermitteln, wurden

Flaschen mit konstantem und ansteigendem Kopfvolumen beziiglich ihrer Peroxidzahl
verglichen.

2000

—8— konstantes Kopfvolumen
—O— ansteigendes Kopfvolumen

1500 - RP-Zugabe

1000 -

Peroxidzahl [%]

500 A

1 28 35 42 49 56 63 70 84
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Abbildung 25: Prozentualer Anstieg der Peroxidzahl von mit sichtbarem Licht bestrahltem
Palmol bei konstantem und ansteigendem Kopfvolumen, Zugabe von RP am Tag 42, n = 4,
signifikanter Unterschied zu Tag 1 mit * gekennzeichnet (ANOVA)

In Abbildung 25 wird der Verlauf der Peroxidzahl von Palmdl bei konstantem und
ansteigendem Kopfvolumen, welches am Tag 42 mit Retinylpalmitat angereichert
wurde, dargestellt. Es zeigte sich sowohl in Flaschen mit konstantem als auch mit
ansteigendem Kopfvolumen zu allen Zeitpunkten ein signifikanter Unterschied zum
Studienstart. Auf3erdem gab es zwischen den Flaschen mit konstantem und
ansteigendem Kopfvolumen einen signifikanten Unterschied (p < 0,001), wodurch der
Einfluss von Luftsauerstoff auf die Lipidoxidation ersichtlich wurde (Abb. 26).

Um den Einfluss des Luftsauerstoffes mit dem Einfluss der Bestrahlung zu vergleichen,
wurden die unterschiedlich angewandten Behandlungsarten (Bestrahlung,
ansteigendes Kopfvolumen) des Ols abziiglich ihrer jeweiligen Kontrolle in Abb. 25
dargestellt und berechnet. Es zeigte sich ein signifikanter Unterschied zwischen Palmdél
mit und ohne Retinylpalmitat bezilglich Peroxidzahl in Flaschen mit konstantem
Kopfvolumen. AuRerdem unterschieden sich Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen
(Einfluss von Luftsauerstoff) signifikant von Flaschen mit konstantem Kopfvolumen,
unabhangig von Retinylpalmitat.
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Abbildung 26: Peroxidzahl von mit sichtbarem Licht bestrahltem Palmél. Darstellung als A AUC

= Differenz zwischen Behandlung und Kontrolle; Signifikanter Unterschied zwischen
Behandlung und Kontrolle als * dargestellt (t-Test). Unterschiedliche Kleinbuchstaben weisen
auf einen signifikanten Unterschied hin (p < 0,05)

In Flaschen mit konstantem Kopfvolumen konnte zu jedem Messzeitpunkt ein
signifikanter Unterschied zu Tag 1 gemessen werden (p <0,05). In Flaschen mit
ansteigendem Kopfvolumen unterschieden sich alle Messergebnisse zu Tag 1 nicht
(Abb. 27 A). Die Messung der konjugierten Diene von  bestrahltem
retinylpalmitatreichem Palmél ergab keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05)

zwischen konstantem und ansteigendem Kopfvolumen (Abb. 27 B).
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Abbildung 27: Prozentualer Anstieg der konjugierten Diene von mit sichtbarem Licht bestrahlten
Palmdl bei konstantem und ansteigendem Kopfvolumen, Zugabe von RP am Tag 42, n = 4 (A);
signifikanter Unterschied zu Tag 1 mit * gekennzeichnet (ANOVA). Konjugierte Diene von
Palmél bei konstantem Kopfvolumen (mit und ohne RP) und ansteigendem Kopfvolumen.
Darstellung als A AUC = Differenz zwischen Behandlung und Kontrolle, ANOVA (B)
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5.2.2 Ergebnisse der Bestimmung der Peroxidzahl und der
konjugierte Diene von Sojadl

Eine weitere Untersuchung beziglich des Einflusses von Luftsauerstoff auf den Verlauf
des oxidativen Status von Sojadl bezog sich auf die Bestimmung der Peroxidzahl. Der
Vergleich von Sojadl, das entweder in Flaschen mit konstantem oder ansteigendem
Kopfvolumen gelagert worden war, zeigte, dass Luftsauerstoff im Luftraum der Flasche
einen signifikanten Einfluss auf die Lipidoxidation hatte und diese beschleunigte (Abb.
28). Die maximale Steigerung der Peroxidzahl zu Tag 1 ist sowohl bei Flaschen mit
konstantem (199+62,3 %) als auch mit ansteigendem Kopfvolumen (1487+58,0 %) an
Tag 77. Bei Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen zeigte sich zu allen
Messzeitpunkten ein signifikanter Unterschied zum Studienstart, bei Flaschen mit

konstantem Kopfvolumen hingegen nur an den letzten drei Studienzeitpunkten.
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Abbildung 28: Prozentualer Anstieg der Peroxidzahl von mit sichtbarem Licht bestrahlten Sojaél
bei konstantem und ansteigendem Kopfvolumen, Zugabe von RP am Tag 21, n = 4. Mit * wird
ein signifikanter Unterschied zu Tag 1 dargestellt (ANOVA)

Die Lipidoxidation hatte einen signifikant geringeren Effekt auf Sojadl in Flaschen mit
konstantem Kopfvolumen verglichen mit Sojadlflaschen mit ansteigendem
Kopfvolumen (p <0,05). Luftsauerstoff, der mit dem ansteigenden Kopfvolumen
miteinhergeht, hatte hinsichtlich der Peroxidzahl in bestrahltem Sojadl einen
signifikanten Einfluss auf die Lipidoxidation (p < 0,001) (Abb. 29). Das Ergebnis der
Messung der Peroxidzahl konnte durch die Ermittlung der konjugierten Diene bestétigt
werden. Wie in Abbildung 30 dargestellt, kam es bei Sojadl in Flaschen mit

ansteigendem Kopfvolumen ab Tag 28 zu einem Anstieg der konjugierten Diene
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verglichen mit dem Studienstart. Es herrschte jedoch nur an den Tagen 42, 70 und 84
ein signifikanter Unterschied zu Tag 1 vor. Bei Flaschen mit konstantem Kopfvolumen

zeigte sich mit Ausnahme an den Tagen 70 und 77 ein signifikanter Unterschied zu
Tag 1.

2000
EE ohne RP, konst. Kopfvol.
[ mit RP, konst. Kopfvol. b
[ mit RP ab Tag 21, *
1500 - ansteigendes Kopfvolumen
O
= 1000
<
<
500 -
a
a
0

Abbildung 29: Peroxidzahl von mit sichtbarem Licht bestrahlten Sojadl bei konstantem
Kopfvolumen (mit und ohne RP) und ansteigendem Kopfvolumen. Darstellung als A AUC =
Differenz zwischen Behandlung und Kontrolle; Kleinbuchstaben weisen auf signifikanten

Unterschied hin (ANOVA)

Bei der Gegeniberstellung von Behandlung (ansteigendes Kopfvolumens) und
Kontrolle (konstantes Kopfvolumen) zeigte sich, dass Behandlung und der damit
einhergehende Luftsauerstoff einen signifikanten Einfluss auf die Lipidoxidation bei
bestrahltem Sojadl hatte (p < 0,001) (Abbildung 29).
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Abbildung 30: Prozentualer Anstieg der konjugierten Diene von mit sichtbarem Licht bestrahlten

Sojadl bei konstantem und ansteigendem Kopfvolumen, n = 4; signifikanter Unterschied zu Tag
1 mit * dargestellt (ANOVA)
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Abbildung 31: Konjugierte Diene von Sojaél bei konstantem Kopfvolumen (mit und ohne RP)

und ansteigendem Kopfvolumen. Darstellung als A AUC = Differenz zwischen Behandlung und
Kontrolle, Kleinbuchstaben weisen auf einen signifikanten Unterschied hin (ANOVA)

In Abbildung 31 ist erkennbar, dass sich Sojaél in Flaschen mit ansteigendem
Kopfvolumen hinsichtlich der konjugierten Diene signifikant von Sojadl in Flaschen mit
konstantem Kopfvolumen unterschied (p < 0,001). Ebenso zeigte sich, dass zwischen
bestrahltem Sojadl mit und ohne Retinylpalmitat und Sojadl in Flaschen mit
ansteigendem Kopfvolumen beziglich der konjugierten Diene ein signifikanter
Unterschied vorlag (p < 0,001).

5.2.3 Korrelationsanalyse: Peroxidzahl und konjugierte Diene

Die Korrelationsanalyse zwischen Peroxidzahl und konjugierten Dienen von
bestrahltem Sojatl aus Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen zeigte einen
positiven Zusammenhang (r*=0,761; p<0,05) (Abbildung 32 A). Fir Palmél
(Abb. 32 B) konnte keine Korrelation zwischen Peroxidzahl und konjugierten Dienen
berechnet werden (r2 =0,189; p > 0,05).
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Abbildung 32: Korrelationsanalyse mit den Parametern Peroxidzahl und konjugierte Diene von
bestrahltem Sojadl (A) und Palmél (B) mit ansteigendem Kopfvolumen. Der
Korrelationskoeffizient nach Pearson wurde mit den prozentuellen Werten berechnet. n =44
(A), n = 36 (B), getestet wurde zum 5%-Niveau

5.2.4 Bestimmung freier Radikale in Speisedl mittels ESR
In der vorliegenden Studie wurde die Semiquantifizierung von Radikalen mit der ESR-
Methode unter Einsatz des Spin-Traps PBN durchgefiihrt. Wie bereits erwéhnt, hat
dieses Spin-Trap-Reagenz selbst antioxidative Eigenschaften, weshalb fir diese
Messungen ein eigener Ansatz von jeweils einer Soja- und Palmoélflasche mit und ohne
Retinylpalmitat erforderlich war. Da bei diesem Versuchsansatz aus Kostengrinden
nur jeweils ein Replikat vorlag, konnte keine statistische Auswertung erfolgen. Diese
Ergebnisse hatten den Zweck, einen Hinweis auf die Veranderung der Ole hinsichtlich

des oxidativen Status zu geben.

Mittels ESR wurden die PBN-Addukte Uber einen Zeitraum von 84 Tagen aus Soja-
und Palmél mit ansteigendem Kopfvolumen gemessen. Der stetige Anstieg dieser
PBN-Addukte wird fur Soja- und Palmél in Abbildung 33 dargestellt. An den ersten
beiden Messtagen (Tag 1 und 3) konnten keine PBN-Addukte erfasst werden, ab Tag 7
befanden sich die Werte bereits Uber dem Detektionslimit. Sowohl bei Soja- als auch
bei Palmol kann kein Unterschied zwischen dem Ol mit und ohne Retinylpalmitat
festgestellt werden. Der maximale Wert des PBN-Adduktes von Palmdl mit
Retinylpalmitat liegt mit 21,6 % Uber dem maximalen Wert von Sojaél. Die maximalen
Werte der PBN-Addukte fur Palm- und Sojadl ohne Retinylpalmitat liegen bei
1103 524 a.u. und 799 532 a. u.
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Abbildung 33: Intensitat des PBN-Adduktes [10000 a.u.] fur Sojadl (A) und Palmél (B) tber
einen Zeitraum von 84 Tagen,n=1

525 Korrelation von Intensitat des PBN-Adduktes und
Luftsauerstoff

Ziel der Korrelationsanalyse war, den Zusammenhang zwischen Luftsauerstoffgehalt
und der Intensitdt des PBN-Adduktes in Speisedl in PET-Flaschen herauszufinden.
Dazu wurde eine Korrelationsanalyse mit den Parametern Luftsauerstoffgehalt und
Intensitdét des PBN-Adduktes durchgefuhrt. Das Ergebnis der Berechnung des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson ergab fir Sojaél mit RP (r*= 0,976; p < 0,05)
und ohne RP (r’=0,975; p <0,05) eine positive Korrelation (Abb. 35 A+B). Zur
gleichen Aussage kam auch die Korrelationsanalyse mit Palmél. Sowohl in
Anwesenheit (> = 0,984; p < 0,05) als auch in Abwesenheit von RP (r?=0,982;
p <0,05) bestand ein signifikant positiver Zusammenhang zwischen dem
Luftsauerstoffgehalt und der Intensitat des PBN-Adduktes (Abb. 34 C und D).



Ergebnisse 57

100

100

A e 0,9760]
p<0,05

[o2] @
o o
[ 10000 a.u.]

[ 10000 a.u.]
N
o

Intensitat des PBN-Addukt
N
o

Intensitat des PBN-Addukt

o
L

0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Sauerstoffgehalt [mL] Sauerstoffgehalt [mL]

[
N
o
=
o
o

C  r=o09840 B r=o09750
p <0,050 4 p <0,050

[
o
o

@

o

@
o
L
(2]
o

B (o2}
o o
L L

[10000 a.u.]
[10000 a.u.]
ey
o

N
o

Intensitdt des PBN-Addukt
N
o

Intensitat des PBN-Addukt

o
L
o

0 10 20 30 40 50 60 70 0 10 20 30 40 50 60 70
Sauerstoffgehalt [mL] Sauerstoffgehalt [mL]

Abbildung 34: Korrelationsanalyse mit den Parametern Luftsauerstoffgehalt [mL] und Intensitat
des PBN-Adduktes [a.u.] fur Sojaél mit (A) und ohne Retinylpalmitat (B) und fur Palmél mit (C)
und ohne Retinylpalmitat (D). n =9 (A, C, D), n = 8 (B), getestet wurde zum 5%-Niveau

5.3 Retinol und Tocopherole in Sojadl

5.3.1 Einfluss des oxidativen Status auf den Retinolgehalt in Sojadl

Sojadl wurde bei Erreichen einer Peroxidzahl von 12,4+0,41 mAq O./kg Fett mit 60 I.E.
Retinylpalmitat/g Ol angereichert. Nach der Verseifung und Extraktion des Oles wurde
die quantitative Bestimmung von Retinol mittels HPLC-UV durchgefiihrt. Um die
Stabilitdt von Retinylpalmitat in Sojadl zu messen, wurden drei Messtage gewahlt. Der
Ausgangsgehalt von Retinol lag bei 39,4+3,63 pg/mL (100£0,00 %). Achtundzwanzig
Tage spater betrug diese Konzentration 37,8+4,36 ug/mL (96,9+19,2 % des
Ausgangswertes), was einer Abnahme von 3,09+19,2 % entsprach. Neunundvierzig
Tage nach der Zugabe von Retinylpalmitat betrug der Gehalt 23,5+8,38 pg/mL
(64,0+27,5 % des Ausgangswertes), das einen signifikanten Verlust an Retinol
bedeutete. Die Abnahme von Tag 21 bis Tag 70 war 36,0+27,5 % (Abb. 35).
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Abbildung 35: Retinolgehalt [ug/mL] in mit sichtbarem Licht bestrahlten Sojaél an Tag 21, 49
und 70, n = 3, t-Test, p < 0,05

5.3.2 Einfluss des oxidativen Status auf den Tocopherolgehalt in
Sojadl

Der Gehalt an a-, y- und d-Tocopherol in Sojadl, welches durch Luftsauerstoffeinfluss
stark oxidierte, wurde mit der HPLC-UV gemessen. Die Ergebnisse der
Gesamttocopherole aller Messzeitpunkte werden in Tabelle 6 dargestellt. Abbildung 36
zeigt die Entwicklung der Gehalte der einzelnen Tocopherole von Tag 1 bis Tag 84.
Jedes Tocopherol nahm ab Tag 21 signifikant gegeniuber Tag 1 ab. Die
darauffolgenden Messzeitpunkte unterschieden sich nicht mehr signifikanter
voneinander. Am grof3ten war der Verlust an y-Tocopherol zwischen Tag 1 und 21 mit
94,7421,2 uyg/mL, wodurch die Abnahme an Gesamttocopherolen mafRgeblich
beeinflusst wurde. Die prozentuelle Abnahme der Gesamttocopherole vom Studienstart
bis zum Studienende betrug 32,4+0,81 %.
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Tabelle 6: Gehalt an a-, y- ,6-Tocopherol [ug/mL] und Gesamttocopherolen [ug/mL] bzw. [%] in
Sojadl

Tag 1 Tag 21 Tag 49 Tag 70 Tag 84

Gesamttocopherole 704+23,4 540+3,60 517+5,66 501+10.8 489+5,83
[mg/mL]

Gesamttocopherole [%] 100+0,00 76,7+2,59 71,5+0,78 69,3+1,50 67,6+0,81
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Abbildung 36: Gehalt an a-, y-, d-Tocopherol [ug/mL] in Sojadl, n = 3, Kleinbuchstaben weisen
auf signifikanten Unterschied innerhalb der Tocopherolisomere hin (ANOVA), p < 0,05

5.3.2.1 Korrelation von Retinol mit Peroxidzahl und konjugierten Dienen in
Sojadl abgefillt in Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen

Um den Zusammenhang zwischen beschleunigter Lipidoxidation, dargelegt anhand der
Indikatoren Peroxidzahl und konjugierte Diene, und dem Retinolgehalt in Sojaél zu
ermitteln, wurde eine Korrelationsanalyse durchgefiihrt und der Korrelationskoeffizient
nach Pearson berechnet. Zwischen der Peroxidzahl und dem Retinolgehalt besteht ein
negativer Zusammenhang (r*= 0,937; p < 0,05). Die Korrelation zwischen dem Gehalt
an konjugierten Dienen und dem Retinolgehalt war ebenfalls negativ (r*= 0,982;
p < 0,05).
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5.3.2.2 Korrelation des Gesamttocopherolgehaltes mit konjugierten Dienen und
Peroxidzahl in Sojadl abgefillt in Flaschen mit ansteigendem
Kopfvolumen

Ein weiteres Ziel dieser Studie war, den Zusammenhang zwischen der Entwicklung
des Tocopherolgehaltes und des Oxidationsstatus des Oles zu untersuchen. Die
Korrelationsanalyse erfolgte mit den Parametern Gesamttocopherolgehalt und
Peroxidzahl bzw. konjugierten Dienen. Nach Berechnung des Korrelationskoeffizienten
mit den prozentuellen Werten nach Pearson ergab sich eine negative Korrelation
zwischen dem Gesamttocopherolgehalt und der Peroxidzahl (r?= 0,860; p < 0,05) bzw.
den konjugierten Dienen (r>= 0,674; p < 0,05) (Abb. 37).
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Abbildung 37: Korrelationsanalyse mit den Parametern Gesamttocopherolgehalt und
Peroxidzahl (A), sowie Gesamttocopherolgehalt und konjugierte Diene (B). Der

Korrelationskoeffizient nach Pearson wurde mit den Prozentwerten berechnet. n = 15; getestet
wurde zum 5%-Niveau
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6 DISKUSSION

In der hier vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Bestrahlung mit Licht im
sichtbarem Bereich und Luftsauerstoff auf Palm- und Soja6l untersucht, die sich
mafgeblich durch ihre Fettsdurezusammensetzung voneinander unterscheiden. Es
wurde erwartet, dass Palmdl mit einem geringen Anteil von 9,9 % an PUFAs stabiler
gegeniber Lipidoxidation ist und der hohe Anteil mehrfach ungesattigter Fettsauren
von 68 % in Sojadl dazu fihrt, dass es durch Einflussfaktoren wie Licht und
Luftsauerstoff schneller oxidiert. Ein entscheidender Faktor von Sojadl ist der hohe
Anteil an der mehrfach ungesattigten Fettsaure Linolenséaure mit 13 % [Clemente und
Cahoon, 2009]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass geringe Konzentrationen an
Linolensaurehydroperoxiden die Oxidation der Linolsaure, welche die dominierende
Fettsdure in Sojadl ist, katalysieren und so die Produktion von Hydroperoxiden
wahrend langerer Lagerzeiten fordern [Frankel, 1980; Wanasundara et al., 1994]. Da
zum ersten Mal der Einfluss von Bestrahlung in Form von sichtbarem Sonnenlicht in
Palm- und Sojadl mit Anreicherung von Retinylpalmitat untersucht wurde, fehlen
vergleichende Literaturdaten, um Ruckschlisse auf das Verhalten von Palm- und
Sojadl bei Bestrahlung, Dunkellagerung und Lufteinfluss bei Raumtemperatur in An-
und Abwesenheit von Retinylpalmitat zu ziehen.

6.1 Einfluss von Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich auf
den oxidativen Status von Speisedl

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigten, dass es durch Bestrahlung mit
sichtbarem Licht sowohl in Palmdl als auch in Sojadl in Abwesenheit von
Retinylpalmitat anhand der ermittelten Peroxidzahlen zu einem signifikanten Anstieg
der Lipidoxidation kam. Entgegen der Erwartungen kam es nach Bestrahlung bei
Palmol ohne RP zu einem Anstieg der Peroxidzahl um bis zu maximal 398+23,5 %, bei
Sojadl ohne RP hingegen nur um 135+91,5 %.

Pristouri et al. (2010) erfassten ebenso den Einfluss von Licht auf die Lipidoxidation
mittels Peroxidzahl messen. Die Autoren verglichen die Lagerung von Olivendl in
klaren PET-Flaschen, klaren PET-Flaschen mit einem von den Autoren nicht
definierten UV-Blocker und klaren PET-Flaschen mit Aluminiumfolie um den Einfluss
von UV-Licht zu untersuchen. Die Lagerung der Flaschen mit einem Volumen von

500 mL erfolgte bei 22°C in einem 12-h-Rhythmus von Bestrahlung mit natirlichem
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Tageslicht und Dunkellagerung fir 12 Monate. Die Messung der Peroxidzahl wurde
jeden dritten Monat durchgefuhrt.

Tabelle 7: Peroxidzahl in [mAq O,/kg Ol] und [%] von Olivendl in klaren PET-Flaschen, PET-
Flaschen mit UV-Blocker und PET-Flaschen mit Aluminiumfolie Uber einen Zeitraum von 12
Monaten. %-Werte beziehen sich auf die Mittelwerte [Pristouri et al., 2010]

POZ in [mAqg O./kg Ol] und [%)]

Monat PET Kklar PET + UV-Blocker PET + Aluminiumfolie
0 12,9+0,44 100 12,9+0,44 100 12,9+0,44 100
3 14,7+0,5 114 15,5+0,50 120 14,0+0,20 109
6 16,5+0,52 128 17,4+0,20 135 16,3+0,20 126
9 17,5+0,10 136 19,2+0,20 149 17,5+0,10 136
12 22,0+0,31 171 19,2+0,30 149 18,8+0,59 146

Der Ausgangswert fir alle drei Bedingungen lag bei 12,9+0,44 mAq O./kg Ol. Die
Entwicklung der Peroxidzahl stieg bei allen stetig, aber in unterschiedlichem Ausmal3,
an. Bei den Flaschen ohne zusatzlichem UV-Schutz wurde am Studienende der
Maximalwert von 22,0+0,31 mAq O./kg Ol erreicht, gefolgt von 19,2+0,30 mAq O./kg
Ol bei Flaschen mit UV-Blocker und 18,8+0,59 mAq O./kg Ol bei Flaschen mit
Aluminiumfolie, welche somit die starkste Abschirmung bewirkte. Besonders
hervorzuheben ist, dass nach neun Monaten die Peroxidzahl von klaren PET-Flaschen
und klaren PET-Flaschen mit Aluminiumfolie mit ca. 17,5 mAqg O,/kg Ol beinahe ident
war, ohne UV-Schutz aber in den letzten drei Monaten viel starker anstieg [Pristouri et
al., 2010].

Vergleichsweise dazu lagen die Ausgangswerte der hier vorliegenden Studie fiir Sojadl
bei 2,91+0,11 mAqg O,/kg Ol und fur Palmol bei 2,50+1,60 mAq O./kg Ol, welche fur die
grafische Darstellung und weitere Berechnungen jeweils als 100 % angegeben
wurden. Nach der dreimonatigen Bestrahlung mit sichtbarem Licht wurde bei Sojadl mit
RP ein Anstieg der Peroxidzahl um 79 % und bei dunkel gelagertem Sojaél mit RP um
10 % ermittelt. Bei Sojadl ohne RP fiihrte sowohl Bestrahlung als auch Dunkellagerung
zu einer Abnahme der Peroxidzahl. Palmdl ohne RP hatte nach drei Monaten
Bestrahlung mit sichtbarem Licht einen Anstieg der Peroxidzahl von 366 %, dunkel
gelagertes mit und ohne RP 122 % bzw. 119 %. Bei Palmdl, welches mit RP
angereichert worden war, anderte sich die Peroxidzahl auch nach dreimonatiger

Bestrahlung nicht wesentlich (4%). Um einen direkten Vergleich durchfihren zu
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konnen, wurden die gemessenen Mittelwerte von Pristouri et al. (2010) auch in %
umgerechnet (Tabelle 7). Es wurde dadurch deutlich, dass nach dreimonatiger
Bestrahlungszeit die Peroxidzahl von Olivendl um maximal 20 % anstieg.

Diese Ergebnisse geben Anlass zur Vermutung, dass das verwendete Sojadl
gegeniuber Bestrahlung mit sichtbarem Licht oxidativ stabiler war als das verwendete
Palmdl. In Olen mit einem hoéheren Anteil mehrfach ungesattigter Fettsduren zeigte
sich eventuell eine schnellere Weiterreaktion der Peroxide. Die Annahme, dass der
Grad des Lipidoxidationsfortschrittes allein von der Fettsaurezusammensetzung
abhangt, spricht jedoch gegen diese Ergebnisse; denn im Ol befindliche
Fettbegleitstoffe, wie z.B. Antioxidantien, haben auch einen Einfluss. Sojadl wéare mit
18,0 % einfach und 63,0 % mehrfach ungesattigten Fettsduren [Clemente und Cahoon,
2009] am oxidationsanfalligsten, gefolgt von Olivendl mit 76,3 % und 7,3 % [Silva et al.,
2010]. Palmél hat im Vergleich dazu nur 38,9 % einfach und 9,9 % mehrfach
ungesattigte Fettsduren und ware damit am stabilsten [Van Niekerk und Burger, 1985;
Yoshida et al.,, 1990; Kamal-Eldin und Andersson, 1997]. Dass Olivendl gegeniber
Bestrahlung scheinbar stabiler war als Soja6l, kann auf die unterschiedlichen
Lichtquellen von zuriickgefuhrt werden. Wéahrend Olivendl von Pristouri et al. (2010)
natiirichem Tageslicht ohne direkter Sonneneinstrahlung ausgesetzt wurde, welches
den Ergebnissen zufolge die Lipidoxidation weniger stark beeinflusste, wurden Palm-
und Sojadl in der hier beschriebenen Studie mit einer kontrollierten Lichtquelle, die das
Sonnenlicht im sichtbaren Bereich nachahmt, bestrahlt.

Da die Studie von Chung et al. (2004) bei héherer Temperatur als bei der hier
dargelegten Studie durchgefiihrt wurde, zeigte sich der Einfluss der Bestrahlung noch
starker [Chung et al., 2004]. Dem Studiendesign zufolge untersuchten die Autoren
Sojadl, welches bei 55°C fur 96 Stunden im Dunkeln gelagert oder fir 24 Stunden
bestrahlt wurde, hinsichtlich Luftsauerstoffaufnahme aus dem Kopfraum und
Peroxidzahl. Die Ermittlung des Luftsauerstoffkopfraumvolumens erfolgte durch
Injektion von 100 pl Kopfraumgas und anschlieRender Berechnung des gesamten

Kopfraumvolumens [Chung et al., 2004].
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Tabelle 8: Peroxidzahl [mAq Oy/kg OI] und Luftsauerstoffaufnahme [pumol] von Sojadl, das bei
55°C gelagert wurde [Chung et al., 2004]

POZ [mAq O./kg Ol] Luftsauerstoffaufnahme [umol]
Lagerzeit (h) bestrahlt dunkel bestrahlt dunkel
0,00 0,00 0,00 0,00
24 13,4 1,8 54,6 7,66
72 - 15,2 -
96 - 13,2 - 68,6

Die Ergebnisse von Chung et al. (2004) zeigten, dass bei bestrahlten Proben die
Luftsauerstoffaufnahme aus dem Kopfraum stark anstieg und nach 24 Stunden bei
54,6 umol lag, bei dunkel gelagerten jedoch nur bei 7,66 umol. Nach 96 Stunden im
Dunkeln erreichte die Luftsauerstoffaufnahme aus dem Kopfraum mit 68,6 pmol ihren
Maximalwert. Die Peroxidzahl von Sojadl im Dunkeln betrug nach 24 Stunden 1,8 mAq
O,/kg Ol, nach 72 Stunden 15,2 mAq O./kg Ol und nahm nach 96 Stunden auf
13,2 mAg Oy/kg Ol ab. Bei bestrahltem Sojadl erreichte die Peroxidzahl nach 24
Stunden den héchsten Wert mit 13,4 mAq O./kg Ol, wie in Tabelle 8 dargestellt wird
[Chung et al., 2004]. Diese Ergebnisse von Chung et al. (2004) gaben zu erkennen,
dass durch Bestrahlung der Luftsauerstoff im Kopfraum der Flasche im Laufe der Zeit
stetig abnahm und dadurch die Lipidoxidation schneller fortschritt als bei dunkel
gelagerten Proben [Chung et al., 2004]. Auch in der hier vorliegenden Studie wurde
eine oxidationsfordernde Wirkung der Bestrahlung bei Palm- und Sojadl ohne RP

gemessen.

Die photometrischen Messungen der konjugierten Diene in der hier vorliegenden
Studie ergaben, dass Bestrahlung von Palm- und Sojadl in Flaschen mit konstantem
Kopfvolumen keinen signifikanten Einfluss auf diesen Indikator der Lipidoxidation hat.
Die Ermittlung der Peroxidzahl zeigte jedoch einen signifikanten Anstieg der
Lipidoxidation. Dies deutet daraufhin, dass die Bestimmung der Peroxidzahl im
Vergleich zu der der konjugierten Diene zur Beurteilung des Fortschrittes der
Lipidperoxidation sensitiver ist. Farhoosh et al. (2012) erkannten jedoch, dass die

Bestimmung der konjugierten Diene eine schnelle Methode darstellte, die die
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Ergebnisse der Peroxidzahlbestimmung bei Olivendl zuséatzlich unterstitzte [Farhoosh
et al., 2012]. Sie untersuchten die oxidative Entwicklung von Olivenél Uber 12 Stunden
bei 180°C durch Ermittlung der Peroxidzahl und der konjugierten Diene und konnten im
Gegensatz zur hier vorliegenden Studie mit beiden Methoden den Fortschritt der
Lipidoxidation messen [Farhoosh et al. 2012].

Im Vergleich zur hier vorliegenden Studie wurden in der Studie von Chung et al. (2004)
mit 55°C eine héhere Temperatur und Messzeitpunkte im Stundenbereich gewahlt. Der
Wert der konjugierten Diene von bestrahlten Proben lag nach 24 Stunden bei 0,239 %
und von dunkel gelagerten bei 0,042 %. Nach 96 Stunden kam es im Dunkeln zu
einem Anstieg auf 0,227 %. Bei beiden Lagerungen kam es zu einer kontinuierlichen
Steigerung der konjugierten Diene, bei bestrahlten Proben erfolgte dieser aber viel
steiler, wodurch der Einfluss von Bestrahlung gezeigt werden konnte. Es zeigte sich,
dass durch diese Studienbedingungen und zusatzlicher Bestrahlung die konjugierten
Diene kontinuierlich zunahmen [Chung et al., 2004]. In der Studie von Chung et al.

(2004) wurden jedoch keine Angaben zur statistischen Signifikanz angegeben.

Die Ergebnisse der Ermittlung der Peroxidzahl von Palmél in der vorliegenden Studie
ergaben, dass es mit Zunahme der Lagerungszeit auch bei dunkel gelagerten
Flaschen zu einem Anstieg der primaren Lipidoxidationsprodukte kam. Eine Studie von
Tawfik und Huyghebaert (1999) zeigte ebenso, dass es durch Lagerung im Dunkeln
zur Oxidation von Ol und damit zu einem Anstieg der Peroxidzahl kam [Tawfik und
Huyghebaert, 1999]. Der Lagerversuch wurde mit raffiniertem Palm- und
Sonnenblumendl in PET-Flaschen fur 60 Tage bei 24°C im Dunkeln durchgefihrt.
Nach Offnung der Flaschen fir die Probenahme und der Messung der Peroxidzahl
wurden diese vom Lagerversuch ausgeschlossen, um den Einfluss von Luftsauerstoff
und Temperaturschwankungen auszuschlieBen. Zur Beurteilung des oxidativen Status
ermittelten die Autoren die Peroxidzahl zu Studienbeginn, nach 20 und 60 Tagen
[Tawfik und Huyghebaert, 1999].
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Tabelle 9: Peroxidzahl von dunkel gelagertem Sonnenblumen- und Palmél [Tawfik und
Huyghebaert, 1999], Soja- und Palmél in [mAq O./kg Ol] und [%].

Peroxidzahl in [mAq O./kg OI] und [%]

Sonnen- Palmol
blumendl [Tawfik und T o )
Tag  [Tawfik und Huyghebaert, ' 29 Sojadl Palmol
Huyghebaert, 1999]
1999]
1 14,88 100% 0,56 100 % 1 3,98+0,01 100% 1,98+0,02 100 %

21 16,00 108% 0,76 136 % 28 5,84+0,19 146% 2,98+0,16 151 %

61 2600 175% 1,72 307 % 63 2,19+0,28 55% 3,06+0,20 155%

Um eine bessere Vergleichbarkeit der Studienergebnisse zu gewahrleisten, wurden die
Resultate der Peroxidzahlbestimmungen von Tawfik und Huyghebaert (1999) in
Prozentzahlen umgerechnet (Tabelle 9). Der Ausgangswert flir Sonnenblumendl lag
mit 14,88 mAqg O,/kg Ol (100%) schon sehr hoch, steigerte sich nach 20 Tagen auf
16,00 mAq O./kg Ol (108 %) und nach 60 Tagen auf 26,0 mAq O./kg Ol (175 %). Bei
Palmol ergab die Messung der Peroxidzahl anfangs 0,56 mAqg O,/kg Ol (100 %), am
Tag 20 0,76 mAq O,/kg Ol (136 %) und am Ende 1,72 mAq O./kg Ol (307 %) [Tawfik
und Huyghebaert, 1999]. Es konnte somit auch gezeigt werden, dass der Anstieg der
Peroxidzahl in Palmdl starker war als in  Sonnenblumendl, das auf die
Fettsdurezusammensetzung zuriickzufuhren war. Im Vergleich dazu zeigten die
Ergebnisse der hier vorliegenden Studie, dass auch bei Palmdl nach 63 Tagen
Lagerung im Dunkeln die Peroxidzahl auf 155 % angestiegen war. Bei Sojaél hingegen
wurde nach 28 Tagen ein Anstieg um 46 % verzeichnet, gefolgt von einer Abnahme
auf 55 %. Dies weist daraufhin, dass diese instabilen Hydroperoxide, welche mit der
Peroxidzahl gemessen werden, weiter abgebaut werden und im Ol weiter reagieren.
Das hier verwendete Sojadl kénnte jedoch auch aufgrund des hohen Gehaltes an
antioxidativ wirksamen Tocopherolen [Silva et al., 2010] stabiler gegentber oxidative

Einflisse sein als das in dieser Studie verwendete Palmal.

In der hier vorliegenden Studie zeigte sich, dass Bestrahlung von Sojadl zu einem
tendenziell héheren Anstieg der Peroxidzahl fihrte als Bestrahlung von Palmdl. Dies
wird vor allem durch die A AUC der Peroxidzahl ersichtlich. Mittels der A AUC wurde
der zwischen bestrahlten Olen und deren Kontrollen, welche im Dunkeln gelagert
wurden, verglichen. Bei bestrahltem Palmol ohne RP ergab sich fur A AUC ein Wert
von 127+14,7 und bei Sojadl 209+106. Hier konnte gezeigt werden, dass Palmol

aufgrund seiner Fettsdurezusammensetzung vermutlich  stabiler gegentber



Diskussion 67

Bestrahlung ist als Sojadl. Obwohl in der Studie von Roman et al. (2013) mit stark
erhohter Temperatur (100, 120 und 150°C) ein anderer Einflussfaktor auf die
Lipidoxidation untersucht wurde, kénnen die Ergebnisse zum Vergleich herangezogen
werden [Roman et al.,, 2013]. Bei den Studiendlen handelte es sich um zwei
Sonnenblumendle unterschiedlicher Fettsdurezusammensetzung und Raps6l in An-
und Abwesenheit von zugesetztem a-Tocopherol, welche fur 6 Stunden hitzebehandelt
wurden. Es kam zu einem signifikanten, linearen Anstieg der konjugierten Diene und
Hydroperoxide, jedoch beeinflusst von hohen Temperaturen. Bemerkenswert war
jedoch die stetig starke Zunahme konjugierter Diene im Gegensatz zu Hydroperoxiden.
Die Autoren konnten zeigen, dass sich Hydroperoxide zu sekundéren
Oxidationsprodukten wie dem Aldehyd 2,4-Decadienal abbauten, wahrend konjugierte
Diene durch die Oxidation von mehrfach ungesattigten Fettsauren gebildet wurden,
welche die Lipidoxidationskette aufrechterhielten [Roman et al., 2013].

Die soeben erwahnte Studie von Roman et al. (2013) zeigte, dass der Einfluss von
Bestrahlung und zusatzlich erhdhter Temperatur sowohl zu einer Steigerung der
Peroxidzahl als auch der konjugierten Diene fiihrte. Die hier vorliegende Studie wurde
jedoch bei Raumtemperatur (25+1°C) und somit milderen Studienbedingungen
durchgefuhrt. Trotzdem zeigten die Ergebnisse der Bestimmung der Peroxidzahl und
der konjugierten Diene, dass Bestrahlung zu einer Zunahme der
Lipidoxidationsprodukte fuihrte.

In der hier vorliegenden Studie fuhrte die Lagerung von Palmdl mit Retinylpalmitat im
Dunkeln zu einer hoheren Peroxidzahl im Vergleich zu entsprechend behandelten
jedoch mit sichtbarem Licht bestrahlten Olen. Eine Studie von Cecchi et al. (2010),
welche bei Raumtemperatur (20-22°C) durchgefihrt wurde, zeigte auch, dass die
Peroxidzahl bei Lagerung von extra nativem Olivendl in PET-Flaschen im Dunkeln mit
13,4+0,80 mAq O./kg Ol hoher war als bei Lagerung in Anwesenheit von sichtbarem
Licht (9,40+0,50 mAq O./kg Ol). Es wurde vermutet, dass Licht den Grad des Abbaus
von Hydroperoxiden erhdhte und daher niedrigere Peroxidzahlen erreicht wurden
[Cecchi et al., 2010]. Auch die Ergebnisse der konjugierten Diene konnte dieser Effekt

der Bestrahlung unterstrichen werden [Cecchi et al., 2010].

Dass die Peroxidzahl in Palmél aus Dunkellagerung in der hier vorliegenden Studie
héher war als die von bestrahltem Palmél kénnte damit erklart werden, dass dieses

aufgrund seiner halbflissigen Konsistenz sehr schwierig mischbare Palmol
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unterschiedliche Ausgangswerte hatte und somit die nachfolgenden Messergebnisse
stark beeinflusste.

Obwohl die Probenahme und die Ermittlung der Peroxidzahl immer direkt nach der
Bestrahlungszeit erfolgte, konnen zwischen diesen beiden Zeitpunkten Schwankungen
im Bereich von zehn Minuten liegen. Aus der Literatur ist nicht bekannt, ob und
welchen Einfluss die Zeitspanne zwischen Bestrahlungsende und Messung auf die
Ergebnisse der Peroxidzahl haben.

6.2 Einfluss von Luftsauerstoff und Bestrahlung mit Licht im
sichtbarem Bereich auf den oxidativen Status von Speisedl

Bei der im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Studie wurde neben
der Bestrahlung auch der Einfluss des ansteigenden Kopfvolumens und dem damit
verbundenen Luftsauerstoff berlcksichtigt. Es zeigte sich in beiden Studiendlen bei
ansteigendem Kopfvolumen Uber den Studienverlauf eine signifikante Zunahme der
Peroxidzahl im Vergleich zum Studienstart und ein signifikanter Unterschied zu den
Flaschen mit konstantem Kopfvolumen. Hinsichtlich der konjugierten Diene wurde bei
Sojadl ein signifikanter Unterschied (p < 0,001) zwischen Flaschen mit ansteigendem
Kopfvolumen und Flaschen mit konstantem Kopfvolumen gemessen, womit der
Einfluss von Luftsauerstoff auf die Lipidoxidation gezeigt werden konnte. Im Vergleich
dazu fuhrte die Ermittlung der konjugierten Diene von Palmél zu keinem signifikanten
Unterschied (p > 0,05). Dies lasst sich damit erklaren, dass Palmdl aufgrund seiner
Fettsdurezusammensetzung oxidativ stabiler ist. Denn je hoher der Grad an
ungesattigte Fettsduren in einem Ol ist, desto empfindlicher ist das Ol gegeniber
Lipidoxidation [Schaich et al., 2013; Roman et al., 2013]. Wanasundara et al. (1994)
untersuchten Raps- und Sojaél wahrend eines 30-tagigen Lagerversuchs bei 65°C im
Dunkeln. Sie zeigten, dass bei Sojadl in den ersten 15 Tagen eine geringere Zunahme
der konjugierten Diene erreicht wurde als bei Rapsol. In der zweiten Studienhalfte kam
es aber bei Sojadl zu einem steileren Anstieg als bei Rapsdl [Wanasundara et al.,
1994]. Die anfanglich héheren Werte von Rapsol wahrend der initialen Phase sind
vermutlich auf den hoheren Gehalt an Linolenséuren, welche zwei innere allylische
Methylengruppen besitzen, die die Basis fir die Bildung konjugierter Diene sind,
zurickzufuhren [Frankel, 1980; Wanasundara et al.,, 1994]. Dass die Werte der
konjugierten Diene von Sojadl gegentiber Raps6l in den letzten 15 Tagen hoher waren,

kénnte daran gelegen haben, dass die Verschiebung der Doppelbindungen der
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Linolensaure zu konjugierten Dienen beendet war [Liu und White, 1992; Wanasundara
et al., 1994].

Auch Pristouri et al. (2010) beschrieben den grof3en Einfluss des Kopfvolumens auf
den oxidativen Status in Ol [Pristouri et al., 2010]. In deren Studie wurde der Einfluss
des Kopfvolumens mit Olivendl in klaren 1L-PET-Flaschen untersucht. Die Flaschen
wurden fur 12 Monate bei 22°C im Dunkeln gelagert. Bei jedem der funf
Messzeitpunkte, welche alle drei Monate stattfanden, wurden Peroxidzahl und
konjugierte Diene gemessen. Zu Studienbeginn und nach drei Monaten blieb das
Kopfvolumen konstant. Ab sechs Monaten wurden an jedem Messtag jeweils 200 mL
Olivendl entfernt, wodurch nach 12 Monaten ein Kopfvolumen von 600 mL entstand.
Der Verlauf der Peroxidzahl zeigte, dass sich der oxidative Status zwischen
Studienstart (12,9+0,44 mAqg O,/kg), nach drei Monaten (15,6+0,20 mAq O./kg) und
sechs Monaten (18,5+0,22 mAq O,/kg) nicht so stark veranderte, wie zwischen dem
ersten und dem zweiten Messtag. Nach neun Monaten betrug die Peroxidzahl
32,2+0,20 mAg O/kg, am Ende der Studie 37,3+0,50 mAq O./kg Ol. Im Gegensatz zur
Peroxidzahl kam es bei konjugierten Dienen in den ersten 6 Monaten zur starksten
Veranderung. Bei Studienstart betrug der Wert 2,25+0,05, nach 3 Monaten 2,50+0,20
und nach 6 Monaten 3,14+0,10. In den darauffolgenden 6 Monaten, in denen es zur
Zunahme des Kopfvolumens kam, anderte sich der Wert der konjugierten Diene nur
mehr auf 3,26+0,10 [Pristouri et al., 2010].

Da es in der aktuellen 84-tagigen Studie mit Palm- und Sojadl nach Zunahme des
Kopfvolumens zum starksten Anstieg der Peroxidzahl kam, kann ein Einfluss des
Kopfvolumens und die damit verbundene hohe Konzentration an Luftsauerstoff
postuliert werden. Auch in der Studie von Pristouri et al. (2010) nahm die Qualitat des
Olivendls, gemessen anhand der Peroxidzahl, mit Zunahme des Kopfvolumens
drastisch ab [Pristouri et al., 2010]. Es muss jedoch angemerkt werden, dass in der
Studie von Pristouri et al. (2010) Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen im Dunkeln
gelagert wurden und somit deren Resultate mit den hier vorliegenden
Studienergebnissen nicht direkt verglichen werden kénnen.

Die Detektion der oxidativen Veranderung von Sojadl durch Luft und Licht waren Teil
des Studienziels von Naz et al. (2005). Im Lagerungsversuch dieser Autoren wurden
250 mL raffiniertes Sojadl in bernsteinfarbenen Glasflaschen mit einem Volumen von
500 mL mit einer Oberflache von 44 cm? gefiillt und in unverschlossenem Zustand fiir
30 Tage bei 30°C im Dunkeln gelagert. Die Lagerung dieser Olproben erfolgte in einer

unverschlossenen belifteten Kammer mit Glasfenstern. Um den Faktor Licht
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einzubeziehen, waren die Proben dem Tageslicht fir 10-12 h ausgesetzt. Die
Bestimmung der Peroxidzahl erfolgte fur beide Einflussfaktoren nach 1, 5, 10, 15, 20,
25 und 30 Tagen. Es zeigte sich, dass der starkste Anstieg der Peroxidzahl bei
Lagerung unter Licht- und Lufteinfluss war und sich signifikant von der Lagerbedingung
mit Lufteinfluss ohne Beleuchtung unterschied (p <0,01) [Naz et al.,, 2005]. Die
Ergebnisse von Naz et al. (2005) kénnen aufgrund des ahnlichen Studiendesigns mit
denen in der hier vorliegenden Studie gut verglichen werden und bestatigten, dass die
Lagerung von raffiniertem Sojadl unter Einfluss von Licht und Luft zu einem
signifikanten Anstieg der Peroxidzahl fuhrte.

In einer 13-monatigen Studie wurde der Einfluss von Luft in nativem Olivendl, welches
in 300-mL-PET-Flaschen abgefullt war, untersucht [Cecchi et al., 2010]. Alle Flaschen
lagerten bei Raumtemperatur (20-22°C) im Dunkeln, ein Teil der Flaschen enthielt
zusatzlich den Luftsauerstofffanger Amosorb®, der die Permeation von Sauerstoff in
und CO, aus der Flasche verhindern soll. Die Analyse des Ols erfolgte bei Studienstart
und nach 1, 2, 4 und 13 Monaten Lagerzeit. Bei Gegenuberstellung der Peroxidzahlen
zeigte sich, dass die Messwerte von Ol in Flaschen ohne Luftsauerstoffabsorber hoher
waren im Vergleich zu den PET-Flaschen mit dem Luftsauerstoffabsorber. Der
Ausgangswert fir beide Flaschen lag bei 10,1+0,00 mAqg Oy/kg Ol. Der Peroxidwert
ohne Sauerstofffanger betrug am Studienende 13,4+0,80 mAq O,/kg Ol und mit
Sauerstoffabsorber 10,1+2,40 mAq O,/kg Ol. Besonders auffallend war jedoch, dass es
zu einem anfanglichen Anstieg, gefolgt von einem Abfall und nach 4 Monaten wieder
zu einer Steigerung der Peroxidzahl kam. Diese Erkenntnisse weisen darauf hin, dass
PET in den ersten Stadien der Oxidation mehr Hydroperoxide absorbiert als durch die
Oxidation ungesattigter Fettsauren gebildet werden, und somit den Peroxidwert
senken. Auch bei spektrophotometrischer Ermittlung der konjugierten Diene konnte
gemessen werden, dass es zu einem anfanglichen Anstieg, gefolgt von einem Abfall
und einem anschlieBenden Anstieg kam [Cecchi et al., 2010]. Cecchi et al. (2010)
stellten auRBerdem fest, dass sowohl die Ergebnisse der Peroxidzahlbestimmungen als
auch die der konjugierten Diene fir einen schitzenden Einfluss des
Luftsauerstoffscavengers sprechen [Cecchi et al., 2010]. Der soeben genannte Einfluss
des Flaschenmaterials kénnte somit einen Beitrag zu Erklarung der Schwankungen der
konjugierten Diene und Peroxidzahlen in PET-Flaschen mit konstantem und

ansteigenden Kopfvolumen in der hier vorliegenden Studie leisten.
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Die Korrelationsanalyse zwischen Peroxidzahl und konjugierten Dienen in bestrahlten
Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen ergab in der hier vorliegenden Studie in
Palmél keinen Zusammenhang (r*= 0,189; p > 0,05), in Sojadl jedoch einen positiven
Zusammenhang (r*= 0,941; p < 0,05). Der Grund lag darin, dass es bei Sojadl bei
beiden Oxidationsparametern zu einem stetigen Anstieg kam. Bei Palmol jedoch
konnte dieser Anstieg nur bei Ermittlung der Peroxidzahl, nicht aber nach Detektion der
konjugierten Diene gezeigt werden. Eine Erklarung, warum es bei Palmdl zu keiner
Korrelation  zwischen den Parametern kam, liegt vermutlich in der
Fettsaurezusammensetzung von Palmél und der damit verbundenen héheren Stabilitat
des Oles [Frankel et al., 1980].

Das Ergebnis der Oxidationsstudie von Farhoosh et al. (2012) unterstiitzte die
Untersuchungsergebnisse in der hier vorliegenden Arbeit von Sojaél (r*=0,998).
Hierzu wurden elf verschiedene Olivendle bei 180°C fur 16 Stunden im Dunkeln erhitzt
[Farhoosh et al., 2012]. Auch Wanasundara et al. (1994) konnten zeigen, dass sowohl
die Bestimmung der Peroxidzahl und die der konjugierten Diene geeignete Parameter
zur Erfassung primérer und initialen Oxidationsprodukte der Lipidoxidation war. Die
Autoren untersuchten Raps- und Sojadl Uber einen Zeitraum von 30 Tagen bei 65°C
und erhielten Korrelationskoeffizienten von 0,997 fur Raps6l und 0,989 fir Sojadl
[Wanasundara et al. 1994]. Die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit und aus der
Literatur zeigten, dass die beiden Oxidationsmarker gut zu vergleichen sind.

In der hier vorliegenden Studie wurde zum ersten Mal ein starkerer Einfluss der
Kombination aus Luftsauerstoff und Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich im
Vergleich zu Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich allein beobachtet. Es fehlen
derzeit jedoch vergleichende Studien, die beide Einflussfaktoren gleichzeitig bei den
gleichen Studienbedingungen untersucht haben. Dadurch konnten nur Teilergebnisse

gegenubergestellt werden.

Neben der Ermittlung der Peroxidzahl und der konjugierten Diene in Flaschen mit
ansteigendem Kopfvolumen wurden erstmals freie Radikale mittels ESR in Palm- und
Sojadl unter Einfluss von Licht im sichtbarem Bereich und Luftsauerstoff mit und ohne
RP bestimmt. Es wurde ein linearer Anstieg der Intensitat des PBN-Adduktes (n = 1)
und damit ein stetiger Fortschritt der Lipidoxidation in beiden Olen detektiert. Entgegen

der Ergebnisse von Peroxidzahl und konjugierten Dienen fiihrte der Einfluss von
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Bestrahlung und Luftsauerstoff in Palmdl mit PBN als Spintrap zu héheren Werten der
PBN-Adduktbildung als in Sojadl mit PBN. Dies wurde bedeuten, dass Palmol stabiler
gegeniber Lipidoxidation war als Sojadl. Dafir spricht, dass weniger antioxidativ
wirksame Tocopherole in Palmdl enthalten sind, welche der Bildung freier Radikale in
Speisedlen entgegen wirken. Dementgegen spricht jedoch die
Fettsdurezusammensetzung, welche Palmdl stabiler gegen Oxidation macht als Sojadl.
Es scheint des Weiteren, als wirde es durch den Einfluss von Bestrahlung mit Licht im
sichtbaren Bereich und Luftsauerstoff zu einem von Retinylpalmitat unabhangigen
Anstieg des PBN-Adduktes kommen. Aufgrund der Tatsache, dass fur diese
Messungen nur Ergebnisse eines Replikates vorliegen und keine statistische Analyse
mdoglich war, dienten diese nur bedingt zur Ermittlung des oxidativen Status von
Speisedl. Wenn auch die Datenlage zu dinn war, um statistisch abgesicherte
Ergebnisse zu erhalten und Unterschiede hinsichtlich der beiden Studienéle zu
erfassen, konnten die ESR-Ergebnisse der hier durchgeflhrten Studie zeigen, dass mit
Zunahme des Luftsauerstoffvolumens im Kopfraum der Flasche und der
Bestrahlungszeit die Lipidoxidation stetig anstieg. Es konnte ein Zusammenhang
zwischen Intensitdt des PBN-Adduktes und des Luftsauerstoffvolumens festgestellt
werden. Auch hier muss daraufhin gewiesen werden, dass die Berechnungen der
Korrelationen mit einem Stichprobenumfang von eins durchgefuhrt wurden.

In der Studie von Velasco et al. (2005) wurden Rapsol, Sojadl und Fischél wahrend
einer Lagerzeit von 70 Tagen bei 40°C im Dunkeln beziglich ihres oxidativen Status
untersucht. Zu Beginn der Studie wurde dem Ol unter Rihren bei Raumtemperatur
PBN mit einer Konzentration von 1 mg/g (5,64 mmol/kg Ol) als Spintrap zugegeben.
Die Quantifizierung der Radikale erfolgte tiber eine externe Kalibriergerade mit einem
stabilen Radikal, TEMPO ((2,2,6,6-Tetramethylpiperidin-1yl)oxyl), das in einem
gesattigten nicht oxidationsanfalligen Ol geldst wurde. Die PBN-Addukte von Rapsol
und Sojadl konnten schon am ersten Tag, bei Fischol erst am zweiten Tag detektiert
werden. Alle drei Proben zeigten anfanglich einen raschen Anstieg der PBN-Addukte,
dem aber eine Phase langsamerer Bildung folgte. Im Gegensatz zu Raps- und Sojadl
konnte bei Fischdl eine Abnahme der Radikalbildung ab Mitte der Studiendauer
gemessen werden. Im Vergleich mit Kontrollproben fuhrte die Anwesenheit von PBN
Zu einer ausgepragten Senkung der Peroxidwerte im Studienverlauf. Die Peroxidzahl
war zusatzlich von der Olart abhangig. Es zeigte sich, je geringer die Olstabilitat
aufgrund der Fettsdurezusammensetzung (Raps6l > Sojadl > Fischdl) war, desto

grolRer war die Peroxidzahl und der Effekt des PBN auf die Peroxidzahl nahm zu. Es
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zeigte sich auRerdem, dass Olproben mit PBN einen signifikanten Effekt auf die
Abnahme von nattrlich enthaltenem Tocopherol hatten. Proben mit PBN erreichten
tber die Studienzeit hinweg hohere Tocopherolkonzentrationen als Kontrollproben
ohne Spintrap [Velasco et al., 2005]. Diese Studienergebnisse bezuglich des Effektes
von PBN auf den oxidativen Status waren der Grund, dass in der hier vorliegenden
Studie fur die Bestimmung der freien Radikale mit ESR ein eigener Versuchsansatz mit
PBN angelegt wurde.

Yi et al. (2011) untersuchten in einer Studie rotes und gelbes Palmdl, welches 1 mg
PBN/g Ol enthielt und bei 60°C im Dunkeln gelagert wurde. Die Ergebnisse der Studie
zeigten ebenso eine stetige Zunahme der Intensitat des PBN-Adduktes mit Zunahme
der Autooxidation innerhalb von 4 Stunden. Rotes Palmél oxidierte schneller als
gelbes, vermutlich weil gelbes einen hdheren Grad der Raffination und damit einen
geringeren Gehalt an Carotinoiden aufweist. Der Gehalt an a-Tocopherol und
Tocotrienolen war in beiden Olen annahernd gleich [Yi et al., 2011].

Die ESR-Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit diskutierten Lagerstabilitatsstudie
mit Sojadl zeigen, dass mit ESR die Detektion der Radikale in den ersten Tagen nicht
moglich war. Auch Papadimitrou et al. (2006) untersuchten mittels ESR die oxidative
Stabilitat von nativem Olivendl bei 70°C. Sie konnten, wie auch in der hier dargelegten
Studie, in der Anfangsphase der Datenerfassung mit ESR keine freien Radikale als
PBN-Addukte aus nativem Olivendl detektieren. Erst mit Zunahme der Inkubationszeit
konnte ein steiler Anstieg des ESR-Signals gemessen werden [Papadimitrou et al.,
2006]. Es existieren mehrere Vermutungen, warum es erst ab einem gewissen
Zeitpunkt zur Detektion der freien Radikale mittels ESR kommt. Ein Grund kénnte sein,
dass die Intensitat des PBN-Adduktes unter dem Detektionslimit lag [Yi et al., 2011]. Es
ist auf3erdem bekannt, dass Spin-Addukte nicht nur mit der Zeit gebildet, sondern auch
abgebaut werden. Liegt das Verhaltnis von Spin-Addukt-Bildung und —abbau auf der
Seite des Abbaus, dann fuhrt das vor allem zu Beginn der Lipidoxidation zu nicht
detektierbaren freien Radikalen. Eine weitere Erklarung héngt mit der oxidativen
Stabilitat des Oles zusammen. Wenn das Ol aufgrund der Fettsaurezusammensetzung
[Papadimitrou et al., 2006], oder der Anwesenheit von Antioxidantien wie zum Beispiel
Tocopherole [Velasco et al., 2004] vor Lipidoxidation geschiitzt ist, kann mit ESR kein
PBN-Addukt gemessen werden. Tatséachlich ist die Sensitivitat von ESR mit ~10™° M
sehr hoch [Mason und Fann, 1998].

Raitio et al. (2012) untersuchten die durch erh6hte Temperatureinwirkung

hervorgerufene Lipidoxidation in Palmdl. Frisches Palmdl (82,0+4,00 a.u.) fihrte zu
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einer signifikant niedrigeren Intensitait des PBN-Adduktes als erhitztes Palmol
(120£13,0 a.u.). Unterstitzend dazu analysierten sie die Fettsdurezusammensetzung
und die Peroxidzahl zu Beginn und am Ende der zwdlfwochigen Studie. Die
Bestimmung der Fettsduren erfolgte als  Fettsduremethylester  mittels
Gaschromatografie. Im Gegensatz zum signifikanten Anstieg des PBN-Adduktes wurde
keine wesentliche Veradnderung der Fettsaurezusammensetzung des Palmdls
gemessen. Die Peroxidzahl betrug bei frischem 0,013+0,000 mAq Oy/kg Ol und bei
erhitztem Palmol 0,033+0,002 mAq O./kg Ol [Raitio et al., 2012].

Auch die Ergebnisse der Ermittlung der verschiedenen Lipidoxidationsmarker der hier
vorliegenden Studie unterstrichen diese Aussage. Wahrend in Flaschen mit
ansteigendem Kopfvolumen die konjugierten Diene keine einheitlich statistisch
signifikanten Ergebnisse lieferten, kam es beziglich Peroxidzahl und Intensitéat des
PBN-Adduktes zu einem deutlichen Anstieg. Ob die Messung der freien Radikale mit
ESR sensitiver als die Bestimmung der Peroxidzahl war, konnte aufgrund der zu

geringen Stichprobenzahl nicht statistisch getestet und bewiesen werden.

Velasco et al. (2004) untersuchten mit ESR 270 min lang die oxidative Stabilitat bei
60°C von Raps- und Sonnenblumendl, welches teilweise mit a-Tocopherol
angereichert war. Die Ole wurden mit PBN in einer Konzentration von 1 mg/g versetzt,
in Aliquoten mit je 1,00+0,05 g in einem heiRen Wasserbad im Dunkeln gelagert und
alle 30 min gemessen. Die Entwicklung der PBN-Spin-Addukte war fir Rapsol am
geringsten, gefolgt von Sonnenblumendl ohne Zusatz von a-Tocopherol. Eine etwas
starkere Bildung von Spin-Addukten konnte bei Raps6l mit 400 ppm a-Tocopherol
festgestellt werden. Mit grollem Abstand am meisten freie Radikale enthielt
Sonnenblumendl mit 100 ppm a-Tocopherol. Bei genauerer Untersuchung der
verschiedenen Konzentrationszugaben von a-Tocopherol stellte sich heraus, dass je
hoher die Konzentration des enthaltenen a-Tocopherols war, desto langsamer war die
Bildung von Spin-Addukten. Bezogen auf die Olspezifitat war Rapsol mit etwa 62 %
einfach und 30 % mehrfach ungesattigten Fettsauren stabiler gegeniber Lipidoxidation
als Sonnenblumendl mit etwa 27 % einfach und 62 % mehrfach ungesattigten
Fettsauren [Velasco et al., 2004]. Dies zeigt wieder, je héher der Anteil an mehrfach
ungeséttigten Fettsauren in einem Ol ist, desto mehr freie Radikale werden gebildet
und die oxidative Stabilitat sinkt. Die Ergebnisse von Velasco et al. (2004) lassen
darauf schlieen, dass der Grad der Spin-Addukt-Bildung nach der Induktionszeit

einerseits von der Fettsdurezusammensetzung der untersuchten Ole, andererseits
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auch von der Konzentration an a-Tocopherol abhing [Velasco et al., 2004]. Das
bedeutete wiederum, dass mit zeit- und oxidationsabhdngiger Abnahme der
Tocopherole die Bildung der PBN-Spin-Addukte starker zunahm und Ol schneller an
Qualitat verlor.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigten, dass es bei Palmdl zu einer
starkeren Entstehung der PBN-Spin-Addukte kam.  Wenngleich die
Fettsdurezusammensetzung dagegen spricht, dass Palmdl weniger oxidativ stabil ist
als Sojadl, konnte die Erklarung im Tocopherolgehalt des Oles liegen. Obwonhl sich der
Vitamin E-Gehalt in rohem Palmél zwischen 600 und 1000 pg/mL bewegt und davon
durchschnittlich 20 % Tocopherole sind [Tan und Oh, 1981; Sabanthamurthi et al.,
2000], gehen durch die Raffination bis zu 69 % verloren [Sabanthamurthi et al., 2000].
Daher kann angenommen werden, dass zu Beginn der hier vorliegenden Studie der
Tocopherolgehalt von Palmdl in einem unbestimmten Ausmal3 geringer war als der von
Sojadl. Der Gesamttocopherolgehalt von Sojadl in der hier vorliegenden Studie lag zu
Beginn bei 704+23,4 ug/mL. Dies bedeutete, dass Sojadl durch den hoheren
Tocopherolgehalt stabiler war und daher weniger PBN-Addukte bildete als Palmél mit
einem niedrigerem Vitamin E-Gehalt. Neben der Fettsdauresammensetzung und dem
Tocopherolgehalt spielen noch weitere Fettbegleitstoffe eine wichtige Rolle beziiglich
der oxidativen Stabilitat eines Oles.

Die Ergebnisse aus der Literatur bezogen sich immer auf die Lagerung von Ol im
Dunkeln im Temperaturbereich von 40 bis 90°C. In der hier vorliegenden Studie waren
Palm- und Sojadl mit und ohne Retinylpalmitat dem Einfluss von sichtbarem Licht und
Luftsauerstoff bei Raumtemperatur ausgesetzt. Trotzdem zeigten die Resultate der hier
fur diese Arbeit durchgefiihrten Studie die gleiche Tendenz der Entstehung von PBN-
Addukten.

6.3 Stabilitat von Vitamin A in Sojadl

Die hier durchgeflihrte Studie ergab, dass die Retinylpalmitatstabilitat in Sojadl in mit
sichtbarem Licht bestrahlten Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen mit
fortschreitender Lipidoxidation signifikant abnahm. Dadurch ergab sich eine negative
Korrelation zwischen dem ansteigenden Peroxidwert und dem abnehmenden
Retinolgehalt (r* = 0,937; p < 0,05). Nachdem bereits oxidiertem Ol mit einer
Peroxidzahl von 12,4+0,41 mAq O,/kg Ol mit 60 I.E. Retinylpalmitat/ g Ol angereichert
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worden war, wurde auch nach 28 Tagen kein signifikanter Abfall gemessen. Wurde das
Ol 49 Tage dem Einfluss von Bestrahlung und Luftsauerstoff ausgesetzt, kam es von
urspriinglichen 39,4+3,63 ug/mL zu einer signifikanten Abnahme auf 23,5+8,38 pg/mL
um 36,0+£27,5 %

Laillou et al. (2012a) hatten &hnliche Studienbedingungen wie in der hier vorliegenden
Studie und erhielten ein sehr &hnliches Ergebnis. Ziel dieser Studie war, den
limitierenden Erfolg der Vitamin A-Anreicherung einer 50:50-Mischung aus Soja- und
Sonnenblumendl mit erhéhter Peroxidzahl zu testen. Das zu untersuchende Pflanzendl
wurde ebenso mit 60 I.LE. RP pro g Ol angereichert. Die Vitamin A-Losung enthielt
neben RP (1000000 I.E./g), Vitamin D (50000 IU/g) und zur Stabilisation als
Antioxidans a-Tocopherol (10 mg/1 000 000 IU/g). Zur Lagerung der Ole wurden PET-
Flaschen mit einem Volumen von einem Liter abgeflllt. Die Temperatur betrug
wahrend der vierwochigen Studie 30+5°C. Die geschlossenen Flaschen wurden
entweder im Halbdunklen in einem Schrank oder in einem Regal, dem Tageslicht
ausgesetzt, gelagert. Die Ermittlung der Vitamin A-Konzentration wurde wéahrend eines
Monats einmal wdchentlich durchgefihrt. Um den Einfluss des Luftsauerstoffes unter
natUrlichen Umstanden, wie sie in der Kiiche vorkommen, miteinzubeziehen, wurden
halbdunkel gelagerte Flaschen zu Studienbeginn und am dritten Tag fur kurze Zeit
geoffnet und nach Entnahme von 300 mL Ol wieder verschlossen. Vor und nach der
Anreicherung wurden die Peroxidzahlen der zwei verschiedenen Olmischungen (A und
B) getestet. Es ergab sich, dass Ol B nach der Anreicherung wesentlich héhere
Ausgangswerte (p < 0,001) mit 6,03+0,01 und 5,81+0,19 mAqg/kg im Vergleich zu Ol A
mit 0,42+0,01 und 0,41+0,01 mAg/kg hatte. Fiur beide Olmischungen, sowohl mit als
auch ohne Anreicherung mit Retinylpalmitat, zeigte der oxidative Status einen
graduellen Anstieg mit fortlaufender Lagerzeit. In Ol B &nderte sich die Peroxidzahl von
6 auf ca. 15 mAg/kg in der ersten Woche, und war in angereichertem Ol signifikant
niedriger als in nicht angereichertem Ol am Tag 6 (14,04+0,23 vs. 14,82+0,14 mAg/kg,
p < 0,05). Bei Ol A lagen die Werte bei ca. 2 an Tag sechs und bei ca. 6 - 8 in
angereichertem und nicht angereichertem Ol nach 30 Tagen, wobei angereichertes Ol
signifikant niedrigere Peroxidwerte (6,18+0,05 und 7,30+0,10 mAg/kg, p < 0,001)
erzielte. Die Ermittlung der Retinolkonzentration ergab, dass 51,7% des
ursprunglichen Retinylpalmitats innerhalb von acht Tagen als Verlust zu verzeichnen
waren. Von Ol A gingen innerhalb derselben Zeit nur 4,2 % des Vitamin A verloren. Bei
Betrachtung aller Ergebnisse und Berechnung der Zusammenhange fiir Ol A ergibt

sich erst nach funf Tagen eine signifikante Korrelation zwischen Peroxidzahl und
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Vitamin A-Verlust. Nachdem das Ol vier Wochen dem Tageslicht ausgesetzt war,
betrug der Vitamin A-Verlust 19,7 % in Ol A und 31,1 % in Ol B (p <0,001). Bei
Lagerung im Halbdunklen war der Verlust in Ol A wesentlich geringer als in Ol B (0,7 %
und 26,1 %, p < 0,001). Bei zusatzlicher Betrachtung des Einflusses von Luftsauerstoff
kam es zu einer Vitamin A-Abnahme von 7,3 % in Ol A und 23,1 % in Ol B (p < 0,001).
Im Halbdunkeln betrug der Verlust von Vitamin A fir die Ole A und B 5,6 % und 11,8%
(p < 0,001). Eine wichtige Erkenntnis dieser Studie von Laillou et al. (2012a) war, dass
die Stabilitat von Retinylpalmitat vom oxidativen Status des Oles abhing [Laillou et al.,
2012a]. Auch in der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass mit Zunahme
des Oxidationsgrades, gemessen an der Peroxidzahl und den konjugierten Dienen, der
Gehalt an Retinylpalmitat in bestrahltem Sojadl in Flaschen mit ansteigendem
Kopfvolumen abnahm. Laillou et al. (2012a) zeigten auf3erdem, dass die Stabilitdt mehr
vom oxidativen Status zu Studienbeginn als von Luftsauerstoff und Licht beeinflusst
wurde. In Olen, welche bei der Anreicherung eine niedrigere Peroxidzahl hatten, war
Retinylpalmitat langer stabil und nahm langsamer ab. Bei Vergleich aller mdglichen
Lagerbedingungen bewirkten Licht- und Luftsauerstoffeinfluss den gréRten Verlust an
Retinylpalmitat in Ol, gefolgt von Licht und zuletzt Luftsauerstoff [Laillou et al., 2012al].
Eine brasilianische Studie von Favaro et al. [1991] zeigte, dass Retinylpalmitat in
Sojadl Uber einen Zeitraum von sechs Monaten in geschlossenen Metallbehaltern bei
einer Raumtemperatur von 23°C zu 99,5 % stabil ist. Auch nach neun Monaten
Lagerzeit blieb die Retinylpalmitatkonzentration mit 99 % des urspringlichen Gehaltes
stabil. Nach 18 Monaten kam es jedoch zu einem starken Verlust von 67 % [Favaro et
al., 1991]. Weitere Studien zeigten, dass die Stabilitat von Retinylpalmitat nach sechs
Monaten Lagerung bei 91 % [Bauernfeind, 1953] und 90-95 % [Nagy, 1995] lag.
Favaro et al. verglichen im Jahr 1991 die Ollagerung bei 23°C in geoffneten
Behaltnissen im Dunkeln und bei Bestrahlung von 10 Stunden taglich. Nach sechs
Monaten konnte bei beiden Lagerbedingungen keine markante Abnahme von Vitamin
A festgestellt werden. Erst nach drei weiteren Monaten Dunkellagerung in offenen
Behaltnissen betrug die Abnahme 27 %, und 52 % mit zusatzlicher Bestrahlung
[Favaro et al., 1991]. Atwood et al. [1995] hatten nach 30 Tagen Lagerung von Ol
welches Licht, Luft und einer Temperatur von 35°C ausgesetzt war, 70-88 % der

urspriinglichen Vitamin A-Konzentration gemessen [Atwood, 1995].

Dass der Einfluss von Luftsauerstoff in Kombination mit Bestrahlung durch Sonnenlicht
im sichtbaren Bereich zu einem Abbau von RP in Sojaél fuhrte, konnte in der hier

vorliegenden Studie erstmals gezeigt werden. Es ist bekannt, dass der Grund fir die
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chemische Instabilitét von Vitamin A und seinen Isoformen am konjugierten
Doppelbindungssystem liegt. Diese elektronenreichen Regionen sind bevorzugte
Angriffspunkte elektronenarmer Spezies, vor allem Radikale. Durch Katalysatoren wie
Licht kommt es zum Abbau dieser Retinoide [Frankel; 2005; Loveday und Singh,
2008]. Luftsauerstoff beschleunigt den photo-katalysierten Abbau unter gewissen
Umstéanden. Der Abbau in Anwesenheit von Luftsauerstoff ohne Katalysator wie Licht
oder chemisch generierter freier Radikale ist relativ gering [Failloux et al., 2004,
Loveday und Singh, 2008].

6.4 Einfluss der Lipidoxidation auf den Tocopherolgehalt in Sojadl

Der Tocopherolgehalt in Sojadl in der hier vorliegenden Studie betrug fir a-, y- und &-
Tocopherol 149+16,3 pg/mL, 431+18,6 pyg/mL und 124+15,3 pug/mL, in Summe ein
Gesamttocopherolgehalt von 704+23,4 ug/mL zu Studienbeginn. Der Vergleich mit
anderen Studienergebnissen zeigt, dass die ermittelten Werte im gleichen Bereich
lagen. Carpenter (1979) hatte die Tocopherolgehalte zweier verschiedener Sojadle
gemessen und erhielt Werte von 64,4 ug/mL und 35,9 ug/mg fir a-, 850 ug/mL und
552 pg/mL fir y- und 340 pg/mL und 216 pg/mL fir d-Tocopherol. In Summe waren
das 1251 und 800 pg/mL an Gesamttocopherolen, die mittels HPLC detektiert wurden
[Carpenter, 1979]. Die von Gliszcynska-Swiglo und Sikorska (2004) gemessenen
durchschnittlichen Gehalte der jeweiligen Tocopherole waren fir Sojaél 141 pug/mL (a),
464 pg/mL (B+y),173 pg/mL (8) und 778 pg/mL fir den Gesamtgehalt an Tocopherolen
[Gliszcynska-Swiglo und Sikorska, 2004]. Silva et al. (2010) erhielten fiir a-, y- und 8-
Tocopherol 31,1 pg/mL, 321 pg/mL, 153 pg/mL, die in Summe 505 pg/mL einen
Gesamttocopherolgehalt ergaben [Silva et al., 2010].

In der vorliegenden Studie nahm der Gehalt an a-, y- und &-Tocopherol mit Zunahme
der Lipidoxidation durch Licht- und Luftsauerststoffeinfluss in Sojadl zu allen
Messzeitpunkten im Vergleich zum Studienbeginn signifikant ab. Die Abnahme des
Gesamttocopherolgehaltes betrug nach drei Monaten Studienzeit 32,4+0,81 %. Das im
Speisedl antioxidativ am wenigsten wirksame Tocopherol, a-Tocopherol, nahm von
149+16,3 pg/mL auf 99,2+3,83 ug/mL ab. Bei y- und ©-Tocopherol, welche in
Speisetlen starker antioxidativ wirksam sind, kam es zwischen Studienstart und Tag
21 zu einem signifikanten starken Abfall und danach zu keiner signifikanten Reduktion

der Konzentration der einzelnen Tocopherolisomere. Auch Silva et al. (2010) zeigten
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die starke Abnahme von y-Tocopherol. Sie untersuchten die oxidative Stabilitat
verschiedener Pflanzentle nach der Lebensmittelverarbeitung und ermittelten den
Tocopherolgehalt. Sojadl zahlte neben Sonnenblumen- und Maisdl zu den
tocopherolreichsten Olsorten. Ein hoher Tocopherolgehalt wird mit einem hohen Gehalt
an PUFAs assoziiert, welcher vor allem in Sojadl vorliegt [Silva et al., 2010]. Silva et al.
[2010] konnten eine starkere Abnahme von y-Tocopherol verglichen mit der Abnahme
von a-Tocopherol feststellen. Sie erklarten das mit der grof3eren antioxidativen Aktivitat
von y-Tocopherol in diesem Konzentrationsbereich. Da die
Fettsaurezusammensetzung von Sonnenblumendl (3,7 % 18:0, 33,7% 18:1, 56,6 %
18:2) [Gustafsson et al.,, 1993; Nagao und Yamazaki, 1983; Kamal-Eldin und
Andersson, 1997; Van Niekerk und Burger, 1985] der von Sojadl ahnelt, kbnnen die
Ergebnisse von Tawfik und Huyghebaert aus dem Jahre 1999 mit der hier
vorliegenden Studie verglichen werden. Der Gehalt an Tocopherolen in
Sonnenblumendl der 60-tagigen Lagerstudie in PET-Flaschen bei 24°C lag zu Beginn
bei 50,69 mg/100 mL Ol, nach 20 Tagen bei 47,89 mg/100 mL Ol und nach 60 Tagen
bei 46,78 mg/100 mL Ol. Fiir raffiniertes Palmdl waren die Werte 25,93 mg/100 mL Ol
am Studienstart, an Tag 20 22,58mg/100mL Ol und am Studienende
20,39 mg/100 mL Ol. Die Peroxidzahlen von Palmél waren zu allen drei
Messzeitpunkten niedriger als jene von Sojadl, was vermutlich auf den niedrigeren
Gehalt an ungesattigten Fettsduren in Palmél zuriickzufihren war. In beiden Olen
konnte gezeigt werden, dass der Anstieg der Peroxidzahl mit einem Verlust an
Tocopherolen verbunden war [Tawfik und Huyghebaert, 1999]. In einer Studie von Chu
und Lin (1993) wurde die Veranderung des Tocopherolgehaltes von rohem Sojadl und
raffiniertem Sojadl bei einer Lagertemperatur von 60°C Uber einen Zeitraum von 600
Stunden untersucht. Der anfangliche Gesamttocopherolgehalt lag bei ca. 1450 und ca.
1250 ppm fur rohes und raffiniertes Sojadl. Nach 100 Stunden war der Gehalt bei
beiden Olen weitgehend unverandert, nach 200 Stunden hingegen kam es bei
raffiniertem Sojadl zu einer signifikanten Abnahme, die sich bei den folgenden
Messzeitpunkten fortsetzte. Nach 500 Stunden war der Gehalt nur mehr bei ca.
850 ppm. Bei rohem Sojadl kam es erst nach 500 Stunden zu einer signifikanten
Abnahme mit einem Gehalt von ca. 1300 ppm [Chu und Lin, 1993]. Der
oxidationsbedingte Abfall von a-, y- und &-Tocopherol in Sojadl konnte auch in einer
aktuellen Studie von Elisia et al. (2013) festgestellt werden. Die initialen
Konzentrationen an a-, y- und &-Tocopherol in Sojadl waren 4,13 mg/100 g O,
53,4 mg/100 g Ol und 19,2 mg/100 g Ol. Nach einer sieben-tagigen Hitzebehandlung
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bei 56°C oder 95°C kam es bei beiden Temperaturen zu einem rasanten Abbau der
einzelnen Tocopherole. Der grofdte Abfall wurde bei a-Tocopherol, gefolgt von y-

Tocopherol, gemessen [Elisia et al., 2013].

Die angefluhrten Studien konnten die Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit bezlglich

des Verlustes an Tocopherolen infolge fortschreitender Lipidoxidation bestétigen.

In der hier durchgefiilhrten Studie konnte eine Korrelation zwischen dem
Tocopherolabbau und dem Anstieg der Hydroperoxide (r?= 0,860; p < 0,05) bzw. den
konjugierten Dienen (r?=0,674; p<0,05) festgestellt werden. Dies lasst darauf
schlielBen, dass die Konzentration an Tocopherolen mit Zunahme der Lipidoxidation
und den damit einhergehenden Lipidoxidationsprodukten abnahm. Nach drei Monaten
Studienzeit konnten noch 67,6+0,81 % der ursprunglichen Konzentration an
Gesamttocopherolen gemessen werden. Besonders stark von dieser Abnahme
betroffen waren die im Speisetl antioxidativ wirksamsten Tocopherole, y- und ©&-
Tocopherol. Elisia et al. (2013) quantifizierten ebenfalls neben den Tocopherolen
konjugierte Diene und Hydroperoxide in Sojadl. Auch hier ergab sich eine signifikante
Korrelation zwischen a-Tocopherol und konjugierten Dienen (r? = 0,696; p < 0,05). Bei
der Korrelationsanalyse zwischen den Hydroperoxiden und y- und d&-Tocopherol konnte
jedoch kein Zusammenhang festgestellt werden [Elisia et al., 2013].

In der im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Stabilitdtsstudie mit
Palm- und Sojadl Uber drei Monate fihrte Luftsauerstoff zu einer Beschleunigung der
Lipidoxidation, was aus den Ergebnissen der Bestimmung der Peroxidzahl und der
Intensitat der PBN-Addukte fir beide Ole hervorging. Die Hypothese, dass Bestrahlung
mit sichtbarem Sonnenlicht den oxidativen Status von Palm- und Sojadl Gber 3 Monate
beeinflusste, konnte genau fir diese Bedingungen zum ersten Mal durch die
Ergebnisse der Peroxidzahl und der PBN-Addukte bestétigt werden. Die Ergebnisse
der Ermittlung der konjugierten Diene stimmten mit den anderen
Lipidoxidationsmarkern Uberraschenderweise jedoch nicht tberein. Der Einfluss der
Anreicherung von Palm- und Sojadl mit Retinylpalmitat auf die Lipidoxidation wurde
bisher in anderen Studien noch nicht untersucht. In der hier vorliegenden Studie hatte
die Anreicherung zu Beginn der Studie keinen Einfluss auf die Entwicklung der
untersuchten Lipidoxidationsmarker wahrend der drei Monate Studiendauer. Der
Gehalt von Retinylpalmitat, welches bereits oxidiertem Sojadl mit einer Peroxidzahl von
12,4+0,40 mAq O,/kg Ol zugesetzt wurde, nahm auch 28 Tage nach Anreicherung

nicht signifikant ab. Nach 49 Tagen Lagerung dieses Sojadls kam es mit Fortschritt der
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Lipidoxidation zu einem signifikanten Verlust des Retinylpalmitatgehaltes um
43,0+16,1 %. Die Analysen von a-, y- und &-Tocopherol in Sojadl ergaben, dass es bei
y- und &-Tocopherol, welche in Speisedlen antioxidativ am wirksamsten sind, zwischen
Studienstart und Tag 21 zu einem signifikanten starken Abfall kam und danach keine
signifikante Veradnderung der Konzentration der einzelnen Tocopherolisomere
gemessen werden konnte. Daraus resultierte, dass es mit Zunahme priméarer
Lipidoxidationsprodukte zZu einer signifikanten Abnahme des

Gesamttocopherolgehaltes kam, besonders in den ersten drei Studienwochen.
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7 SCHLUSSBETRACHTUNG

Vitamin A zahlt zu den fettldslichen essentiellen Vitaminen und wird in Speisedlen
angereichert, um Vitamin A-Mangel in Entwicklungslandern entgegenzuwirken. In
Studien wurde bereits gezeigt, dass die Stabilitat von Vitamin A in Form von
Retinylpalmitat in oxidiertem Ol geringer ist als in frischem Ol. Der oxidative Status
kann mit verschiedenen chemischen Parametern wie Peroxidzahl, konjugierten Dienen
und der Intensitat des PBN-Adduktes ermittelt werden. Den Einfluss von Bestrahlung
und Luftsauerstoff auf die Lipidoxidation unterschiedlicher Speisedle bei stark erhthter
Temperatur und auch Raumtemperatur konnte in zahlreiche Studien bisher gezeigt

werden.

Ziel der hier vorliegenden Studie war, erstmals den Einfluss von Licht im sichtbaren
Bereich und Luftsauerstoff auf den oxidativen Status von raffiniertem Palm- und Sojadl
Uber einen Zeitraum von drei Monaten zu ermitteln. Dazu wurden Palm- und Sojaél der
Firma Lamotte GmbH in 0,5 L-PET-Flaschen abgefiillt. Um den Einfluss von
Sonnenlicht tiber einen langeren Zeitraum genau mit diesen Olen zu ermitteln, war ein
Teil der Olflaschen mit konstantem Kopfvolumen einer taglichen Beleuchtung in einem
12-Stunden-Rhythmus ausgesetzt. Um das Sonnenlicht nachzuahmen, wurde eine
Bestrahlungsquelle gewahlt, die dem sichtbaren Bereich des Sonnenlichtes ahnelt. Als
Kontrolle dienten Olflaschen, die unter Lichtausschluss gelagert waren. Es zeigte sich
bei Ermittlung der Peroxidzahl, dass eine 12-stiindige Bestrahlung mit sichtbarem Licht
die Lipidoxidation von Palmdl und Sojaél ohne RP-Zusatz erhdht. Die Dunkellagerung
von Palmél, angereichert mit RP, flhrte entgegen aller Erwartungen zu hodheren
Peroxidzahlen im Gegensatz zur Bestrahlung. Es kénnte sein, dass Licht den Grad des
Abbaus von Hydroperoxiden erhdhte. Bei Sojadl mit RP wurde keine signifikante
Erh6hung der Peroxidzahl durch Bestrahlung hervorgerufen. Es ist bekannt, dass die
Abbaurate der Hydroperoxide der Bildungsrate der Hydroperoxide gegenlbersteht und
das Ergebnis kein Nettoanstieg der Peroxidzahl ist. Dies konnte einerseits darauf
hinweisen, dass RP den Fortschritt der Lipidoxidation durch antioxidative Wirkung
verzdgerte und andererseits Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich auf Sojaél
einen nicht so grof3en Einfluss auf die Lipidoxidation hatte. Obwohl Sojaél aufgrund
des hohen Gehaltes an ungesattigten Fettsduren eine geringere oxidative Stabilitat
aufweist, ist die Konzentration an antioxidativ wirksamen Tocopherolen héher als bei
Palmol. Dadurch wird Sojaél insgesamt wieder relativ stabil gegentiber Einflussfaktoren

wie Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich. Sowohl bei Palmdl als auch bei Sojadl
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fuhrte Bestrahlung zu keiner signifikanten Steigerung konjugierten Diene. Die Resultate
der hier vorliegenden Studie zeigten, dass die Ermittlung der konjugierten Diene im
Vergleich zur Peroxidzahl eine weniger sensitive Methode darstellte.

Die Ergebnisse lassen darauf schlie3en, dass vor allem Speisetle mit einem hohen
Anteil ungesattigter Fettsauren, wie Sojadl, vor dem Einfluss von sichtbarem Licht
geschitzt werden missen.

Der prognostizierte Einfluss von Luftsauerstoff auf die Lipidoxidation konnte durch die
Ergebnisse der titrimetrischen Ermittlung der Peroxidzahl bestatigt werden. Zur
Untersuchung des Einflusses von Luftsauerstoff wurde die Probenahme nach einer
siebentagigen Lagerzeit immer aus derselben Olflasche durchgefiihrt, wodurch es zum
stetigen Anstieg des Kopfvolumens in der Flasche kam. Sowohl bei bestrahltem Sojadl
als auch bei Palmdl fuhrte dieser Einfluss des Luftsauerstoffes zu einer stérkeren
Zunahme der Lipidoxidationsprodukte als bei Proben aus Flaschen mit konstantem
Kopfvolumen. Die Korrelationsanalyse von Peroxidzahl und konjugierten Dienen von
Sojadl unter Einfluss von sichtbarem Licht und Luftsauerstoff zeigte auch, dass es
einen Zusammenhang zwischen den beiden Lipidoxidationsmarkern gab. Einzig die
Messung der konjugierten Diene von Palmdl in Flaschen mit ansteigendem
Kopfvolumen konnte den Einfluss von Sauerstoff nicht bestatigen. Dies wies darauf
hin, dass Palmdl aufgrund des geringen Gehalts an mehrfach ungesattigten Fettsduren
stabiler gegenlber Lipidoxidation ist und, dass die Ermittlung der konjugierten Diene
eine weniger sensitive Methode darstellt. Bei der spektrophotometrischen Messung
wird die Absorption bei einer bestimmten Wellenlange gemessen. Bei dieser
Wellenlange absorbieren verschiedene Substanzen und daher kann Kkein
strukturspezifischer Nachweis gewahrleistet werden. Diese analytische Grenze ist
vermutlich der Grund, dass anhand der Ermittlung der konjugierten Diene keine
Veranderung des oxidativen Status gemessen werden konnte.

Die Ergebnisse der beiden untersuchten Einflussfaktoren gaben jedoch Anlass zur
Annahme, dass Luftsauerstoff einen groReren Einfluss auf die Lipidoxidation hatte als
Bestrahlung. Es kann nun daraus geschlossen werden, dass mit Zunahme des
Kopfvolumens in einer Olflasche die Lipidoxidation rasch fortschreitet und die Qualitat
des Oles sank. Dies bedeutet fur die Praxis, dass handelsibliche Speisedle fur den
Privathaushalt in dunklen Flaschen in kleinen Einheiten und nicht in Containern oder
Flaschen mit ein bis funf Litern verkauft und gelagert werden, und so schnell wie

madglich konsumiert werden sollen.



84 Schlussbetrachtung

Fir die Bestimmung der freien Radikale mit ESR wurde Palm- und Sojadl mit dem
Spintrap PBN versetzt, um die Intensitait der Radikal-PBN-Addukte zu
semiquantifizieren. In beiden Olen, sowohl mit als auch ohne Anreicherung mit RP,
fuhrte der Einfluss von Luftsauerstoff zu einem stetigen Anstieg der freien Radikale.
Die Korrelationsanalyse mit den Parametern Peroxidzahl und Intensitdt des PBN-
Adduktes ergab nur fur Sojadl und Palmol ohne RP einen positiven Zusammenhang.
Die Korrelation des Sauerstoffgehaltes im Kopfraum der Olflasche und der Intensitat
des PBN-Adduktes unterstrich die Vermutung, dass Luftsauerstoff einen Einfluss auf
die Bildung freier Radikale hat.

Um die Stabilitat von Vitamin A in Speise6l zu ermitteln, wurde der Retinolgehalt in
Sojadl nach Anreicherung mit 60 I.E. Retinylpalmitat/g Ol mittels HPLC-UV ermittelt.
Der Einfluss von Bestrahlung und Luftsauerstoff fihrte nach einer 28-tdgigen
Stabilitatsphase zu einer signifikanten Abnahme von Retinol nach 49 Tagen. Die
Korrelationsanalyse der Lipidoxidationsmarker Peroxidzahl und konjugierte Diene mit
dem Retinolgehalt zeigte einen negativen Zusammenhang. Dies weist daraufhin, dass
die Zunahme der Lipidoxidation die Stabilitit von Vitamin A in Sojadl negativ
beeinflusst. Fur die Vitamin A-Anreicherung von Speisedl in Afrika bedeutet dies nun,
dass die Wirksamkeit der Anreicherung mit fortgeschrittener Lipidoxidation nicht
gewahrleistet werden kann. Aufgrund dieser Studienergebnisse kann empfohlen
werden, dass fur eine anhaltende Stabilitdt von Vitamin A Uber einen Zeitraum von
mehreren Monaten das angereicherte Ol vor dem Einfluss von sichtbarem Licht und
Luftsauerstoff geschitzt werden sollte. Es muss daher auf die Lagerung des Speiseols
in kleinen Flaschen geachtet werden, sodass das Kopfvolumen méglichst gering
gehalten wird.

Auch die Resultate der Tocopherolmessungen in Soja6l unterstrichen die
Auswirkungen von Bestrahlung durch sichtbares Licht und Luftsauerstoff auf den
oxidativen Status. Diese Einflussfaktoren fiihrten in der hier vorliegenden Studie bereits
nach drei Wochen zu einer signifikanten Abnahme von a-, y- und ©®-Tocopherol.
Besonders auffallend war der rapide Abfall des antioxidativ wirksamsten &-Tocopherol
in dieser Zeit. In den anschlieenden neun Wochen kam es durch Zunahme der
Lipidoxidation zu einer weiteren, jedoch nicht signifikanten Reduktion der einzelnen
Tocopherolisomere. Dass es einen negativen Zusammenhang zwischen den
Lipidoxidationsprodukten und dem Gesamttocopherolgehalt gab, konnte mit einer
Korrelationsanalyse erwiesen werden. Die Vermutung, dass im Anfangsstadium der

Lipidoxidation Antioxidantien der Entstehung von Lipidoxidationsmarkern eher
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entgegenwirken konnen als zu spéteren Zeitpunkten, wenn schon ein Grofiteil

abgebaut worden ist, liegt nahe.

Die Ergebnisse der hier vorliegenden Studie zeigten, dass der Einfluss von
Luftsauerstoff und Bestrahlung mit einer Lichtquelle, die dem sichtbaren Bereich des
Sonnenlichtes &hnelt, zu einem Anstieg der Lipidoxidationsmarker fihrte. Fur
zukunftige Untersuchungen ware jedoch interessant, ob Luftsauerstoff diesen Einfluss
auch unter Ausschluss von Licht im sichtbaren Bereich besitzt, weil der Transport und
die Lagerung von Olflaschen auch in lichtgeschitzten Behéltnissen und
Raumlichkeiten praxisrelevant ist.

Wie aus zahlreichen Studien hervorgeht, hat auch eine erhdhte Temperatur einen
starken Einfluss auf die Lipidoxidation. Es ware deshalb in weiteren Studien notwendig,
neben dem Bestrahlungs- und Luftsauerstoffeinfluss auch den Einfluss der Temperatur

in Speisedl zu untersuchen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass erstmals gezeigt werden konnte,
dass Bestrahlung mit Tageslicht im sichtbarem Bereich und Luftsauerstoff Uber einen
Zeitrahmen von drei Monaten in Palm- und Sojadl zu einem Anstieg der Lipidoxidation
fuhren. Die Stabilitat von Vitamin A, welches in Form von Retinylpalmitat zur
Anreicherung von Soja6l eingesetzt wurde, nimmt mit ansteigendem Grad der
Lipidoxidation ab. Die Konzentration an a-, y- und &-Tocopherol in Sojaél sinkt

besonders im Anfangsstadium der Lipidoxidation.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Speisedle eignen sich fir die Anreicherung von Vitamin A in Form von Retinylpalmitat,
weil es darin gut lIésbar ist und eine hohe Stabilitat aufweist. Diese Stabilitat hangt vom
oxidativen Status des Oles ab. Erhohte Temperaturen und die Anwesenheit von
Luftsauerstoff und Licht beglnstigen den Prozess der Lipidoxidation, der zur Bildung
charakteristischer Fehlaromen und ungenieBbaren Speisedlen fuhrt. AuRerdem ist
bekannt, je mehr ungesittigte Fettsauren in einem Ol vorkommen, desto hoher ist
dessen Oxidationsanfalligkeit. Ziel der hier vorliegenden Arbeit war deshalb, Palm- und
Sojadl beziglich ihrer Lagerstabilitéat bei 25+1°C Uber einen Zeitraum von drei Monaten
zu untersuchen. Die beiden Ole wurden in 0,5 L-PET-Flaschen abgefiillt und teilweise
mit 60 I.E. Retinylpalmitat/g Ol angereichert. Um erstmals den Einfluss von Licht im
sichtbaren Bereich zu ermitteln, war ein Teil der Olflaschen mit konstantem
Kopfvolumen einer taglichen Bestrahlung im 12-Stunden-Rhythmus ausgesetzt. Als
Kontrolle dienten Olflaschen, die im Dunkeln gelagert wurden. Der Einfluss von
Luftsauerstoff wurde in Flaschen gemessen, bei welchen durch wdchentliche
Probenahme das Olvolumen abnahm und somit das Kopfvolumen in der Flasche
anstieg. Die Ermittlung der Peroxidzahl zeigte, dass Bestrahlung von Palm- und Sojadl
ohne Zusatz von Retinylpalmitat die Lipidoxidation signifikant erhéhte. Es zeigte sich,
dass die spektrophotometrische Messung der Kkonjugierten Diene bei einer
Wellenlange von 234 nm nicht substanzspezifisch genug war, um einen Anstieg der
Lipidoxidation zu detektieren. Der Einfluss von Luftsauerstoff flihrte bei Palmdl zu
einem maximalen Anstieg der Peroxidzahl um 1407+20,5 % und bei Sojadl um
1587+58,0 %, womit die h6here oxidative Instabilitat von Sojadl gezeigt werden konnte.
Mittels ESR konnte gezeigt werden, dass mit Zunahme der Lagerzeit und Einfluss von
Luftsauerstoff und Bestrahlung die Intensitat der PBN-Addukte bei beiden Olen stetig
zunahm. Achtundzwanzig Tage nachdem Sojadl mit einer Peroxidzahl von 12,4+0,40
mAqg O./kg Ol mit Retinylpalmitat angereichert worden war, wurden noch 96,9+19,2 %,
nach neunundvierzig Tagen noch 64,0+27,5 % des Ausgangswertes an Retinylpalmitat
gemessen. Die Konzentration von a-, y- und &- Tocopherol nahm in Sojadl nur
zwischen Studienstart und Tag 21 signifikant ab. Danach wurde kein signifikanter
Unterschied zu Tag 21 und zwischen den Messzeitpunkten innerhalb der
Tocopherolisomere gemessen. Es konnte gezeigt werden, dass die Kombination aus
Bestrahlung mit Licht im sichtbaren Bereich, Lagerung bei 25+1°C und
Luftsauerstoffeinfluss die oxidativen Stabilitat der Speisedle beeinflusst und dadurch

ein limitierender Faktor far die Vitamin A-Anreicherung ist.
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9 ABSTRACT

Edible oils are commonly used for the fortification of Vitamin A in form of retinyl
palmitate. Elevated temperatures, the presence of oxygen and light favour the process
of lipid oxidation which results in the formation of characteristic off-flavours. It can be
assumed that there is a direct relationship between the stability of vitamin A and the
oxidation status of the oil. The aim of this study was to determine the oxidative stability
of palm and soybean oil stored at 25+1°C for a period of three months. Aliquots of each
oil were transferred into 0.5 L PET- bottles, and partially fortified with 60 1.U. of retinyl
palmitate/g oil. To investigate the influence of visible light, some bottles were irradiated
with visible light in a daily 12-h-rhythm, while controls were stored in darkness. The
influence of air oxygen was analysed in bottles with increasing headspace volume and
decreasing oil volume due to weekly sampling from the same bottle. The results of the
measurement of the peroxide value showed that irradiation of palm and soybean oil
with visible light without addition of retinyl palmitate significantly increased lipid
oxidation. It revealed that the spectrophotometric measurement of conjugated dienes at
a wavelength at 234 nm was not specific enough to indicate an increase in lipid
oxidation. The influence of air oxygen led to a maximum increase of the peroxide value
by 1407+20.5 % in palm oil and by 1587+58.0 % in soybean oil. Results obtained by
electron resonance spectroscopy (ESR) revealed an increase for carbon-centred
radicals for both oils with increasing storage time, headspace volume, and irradiation.
Twenty eight days after fortification of soybean oil with retinyl palmitate, the mean
recovery of retinyl palmitate was 96.9+19.2 %, whereas, after 49 days, 64.0£27.5 % of
the retinyl palmitate added was recovered. The concentration of the substantial
antioxidants a-, y- und &- tocopherols significantly decreased in soybean oil during the
first three weeks of the study. In conclusion, the combination of irradiation with visible
light, storage at 25+1°C and influence of air oxygen in the head space significantly
affected the oxidative stability of soybean and palm oil, and is verified to be a limiting

factor for the fortification with vitamin A.
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98 Anhang

Daten der Studie

Peroxidzahl (POZ) in [1/8 mmol O,/kg Fett] oder in [%] von Palmdl in Flaschen mit

konstantem Kopfvolumen

P = Palmdl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

P, bestrahlt, - RP [P, dunkel, - RP P, bestrahlt, +RP | P, dunkel, + RP

Tag |POZ [F;/(O)]Z POZ E/az POZ [PO/(;Z POZ E/az

1 1 100 1,99 100 3,99 100 2 100
1 100 1,96 100 4 100 2 100

1 100 1,99 100 3,99 100 2 100

1 100 1,96 100 4 100 2 100

2 2,99 299 2,99 151 4 100 2,96 148
3,98 398 1,99 101 2,99 75 2,98 149

3,96 396 2 101 2,99 75 1,99 100

2,99 299 1,99 101 4,96 124 1,99 100

4 5,18 518 1,99 101 1,99 50 2,95 147
4,4 440 2 101 2 50 3 150

4,38 438 2,99 151 1,97 49 2,99 150
3,98 398 2,99 151 1,98 49 3,99 200

5 4,38 438 1,98 100 5,14 129 2,4 120
4 400 1,98 100 4,38 110 2,4 120

4,8 480 1,99 101 5,6 140 2 100

4,39 439 2,39 121 5,18 130 1,6 80

6 5 500 2 101 5,6 140 2,39 120
5 500 2,39 121 5,17 129 1,99 99

4,98 498 2,39 121 5,19 130 1,6 80

3,93 393 2,75 139 4,79 120 1,58 79
7 3,6 360 1,99 101 4,99 125 1,99 100
4 400 1,98 100 5 125 2 100

3,6 360 1,99 101 4,99 125 1,98 99

3,59 359 2 101 5,96 149 1 50
14 4,76 476 6,39 323 4,36 109 2 100

5,15 515 7,17 363 4,74 119 1,99 100
5,18 518 7,19 364 4,37 109 1,98 99

4,75 475 6,79 343 4 100 1,99 100
28 3,6 360 2,96 150 3,86 97 6,19 310
3,18 318 3,18 161 3,97 99 3,2 160
3,39 339 2,99 151 4,99 125 2,59 129
3,6 360 2,79 141 4,78 120 2,52 126
35 3,79 379 3,38 171 3,99 100 1,98 99

4,17 417 2,59 131 3,55 89 2,99 149
3,59 359 2,98 151 3,6 90 3,19 160




Anhang 99
3,6 360 3,39 172 3,78 95 2,8 140
42 3,99 399 2,98 151 3,59 90 2,98 149
3,79 379 3,18 161 8,16 204 2,8 140
3,8 380 2,73 138 4,59 115 2,79 140
3,2 320 2,99 151 4,16 104 2,59 130
49 3,35 335 2,96 150 3,97 99 3,32 166
3,77 377 2,99 151 3,4 85 3,56 178
3,81 381 2,8 142 3,4 85 3,58 179
3,8 380 2,98 151 4 100 3,6 180
56 3,99 399 2,79 141 3,99 100 2,76 138
3,78 378 2,98 151 4,8 120 3,18 159
4,57 457 2,75 139 3,8 95 2,79 140
4,17 417 3,18 161 3,99 100 2,77 139
63 4,58 458 2,95 149 4,19 105 2,99 150
4,58 458 2,98 151 3,99 100 2,59 130
4,8 480 2,96 150 3.4 85 2,99 150
4,57 457 3,37 170 3,99 100 2,59 130
70 3,98 398 3,88 196 4,98 125 5,16 258
4,15 415 4,38 221 4,78 120 3,16 158
4,32 432 4,4 223 4,8 120 3,56 178
4,39 439 3,98 201 3,99 100 3,99 200
77 4,97 497 1,97 100 3,79 95 4,56 228
5,13 513 3,99 202 4,33 108 3,95 198
4,77 477 3,95 200 4,33 108 3,93 197
4,74 474 3,92 198 4,57 114 3,94 197
84 4,77 477 3,6 182 4,66 117 4,15 208
4,35 435 4,32 218 4,39 110 4,64 232
4,98 498 5,38 272 4,58 115 4,56 228
4,53 453 4,8 243 4,75 119 4,41 221
Deskriptive Statistik
Palmol, bestrahlt, - RP (n = 4)
Tag MW % STD % SEM %
1 100 0,0 0,0
2 348 56,5 28,2
4 448 50,3 25,1
5 439 32,7 16,3
6 473 53,2 26,6
7 370 20,3 10,1
14 496 23,5 11,8
28 344 20,1 10,1
35 379 27,3 13,7
42 370 34,4 17,2




100 Anhang

49 368 22,4 11,2
56 413 33,5 16,7
63 463 11,2 5,58
70 421 18,4 9,20
77 490 18,3 9,17
84 466 27,4 13,7

Palmél, dunkel, - RP (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
2 114 25,3 12,6
4 126 29,3 14,6
5 106 10,3 5,13
6 121 15,6 7,80
7 101 0,29 0,14
14 348 19,3 9,64

28 151 8,09 4,05
35 156 19,4 9,70
42 150 9,34 4,67
49 148 4,49 2,24
56 148 10,0 5,02
63 155 10,2 5,09
70 210 13,5 6,75
77 175 50,1 25,1
84 229 38,2 19,1

Palmoél, bestrahlt, + RP (n = 4)

Tag MW% STD% SEM%
1 100 0 0
2 93,5 23,7 11,9
4 49,7 0,33 0,16
5 127 12,7 6,34
6 130 8,29 4,15
7 131 12,2 6,08
14 109 7,60 3,80
28 110 14,3 7,13
35 93 4,95 2,47
42 128 51,7 25,9
49 92,4 8,49 4,25

56 104 11,2 5,58



Anhang

101

63 97,5 8,61 4,30
70 116 11,0 5,51
77 107 8,24 4,12
84 115 3,88 1,94

Palmoél, dunkel, + RP (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %

1 100 0,00 0,00

2 124 28,3 14,2

4 162 25,4 12,7

5 105 19,2 9,61

6 95 19,2 9,62

7 87 24,8 12,4

14 100 0,51 0,25

28 181 86,8 43,4

35 137 26,7 13,3

42 140 7,96 3,98

49 176 6,63 3,32

56 144 10,2 5,10

63 140 11,6 5,80

70 199 43,2 21,6

77 205 15,5 7,74

84 222 10,7 5,37



102 Anhang

Peroxidzahl (POZ) in [1/8 mmol O,/kg Fett] oder in [%] von Sojadl in Flaschen mit
konstantem Kopfvolumen

S = Sojadl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

S, bestrahlt,
S, bestrahlt, - RP| S, dunkel, - RP +RP S, dunkel, + RP
POz POz POz POz
Tag POz [%0] POZ [%0] POz [%0] POZ [%]
1 2,78 100 3,98 100 2,99 100 4,00 100

2,78 100 3,99 100 2,99 100 4,00 100
2,99 100 3,98 100 2,99 100 4,00 100
2,77 100 3,99 100 2,99 100 4,00 100

2 2,98 105 3,98 100 1,98 66,3 3,94 98,4
3,00 106 2,99 75 1,99 66,5 3,98 99,4
3,97 140 2,97 75 1,98 66,3 4,92 123
2,99 106 3,97 100 1,99 66,6 3,99 99,8

4 2,40 85 5,16 129 2,00 66,9 5,00 125
2,00 71 5,18 130 2,00 66,9 3,99 99,8
2,20 78 5,16 130 2,00 66,9 3,99 99,8
2,40 85 5,19 130 2,00 66,9 4,96 124

5 5,56 196 514 129 5,18 173 4,79 120
6,38 225 5,58 140 4,40 147 5,20 130
4,00 141 5,60 141 5,58 186 5,19 130
3,18 112 5,59 140 517 173 5,20 130

6 4,98 176 5,59 140 5,58 187 5,20 130
4,98 176 5,18 130 5,16 172 5,57 139
4,96 175 5,51 138 5,18 173 5,18 129
3,98 141 5,18 130 4,80 160 5,60 140

7 5,16 182 5,00 125 4,98 167 5,98 149
6,40 226 5,00 125 4,99 167 4,99 125
5,19 183 6,00 151 4,98 167 5,00 125
6,79 240 5,77 145 5,99 200 6,00 150

14 5,34 189 5,40 135 5,60 187 5,19 130
10,51 371 5,19 130 5,59 187 5,19 130
5,59 197 5,18 130 4,80 160 5,19 130
515 182 4,79 120 5,20 174 5,19 130

28 5,60 140 5,60 187 5,99 150




Anhang 103
2,79 99 5,79 145 | 558 | 186 | 5,60 | 140
2,78 98 5,98 150 | 536 | 179 | 556 | 139
2,79 98 5,99 150 | 540 | 180 | 5,41 | 135
35 8,57 303 5,20 130 | 17,7 | 591 | 559 | 140
2,80 99 2,19 55 6,76 | 226 | 555 | 139
7,96 281 2,39 60 560 | 187 | 5,40 | 135
3,00 106 2,39 60 6,79 | 227 | 537 | 134
42 2,40 85 2,00 50 478 | 160 | 5,40 | 135
2,20 78 1,99 50 476 | 159 | 558 | 139
2,39 85 2,20 55 519 | 173 | 5,33 | 133
2,39 84 2,00 50 479 | 160 | 5,09 | 127
49 8,38 296 2,00 50 497 | 166 | 537 | 134
1,99 50 519 | 174 | 6,00 | 150
2,99 105 1,99 50 2,80 | 935 | 598 | 150
2,99 106 2,20 55 3,19 | 107 | 5,72 | 143
56 2,80 99 1,99 50 3,40 | 114 | 559 | 140
2,76 98 2,00 50 518 | 173 | 554 | 139
2,78 98 1,99 50 6,85 | 229 | 559 | 140
2,99 105 2,19 55 460 | 154 | 579 | 145
63 2,99 105 2,20 55 2,00 | 66,7 | 495 | 124
2,79 98 2,00 50 115 | 386 | 1,77 | 44,2
2,58 65 1,98 | 66,2 | 2,17 | 54,3
2,99 106 1,98 50 1,97 | 659 | 599 | 150
70 3,00 106 2,36 59 2,40 | 80,1 | 2,00 | 50,1
1,59 40 1,99 | 66,6 | 599 | 150
3,99 141 1,60 40 239 | 798 | 597 | 149
2,60 92 4,00 100 | 2,40 | 80,1 | 3,99 | 100
77 2,79 99 1,99 50 3,20 | 107 | 5,559 | 140
2,39 84 1,99 50 21,4 | 716 | 554 | 139 L
2,76 08 2,00 50 | 278 | 929 | 559 | 140 | Deskriptive
2,77 98 1,78 45 260 | 86,8 | 5,79 145 | Statistik
84 2,57 65 520 | 174 | 5,35 | 134
2,78 98 1,79 45 551 | 184 | 5,38 | 135 | Sojadl, bestrahlt,
2,99 105 1,80 45 530 | 177 | 1,40 | 349 | .Rp(nh=4)
2,77 98 1,60 40 539 | 180 | 5,47 | 137
Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
2 114 17,2 0,28
4 79,4 6,76 0,10
5 169 51,4 0,73
6 167 17,5 0,29
7 208 29,5 0,48
14 235 91,2 1,49
28 98,4 0,17 0,06
35 197 109,8 1,56
42 82,8 3,51 0,05
49 169 109,8 3,08
56 100 3,63 0,05
63 103 4,09 5,04



104 Anhang

70 113 25,2 3,83

77 94,6 6,86 0,10

84 101 4,24 0,22
Sojadl, dunkel, - RP (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
2 87,3 14,4 7,20
4 130 0,35 0,18
5 137 5,61 2,80
6 135 5,49 2,74
7 137 13,0 6,52
14 129 6,35 3,17
28 147 4,65 2,32
35 76,4 36,1 18,0
42 51,4 2,50 1,25
49 51,3 2,58 1,29
56 51,3 2,53 1,26
63 54,9 7,00 3,50
70 59,9 28,4 14,2
77 48,7 2,67 1,33
84 48,7 10,8 5,42

Sojadl, bestrahlt, + RP (n = 4)

Tag MW%  STD%  SEM%
1 100 0 0
2 66,4 0,13 0,06
4 66,9 0,00 0,00
5 170 16,5 8,24
6 173 10,7 5,34
7 175 16,8 8,38
14 177 12,7 6,35

28 183 4,08 2,04
35 308 189 94,7
42 163 6,84 3,42
49 135 40,8 20,4
56 167 48,0 24,0
63 146 160 79,8
70 76,7 6,70 3,35
77 251 310 155

84 179 4,40 2,20



Anhang 105

Sojadl, dunkel, + RP (n = 4)

Tag MW%  STD%  SEM%
1 100 0 0
2 105 11,9 6,88
4 112 14,3 8,24
5 127 5,08 2,93
6 135 5,70 3,29
7 137 14,3 8,28
14 130 0,09 0,05

28 141 6,11 3,53
35 137 2,77 1,60
42 134 5,02 2,90
49 144 7,39 4,27
56 141 2,70 1,56
63 93,0 51,8 29,9
70 112 47,7 27,5
77 141 2,70 1,56

84 110 50,1 28,9



106 Anhang

Peroxidzahl (POZ) in [1/8 mmol O,/kg Fett] oder in [%] von Palmdl in Flaschen mit
konstantem und ansteigendem Kopfvolumen; bestrahlt; ab Tag 42 mit
Retinylpalmitat

P = Palmdl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

konstantes Kopfvol. ansteigendes Kopfvol.
Tag POZ POZ [%)] POZ POZ [%)]
1 1,00 100 1,00 100
1,00 100 1,00 100
1,00 100 1,00 100
1,00 100 1,00 100
28 4,63 463 7,38 738
4,76 476 7,96 796
4,80 480 7,95 795
4,78 478 8,38 838
35 3,37 337 6,96 696
3,99 399 7,55 755
3,97 397 8,36 836
4,19 419 7,78 778
42 3,97 397 9,76 976
4,00 400 9,87 987
3,60 360 10,2 1020
3,80 380 8,76 876
49 3,79 379 7,16 716
3,80 380 8,28 828
3,76 376 7,53 753
4,54 454 8,38 838
56 4,38 438 8,18 818
3,98 398 9,46 946
4,18 418 9,38 938
3,95 395 9,98 998
63 3,99 399 9,86 986
3,97 397 11,3 1134
3,97 397 11,2 1124
3,79 379 10,8 1075
70 4,77 477 9,56 956
3,95 395 10,7 1069
4,79 479 12,3 1231
5,59 559 11,70 1170
77 4,79 479 12,4 1240
4,73 473 12,3 1230
4,13 413 12,8 1275
4,57 457 13,2 1316
84 6,65 665 14,6 1458
6,56 656 15,3 1525
6,50 650 15,5 1553
6,13 613 14,9 1491




Anhang 107

Deskriptive Statistik

Palmal, bestrahlt, + RP ab Tag 42, konstantes Kopfvolumen (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
28 474 7,50 3,75
35 388 35,4 17,7
42 384 18,5 9,25
49 397 38,0 19,0
56 412 19,7 9,86
63 393 9,24 4,62
70 477 66,9 33,4
84 646 22,8 11,4

Palmol, bestrahlt, + RP ab Tag 42, ansteigendes Kopfvolumen (n = 4)

Tag %MW % STD SEM
1 100 0 0
28 792 40,8 20,4
35 766 58,0 29,0
42 965 62,0 31,0
49 784 59,0 29,5
56 925 76,4 38,2
63 1080 67,5 33,8
70 1106 121 60,3

84 1507 41,0 20,5



108 Anhang

Peroxidzahl (POZ) in [1/8 mmol O,/kg Fett] oder in [%] von Sojadl in Flaschen mit
konstantem und ansteigendem Kopfvolumen; bestrahlt; ab Tag 21 mit
Retinylpalmitat

S = Sojadl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

konstantes Kopfvol. | ansteigendes Kopfvol.

Tag POZ POZ [%)] POZ POZ [%)]
1 3,00 100 3,00 100
3,00 100 3,00 100
3,00 100 3,00 100
3,00 100 3,00 100
14 4,00 133 6,39 213
3,98 133 7,17 239
4,31 144 7,19 240
4,39 146 6,79 226
21 3,59 120 12,4 412
3,18 106 11,9 398
3,59 120 12,3 410
3,80 127 12,9 431
28 4,80 160 17,96 599
4,78 159 19,17 639
4,76 159 19,79 660
4,74 158 18,57 619
35 2,99 100 19,95 665
3,39 113 19,87 662
3,40 113 19,90 663
3,60 120 19,68 656
42 2,99 100 23,92 797
2,99 100 25,98 866
2,99 100 24,83 828
3,40 113 24,80 827
49 3,36 112 30,44 1015
3,99 133 29,84 995
3,57 119 30,31 1010
3,97 132 29,32 977
56 3,78 126 20,43 681
3,39 113 23,93 798
3,59 120 22,99 766
3,59 120 21,94 731
63 3,38 113 23,02 767
3,40 113 26,28 876
3,38 113 25,90 863
3,79 126 25,65 855
70 5,97 199 46,71 1557
5,95 198 46,33 1544
5,99 200 42,29 1410
5,98 199 40,08 1336
77 12,76 425 52,81 1760
11,37 379 46,19 1540
6,92 231 45,64 1521




Anhang

109

4,77 159 45,77 1526
84 5,76 192 41,12 1371
5,51 184 43,79 1460
6,13 204 41,52 1384
5,76 192 40,11 1337

Deskriptive Statistik

Sojadl, bestrahlt, + RP ab Tag 21, konstantes Kopfvolumen (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
14 139 7,02 3,51
21 118 8,60 4,30
28 159 0,79 0,39
35 111 8,47 4,24
42 103 6,79 3,40
49 124 10,4 521
56 120 5,37 2,68
63 116 6,78 3,39
70 199 0,53 0,26
77 298 125 62,3
84 193 8,52 4,26

Sojadl, bestrahlt, + RP ab Tag 21, ansteigendes Kopfvolumen (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
14 230 12,7 6,35
21 413 13,8 6,89
28 629 26,2 13,1
35 662 3,91 1,95
42 829 28,1 14,0
49 999 17,0 8,52
56 744 50,0 25,0
63 840 49,6 24,8
70 1462 107 53,6
77 1587 116 58,0
84 1388 51,8 25,9



110 Anhang

Konjugierte Diene (CD) in [umol/L] oder in [%] von Palmdl in Flaschen mit
konstantem Kopfvolumen

P = Palmdl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

P, bestrahlt, - RP | P, dunkel, - RP | P, bestrahlt, +RP | P, dunkel, + RP

Tag CD |CD [%]| CD |CD[%]| CD |CD [%]| CD |CD [%]

1 19,7 100 19,7 100 11,4 100 11,4 100
15,4 100 15,4 100 10,5 100 10,5 100
9,11 100 9,1 100 34,0 100 34,0 100
10,2 100 10,2 100 9,75 100 9,75 100

2 12,1 89,3 10,1 74,5 10,6 101 9,59 90,9
12,3 90,4 10,1 74,5 11,3 107 10,4 98,8
11,8 87,1 10,0 73,5 13,1 124 9,43 89,3
12,6 92,7 14,0 103 11,6 110 9,78 92,7

4 12,0 88,3 10,6 77,7 11,2 106 10,3 97,6
12,1 89,1 10,7 78,5 10,6 101 11,0 104
11,3 83,3 10,4 76,2 119 113 11,2 106
11,7 85,7 10,4 76,1 13,4 127 10,5 99,1

5 11,4 83,8 10,3 75,7 12,6 120 11,9 113
10,5 76,9 9,4 68,8 10,9 103 10,3 98,0
11,6 85,1 10,3 75,6 11,6 110 10,1 95,6
11,1 82,0 10,9 80,0 14,2 134 11,0 104

6 11,2 82,7 8,2 60,4 11,6 110 10,3 98,0
10,6 77,9 11,0 80,8 15,9 151 8,22 77,9
10,6 77,7 11,0 81,0 11,2 106 11,0 104
12,1 89,1 10,4 76,3 10,4 99 10,7 101

7 111 81,9 91 66,8 10,8 102 9,73 92,2
11,2 82,5 11,4 83,9 10,9 103 9,87 93,6
11,6 85,6 10,1 74,6 10,2 97 10,7 102
111 81,7 9,4 68,8 10,6 100 10,7 101

14 10,6 78,3 11,4 84,0 111 106 9,43 89,4
12,7 93,7 10,6 77,6 12,0 114 9,76 92,5
11,4 83,8 11,4 83,6 11,5 109 11,2 106
12,8 94,2 10,7 78,5 11,4 108 10,7 101

28 10,6 77,8 9,1 67,2 12,2 116 10,8 102
10,2 74,9 10,6 77,9 12,4 117 10,9 103
9,9 72,6 10,7 78,8 12,2 115 10,9 103
11,2 82,5 11,1 81,3 10,6 101 11,0 104

35 11,2 82,4 10,6 77,9 11,7 110 111 106
11,4 83,7 10,5 77,3 111 105 10,3 97,5
111 81,3 10,4 76,6 111 105 111 105
119 87,2 10,1 74,2 113 107 11,2 106

42 10,7 78,6 9,6 70,7 10,9 103 10,9 103
10,7 78,8 9,8 72,2 11,2 106 11,0 104
10,7 78,8 12,1 88,6 12,6 120 7,44 70,5
10,4 76,2 9,6 70,7 115 109 14,4 136

49 13,1 96,0 11,2 82,5 111 105 10,8 103
11,0 80,8 11,4 84,1 11,5 109 12,3 116
111 81,8 13,0 95,8 10,9 103 11,6 110
12,3 90,5 9,5 69,8 11,6 110 11,2 107

56 11,3 83,3 10,7 78,6 12,3 117 11,6 110



Anhang 111
11,5 84,8 11,1 82,0 12,6 119 10,8 103
16,0 117 11,1 81,3 10,6 101 11,6 110
11,7 86,0 14,0 103 12,7 121 11,5 109
63 12,1 88,8 11,6 85,6 12,3 116 11,5 109
12,1 88,7 10,7 78,4 11,7 111 11,6 110
11,8 86,9 12,3 90,7 11,2 106 11,6 110
11,6 85,5 12,8 94,1 12,3 116 11,3 107
70 11,4 83,9 11,6 85,1 11,1 105 10,8 102
11,1 81,3 11,4 83,6 11,1 105 11,9 113
12,7 93,1 12,0 88,5 11,4 108 11,4 108
12,1 88,6 11,4 84,0 10,7 102 11,6 110
84 10,7 78,5 10,9 80,3 12,0 114 11,1 105
10,9 80,0 11,4 84,0 11,8 112 11,5 109
11,9 87,7 12,1 88,6 11,4 108 11,2 106
10,9 79,9 12,6 92,9 12,7 120 11,7 111
Deskriptive Statistik
Palmoél, bestrahlt, - RP (n = 4)
Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
2 92,9 4,16 2,08
4 102 3,98 1,99
5 103 7,59 3,79
6 95,2 11,8 5,90
7 97,2 5,04 2,52
14 97,2 7,61 3,80
28 103 0,76 0,38
35 103 4,01 2,01
42 103 26,9 13,5
49 109 5,71 2,85
56 108 3,66 1,83
63 109 1,36 0,68
70 108 4,53 2,27
84 108 2,59 1,30
Palmol, dunkel, - RP (n = 4)
Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
2 81,3 14,4 7,18
4 77,1 1,16 0,58
5 75,0 4,64 2,32
6 74,6 9,75 4,87
7 73,5 7,66 3,83



112 Anhang

14 80,9 3,38 1,69
28 76,3 6,24 3,12
35 76,5 1,66 0,83
42 75,6 8,72 4,36
49 83,0 10,6 5,30
56 86,2 11,2 5,60
63 87,2 6,81 3,41
70 85,3 2,21 1,11
84 86,4 5,46 2,73

Palmoél, bestrahlt, + RP (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
2 110 9,96 4,98
4 112 11,2 5,61
5 117 13,4 6,68
6 117 23,5 11,7
7 101 2,85 1,43
14 109 3,42 1,71
21 107 6,31 3,16
28 112 7,80 3,90
35 107 2,39 1,19
42 110 7,24 3,62
49 107 3,14 1,57
56 114 9,30 4,65
63 112 5,12 2,56
70 105 2,61 1,31
84 114 5,12 2,56

Palmél, dunkel, + RP (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0 0
2 92,9 4,16 2,08
3 141 12,2 6,12
4 102 3,98 1,99
5 103 7,59 3,79
6 95,2 11,8 5,90
7 97,2 5,04 2,52
14 97,2 7,61 3,80
21 49,4 36,7 18,4
28 103 0,76 0,38

35 103 4,01 2,01



Anhang

113

42
49
56
63
70
84

103
109
108
109
108
108

26,9
571
3,66
1,36
4,53
2,59

13,5
2,85
1,83
0,68
2,27
1,30



114 Anhang

Konjugierte Diene (CD) in [umol/L] oder in [%] von Sojadl in Flaschen mit
konstantem Kopfvolumen

S = Sojadl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

S, bestrahlt, - RP| S, dunkel, - RP | S, bestrahlt, +RP | S, dunkel, + RP

Tag CD |CD [%]| CD |CD[%]| CD |CD [%]| CD |CD [%]

1 17,5 100 17,5 100 16,5 100 16,5 100
22,1 100 22,1 100 18,1 100 18,1 100
12,8 100 12,8 100 19,7 100 19,7 100
22,8 100 22,8 100 24,8 100 24,8 100

2 14,2 75,5 17,1 90,7 15,2 76,7 15,65 79,2
16,0 85,2 16,6 88,0 13,1 66,5 16,4 83,1
14,7 78,4 18,2 96,6 14,6 73,9 16,15 81,7
14,9 79,2 16,7 89,0 14,6 73,9 16,2 82,0

4 14,4 76,8 17,9 95,3 13,9 70,5 17,2 86,9
15,5 82,6 17,3 92,1 13,9 70,4 16,7 84,7
28,3 151 16,2 86,2 14,8 74,7 16,9 85,5
15,9 84,2 17,5 93,1 14,2 71,8 17,4 88,1

5 17,5 92,7 17,2 91,2 16,7 84,7 17,5 88,6
17,0 90,1 17,6 93,4 17,1 86,5 17,5 88,3
14,5 77,1 18,8 99,9 17,5 88,5 16,7 84,6
14,7 78,3 17,7 94,0 16,8 84,8 16,7 84,7

6 16,3 86,8 15,5 82,6 16,8 85,0 17,8 90,0
17,0 90,1 16,7 88,9 16,5 83,4 16,9 85,5
16,9 89,9 16,9 89,8 17,6 88,9 16,8 85,2
18,8 99,9 17,1 90,7 17,0 86,0 16,5 83,7

7 15,9 84,5 16,3 86,8 17,5 88,4 16,2 81,9
16,6 88,1 16,6 88,4 16,0 80,8 16,4 82,8
16,5 87,7 16,8 89,3 16,6 84,3 17,2 87,2
16,8 89,5 17,2 91,2 16,9 85,5 17,4 88,0

14 14,0 74,3 15,1 80,3 15,0 75,7 12,9 65,4
16,1 85,4 12,7 67,5 154 78,0 14,0 70,8
154 81,9 13,6 72,3 15,0 75,7 16,2 82,2
15,0 79,5 11,9 63,2 154 78,0 12,6 63,7

28 15,2 80,6 16,2 86,2 15,9 80,7 18,1 91,8
15,4 81,9 18,5 98,2 16,3 82,3 13,2 67,0
15,1 80,5 17,3 92,2 17,0 86,0 16,2 82,2
15,9 84,8 17,6 93,7 16,9 85,3 14,9 75,2

35 18,3 97,4 14,5 77,1 22,2 112 16,9 85,6
16,2 86,2 15,1 80,2 17,2 87,2 16,9 85,4
16,7 88,6 14,8 78,6 16,8 85,2 16,9 85,5
14,9 79,4 15,1 80,3 17,1 86,4 16,9 85,3

42 15,3 81,4 15,0 79,9 16,3 82,7 17,2 87,2
14,7 77,9 15,7 83,3 16,3 82,7 16,8 85,0
153 81,1 16,8 89,2 15,9 80,4 16,5 83,5
154 81,7 15,8 84,1 25,9 131 18,1 91,6

49 17,1 90,9 16,0 85,0 25,5 129 16,9 85,4
18,8 99,9 14,8 78,7 23,9 1211 17,4 88,0
14,5 76,9 15,3 81,4 16,8 85,2 17,3 87,4
14,6 77,8 14,5 77,2 25,6 130 17,0 86,1
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56 15,1 80,1 15,3 81,4 17,3 87,8 17,8 90,3
15,0 79,6 14,3 76,0 17,0 86,1 16,8 85,3
15,5 82,5 14,6 77,6 19,1 96,4 18,2 92,3
15,1 80,1 14,5 77,1 17,6 89,1 18,3 92,5
63 15,5 82,6 14,8 78,9 15,6 78,8 16,6 84,1
14,9 79,2 15,6 82,7 19,3 97,8 15,8 80,0
22,5 119 16,3 86,5 15,6 79,0 15,4 78,0
15,1 80,1 14,9 79,3 15,2 77,1 17,6 88,9
70 15,3 81,2 18,2 96,9 15,0 75,7 16,5 83,6
20,0 106,4 15,2 80,7 15,0 75,8 14,3 72,5
16,4 87,0 19,2 102 14,7 74,5 17,5 88,5
15,5 82,2 15,5 82,2 15,9 80,5 15,8 80,1
84 20,2 107 15,6 83,0 17,0 86,2 16,9 85,7
15,2 80,5 14,7 78,3 17,1 86,6 17,2 86,9
14,5 77,3 15,9 84,3 17,3 87,4 15,2 76,9
15,4 82,0 17,0 90,3 17,4 88,0 17,2 87,0
Deskriptive Statistik
Sojadl, bestrahlt, - RP (n = 4)
Tag MW % STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
2 79,6 4,06 2,03
4 98,6 34,9 17,4
5 84,6 8,03 4,01
6 91,7 5,70 2,85
7 87,4 2,09 1,05
14 80,3 4,65 2,33
28 81,9 2,00 1,00
35 87,9 7,42 3,71
42 80,5 1,76 0,88
49 86,4 11,0 5,52
56 80,6 1,29 0,64
63 90,3 19,4 9,70
70 89,2 11,8 5,88
84 86,8 13,8 6,92
Sojadl, dunkel, - RP (n = 4)
Tag MW% STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
2 91,1 3,87 1,94
4 91,7 3,88 1,94
5 94,6 3,68 1,84
6 88,0 3,69 1,85
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7 89,0 1,82 0,91
14 70,8 7,33 3,66
28 92,6 4,94 2.47
35 79,1 1,51 0,75
42 84,1 3,81 1,90
49 80,6 3,43 1,71
56 78,0 2,36 1,18
63 81,8 3,57 1,78
70 90,5 10,7 5,35
84 84,0 4,96 2,48

Sojadl, bestrahlt, + RP (n = 4)

Tag MW%  STD%  SEM%
1 100 0,00 0,00
2 72,8 4,35 2,18
4 71,9 2,02 1,01
5 86,1 1,78 0,89
6 85,8 2,30 1,15
7 84,8 3,12 1,56
14 76,9 1,34 0,67
28 83,6 2,52 1,26
35 92,8 13,1 6,53
42 94,2 24,5 12,3
49 116 21,1 10,5
56 89,8 4,57 2,29
63 83,2 9,78 4,89
70 76,6 2,64 1,32
84 87,0 0,79 0,39

Sojaél, dunkel, + RP (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
2 81,5 1,62 0,81
4 86,3 1,53 0,76
5 86,6 2,19 1,10
6 86,1 2,71 1,35
7 85,0 3,09 1,55
14 70,5 8,36 4,18
28 79,0 10,5 5,26
35 85,5 0,13 0,06
42 86,8 3,51 1,75

49 86,7 1,16 0,58
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56 90,1 3,37 1,68
63 82,7 4,83 2,42
70 81,2 6,73 3,37
84 84,1 4,87 2,43



118 Anhang

Konjugierte Diene (CD) in [umol/L] oder in [%] von Palmdél in Flaschen mit
konstantem und ansteigendem Kopfvolumen, bestrahlt, ab Tag 42 mit
Retinylpalmitat

P = Palmdl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

konstantes Kopfvol. ansteigendes Kopfvol.

Tag CD CD [%] CD CD [%)]
1 19,7 100 19,7 100
15,4 100 15,4 100

9,11 100 9,11 100

10,2 100 10,2 100

21 9,27 68,1 8,60 63,2
11,7 86,0 10,3 76,1

8,10 59,5 9,38 69,0

10,2 75,2 9,57 70,3

28 10,3 75,9 12,0 88,1
10,5 77,0 14,1 104

10,5 77,1 12,0 88,1

11,2 82,2 12,9 94,8

35 11,2 82,4 11,4 84,1
11,0 81,1 12,4 91,4

11,3 83,3 12,3 90,5

10,6 78,0 12,8 93,8

42 11,4 84,1 14,1 103
12,3 90,4 12,7 93,5

11,5 84,8 13,3 97,8

11,5 84,2 12,8 94,4

49 11,5 84,6 12,7 93,6
11,5 84,2 12,2 89,6

10,9 80,0 12,5 91,8

12,6 93,0 12,5 92,0

56 12,2 89,7 11,0 81,1
11,9 87,6 12,9 94,9

11,7 85,8 12,8 94,0

11,7 86,0 12,4 90,8

63 11,2 82,0 11,5 84,3
11,7 85,7 13,0 95,2

13,0 95,4 35,5 261

12,6 92,4 13,4 98,9

70 12,4 90,9 11,8 86,9
12,9 94,7 14,5 106

11,9 87,2 13,4 98,4

12,2 90,0 13,0 95,7

84 11,4 84,1 14,3 105
12,6 92,6 16,9 124

12,0 88,1 13,9 102

12,5 92,1 14,8 109
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Deskriptive Statistik

Palmal, bestrahlt, + RP ab Tag 42, konstantes Kopfvolumen (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
21 72,2 11,2 5,60
28 78,1 2,79 1,39
35 81,2 2,31 1,16
42 85,9 3,00 1,50
49 85,4 5,43 2,71
56 87,3 1,83 0,91
63 88,9 6,10 3,05
70 90,7 3,13 1,56
84 89,3 3,96 1,98

Palmol, bestrahlt, + RP ab Tag 42, ansteigendes Kopfvolumen (n = 4)

Tag MW % STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
21 69,7 5,27 2,64
28 93,7 7,46 3,73
35 89,9 4,13 2,07
42 97,3 4,48 2,24
49 91,8 1,66 0,83
56 90,2 6,32 3,16
63 135 84,2 42,1
70 96,8 7,97 3,99

84 110 9,72 4,86
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Konjugierte Diene (CD) in [umol/L] oder in [%] von Sojadl in Flaschen mit
konstantem und ansteigendem Kopfvolumen, bestrahlt, ab Tag 21 mit

Retinylpalmitat

S = Sojadl, +/- RP = ohne/mit Retinylpalmitat

konstantes Kopfvol. ansteigendes Kopfvol.

Tag CD CD [%] CD CD [%]
1 17,5 100 17,5 100
22,1 100 22,1 100
12,8 100 12,8 100
22,8 100 22,8 100
14 14,0 74,3 13,1 69,8
16,1 85,4 13,9 73,7
15,4 81,9 11,9 63,2
15,0 79,5 13,5 71,7
21 16,1 85,4 15,3 81,1
13,9 73,7 15,3 81,1
12,4 65,8 15,1 80,3
13,7 73,0 13,6 72,3
28 15,5 82,5 22,2 118
15,2 80,9 24,1 128
16,3 86,5 23,0 122
14,8 78,9 25,2 134
35 15,0 79,5 22,7 121
14,7 78,3 23,8 127
15,2 80,8 23,6 126
14,8 78,7 22,6 120
42 15,2 80,9 55,9 297
15,8 83,8 26,4 140
15,6 83,2 22,4 119
15,9 84,5 28,1 150
49 16,5 87,4 28,2 150
11,6 61,6 28,1 150
16,7 88,8 28,0 149
16,1 85,7 27,8 148
56 15,2 80,9 23,9 127
14,9 79,4 26,9 143
15,4 81,6 23,4 124
15,6 82,8 24,2 129
63 14,8 78,5 25,4 135
14,6 77,5 26,8 142
15,2 80,9 26,3 140
21,1 112 28,7 153
70 17,9 94,9 35,5 189
17,1 90,8 33,2 176
17,6 93,7 32,7 174
17,0 90,3 31,8 169
84 17,8 94,8 34,5 183
17,3 92,0 36,5 194
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17,9 95,3 34,7 185
18,4 97,9 33,1 176

Deskriptive Statistik

Sojadl, bestrahlt, + RP ab Tag 21, konstantes Kopfvolumen (n = 4)

Tag MW 5 STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
14 80,3 4,65 2,33
21 74,5 8,12 4,06
28 82,2 3,24 1,62
35 79,3 1,11 0,55
42 83,1 1,57 0,78
49 80,9 12,9 6,47
56 81,2 1,44 0,72
63 87,3 16,7 8,34
70 92,4 2,23 1,12
84 95,0 2,44 1,22

Sojadl, bestrahlt, + RP ab Tag 21, ansteigendes Kopfvolumen (n = 4)

Tag MW 5 STD % SEM %
1 100 0,00 0,00
14 69,6 4,53 2,27
21 78,7 4,27 2,13
28 126 7,05 3,52
35 123 3,25 1,62
42 176 81,5 40,7
49 149 0,92 0,46
56 131 8,33 4,16
63 142 7,42 3,71
70 177 8,39 4,20

84 184 7,55 3,77
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Intensitat des PBN-Adduktes [a.u.] zur Semiquantifizierung freier Radikale mit
ESR von bestrahltem Palmél in Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen (n = 1)

-/+ RP = ohne/mit Retinylpalmitat

Intensitat des PBN-Adduktes [a.u.]

Tag -RP + RP
n.d. n.d.
3 n.d. n.d.
53845 44992
14 155510 159871
21 243464 179124
28 334928 431562
35 494220 497946
56 719828 745878
84 1032680 1103524

Intensitat des PBN-Adduktes [a.u.] zur Semiquantifizierung freier Radikale mit

ESR von bestrahltem Sojadl in Flaschen mit ansteigendem Kopfvolumen (n = 1)
-/+ RP = ohne/mit Retinylpalmitat

Intensitat des PBN-Adduktes [a.u.]

Tag -RP +RP
n.d. n.d.
n.d. n.d.
44514 47800
14 136652 139238
21 248282 223023
28 269918 272508
35 325301 408051
56 680604

84 799532 809344
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Retinolgehalt in [ug/mL] und in % in bestrahltem Sojaél in Flaschen mit

ansteigendem Kopfvolumen

Retinolgehalt [pug/mi] Retinolgehalt in %

Tag 21 Tag 49 Tag 70 Tag 21 Tag 49 Tag 70
36,2 42,8 16,7 100 118 38,9
43,3 35,2 32,9 100 81,1 93,5
38,7 35,3 21,1 100 91,3 59,7

Deskriptive Statistik
Retinolgehalt [ug/mi] Retinolgehalt in %
Tag 21 Tag 49 Tag 70 Tag 21 Tag 49 Tag 70

MW 41,0 35,3 27,0 100 86,2 76,6

SD 3,29 0,13 8,33 0 7,22 23,9
n 3 3 3 3 3 3
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Gehalt an 8-, y- und a-Tocopherol in [ug/mL] in bestrahltem Sojadl in Flaschen

mit ansteigendem Kopfvolumen

6-Tocopherol

y-Tocopherol

a-Tocopherol

Tag [Hg/mL] [Hg/mL] [ng/mL]
1 141 414 168
113 427 139
118 451 141
21 77,3 339 127
74,4 336 130
74,3 333 128
49 72,8 325 114
74,0 333 116
72,5 328 117
70 70,5 317 101
71,9 325 113
71,6 324 110
84 70,8 316 104
70,1 316 96,7
71,3 326 97,3

Deskriptive Statistik

(n=3)

&-Tocopherol y-Tocopherol a-Tocopherol

Tag MW SD MW SD MW SD

1 124 15,3 431 18,6 149 16,3

21 75,3 1,72 336 2,61 128 1,63

49 73,1 0,79 329 4,13 116 1,48

70 71,3 0,72 322 4,04 108 6,11

84 70,8 0,59 320 551 99,2 3,83
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Gesamttocopherolgehalt in [ug/mL] und in % in bestrahltem Sojaél in Flaschen
mit ansteigendem Kopfvolumen

Gesamttocopherole Gesamttocopherole

Tag [ng/mL] %

1 724 100
678 100

710 100

21 543 75,0
540 79,7

536 75,4

49 512 70,7
523 72,3

518 71,5

70 489 67,6
509 70,3

506 70,0

84 491 67,8
483 66,8

494 68,3

Deskriptive Statistik

Gesamttocopherole [pg/mL]

Tag 1 21 49 70 84
MW 704 540 517 501 489
STD 23,4 3,60 5,66 10,8 5,83

n 3 3 3 3 3
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Gesamttocopherole [%)]

Tag 1 21 49 70 84

MW 100 76,7 71,5 69,3 67,6

STD 0 2,59 0,78 1,50 0,81
n 3 3 3 3 3
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Lebenslauf

Christiane Stoll

Personliche Angaben

Geburtsort Scheibbs

Staatshilrgerschaft Osterreich

Religion rémisch-katholisch
Familienstand ledig
Ausbildung
2010-2013 Masterstudium Erndhrungswissenschaften an der
Universitat Wien, Schwerpunkt Food Quality and Food
Safety
2006-2010 Bachelorstudium Erndhrungswissenschaften an der

Universitat Wien

2002-2006 BORG Scheibbs mit bildnerischem Zweig
1998-2002 Hauptschule Scheibbs
1994-1998 Volksschule Scheibbs

Arbeitserfahrung

seit August 2013 Prozessanalytik, Sandoz GmbH, Kundl-Schaftenau

Oktober 2012- Chemisch technische Assistentin (CTA) am Institut fir

Juni 2013 Ernahrungsphysiologie und Physiologische Chemie,
Universitat Wien, Univ. Prof. Mag. Dr. Veronika Somoza

August u. Labor fir Rickstandsanalytik der LVA

September 2011 (Lebensmittelversuchsanstalt), Wien

Juni 2010 Labor fur Rickstandsanalytik der LVA, Wien

August 2009 Sozialreferat der Wien Energie, Wien

Juli 2009 Mikrobiologisches Labor der LVA, Wien

Praktische Erfahrungen und Kenntnisse




128 Anhang

Praktische Erfahrungen

Analytische Chemie (HPLC-MS, HPLC-UV, SPME-HS-
GC, GC-MS)

Praparative Chemie (HPLC)
Synthesechemie

Photometrie

QUECHERS-Methode (Rickstandsanalytik)

Mikrobiologische Methoden

Kenntnisse
Computerkenntnisse (MS Office, Sigma-Plot, SPSS)

Englisch in Wort und Schrift (Sehr gut)



