| Hochschule Neubrandenburg
I | University of Applied Sciences

Hochschule Neubrandenburg
Fachbereich Agrarwirtschaft und Lebensmittelwissenschaften
Studiengang Lebensmittel- & Bioprodukttechnologie

Sommersemester 2018

Einfluss von Hopfen-Extrakt-Fraktionen auf die Lipid-

Oxidation von Lebensmitteln

Masterthesis

zur

Erlangung des akademischen Grades

Master of Science (M. Sc.)

Verfasser: Andrej Ganske

Erstbetreuer: Prof. Dr. Marco Ebert
Zweitbetreuer: Prof. Dr. Leif-Alexander Garbe
Tag der Einreichung: 01.11.2018

URN: urn:nbn:de:gbv:519-thesis2018-0016-2



Il Danksagung

Danksagung

Zu aller Erst mochte Ich mich bei Prof. Dr. Marco Ebert und Prof. Dr. Leif-Alexander Garbe fiir
die Moglichkeit der Bearbeitung dieser interessanten Thematik bedanken. Weiterhin bin ich
Ihnen sehr dankbar, dass Ich ein Teil des ,HopHalt“-Projektes sein durfte. Die Tatigkeit als

studentische Hilfskraft in Ihrer Arbeitsgruppe hat mir immer sehr viel Freude bereitet.

An dieser Stelle auch ein groBes Dankeschdn an Frau Wessel fiir die stets freundliche und
kompetente Betreuung wahrend meiner gesamten Zeit im Hopfenprojekt. Vielen Dank, dass
Sie sich immer Zeit genommen haben fir unzahlige neue Anregungen, Vorschlage und

insbesondere praxisbezogene Hilfestellungen im Labor.

Des Weiteren bedanke Ich mich im Rahmen der Projekttatigkeiten bei Paul Thiel, Georg
Arendt, Kerstin Pohle und Zahra Arzhang fir die tatkraftige Unterstiitzung im Labor, vielen

nitzlichen Ratschlagen und interessanten Gesprachen.

Ich danke meinen Freunden an dieser Stelle, dass sie meine studentische Zeit in jeglicher

Hinsicht bereichert haben.

AbschlieRend gebiihrt mein besonderer Dank meinen Eltern und meinem Zwillingsbruder

Alexander Ganske, die mich wahrend meiner Studienzeit immer unterstitzt haben.



1] Abstract

Abstract

The aim of this work was to investigate the influence of hop extract fractions on the lipid
oxidation of food. Based on two different antioxidant tests (DPPH and FRAP) the antioxidant
potential of each hop extract fraction was evaluated. In general water extracted extract (HS01),
cyclohexane extracted extract (HS02) and ethanol extracted extract (HS03) shown antioxidative
effects (P < 0.05). Specifically, the HSO1 extract had the highest antioxidant potential in the
DPPH test with methanol as diluent. In FRAP-test with aqueous solution the HS03-extract had
the most antioxidative effect. In comparison to commercially used antioxidants like
tocopherol or ascorbic acid the antioxidant effect of hop extract fractions was many times
lower. To transfer these results to certain fatty foods and evaluate their effects, various rape
oil-, lard- and liver sausage samples were mixed with 100 ppm hop extract fractions. The
results were compared with samples with ascorbic acid and sodium percarbonate. At first the
oxidative stability of rape oil and lard was measured by an accelerated oxidized test using the
Rancimat method. In conclusion, not a single hop extract fraction has significantly changed the
induction time, which is a parameter for the oxidation stability. Unlike the extracts, the use of
antioxidants and oxidants had mostly significantly changed the oxidative stability (P < 0.05). In
a further investigation, the TBARS concentration of lard and liver sausage were measured over
several weeks at the same storage condition. On the one hand, the hop extract fractions had
no significant influence in lard. In addition, the use of antioxidants and oxidants also showed
no significant differences (P < 0.05). On the other hand, the addition of 100 ppm HS02 extract
and Beta extract in liver sausage influenced the TBARS value significantly. Furthermore, a
significant change in TBARS were observed in all samples after a certain time (P < 0.05). Overall
it can be stated that hop extract fractions had an antioxidative potential, but the effect is far
lesser than commercial antioxidants. Further the addition did not significantly affect the
oxidative spoilage of fats and oils, but in liver sausage 100 ppm HS02 extract improves the
stability against oxygen. The use of beta extract resulted in faster formation of TBARS in liver

sausage.
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1 Einleitung

1 Einleitung

Hopfen findet seine dlteste Erwdhnung von Plinius dem Alteren im Jahr 79 n. Chr., der den
Mehrwert der Pflanze als Delikatesse in den Sprossen sah (Wilhelm, 2013). Erst Anfang des 12.
Jahrhundert wird Hopfen erstmalig zur Herstellung von Bier erwdhnt. Als wichtige Zutat beim
Brauprozess verursacht der Hopfen das typische Hopfenaroma und den bitteren Geschmack.
Dariiber hinaus war schon zur damaligen Zeit das antiseptische Potenzial der Hopfendolden
bekannt (Heyse, 1995). In den letzten 1000 Jahren hat sich der Hopfen als weltweite
Kulturpflanze etabliert und wird mittlerweile auf allen Kontinenten der Erde angepflanzt
(Wilhelm, 2013). Als Rohstoff in der Bierherstellung ist der Hopfen heutzutage unverzichtbar und
macht den GroRteil der Nutzung aus (Biendl et al., 2012). Nur ein geringer Teil der weltweiten
Hopfenproduktion wird fir kosmetische und pharmazeutische Produkte verwendet (Wilhelm,
2013). Trotz alldem ist das Interesse der Hopfeninhaltsstoffe in den vergangenen Jahren immens
gestiegen. Neben antimikrobieller Wirkung werden den Inhaltsstoffen u.a. gesundheits-
fordernde und antioxidative Eigenschaften zugesprochen, weshalb der Einsatz auch abseits der
Bierindustrie ein hohes Potenzial ausweist (Piendl und Biendl, 2000). Antioxidantien sind
heutzutage in sehr vielen Lebensmitteln zur Verlangerung der Haltbarkeit bei gleichbleibender
Qualitat unumganglich geworden. Der oxidative Verderb ist ein weitgehendes Problem in der
Lebensmittelbranche und ist allgegenwertig. Besonders fettreiche Lebensmittel sind Gber den
gesamten Herstellungsprozess und wahrend der Lagerung sehr anfillig gegenliber Sauerstoff.
Neben dem Verlust an essentiellen Nahstoffen und der Veranderung von sensorischen
Eigenschaften konnen auch gesundheitsschadliche Verbindungen durch die Lipid-Oxidation
entstehen. In den vergangenen Jahrzenten ist die Akzeptanz gegenlber synthetischen
Antioxidantien immer mehr gesunken und der Trend geht immer weiter in Richtung natirlichen
Konservierungsmitteln (Rathjen, 1998). Dementsprechend kann die Entwicklung von neuartigen,
haltbaren und sicheren Lebensmitteln mit natirlichen Konservierungsmitteln bzw.
Antioxidantien entscheidende Wettbewerbsvorteile am globalen Markt mit sich bringen. Die
Erfolgsgarantie von Lebensmitteln mit Hopfeninhaltsstoffen zur Verlangerung der Haltbarkeit ist
allerdings noch schwer einzuschatzen. Der Erfolg hangt vor allem von der Akzeptanz des
Verbrauchers ab, welche durch weiterfihrende Forschungen von Hopfeninhaltsstoffen erhoht
werden kann (Biendl, 2005). Mit diesem zielorientierten Kontext beschaftigt sich die Hochschule

Neubrandenburg, die Landfleischerei Torney Pripsleben GmbH und das Zentrum fir Erndhrung



2 Einleitung

und Lebensmitteltechnologie gGmbH in dem kollektiven Projekt ,HopHalt” zur Erforschung der
Eigenschaften von Lebensmitteln mit Hopfeninhaltsstoffen.

Im Rahmen der projektbezogenen chemischen Analytik ist das Ziel dieser Arbeit den Einfluss von
Hopfen-Extrakt-Fraktionen auf die Lipid-Oxidation von Lebensmitteln zu untersuchen. Naher
wird das antioxidative Potential der verwendeten Hopfen-Extrakt-Fraktionen erforscht und
bewertet. Im Allgemeinen beschaftigt sich diese wissenschaftliche Arbeit Gber die Bedeutung
und Wirkung des Hopfens und deren Hopfeninhaltsstoffe. Dariiber hinaus wird grundlegendes
Wissen liber Fette und deren Oxidationsprozesse vermittelt. Weiterhin werden Antioxidantien
und deren Wirkung naher beschrieben. Zum Verstandnis der grundlegenden Oxidationsprozesse
von Fetten und Olen wurde die Oxidationsstabilitidt von pflanzlichen und tierischen Fetten mit
der Rancimat-Methode untersucht. Daraufhin wurde der Einfluss bei Zugabe von Hopfen-Extrakt-
Fraktionen, Antioxidantien und Oxidantien beobachtet. In umfassenden Antioxidationstests
(FRAP und DPPH) wurde das antioxidative Potenzial ausgewahlter Hopfen-Extrakt-Fraktionen
untersucht und bewertet. Im abschlieBenden Lagerversuch wurde die Konzentration an TBARS
liber mehrere Wochen von fetthaltigen Lebensmitteln ohne und mit Hopfen-Extrakt-Fraktionen,
Antioxidantien und Oxidantien gemessen und der aktuelle Zustand des oxidativen Verderbs

bewertet.
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2 Stand der Wissenschaft und Technik

2.1 Hopfen

2.1.1 Botanik und Kultivierung

Der Hopfen (Humulus lupulus) ist eine mehrjahrige, zweihausige Pflanze (Kunze, 2011). Die
Kletterpflanze wird botanisch den Nesselgewadchsen (Urticales) zugeordnet und gehort der
Familie der Hanfgewdchse (Cannabinaceae) an (Back, 2008). Es werden nur die weiblichen
Pflanzen mit ihren wertgebenden Bliitenstanden, u.a. auch Hopfendolden oder Hopfenzapfen
bezeichnet, kultiviert. Die mannlichen Pflanzen werden nur fiir die Zlichtung neuer Hopfensorten
verwendet (Kunze, 2011). Dabei wird u.a. das Aroma, der Ertrag, der Bittergehalt, die
Klimatoleranz und die Resistenz gegeniiber Krankheiten und Schadlingen verbessert (NarziR et
al., 2017). Im Allgemeinen bestehen die Hopfendolden aus Stiel, Spindel, Bliten, Lupulin und
Doldenblattern (Kunze, 2011). Der schematische Aufbau einer Hopfendolde wird in der

Abbildung 1 ersichtlich.

Stiel/Spindel

Blatter

Lupulin Driisen

Abbildung 1: schematischer Aufbau einer Hopfendolde (Thiel, 2017)

Je nach Sorte sind die Spindeln und Doldenblatter des Hopfens in ihrer Form und Auspragung
unterschiedlich. Diese Abweichungen sind wesentliche botanische Kennzeichen fir die
Einordnung in verschiedenste Hopfensorten (Biendl, 2012). Des Weiteren unterscheiden sich die
Sorten nach ihrem typischen Aroma, welche durch die Art und Menge der Hopfendle bestimmt
wird. Die Zusammensetzung und der Gehalt an Bitterstoffen ist ebenfalls ein wichtiges Kriterium.

Im Allgemeinen wird nach diesen Kriterien der Hopfen in Aromasorten, Bittersorten und Hoch-
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a-Sorten unterteilt (NarziB et al., 2017). Der technologisch Interessante Bestandteil des Hopfens
ist Lupulin. Es ist ein gelbes und klebriges Pulver, welches zwischen der Spindel und den
Deckblattern von den Lupulin-Driisen gebildet wird. Das Lupulin, bestehend aus bitteren Harzen
und atherischen Olen, enthilt alle fiir die Brauereitechnologie wertgebenden Inhaltsstoffe, mit
Ausnahme der Gerbstoffe (Kunze, 2011; Biendl et al., 2012). Der Kulturhopfen wird mittlerweile
in mehr als 50 Landern auf einer Gesamtflache von ber 52 000 ha angebaut. Die grof3ten
Produzenten sind mit Abstand Deutschland, USA, China und die Tschechische Republik. Dennoch
sinkt die Weltanbauflache seit etwa 1992 kontinuierlich, obwohl die Weltbierproduktion im
gleichen Zeitraum stetig steigt. Dies liegt vor allem an dem verstarkten Anbau und Einsatz von
Hoch-a-Sorten, wodurch fiir die gleiche Bitterkeit der Biere geringere Dosierungen notwendig
sind. Darlber hinaus geht der weltweite Trend des Bierkonsums in Richtung der Biere mit

geringen Bittereinheiten (Kunze, 2011; Biendl et al., 2012).

2.1.2 Inhaltsstoffe

Die Hopfeninhaltsstoffe setzen sich neben Wasser im Wesentlichen aus den Primar- und
Sekundarmetaboliten des Hopfens zusammen. Die frischen Hopfendolden haben einen
Wassergehalt von ca. 80 %. Nach der Ernte werden die Dolden in der Regel sofort auf einen
Wassergehalt von ca. 10 % runter getrocknet, so dass der Hopfen fiir den Handel mikrobiologisch
stabil wird (Biendl et al., 2012). Die durchschnittliche charakteristische Zusammensetzung der

Inhaltsstoffe von getrockneten Dolden verschiedener Sorten wird in der Abbildung 2 ersichtlich.

Polyphenole
5% Cellulose, Lignine, Proteine,
Mineralstoffe, Aminos&uren,

Lipide, Pektine, Kohlenhydrate
Bitterstoffe 60 %

i .

/

atherische Ole
1

Wasser
10 %

Abbildung 2: durchschnittliche charakteristische Zusammensetzung getrockneter Hopfendolden
verschiedener Sorten (Wingender und Stamm, 2015)
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Die Zusammensetzung der Inhaltsstoffe kann je nach Sorte, Jahrgang, Herkunftsland,
Erntezeitpunkt, Trocknung und Lagerung variieren (Back, 2008). Primarmetaboliten, wie z. B.
Proteine, Kohlenhydrate und Lipide, sind wichtiger Bestandteil fiir das Zellwachstum und
essentiell fur die Pflanze. Die Sekundarmetaboliten, u.a. auch sekundare Pflanzenstoffe
bezeichnet, sind fiir die Pflanze nicht essentiell und kénnen vielfdltige Funktionen haben.
Beispielsweise konnen Insekten zur Bestdubung angelockt oder Schadlinge ferngehalten werden.
Die Beschaffenheit der Sekundidrmetaboliten ist sehr vielseitig, zu denen z. B. Pigmente,
Alkaloide, Ole, Harze und Polyphenole gehéren. In den Hopfendolden ist der Anteil an
sekunddren Pflanzenstoffen mit ca. 30 % in den getrockneten Dolden sehr hoch. Vor Allem
Polyphenole, dtherische Ole und Bitterstoffe machen einen GroRteil der Sekundirmetaboliten
aus. Die wichtigsten Sekundarmetaboliten der Hopfendolde sind in der nachfolgenden Abbildung

3 schematisch dargestellt.

Hopfendolden

= _ Mono- und
Flavanole  —— Sesquiterp_ena'
Flavonole — Sauerstoff-haltige
Verbindungen
Phenol-
carbonsauren

l unsperzifische Weichharze —— unspezifische Hartharze

| u-Bittersauren (Humulone) — prenylierte Flavonoide

l f-Bittersauren (Lupulone) — [_.{ Xanthohumol

Abbildung 3: schematische Einteilung der wichtigsten Sekundarmetaboliten der Hopfendolde
(Wingender und Stamm, 2015)
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Die Polyphenole werden in den Doldenblittern eingelagert. Wogegen die therischen Ole und
Bitterstoffe im Lupulin vorliegen. Im Lupulin enthaltene Enzyme sind in der Lage Prenyl-Gruppen
als Seitenketten in terpenophenolische oder polyphenolische Grundstrukturen einzufligen. Diese
prenylierten Verbindungen, welche vorwiegend im Bitterstoff des Hopfens vorzufinden sind,
machen den Hopfen im Geruch und Geschmack einzigartig (Biendl et al., 2012). Es folgt eine

detailliertere Beschreibung der wichtigsten Hopfeninhaltstoffe.

Bitterstoffe

Die Summe aus allen Bitterstoffen im Hopfen wird Gesamtharz bezeichnet. Die getrocknete
Hopfendolde kann bis zu 30 % Gesamtharz enthalten und setzt sich aus den Bestandteilen des
sogenannten Weichharzes und des Hartharzes zusammen. Der Harzgehalt ist sehr sorten-
spezifisch und kann stark schwanken (Back, 2008; Biendl et al., 2012). Ein Uberblick iiber die

Zusammensetzung der Hopfenharze in den getrockneten Hopfendolden liefert die Tabelle 1.

Tabelle 1: sortenbedingte Schwankungsbreite der Hopfenharze in den getrockneten Hopfen-
dolden (nach Biendl et al., 2012)

Gesamtharze Relativer Anteil [%] Gesamt [%]
Hartharze unspezifisch 2

spezifisch 2-3

e Xanthohumol 0,2-1,2

Weichharze unspezifisch 3-6

spezifisch 10-30

e o-Sduren 2-20

e B-Siuren 3-10

Die Einteilung der Hopfenharze erfolgt nach der Loslichkeit in Hexan. Weichharze sind in Hexan
[6slich und Hartharze sind nicht in Hexan |6slich. Die Weichharze bestehen zum grofRen Teil aus
a-Sauren (Humulone) und B-Sauren (Lupulone). Sie sind Gemische verschiedener Homologen mit
sehr ahnlicher chemischer Struktur. Die Homologe der a-Sauren sind Humulon, co-, ad-, pra- und
post-Humulon. Die Lupulone werden mit denselben Prafixen gleichermalRen unterteilt. Sie
unterscheiden sich lediglich durch die Seitenkette am dritten Kohlenstoffatom (Back, 2008;

Biendl et al., 2012). Humulone haben eine Hydroxygruppe und Lupulone haben eine
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Dimethylallyl-Gruppe. Die chemische Struktur der a-, B- und Iso- a -Sduren des Hopfens sind in

der nachfolgenden Abbildung 4 dargestellt.

SN OH O
R
HO @
HO
\

-Sauren a-Sauren ISO-a-Sauren
Name Struktur
co-Humulon/co-Lupulon -CH(CHs),
Humulon/Lupulon -CH,-CH(CH-),
ad-Humulon/ad-Lupulon -CH(CH3)-CH2-CH,
pra-Humulon/pra-Lupulon -CH,-CH,-CH(CH,),
post-Humuon/post-Lupulon -CH,-CH,4

Abbildung 4: chemische Struktur der a-, B- und Iso- a -Sauren des Hopfens (Biendl et al., 2012)

Neben dem typischen bitteren Geschmack und der Schaumbildung im Bier haben die
Hopfenbitterstoffe wesentliche antibakterielle Eigenschaften zur Verlangerung der biologischen
Haltbarkeit. Abgesehen von den a- und B-Sduren hat die Iso- a -Sdure einen wesentlichen Einfluss
auf die Bitterkeit. Sie entsteht durch die Isomerisierung der a-Sauren wahrend des Koch-
prozesses, ist besser wasserldslich und deutlich bitterer als die nicht isomerisierte Form (Back,
2008). Humulone und Lupulone haben ein hohes antioxidatives Potenzial. Sie haben das
Potenzial als Radikalfanger zu agieren und die Lipidperoxidation zu hemmen. Die Radikalfanger-
aktivitat ist bei beiden Weichharzen fast identisch mit den zwei natirlichen Antioxidantien a-
Tocopherol und Ascorbinsdure. In der Hemmung der Lipidoxidation wurden sogar 10 bis 100-mal
groRere Hemmwirkungen beobachtet (Piendl und Biendl, 2000). Die Hartharze sind der polare
bzw. gut wasserlosliche Teil des Hopfens, die sich vorwiegend aus Glucopyranosiden und
Prenylflavonoiden zusammensetzen. Glucopyranoside sind an Glukose gebundene Multifidole
und Flavonole, wie z.B. Quercetin oder Kaemperol (Biendl und Cocuzza, 2016/2017). Die

Bedeutung der Prenylflavonoide mit dem wichtigsten Vertreter Xanthohumol und einiger
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Glucopyranoside werden im nachfolgenden Textabschnitt der Polyphenole ndher erldutert. Die
unspezifischen Harze der Bitterstoffe umfassen ein Sammelbegriff fir verschiedene Substanzen
mit ahnlicher chemischer Struktur der Weich- oder Hartharze. Diese Substanzen sind teilweise in
nur sehr geringer Konzentration vorhanden, kdnnen nicht eindeutig gemessen oder chemisch

charakterisiert werden (Biendl et al., 2012).

itherische Ole

Das typische Hopfenaroma entsteht durch zahlreiche flichtige Verbindungen im Hopfen. Der
Gehalt an dtherischen Olen in der getrockneten Hopfendolde variiert je nach Sorte, Anbaugebiet
und Erntejahr zwischen 0,2 und 3 %. Das Hopfenaroma setzt sich aus mehr als 1000 chemischen
Substanzen zusammen, wovon lediglich 400 Verbindungen chemisch entschliisselt und
identifiziert wurden. Zu den charakteristischen Verbindungen zahlen vor allem Kohlenwasser-
stoffe und verschiedene sauerstoffhaltige Verbindungen (Biendl et al., 2012). Der relative Anteil
an ausgewahlten chemischen Verbindungen im Hopfendl ist der Tabelle 2 zu entnehmen. Die
prozentualen Anteile sind Durchschnittwerte von verschiedenen Sorten aus frisch geernteten

Hopfendolden.

Tabelle 2: relative Anteile von chemischen Verbindungen im Hopfendl frisch geernteter
Hopfendolden (nach Biendl et al., 2012)

Verbindungen im Hopfendl Relativer Anteil [%]

Monoterpene 40

Kohlenwasserstoffe Sesquiterpene 40
Aliphatische Kohlenwasserstoffe <1

Carbonsdure-Ester 15

Carbonsduren 1

Sauerstoffhaltige Verbindungen = Monoterpenoxide 1
Sesquiterpenoxide 1

Aliphatische Aldehyde und Ketone 1

Sauerstoffhaltige Thiole <1

Es ist zu erkennen, dass vor allem die Monoterpene, Sesquiterpene und die Carbonsdure-Ester

im Hopfenodl mengenmaRig liberwiegen. In der Stoffgruppe der Monoterpene ist Myrcen mit
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mehr als 50 % mengenmaBig am meisten vorhanden und sorgt mitunter flr den typischen
grasigen Geruch im frischen Hopfen. Weitere Monoterpene mit deutlich geringeren Anteilen sind
Limonen, a- und B-Pinen. In der Stoffgruppe der Sesquiterpene (iberwiegen mengenmaRig B-
Caryophyllen, a-Humulen und Farnesen. Sesquiterpene sind in der Regel weniger fllichtig als
Monoterpene, jedoch kénnen autoxidative Prozesse die Bildung von Epoxiden beglinstigen. Die
Carbonsaure-Ester sind die drittgroRte Stoffgruppe im Hopfendl und beinhalten vorwiegend
Methylester verschiedener geradkettiger oder verzweigter Carbonsduren, aber auch deren
Ethyl-, Propyl- und Butylester. Sie sorgen mitunter fir das arttypische fruchtige oder blumige
Hopfenaroma. Die Intensitdat des Aromas bzw. der Gehalt der Carbonsdure-Ester variiert sehr
stark nach Hopfensorte. Bei unglinstigen warmen Lagerbedingungen kdonnen freie Carbonsauren
bzw. Fettsduren, u. a. Butansdure oder Pentansdure, gebildet werden und verursachen einen
unangenehmen kasigen Geruch. Allerdings konnen diese Fehlaromen durch konsequente
KihlmakRnahmen der Hopfenprodukte weitestgehend unterbunden werden (Back, 2008; Biend|
etal., 2012). Neben der Bildung des typischen Aromaprofiles werden den &therischen Olen auch
sedierende Wirkungen zugesprochen. Vor allem das 2-Methyl-3-buten-2-ol, welches sich bei der
Lagerung der Hopfenprodukte anreichert, wird in diesem Zusammenhang in Verbindung gesetzt.
Allerdings konnte noch keine eindeutige sedierende Wirkung des Hopfendls wissenschaftlich

bestatigt werden. (Biendl und Pinzl, 2009; Biendl et al., 2012; Narzil§ et al., 2017)

Polyphenole

Polyphenole sind mehr oder weniger komplexe Verbindungen bestehend aus mehreren Phenyl-
gruppen (Kunze, 2011). Der Gehalt in den getrockneten Hopfendolden kann je nach Sorte
zwischen 2 und 7 % betragen. Die Polyphenole sind vorwiegend in den Deckblattern und Spindeln
des Hopfens enthalten (Kunze, 2011; Biendl et al., 2012). Sie setzen sich in der Regel aus
Taninnen, Catechinen, Flavonolen und Proanthocyanidinen zusammen. Dabei sind die
Proanthocyanidine, auch Anthocyanogene genannt, mit iber 80 % mengenmallig am meisten
unten den Polyphenolen vertreten. Die Hopfenpolyphenole werden grob in polymere und
monomere Polyphenole unterteilt, je nach dem aus wie vielen Einheiten sie bestehen und
zusammengesetzt sind. Monomere Polyphenole bestehen entweder aus phenolischen oder
heterocyclischen Carbonsauren. Polymere Polyphenole konnen niedermolekular oder

hohermolekular sein. Je nach Art und Umfang der Zusammensetzung konnen die Polyphenole
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abweichende Eigenschaften haben (Kunze, 2011). Die systematische Einteilung der

Hopfenpolyphenole wird in der Abbildung 5 genauer ersichtlich.

[
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Abbildung 5: systematische Einteilung der Hopfenpolyphenole (Kunze, 2011)

Phenolische Carbonsduren und Flavonoide sind in der Pflanzenwelt zahlreich vertreten. Das
Polyphenol Quercetin ist in freier Form eines der starksten bekannten natirlichen
Antioxidantien. In Hopfen ist Quercetin glykosidisch gebunden und dadurch verbessert sich die
Wasserloslichkeit. Eine dhnliche antioxidative Wirkung hat das Polyphenol Catechin, welches in
freier Form oder in mehrkettiger Form aus sich selbst oder mit dhnlichen Strukturen (Epicatechin)
im Hopfen vorliegt. Ketten aus bis zu acht Einheiten werden Proanthocyanidine bezeichnet
(Biendl et al., 2012). Bei Erhitzung im sauren Milieu und in Anwesenheit von Sauerstoff reagieren
Proanthocyanidine zu Anthocyanidine, welche als natiirliche Antioxidantien gelten (Back, 2008).
Bei noch langeren Polymereinheiten werden die Bezeichnungen Gerbstoffe oder Tannine
verwendet, welche ebenfalls antioxidativ wirken. Die Prenylflavonoide sind sehr hopfen-
spezifisch und einzigartig in der Pflanzenwelt (Biendl et al., 2012). Im Gegensatz zu den anderen
Polyphenolen sind alle Prenylflavonoide im Lupulin lokalisiert. Allen voran als wichtigster
Vertreter das Xanthohumol (Back, 2008; Kunze, 2011; Biendl et al., 2012). Dem Xanthohumol
werden antioxidative und sogar antikanzerogene Eigenschaften zugeschrieben. AulRerdem weist

die Substanz im Gegensatz zu den a- und B-Sauren eine sehr milde Bittere auf, weshalb der Stoff
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als Arznei- oder Nahrungsergdanzungsmittel sinvoll und moglich ware. Die beim Kochen
entstehende isomerisierte Form des Xanthohumols, das sogenannte Isoxanthohumol, hat
dhnliche Eigenschaften wie das Xanthohumol nur in abgeschwachter Form. Allerdings ist die
Wasserloslichkeit der isomerisierten Form um ein vielfaches hoéher (Biendl und Pinzl, 2009;
Kunze, 2011; Biendl et al., 2012). In der nachfolgenden Tabelle 3 wird der maximale Gehalt an

ausgewahlten spezifischen Polyphenolen im getrockenten Hopfendolden ersichtlich.

Tabelle 3: maximaler Gehalt an ausgewahlten spezifischen Polyphenolen in der getrockneten
Hopfendolde (nach Biendl et al., 2012)

Polyphenol im Hopfen Maximaler

Gehalt [%]

Xanthohumol 1,2
Co-Multifidolglukosid 0,3
Isoquercitrin (Quercetinglukosid) 0,2
Astragalin (Kaempferolglukosid) 0,2
Catechin 0,2
Procyanidin B3 0,1
Desmethylxanthohumol 0,1
6-Prenylnaringenin 0,03
8-Prenylnaringenin 0,01
Ferulasaure 0,01
Resveratrol <0,01

Die antioxidative Wirkung der zahlreichen Polyphenole tragt zur Verbesserung der Geschmack-
stabilitdt bei. Neben den antioxidativen Eigenschaften haben die Hopfenpolyphenole auch
wichtige technologische Eigenschaften, allen voran fiir die Bierbrautechnologie. Sie bewirken ein
adstringierendes Mundgefiihl und deren Oxidationsprodukte bilden rotbraune bis schwarze
Verbindungen. AuBerdem haben die Polyphenole die Fahigkeit sich mit komplexen Eiweil3stoffen
zu verbinden und diese auszufillen. (Kunze, 2011). Des Weiteren haben Multifidole im Hopfen

entzindunghemmende Eigenschaften (Biendl et al., 2012)
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2.1.3 Hopfenprodukte

Aus Rohhopfen gewonnene Hopfenprodukte werden im Allgemeinen in konventionelle, iso-
merisierte und spezielle Hopfenprodukte unterteilt (Back, 2008). Eine detaillierte Darstellung der

Einteilung wird in der nachfolgenden Abbildung 6 ersichtlich.
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Abbildung 6: systematische Einteilung der Hopfenprodukte (Back, 2008)

Die konventionellen Hopfenprodukte machen rund drei Viertel des gesamten Weltmarktes aus.
Der GroRteil sind Hopfenpellets und Hopfenextrakte. Die isomerisierten Hopfenprodukte sind
ebenfalls in Form von Pellets oder Extrakten erhaltlich. Hier werden vorwiegend die a-Sduren
des Hopfens isomerisiert, um die Stabilitdat und Loslichkeit zu verbessern. Allerdings ist die
industrielle Nutzung von isomerisierten Produkten nach dem Reinheitsgebot nur bedingt
moglich. Downstream-Produkte umfasst eine Produktklasse, welche aus den lIso-a-Sduren
gewonnen werden. Trotz bedingter Nutzung der isomerisierten Hopfenprodukte ist der Anteil

am Weltmarkt mit rund 21 % relativ grol8. Spezielle Hopfenprodukte sind beispielsweise mit
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Xanthohumol angereicherte Produkte, Hopfendle oder Gerbstoffextrakte, welche nur einen
geringen Anteil am Weltmarkt haben. Lediglich 2 % der Hopfendolden werden als Rohprodukt
eingesetzt, da die Verarbeitung des Hopfens viele wesentliche Vorteile mit sich bringt (Back,
2008; Biend! et al., 2012). Das Volumen wird stark reduziert, weshalb die Lagerung und die
Handhabung verbessert werden. Aullerdem konnen die wertgebenden Bitterstoffe besser
dosiert werden. Die Hopfenprodukte sind durch spezielle Verpackungen besser vor Oxidationen
geschitzt und wahren so bei sachgemafer Lagerung den Erhalt der Rohstoffqualitdat Gber
mehrere Jahre hinweg (Schuster et al., 1992; Heyse, 1995; Back, 2008). In der nachfolgen
Abbildung 7 werden die wichtigsten Hopfenprodukte und deren prozentualer Anteil am

Weltmarkt grafisch dargestellt.

2%

m Rohhopfen = Pellets = Extrakt Iso-Produkte

Abbildung 7: prozentualer Anteil von Hopfenprodukten auf dem Weltmarkt im Jahr 2010 (nach
Biendl et al., 2012)

Angesichts der Verwendung von Hopfenextrakten in dieser Arbeit werden diese nochmals naher
erlautert. Unter dem Extrahieren wird sinngemal3 das Herausldsen einzelner Bestandteile aus
einem Feststoff mit Hilfe eines Loésungsmittels verstanden (Kunze, 2011). Fir das Herauslosen
der Hopfeninhaltsstoffe haben sich zwei Lésungsmittel in den vergangenen Jahren etabliert. Zum
einen Ethanol und zum anderen fliissiges oder tGberkritisches Kohlenstoffdioxid. Beide Stoffe sind
,biereigene” Losungsmittel und als Emissionen unbedenklich. Allerdings unterscheiden sie sich

im Extraktionsprozess und in ihrem Losungsverhalten (Biendl et al., 2012). Die Extraktion mit
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Ethanol verlauft kontinuierlich. Die Hopfendolden werden zerkleinert, mit Ethanol gemischt und
in einem mehrstufigen Gegenstromextrakteur extrahiert. Dabei reichern sich die Hopfeninhalts-
stoffe im Alkohol an. Mit Hilfe einer mehrstufigen Vakuum-Verdampferanlage wird der Hopfen-
Rohextrakt aufkonzentriert. AnschlieRend wird der aufkonzentrierte Rohextrakt zentrifugiert
und in den wasserldslichen Gerbstoffextrakt und den nicht wasserloslichen Reinharzextrakt
geteilt. Der Reinharzextrakt enthalt alle wertgebenden Bitter- und Aromastoffe des Hopfens. Der
Gerbstoffextrakt hingegen beinhaltet vorwiegend hochmolekulare und geringe Mengen an
niedermolekularen Polyphenolen. Bei der Ethanolextraktion wird Xanthohumol fast vollstandig
extrahiert. Allerdings werden zum Teil leichtfliichtige Aromastoffe durch die Destillation
entfernt. Im Gegensatz zur Ethanol-Extraktion ist die Extraktion mit Kohlenstoffdioxid (CO2) nur
batchweise realisierbar. Gasformiges CO; hat keine LOsungsmitteleigenschaften und muss
deshalb komprimiert bzw. verflissigt werden. Mit steigendem Druck und steigender Temperatur
verbessern sich die Losungsmitteleigenschaften des CO,. Eine Extraktion mit CO; ist unterhalb
und oberhalb des kritischen Zustandes von 73 bar und 31 °C moglich. Unterhalb des kritischen
Zustandes wird von der flissigen Phase und oberhalb des kritischen Zustandes von der
Uberkritischen Phase gesprochen. In beiden Extraktionsvarianten reichert sich das fliissige CO;
mit den Hopfeninhaltsstoffen an, wird anschlieRend verdampft und die gelosten Hopfen-
bestandteile fallen aus. Die Extraktion unterhalb des kritischen Punktes verlduft isobar,
wohingegen die Extraktion oberhalb des kritischen Punktes auf zwei unterschiedlichen
Druckstufen durchgefiihrt wird. Somit ist der Losungsmittelcharakter des tiberkritischen CO; viel
variabler und generell um ein Vielfaches héher als bei der flissigen Phase. Die Extraktion mit
Uberkritischem CO; wird mittlerweile haufiger durchgefiihrt. In der Regel zwischen 150 bis
300 bar und 32 bis 100 °C. Mit Hilfe der CO,-Extraktion kdnnen weitestgehend alle wertgebenden
Hopfenaromastoffe extrahiert werden. Neben den Weichharzen und Hartharzen werden auch
fast alle Hopfendle gelost. Im Gegensatz zur Ethanol-Extraktion konnen wasserlosliche
Polyphenole nicht aus dem Hopfen extrahiert werden und das Xanthohumol kann nur bei sehr
hohem Druck oberhalb von 700 bar und tber 70 °C gel6st werden. Die CO,-Extraktion ist zwar
kostenintensiver als die Ethanol-Extraktion, aber dafiir ist der Prozess viel schonender, die
Loslichkeit der Stoffe ist selektiver und jegliche Oxidationsprozesse konnen hier ausgeschlossen

werden (Kunze, 2011; Biendl et al., 2012; Narzil} et al., 2017).
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2.1.4 Verwendung

Der Grol3teil des kultivierten Hopfens findet in Form von Pellets oder Extrakten im Brauwesen als
wertgebender Aroma- und Bitterstofflieferant Verwendung (Wilhelm, 2013). Daneben werden
die Sekundarmetaboliten des Hopfens als pflanzliches Arzneimittel verwendet (Biend! et al.,
2012; Jeannin, 2012). Die sedativen Eigenschaften des Lupulins werden meistens in Kombination
mit Baldrianextrakt gegen Stresssymptome und Schlaflosigkeit verabreicht (Unger, 2007; Biendl|
et al.,, 2012). Die pharmakologische Wirkung des Hopfens findet mittlerweile weltweites
Interesse. Infolgedessen wurde in Deutschland die Hopfenpflanze zur Arzneipflanze des Jahres
2007 gewahlt. Allerdings wird lediglich ein Prozent des weltweiten Hopfenanbaus fir
pharmazeutische Zwecke verwendet und ist im Vergleich zum industriellen Nutzen fir die
Brauereitechnologie noch unbedeutend (Biendl et al., 2012). Die Hopfenpolyphenole sorgen
ebenfalls fir groBes Interesse, da sie viele gesundheitsfordernde Eigenschaften haben und als
natirliche Antioxidantien eingesetzt werden kdnnen. Vor Allem das Xanthohumol hat wegen
seiner gesundheitsfordernden Eigenschaften groRte offentliche Aufmerksamkeit erlangt (Wichtl,
2005; Kammhuber, 2005/2006). Viele Patentanmeldungen im Bereich der Forschung,
Entwicklung und Anwendung der Hopfenpolyphenole wurden in klrzester Zeit getatigt. Einige
mit Hopfenpolyphenolen angereicherte Produkte sind mittlerweile auf dem Markt erhaltlich. In
Form von Wellness-Getranken, alkoholischen Getranken oder Nahrungsergdanzungsmitteln sollen
diese dem Verbraucher gesundheitsférdernde Eigenschaften bieten. Die Entwicklung von
weiteren angereicherten Lebensmittelprodukten mit Hopfeninhaltsstoffen ist in naher Zukunft

sehr wahrscheinlich (Biendl, 2005).

2.2 Lipide

2.2.1 Einteilung

Lipide sind in chemischer Hinsicht eine Klasse von verschiedenen organischen Verbindungen mit
stark hydrophobem Charakter. Sie sind also nicht wasserl6slich, kdnnen allerdings in unpolarem
Losungsmittel gelost werden (Belitz et al., 2007). Lipide sind einfache oder aus mehreren
chemischen Verbindungen zusammengesetzte Substanzen mit teilweise sehr unterschiedlicher
Struktur. Dazu zahlen mitunter Triglyceride, freie Fettsdauren, Phosphoglyceride, Sphingolipide,

Terpene, Steroide und deren Ester (Matissek und Baltes, 2015). Die Klassifizierung der Lipide
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erfolgt meistens nach dem Merkmal des Acylrestes oder nach der Polaritat der Stoffe (Belitz et

al., 2007). Die wichtigsten Stoffklassen der Lipide werden in der Tabelle 4 ersichtlich.

Tabelle 4: Einteilung der Lipide (Latscha et al., 2015)

Verbindungsklasse Schemat. Aufbau bzw. Hydrolyseprodukte Beispiel

I Nicht hydrolysierbare Lipide

Kohlenwasserstoffe; | Alkan fi-Carotin
Carotinoide

Alkohole; Sterine Alkanole ab Cj Cholesterol
Siiuren Fettsiiuren ab Cy g Stearinsiure

I1 Ester

Fette Fettsiure + Glycerol Tristearoylglycerol
Wachse Fettsiure + Alkanol Bienenwachs
Sterinester Fettsiiure + Cholesterol Cholesterol-Linola

ITI Phospholipide
Phosphatidsiure
Phosphatide

Fettsiure + Glycerol + Phosphorsiiure —

Fettsiure + Glycerol + Phosphorsiiure Lecithin
+ Aminoalkohol

IV Glycolipide

Cerebroside Fettsiiure + Sphingosin + Zucker Galactosylsphingosin

Ganglioside Fettsiure + Sphingosin + Zucker -

+ Neuraminsiure

2.2.2 Fette und Fettsduren

Aus erndhrungsphysiologischer Sicht sind vor allem die Triglyceride der Lipide bedeutend. Im
Vergleich zu anderen Energielieferanten haben Triglyceride einen vergleichsweise hohen Brenn-
wert, weshalb sie im tierischen und teilweise auch im pflanzlichen Stoffwechsel als Reservestoff
eingespeichert werden (Belitz et al., 2007; Matissek und Baltes, 2015). Neben der erndhrungs-
physiologischen Bedeutung gelten Fette auch als spezifische Losungsmittel fir viele verschiedene
fettlosliche Farbstoffe, Vitamine und Aromastoffe. AuRerdem verdandern sie in Lebensmitteln
wesentliche sensorische Eigenschaften, wie z.B. die Konsistenz, das Mundgefiihl und das Aroma
(Belitz et al., 2007). Fette, im Sinne von Triglyceriden, sind die Ester unterschiedlich langer
Fettsauren mit Glycerin, einem dreiwertigen Alkohol (Matissek und Baltes, 2015). Die Fettsdauren
der Triglyceride sind aliphatische Monocarbonsauren und bestimmen wesentliche Eigenschaften
der Fette. Je nach Lange und Anordnung der Acylketten werden beispielsweise Siede- bzw.

Schmelzpunkt malgeblich verdndert (Hopp, 2018). Aktuell sind ca. 200 natirliche Fettsduren
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bekannt, allerdings spielen die meisten in den Nahrungsfetten nur eine untergeordnete Rolle, da
sie nur selten im Fettgerilst eingebaut werden. Die Fettsauren werden aufgrund ihrer Sattigung
mit Wasserstoff in gesattigte und ungesattigte Fettsduren unterteilt (Matissek und Baltes, 2015).
Die Anzahl und Position der Doppelbindungen kdonnen bei gleicher Struktur variieren (Belitz et
al., 2007; Hopp, 2018). Die wichtigsten Fettsauren in tierischen und pflanzlichen Lipiden sind in

der Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: in tierischen und pflanzlichen Lipiden relevante Fettsduren (Latscha et al., 2015)

Zahl der C-Atome | Name Formel

gesiittigte Fettsiiuren

4 Buttersiure CHz—(CH>»)>—COOH

12 Laurinsiure CH3—(CH>»)o—COOH

14 Myristinsiiure CH3—(CH>)>—COOH

16 Palmitinsiure CH3;—(CH»)4—COOH

18 Stearinsiiure CH3—(CHa2) 6 —COOH

ungesittigte Fettsiuren (Doppelbindungen: cis-konfiguriert)

16 Palmitoleinsiiure CH;—(CH,)5—CH=CH—(CH>)7;—COOH

18 Olsiiure CH3—(CH5)7—CH=CH—(CH>)7;—COOH

18 Linolsiure CH3—(CH3)3—(CH>—CH=CH)> —(CH» )7—COOH
18 Linolensiure CH3;—(CH>—CH=CH)3—(CH» )7—COOH

20 Arachidonsiure CH3;—(CH>)3—(CH>—CH=CH)4—(CH>)3—COOH

Gesattigte Fettsauren werden grofRtenteils in tierischen Fetten gebildet. Fleisch, Fisch, Eier, Milch
und Milchprodukte sind reich an gesattigten Fettsauren. Im Pflanzenreich sind vorwiegend
Kokosniisse oder Palmkerne reich an gesattigten Fettsduren (Frede, 2010). In freier Form sind
gesattigte Fettsduren als Aromastoffe in pflanzlichen Lebensmitteln oder mit Hilfe von
Mikroorganismen auch in tierischen Lebensmitteln vorhanden (Belitz et al.,, 2007). Der
aromatische und flichtige Charakter der Fettsauren nimmt allerdings mit steigender
Kohlenstoffanzahl und damit starkerer zwischenmolekularer Anziehungskraft stetig ab (Hopp,
2018). Die ungesattigten Fettsduren kénnen eine, zwei oder drei Carboxygruppen im Acylrest
enthalten und werden in einfach ungesattigte- oder mehrfach ungesattigte Fettsduren unterteilt.
Vom Methylende ausgehend wird die Position der Doppelbindung in Omega (w)-3-, w-6- oder w-
9-Fettsauren klassifiziert. Der griechische Buchstabe Omega (w) bezeichnet dabei die
entfernteste Doppelbindung an der Kohlenstoffkette (Belitz et al., 2007). Die ungesattigten

Fettsduren werden zum grofSten Teil in pflanzlichen Lipiden gebildet (Frede, 2010). Oliven, Raps,
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Haselnlisse oder Avocados sind beispielsweise reich an ungesattigten Fettsauren. Einige wenige
einfach ungesattigte Fettsduren sind in Fleisch, in Leber, im Fischfett oder im Hihnerei
vorhanden (Belitz et al., 2007). Essentielle Fettsduren, wie z.B. Linol- oder Linolensaure, sind fur
den Menschen sehr bedeutend, da sie nicht vom menschlichen Organismus gebildet werden
konnen und ausschlieBlich mit der Nahrung aufgenommen werden miissen. Die essentiellen
Fettsauren sind wichtige Bestandteile fiir die menschliche Zellmembran, den Enzymen und den
Transport von lonen im Korper (Krist et al.,, 2008). Genauere Informationen Uber die
Fettsdurezusammensetzung von pflanzlichen und tierischen Lipiden ist der Anlage 1 und 2 zu

entnehmen.

2.2.3 Fettverderb

Alle Fette und fetthaltigen Lebensmittel werden naturgemdR mehr oder weniger durch
verschiedene Reaktionen zersetzt (Krist et al., 2008). Diese Abbauprodukte sind schon in sehr
geringen Konzentrationen geruchlich und geschmacklich wahrnehmbar. Der charakteristische
ranzige Geruch und Geschmack bewirkt derartige Qualitatsminderungen, dass die fetthaltigen
Lebensmittel nicht mehr verkehrsfahig sind (Matissek und Baltes, 2015). Die Reaktionsprodukte
kdnnen unter Einfluss von Enzymen (Hydrolyse), sehr hohen Temperaturen (Polymerisation)
oder Sauerstoff (Oxidation) gebildet werden. Der enzymatische Abbau erfolgt entweder durch
zelleigene Lipasen bzw. Lipoxygenasen oder durch zellfremde Enzyme aus Mikroorganismen. Die
Hydrolyse kann auch durch alkalische Verbindungen ausgeldst werden (Verseifung). Der Prozess
der Polymerisation wird meistens beim Braten oder Frittieren von Fetten bei Temperaturen
oberhalb von 200 °C beobachtet. (Klien, 2008).

Der entscheidende Abbauprozess ist allerdings der autoxidative Verderb durch Sauerstoff. Im
Allgemeinen sind Fette durch ihren lipophilen Charakter von Natur aus sehr oxidationsanfallig,
da sie ca. zehn Mal mehr Sauerstoff I6sen kénnen als beispielsweise Wasser (Ebermann, 2011).
Wie schnell ein Fett verdirbt hiangt weitestgehend von der Fettsaurezusammensetzung, der
Temperatur und dem Gehalt an Antioxidantien im Fett ab. Ferner kann der Oxidationsprozess
durch Metallionen, z.B. Eisen, Kupfer oder Mangan, eine erhdhte Sauerstoffkonzentration oder
Energie in Form von Warme oder Licht gefordert werden. (Krist et al., 2008; Ebermann und
Elmadfa, 2011). Grundsatzlich sind gesattigte Fettsduren wesentlich stabiler als ungesattigte

Fettsdauren. Vor allem mehrfach ungesattigte Fettsauren sind aufgrund ihrer Doppelbindungen
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sehr oxidationsanfillig. Fette mit sehr hohen Anteilen an mehrfach ungesattigten Fettsduren
verderben oftmals um das Zehnfache schneller als Fette mit hohen Anteilen an gesattigten
Fettsauren (Krist et al., 2008; Latscha et al., 2015). Charakteristisch flir den oxidativen Verderb
ist die zunachst langsame Sauerstoffaufnahme (Induktionsperiode), die nach fortschreitender

Zeit sogar exponentiell ansteigt (Abbildung 8).

Sauerstoffanfnalune

Induktiensperiode

Zeit

Abbildung 8: Autooxidation eines Fettes (Matissek und Baltes, 2015)

Die Autooxidation ist eine charakteristische Radikalkettenreaktion. Bei der verschiedene
Abbauprodukte unterschiedlich schnell gebildet werden (Matissek und Baltes, 2015). Mit
fortschreitender Reaktionszeit wird die Reaktion immer komplexer, da neben primaren Abbau-
produkten auch Sekundadr und Tertidrprodukte gebildet werden. Die Anfangsphase der
Autooxidation lasst sich in drei einfache Schritte unterteilen: die Startreaktion, die Ketten-
fortpflanzung und der Kettenabbruch (Matissek und Baltes, 2015). Zum ndheren Verstandnis

dient die nachfolgende Abbildung 9.
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1. Initiationsreaktion (Startreaktion):

R—H—R-+ Huw

2. Propagierung (Kettenfortpflanzung):

R-+-0—0-—-R—0—-0
R—0—0-R—+R—0—0—H+R

3. Terminierung (Kettenabbruch):

R—0—-0-+R —-R—-0—-0-—R
R-+R-—R—BR

Abbildung 9: die Autooxidation als charakteristische Radikalkettenreaktion (Matissek und Baltes,
2015)

In der Startreaktion werden vorwiegend freie Peroxy-, Alkoxy- und Alkyl-Radikale gebildet,
indem der Sauerstoff selbst als Radikal agiert und die Doppelbindungen der ungesattigten Fett-
sauren angreift. Durch Warme- oder Lichtenergie aktivierte Wasserstoff-Atome zwischen den
Doppelbindungen ermoglichen die Umsetzung der Fettsauren und die Abspaltung von Elek-
tronen (Miinch, 2003; Klien, 2008). Die Startreaktion verlauft sehr langsam und ist der Indukt-
ionsperiode zuzuordnen. In der Phase der Kettenfortpflanzung binden sich freie Radikale an
elementaren Sauerstoff, wodurch in erster Linie Hydroperoxyl-Radikale gebildet werden. An-
schliefend bindet das Radikal von Fettsduren abgespaltene Wasserstoffatome. Somit bilden sich
in kirzester Zeit sehr instabile Hydroperoxide. Die Hydroperoxide sind allerdings noch keine
wertmindernden Reaktionsprodukte, da sie geruch- und geschmacklos sind. Erst die weitere
Oxidation mit Sauerstoff und die Verbindung mit weiteren Fettsdurebestandteilen bilden
niedermolekulare und flichtige Verbindungen aus den Hydroperoxiden, welche den charakter-
istischen ranzigen Geruch und Geschmack auslosen. Diese Reaktionsprodukte, z.B. Aldehyde,
Alkohole, Ketone oder Hydroxysduren, sind schon in kleinsten Konzentrationen sensorisch
wahrnehmbar. In der Kettenabbruchreaktion verbinden sich zwei Radikale miteinander und es
entstehen stabile Endprodukte. Diese stabile Form wird oftmals bei sauerstoffarmen Regionen
im inneren von Lebensmitteln beobachtet. Bei ausreichender Sauerstoffzufuhr wird die
Radikalkette bis auf ein unbestimmtes Mal? des Fettverderbs weitergefiihrt (Rathjen, 1998; Klien,
2008). Die Autooxidationsprozesse konnen durch den Ausschluss von Sauerstoff, z.B. durch

Vakuumverpackungen oder Inertgase, verhindert werden. Des Weiteren sollten sehr fetthaltige
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Lebensmittel vor UV-Strahlen geschiitzt werden. AuBerdem kann die Geschwindigkeit der
Autooxidation bei kihler und dunkler Lagerung herabgesetzt werden. Auch der Zusatz von
Antioxidantien in Lebensmitteln hemmt die Autooxidation (Miinch, 2003; Matissek und Baltes,

2015).

2.3 Antioxidantien

2.3.1 Einordnung und Wirkung

Antioxidantien sind im weiten Sinne alle chemischen Verbindungen, die in der Lage sind Oxi-
dationsprozesse zu hemmen. Sie greifen wahrend der Oxidation in die Radikalkettenreaktion ein
und verhindern so die Bildung der ranzigen Reaktionsprodukte. Je nach Wirkungsmechanismus
werden diese in primdre und sekundare Antioxidantien eingeteilt. Ferner kdnnen Antioxidantien
nach ihrem natirlichen oder synthetischen Ursprung klassifiziert werden (Krist et al., 2008).
Primare Antioxidantien wirken als Radikalfanger. Sie kdnnen in zwei Varianten die Radikalket-
tenreaktion blockieren, indem sie entweder die Peroxylradikale oder die Alkoxyradikale abfan-
gen. Die primaren Antioxidantien wirken als schnelle Wasserstoff-Spender fiir die Peroxyl- und
Alkoxyradikale. Ersteres hemmt die Bildung der Hydroperoxide und letzteres verlangsamt den
Zerfall der Hydroperoxide. Die Wirksamkeit ist umso starker, je geringer die Bindungsenergie des
Wasserstoffatoms zum Antioxidans ist, weshalb vor allem phenolische Verbindungen als
geeigneter Wasserstoff-Donator antioxidativ wirken (Rathjen, 1998; Frede, 2010). Sie bilden so
eigene Antioxidans-Radikale, die wiederum bis zu zwei weitere Fettsaure-Radikale binden und
inaktivieren konnen. Diese komplexe Verbindung ist infolge der Resonanzstruktur stabilisiert,
reagieren nur sehr langsam weiter und die Autooxidation wird gehemmt (Rathjen, 1998; Miinch,
2003). Rathjen (1998) schrieb zu dieser Thematik: ,, Antioxidantien dieser Art sind BHA, BHT und
natlirliche Antioxidantien wie Tocopherole, Flavonoide u. a.“ (Rathjen, 1998). Die Antioxidans-
Radikale miissen stabil sein, da durch Wasserabspaltungen aus ungesattigten Fettsauren neue
Radikale entstehen kénnen. Demzufolge kdnnen Antioxidantien auch prooxidativ wirken.
AulRerdem werden bei niedrigem Sauerstoffdruck, bei zu hoher Konzentration an Antioxidantien
oder bei sehr langsamer Reaktionsgeschwindigkeit der Kettenreaktion prooxidative Wirkungen
ersichtlich (Rathjen, 1998).

Sekundare Antioxidantien wirken als Metalldesaktivatoren, Sauerstofffanger oder Wasserstoff-

spender. In der Regel tritt die antioxidative Wirkung nur in Anwesenheit von primdren Antioxi-
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dantien auf, weshalb diese Verbindungen auch als Synergisten bezeichnet werden. Polycarbon-
sauren, Aminosauren und Polyphosphate kdnnen beispielsweise bestimmte Metallionen, insbe-
sondere Eisen- und Kupferionen, komplex in ihrer Struktur binden. Infolgedessen geht die pro-
oxidative Eigenschaft der Metallionen verloren. Sauerstofffanger, z.B. Ascorbinsdure oder Ascor-
bylpalmitat, schiitzen die ungesattigten Fettsduren, indem diese eher oxidiert werden. Der
oxidative Zerfall der Fettssdauren kann so um eine bestimmte Zeit hinausgezogert werden.
Wasserstoffdonatoren konnen dehydrierte Antioxidantien durch Reduktion wieder in ihre
Ausgangsstruktur zurtickfihren. Speziell der synergetische Effekt von Tocopherol und Ascor-
binsaure findet haufig Verwendung (Rathjen, 1998). Einige wesentliche Beispiele flr primare und

sekundare Antioxidantien sind in der nachfolgen Tabelle 6 dargestellt.

Tabelle 6: primare und sekundare Antioxidantien (Krist et al., 2008)

Primére Antioxidantien Sekundare Antioxidantien

Phenole Gallate Sauerstofffanger Sulfite
Hydrochinone Ascorbinsaure
Butylhydroxyanisol Ascorbylpalmitat
Butylhudroxytoluol Chelatbildner Lecithin
Tocochromanole Zitronensaure

2.3.2 Verwendung in der Lebensmittelindustrie

Mit Hilfe von Antioxidantien kann die Stabilitdt gegenlber Sauerstoff und die Haltbarkeit von
Lebensmitteln verbessert werden. Natirliche Antioxidantien sind in Pflanzen und in Tieren von
Natur aus vorhanden. (Ebermann und Elmadfa, 2011). Tierische Antioxidantien sind in Form von
Proteinen und Aminosduren antioxidativ wirksam. Von grofRer Bedeutung sind pflanzliche
Antioxidantien, u.a. Tocopherole, Ascorbinsaure, Carotine, phenolische Sauren und Flavonoide.
(Rathjen, 1998). Im Laufe der technologischen Verarbeitung der pflanzlichen und tierischen
Rohstoffe geht allerdings ein GroRteil der Antioxidantien verloren, weshalb in aller Regel neue
Antioxidantien dem fertigen Lebensmittel zugesetzt werden (Ebermann und Elmadfa, 2011).
Kommerziell werden nur einige wenige natiirliche Antioxidantien genutzt. Ublich beschrinkt sich
die Verwendung auf Tocopherol oder Ascorbinsaure. Weniger werden Pflanzenextrakte aus
beispielsweise Rosmarin mit primar phenolischen Verbindungen, wie Carnosol oder Rosmanol,

den Lebensmitteln zugesetzt (Rathjen, 1998). Auch synthetische Verbindungen mit dhnlichen
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antioxidativen Eigenschaften sind in der Lebensmittelindustrie keine Seltenheit mehr. Ahnlich
der natirlichen Antioxidantien bestehen sie oftmals aus einem phenolischen Grundgerist.
Kommerziell genutzte synthetische Antioxidantien sind zum Beispiel Butylhydroxyanisol (BHA),
Butylhydroxytoluol (BHT), Propylgallat, Tertiar-Butylhydrochinon (TBHQ) und Ascorbylpalmitat.
(Belitz et al., 2007; Paschke, 2012). Haufig werden die synthetischen Antioxidantien mit anderen
natirlichen Antioxidantien in Lebensmitteln kombiniert eingesetzt. Eine Besonderheit der
synthetischen Antioxidantien ist, dass sie auch in Verpackungsmaterialien verwendet werden
(Matissek und Baltes, 2015).

Die Anwendung von Antioxidantien wird in lebensmittelrechtlichen Gesetzen geregelt. In den
einzelnen Landern kann die Anwendung von Antioxidantien variieren. (Belitz et al., 2007). In
Deutschland wird die Anwendung von Antioxidantien in der Zusatzstoff-Zulassungsverordnung
geregelt (Rabe und Horst, 2015). Fir den praktischen Gebrauch in Lebensmittel darf keine
gesundheitliche Gefahr von Antioxidantien ausgehen. Weiterhin sollten die Antioxidantien
sensorisch nicht wahrnehmbar und in geringen Konzentrationen zwischen 0,01 und 0,02 %
hochwirksam sein. AuRerdem missen die Antioxidantien fir den praktischen Gebrauch in

Lebensmitteln leicht dosierbar, stabil und kostenglinstig sein. (Belitz et al., 2007; Paschke, 2012).

2.4 Grundlagen der Untersuchungsmethoden

24.1 DPPH-Test

Die DPPH-Methode ist eine spektralphotometrische Untersuchung zur Bestimmung des antioxi-
dativen Potentials von phenolischen Substanzen (Paschke, 2012). 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl
(DPPH) ist ein kommerziell erhaltliches organisches Radikal, welches sein Absorptionsmaximum
bei 515 nm hat (Schmeinck, 2007). Seit der ersten Nutzung durch Brand-Williams et al. (1995) ist
die Anwendung der Methode aufgrund der einfachen und schnellen Handhabung um ein
Vielfaches gestiegen (Miller, 2011). Die Methode basiert auf die Reduktion von DPPH zu
Hydrazin-Derivaten in Anwesenheit von Antioxidantien (Schmeinck, 2007). Dabei kann das DPPH-
Radikal die Rolle des Wasserstoffakzeptors oder des Elektronendonators einnehmen (Pedan,
2017). Die DPPH-Reaktion zeichnet sich durch eine Entfarbung von violett zu gelb aus und kann
spektralphotometrisch verfolgt werden (Schmeinck, 2007). Die Reaktion des DPPH Molekils in

Anwesenheit eines Antioxidans ist in der nachfolgenden Abbildung 10 dargestellt.
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02N 02N
N—N- NO, N—NH NO,
O,N 05N
Absorption bei 515 nm Absorption bei 324 nm
violett gelblich

Abbildung 10: Reaktion von DPPH in Anwesenheit eines Antioxidans (nach Pedan, 2017)

Im Wesentlichen beschreibt die Methode also die Fahigkeit von phenolischen Proben die freien
Radikale des DPPH abzufangen. Der radikalische Charakter des DPPH geht somit verloren und das
Absorptionsmaximum verschiebt sich zu niedrigeren Wellenldngen (HlGthmayr, 2012). Das
antioxidative Potenzial der Proben ist also umso grofler je mehr DPPH-Radikale abgefangen
werden (Almomen, 2017). Des Weiteren gibt das eingestellte Reaktionsgleichgewicht Hinweise
auf die Fahigkeit der Antioxidans-Radikale in einem bestimmten Zeitraum zu wirken. In der Regel
erreichen schnelle Radikalfanger das Gleichgewicht nach wenigen Minuten, mittelschnelle
Radikalfanger nach 30 min und langsame Radikalfanger bendtigen meistens ein bis sechs Stunden
(HGthmayr, 2012). Es wurde angenommen, dass in dieser Arbeit untersuchte Hopfenextrakt-
Proben langsame phenolische Radikalfanger aufweisen, weshalb eine zweistlindige Reaktionszeit

gewahlt wurde.

24.2 FRAP-Test

Der ,Ferric Reducing Antioxidant Power” -Test ist ein Verfahren zur Bestimmung der antioxi-
dativen Kapazitdt und wurde von Benzie und Strain (1996) erstmals in Plasmaproben verwendet.
Infolge der relativ einfachen Bestimmung der antioxidativen Kapazitdat wurde der FRAP-Test im
Laufe der Jahre auf verschiedene Lebensmittelextrakte und Antioxidantien Ubertragen. Im
grundlegenden basiert der Test auf die Fahigkeit von Antioxidantien Eisen (lll)-lonen (Fe3*) zu
reduzieren. Damit die Reaktion spektralphotometrisch verfolgt werden kann missen die

gebildeten Eisen (Il)-lonen (Fe?*) mit jeweils zwei Molekilen 2,4,6-Tri-(2-pyridyl)-s-triazin (TPTZ)
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komplexiert werden (Miiller, 2011). Die Reduktion durch Antioxidantien ist in der nachfolgenden

Abbildung 11 verbildlicht.
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Abbildung 11: Reduktion der Eisen(lll)-TPTZ-Komplexes durch Antioxidantien im FRAP-Test
(Paschke, 2012)

Der intensive blaue Fe?*-TPTZ,-Komplex hat sein Absorptionsmaximum bei 593 nm und ist im pH-
Bereich von 3,6 bis 5,6 stabil (Benzie und Strain, 1996; Muller, 2011). Unter Verwendung von einer
Standardkurve, die bekannte Konzentrationen an Eisen (llI)-lonen enthalt, kann die antioxidative
Kapazitdit der gemessenen Proben quantifiziert werden (Almomen, 2017). Die gemessene
Farbintensitat ist dem antioxidativen Potential der Proben proportional (Paschke, 2012). Der
FRAP-Test ist nur in sauren wassrigen Lésungen moglich. Die Messung lipophiler Antioxidantien

ist dementsprechend nicht ausfiihrbar (Muller, 2011).

243 TBARS-Test

Beim TBARS-Test wird der Gehalt an Thiobarbitursaure reaktiven Substanzen (TBARS) gemessen.
Die Konzentration an TBARS ist ein entscheidendes Mal3 fiir den Grad der Autooxidation. TBARS
sind vorwiegend Lipidhydroperoxide und Aldehyde mit ihrem wichtigsten Vertreter
Malondialdehyd (Kishida et al., 1993; Botsoglou et al., 1994). Malondialdehyd (MDA) gilt als
wesentliches Abbauprodukt von Hydroperoxiden und die Konzentration ist abhdngig vom
jeweiligen Fettsduremuster. In der Regel entsteht mehr MDA beim Abbau von hoch
ungesattigten Fettsduren. (Ebermann und Elmadfa, 2011). Die Verbindung ist zwar geruchslos,
kann aber Proteine in Lebensmitteln durch zweifache Kondensation vernetzten. Infolgedessen

werden Konsistenz und Textur von fetthaltigen Lebensmitteln negativ beeinflusst. (Miinch, 2003;
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Belitz et al., 2007). Im Allgemeinen basiert der TBARS-Test auf die komplexe Bindung von zwei 2-
Thiobarbitursdaure (TBA)-Molekilen mit MDA im sauren Milieu. Der gebildete rosa TBA-MDA-
Komplex kann anschlieend spektralphotometrisch bei 532 nm gemessen und quantitativ mit
Hilfe einer Standardkurve erfasst werden. (Kishida et al., 1993; Botsoglou et al., 1994). Die
Komplexbildung zwischen TBA und MDA wird in der nachfolgenden Abbildung 12 naher

verdeutlicht.
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Abbildung 12: Chemische Reaktion zwischen TBA und MDA (Thiel, 2017)

2.4.4 Rancimat-Methode

Die Rancimat-Methode wurde erstmals von Hadorn und Zurcher (1974) angewandt. Sie dient zur
Bestimmung der Oxidationsstabilitdt von Fetten, Olen und fetthaltigen Lebensmitteln und ist
aufgrund der einfachen und schnellen Bestimmung weltweit etabliert (Farhoosh, 2007;
Metrohm, 2015). Bei der Rancimat-Methode wird die Autooxidation stark geférdert, indem hohe
Temperaturen und ein kontinuierlicher Luftstrom den oxidativen Verderb beschleunigen (de la
Presa-Owens et al., 1995; Metrohm, 2015). Die Fettoxidation durchlduft alle typischen
Oxidationsprozesse, die in Kapitel 2.2.3 beschrieben sind. Die aus Hydroperoxiden gebildeten
flichtigen organischen Sauren, insbesondere Ameisen- und Essigsdure, werden mit Hilfe des
kontinuierlichen Luftstromes in ein Messgefal} mit destilliertem Wasser geblasen. Dadurch steigt
die Leitfahigkeit an und die Induktionszeit bzw. Induktionsperiode kann automatisch ermittelt
werden. Die Induktionszeit ist bei dieser Messmethode ein wichtiges Mal} fiir die Bestimmung

der Oxidationsstabilitat von fetthaltigen Proben, da ab diesem Zeitpunkt sekundare
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Oxidationsprodukte in Form von typischen ranzigen Geruchs- und Geschmacksstoffen gebildet
werden. Die Lebensmittel sind ab diesem Zeitpunkt nicht mehr verkehrsfahig. (Farhoosh, 2007;
Farhoosh und Hoseini-Yazdi, 2014; Metrohm, 2015). Zum besseren Verstiandnis der

Messmethode dient die nachfolgende Abbildung 13.

] J..- Messgetiss

Leitiéhigkeits-
Messzalls

. Maessldsung

" Reaktionsgeiiss

— Probe

Helzblock

Abbildung 13: schematischer Aufbau der Rancimat-Methode (§ 64 LFGB: L 13.00-38, 2018)

3 Material und Methoden

3.1 Versuchsplanung und Projektlbersicht

Diese wissenschaftliche Arbeit ist ein Teil des Forschungs- und Entwicklungsprojektes Lebens-
mittel mit neuem Geschmack und gezielt verbesserter Haltbarkeit durch Hopfen-Extrakt-
Fraktionen. In Zusammenarbeit mit der Hochschule Neubrandenburg, dem Zentrum flr Erndh-
rung und Lebensmitteltechnologie gGmbH und der Torney Landfleischerei Pripsleben GmbH
werden verschiedenste Untersuchungen durchgefiihrt, um zielgerichtet die Haltbarkeit von
Lebensmitteln auf natiirlichem Wege zu verlangern. Das Zentrum fiir Erndhrung und Lebensmit-
teltechnologie (ZELT) gGmbH stellt innerhalb des Projektes Hopfen-Extrakte her, die wiederum
in kleinere Fraktionen aufgetrennt und analysiert werden. Die Torney Landfleischerei Pripsleben

GmbH stellt unter Verwendung dieser Hopfen-Extrakt-Fraktionen jegliche Fleischerzeugnisse
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her, die anschlieRend von der Hochschule Neubrandenburg sensorisch, physikalisch und che-
misch untersucht werden. Diese wissenschaftliche Arbeit ist den chemischen Untersuchungen
des Projektes einzuordnen. Zundchst werden mogliche antioxidative Wirkungen der
hergestellten Hopfen-Extrakte mittels FRAP- und DPPH-Methode untersucht und mit
herkdmmlichen Antioxidantien (Ascorbinsdure und Tocopherol) verglichen. Des Weiteren
werden die Hopfen-Extrakte in pflanzlichen Fetten (Rapsol) und tierischen Fetten (Schmalz)
verwendet und mogliche Auswirkungen auf die Haltbarkeit mit Hilfe eines beschleunigten
Oxidationstests (Rancimat-Methode) untersucht. Die daraus resultierenden Erkenntnisse
werden mit einer Matrix-, Positiv-, und Negativ-Probe verglichen. AbschlieBend wird die
Konzentration an TBARS von Schmalz und Leberwurst-Proben (iber mehrere Wochen gemessen.
Bei 4 °C Lagertemperatur wird jede Woche der Gehalt an Thiobarbitursdure reaktiven Substanzen
Uber 9 bzw. 8 Wochen gemessen. Neben den Hopfenextrakt-, Matrix-, Positiv- und Negativ-
Proben wird auch ein kommerziell erhaltliches Hopfenextrakt (B-Extrakt) im Schmalz verwendet.
Die Konzentration an Hopfen-Extrakt betrug in jeder Probe immer 100 ppm und wurde durch
vorher durchgefuhrte wissenschaftliche Arbeiten u.a. von Helmholz (2016), Thiel (2017) und
Arendt (2017) festgelegt. Der allgemein giiltige Versuchsplan fiir die durchgefiihrten chemischen
Untersuchungen ist der nachfolgendem Tabelle 7 zu entnehmen. Er gliedert sich im Allgemeinen
nach der Beurteilung der Extrakte (DPPH- und FRAP-Methode) und der Beurteilung der Extrakte
im Lebensmittel (TBARS- und Rancimat-Methode). Dabei ist anzumerken, dass ab der 4. Woche

die Schmalz- und Leberwurstproben hergestellt worden sind (to).

Tabelle 7: Versuchsplan fiir die chemischen Untersuchungen

Zeit Zeit Chemische Untersuchung Anmerkung
[Woche] [Tag] FRAP DPPH Rancimat TBARS

0 1 X Beurteilung der
1 8 X Extrakte

2 15 X

3 22 X

4 32 X Beurteilung der
5 39 X Extrakte in

6 46 X Lebensmitteln
7 51 X
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7 53 X

58 X
8

60 X
10 74 X
11 81 X
12 88 X
13 95 X

3.2 Materialien

In den nachfolgenden Tabellen 8 - 10 sind die verwendeten Laborgerate, Verbrauchsmaterialen

und Chemikalien fir alle durchgefiihrten Tatigkeiten in dieser Arbeit aufgelistet.

Tabelle 8: verwendete Laborgerate

Laborgerat

Typenbezeichnung

Hersteller

Analysewaage

Entris 1s

Sartorius AG
(Gottingen, Deutschland)

Analysewaage

Practum

Sartorius AG
(Gottingen, Deutschland)

Dispergiergerat

Ultra-Turrax T25

IKA-Werke GmbH & Co. KG
(Staufen, Deutschland)

Horizontalschuttler

KL 2

Edmund Bihler GmbH (Bodelshausen,
Deutschland)

Kihlzelle

GDF 030.1C/27-
EN150.E

Gintner GmbH & Co. KG
(Farstenfeldbruck, Deutschland))

Oxidationsstabilitats-
Messgerat

Rancimat 743

Metrohm AG
(Herisau, Schweiz)

pH-Messgerat

WTW pH 330i

Xylem Analytics GmbH & Co. KG
(Ingolstadt, Deutschland)

Spektralphotometer

Genesys 10 UV

Thermo Fisher Scientific Incorporation
(Waltham, Massachusetts, USA)

Thermo-Wasserbad 1002 Gesellschaft fiir Labortechnik mbH
(Burgwedel, Deutschland)

Tischkihlzentrifuge SIGMA 3-16K Laborzentrifugen GmbH (Osterode am
Harz, Deutschland)

Trockenschrank T20 Heraeus Holding GmbH

(Hanau, Deutschland)
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Ultraschallbad SUPER RK 1028 H BANDELIN electronic GmbH & Co. KG
(Berlin, Germany)
Stabmixer SM 3795 600 W SEVERIN Elektrogerate GmbH

(Sundern, Deutschland)

Tabelle 9: verwendete Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Chargennummer  Hersteller
Hopsteiner GmbH
B-Hopfenextrakt 40 % BRHE 15/9215 )
(Mainburg, Deutschland)
) Schleicher & Schuell GmbH
Faltenfilter 591 %5 AG0474-1
(Dessel, Deutschland)
Torney Landfleischerei Pripsleben GmbH
Flomen (Altentreptow, Deutschland)
Halb-Mikro-Kiivetten UR-2712120 Portmann Instruments AG
(Biel-Benken, Schweiz)
ZELT gGmbH
Hopfenextrakt 20171002-HS01 (Neubrandenburg, Deutschland)
ZELT gGmbH
Hopfenextrakt 20171002-HS02 (Neubrandenburg, Deutschland)
ZELT gGmbH
Hopfenextrakt 20171002-HS03 (Neubrandenburg, Deutschland)
Kunststoff-Riihrspatel XL60.1 Carl Roth GmbH & Co. KG
(Karlsruhe, Deutschland)
Torney Landfleischerei Pripsleben GmbH
Leberwurst (Altentreptow, Deutschland)
Makro-Kivetten UR-2722110 Portmann Instruments AG
(Biel-Benken, Schweiz)
Nitrilhandschuhe NC 51946 Starlab GmbH
(Hamburg, Deutschland)
Pipettenspitzen Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)
06.05.2019 Kaufland Stiftung & Co. KG
Rapsol 8065S (Neckarsulm, Deutschland)

Fir die chemischen Untersuchungen wird des Weiteren labortypisches Zubehor in unter-
schiedlichen Volumina verwendet. Dazu zahlen unter anderem Becherglaser, Erlenmeyerkolben,
Messkolben, Laborflaschen mit Schraubverschluss, Kolbenhubpipetten, Vollpipetten, Glas-
pipetten, Pipettierhilfen, Glasstabe, Einwdgezubehor, Schraubkappengldaschen, Kunststoff-

schnappdeckelgefdaBe und Aluminiumfolie. Fir die Herstellung des Schmalzes im ernahrungs-
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wissenschaftlichen Labor wurden zudem diverse Kichenhilfsmittel wie zum Beispiel Kochtopfe,

Schopfkellen, Siebe und ein Ceran-Kochfeld verwendet.

Tabelle 10: verwendete Chemikalien

Chemikalie Chargennummer Hersteller

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
1,1,3,3-Tetraethoxypropan 296 % BCBL7362V (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2-Thiobarbitursdure > 98 % BCBM9256V (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2-Thiobarbitursaure > 98 % BCBW2780 (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl S1439-284 (Steinheim, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
2,4,6-Tris(2-pyridyl)-s-triazin BCBW1107 (Steinheim, Deutschland)

Hochschule Neubrandenburg, Haus 3
Bidestilliertes Wasser (Neubrandenburg, Deutschland)

Fluka Chemie GmbH
Butylhydroxytoluol =99 % 417163/1 34900 (Buchs, Schweiz)

Hochschule Neubrandenburg, Haus 3
Destilliertes Wasser (Neubrandenburg, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
DL-a-Tocopherol 2 96 % 47251904 (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH
Eisen(lll)-chlorid-hexahydrat STBG9826 (Steinheim, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
Essigsdaure 100 % 306245533 (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
L(+)-Ascorbinsdure = 99 % 347260386 (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
Methanol 299 % 48266923 (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
Natriumacetat-Trihydrat 299 % 331168929 (Karlsruhe, Deutschland)
Natriumpercarbonat Sigma-Aldrich Chemie GmbH
(20-30 % H20,) BCBJ8591V (Steinheim, Deutschland)

Carl Roth GmbH & Co. KG
n-Hexan =95 % 507265807 (Karlsruhe, Deutschland)

AppliChem GmbH
Salzsdure 1 mol/I 0001013678 (Darmstadt, Deutschland)

Salzsadure 0,1 mol/I 00408858 Merck KGaA
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(Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth GmbH & Co. KG
Trichloressigsaure > 99 % 48150664 (Karlsruhe, Deutschland)

3.3 Produktion der Rohstoffe

3.3.1 Herstellung der Hopfenextrakte

Die Herstellung der Hopfenextrakte wurde von der ZELT gGmbH durchgefiihrt und erfolgte nach
den wissenschaftlichen Erkenntnissen von Olbrich (2016). Fir ein besseres Verstidndnis der
eingesetzten Hopfenextrakte und deren Bezeichnungen HS01, HS02 und HS03 wird die Gewin-
nung der Hopfenextrakte in gekiirzter Form hier dargestellt. Genauere Informationen sind der
wissenschaftlichen Arbeit von Olbrich (2016) zu entnehmen. Der Extrakt wird aus Hopfenpellets
gewonnen, indem diese fein zerkleinert und anschlieBend mehrmals mit verschiedenen Losungs-
mitteln unter Vakuum extrahiert werden. Die mehrmalige Extraktion der zerkleinerten
Hopfenpellets mit destilliertem Wasser 16st vor allem Gerbstoffe und Polyphenole (HS01). Die
mehrmalige Extraktion mit Cyclohexan I6st Weichharze, Ole und Bitterstoffe (HS02). Wird
Ethanol als Losungsmittel genutzt konnen die Hartharze des Hopfens geldst werden (HS03). Die
gewonnenen Inhaltsstoffe liegen somit geldst im jeweiligen Losungsmittel vor und werden im
Anschluss der Extraktion zentrifugiert. Der unldsliche Bestandteil kann nun abgetrennt werden.
Die loslichen Inhaltsstoffe des Hopfens werden mit Hilfe des Rotationsverdampfers
aufkonzentriert. Der gewonnene Hopfenextrakt wird anschliefend aufgereinigt und die
Auftrennung mittels Dinnschichtchromatographie tGberpriift. Es ist anzumerken, dass die genaue
Identifikation der Inhaltsstoffe in den einzelnen Hopfen-Extrakt-Fraktionen, z.B. durch die HPLC

oder GC-MS, nach jetzigem Stand noch nicht durchgefihrt worden ist.

3.3.2 Herstellung der Rapsél-Proben

Flr die Bestimmung der Oxidationsstabilitat von pflanzlichen Fetten mit dem Rancimaten wurde
raffiniertes Pflanzenol aus Raps mit natirlichem Vitamin E von ,K-Classic” verwendet. Laut
Herstellerangaben sind in 100 g Raps6l im Durchschnitt 92 g Fett enthalten. Davon sind
durchschnittlich 6,4 g gesattigte Fettsdauren, 58 g einfach ungesattigte Fettsauren und 27,6 g
mehrfach ungesattigte Fettsduren. Der natiirliche Vitamin E-Gehalt wird mit 30 mg pro 100 g Ol

angegeben. Die Herstellung der Rapsol-Proben wurde im Chemielabor der Hochschule
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Neubrandenburg durchgefiihrt. Zunachst werden 100 ppm der HSO1- , HS02- und HS03 -Extrakte
auf 100 g Rapsol in Becherglaser eingewogen und mit Rapsol aufgefiillt. Der Inhalt wird
anschlielend eine Minute lang mit dem Hochleistungs-Dispergiergerats bei 8000 rpm
homogenisiert. Die Ol-Proben wurden lichtgeschiitzt bei Zimmertemperatur fiir maximal 12 h
eingelagert und in der Regel sofort fir die chemischen Untersuchungen im Rancimaten
verwendet. Als Antioxidantien in den Positiv-Proben wurde Ascorbinsdure (0,05 %) verwendet.

In den Negativ-Proben wurde 0,05% Natriumpercarbonat als Oxidans verwendet.

3.3.3 Herstellung der Schweineschmalz-Proben

Die Schmalzherstellung erfolgte im erndhrungswissenschaftlichen Labor der Hochschule
Neubrandenburg. Das Schmalz wurde ausschlieBlich aus Flomen ohne weitere Zusatze
hergestellt. Bei Flomen handelt es sich um das Bauch- bzw. Nierenfett von Schweinen. Diese
wurden von der Torney Landfleischerei Pripsleben GmbH gewolft und fir weitere
wissenschaftliche Untersuchungen zur Verfliigung gestellt. Das gewolfte Fett wird zunachst im
ernahrungswissenschaftlichen Labor abgewogen und in Schisseln portioniert. Im Anschluss wird
das Fett flir ca. 15 min bei geringer Hitze im Kochtopf erhitzt, so dass sich das Schweinefett
vollstandig verflissigt. Danach wird das Fett fiir ca. 5 min bei starker Hitze gekocht, damit der
Restwassergehalt im Schweinefett absinkt. Parallel dazu werden 100 ppm HSO1-, HS02-, HSO3 -
und B-Extrakt auf 100 g Schmalz in verschlieBbare Kunststoffbehaltnisse eingewogen. Fir die
Ascorbinsaure als Antioxidans und das Natriumpercarbonat als Oxidans werden 500 ppm auf
100 g Schmalz eingewogen. Das flissige Schmalz wird bei ca. 114 °C in die jeweiligen
Kunststoffbehaltnisse abgefillt und anschlieBend mit einem Stabmixer eine Minute lang
gemischt, so dass die Zusatze homogen im Produkt verteilt vorliegen. Die Behaltnisse werden
luftdicht verschlossen und bei Raumtemperatur langsam abgekihlt. AbschlieBend werden die
Schmalz-Proben in der Kihlzelle bei 4 °C eingelagert. Aus 3,99 kg Flomen konnten insgesamt
3,06 kg Schmalz fir die chemischen Untersuchungen gewonnen werden. Es ist anzumerken, dass
ein Teil des Schmalzes fir die Untersuchungen im Rancimaten nochmals aufgeschmolzen und

erhitzt wurde, um den stérenden Wassergehalt im Fett auf ein bestimmtes Mal8 abzusenken.
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3.3.4 Herstellung der Leberwurst-Proben

Die Herstellung der Leberwurst-Proben erfolgte in der Torney Landfleischerei Pripsleben GmbH.
Das HACCP-Konzept des fleischverarbeitenden Betriebes ist nach den wissenschaftlichen
Arbeiten von Gehrke (2015) und Brus (2015) erstellt worden. Die Herstellung der Leberwurst wird
in dieser wissenschaftlichen Arbeit nur im Grundlegenden beschrieben. Als Erstes werden die
angelieferten Schweinehilften zerlegt und zugeschnitten. Das Schweinefleisch wird kurz
vorgegart und im Anschluss gewolft. Parallel dazu wird die Leber fir die Leberwurst
zugeschnitten und gekuttert. Das gewolfte Schweinefleisch wird nun mit dem Leberbrat,
verschiedenen Gewdirzen, Hilfs- und Zusatzstoffen gemeinsam gekuttert. Der gesamte Ablauf der

Herstellung ist der nachfolgenden Abbildung 14 zu entnehmen.
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Im Anschluss daran wird das Brat in drei gleichgrol3e Teile flir die Matrixproben, die HS02-Extrakt-
Proben und die B-Extrakt-Proben portioniert. Dem Leberbrdat werden insgesamt 100 ppm
Hopfenextrakt zugesetzt. Nach Zugabe der Extrakte wird nochmals gekuttert, damit eine
homogene Verteilung gewahrleistet werden kann. Das Brat mit und ohne Hopfenextrakt wird
anschlielend in Glasbehadltnisse abgefiillt und warmebehandelt. Nach dem Abkihlen der
Glasware wird die Leberwurst verpackt, etikettiert und im Kihlhaus eingelagert (Brus, 2015;
Gehrke, 2015). Die letztendliche Leberwurst mit und ohne Hopfen entstammt also aus ein und
derselben Charge und wurde in der Hochschule Neubrandenburg bei 4 °C zur Analyse

eingelagert.

3.4 Analytische Methoden

3.4.1 Probenvorbereitung

Alle Leberwurst-Proben wurden gemaf L 06.00-1 (1980) der amtlichen Sammlung von Unter-
suchungsverfahren nach § 64 des LFGB fiir Fleisch und Fleischerzeugnisse fiir chemische Unter-
suchungen vorbereitet (Anlage 3). Eine manuelle Homogenisierung im Chemielabor ist aus-
reichend gewesen, da die Leberwurst durch den Kutterprozess schon fein zerkleinert vorlag. Es
wird allerdings darauf geachtet, dass das abgesetzte Fett gleichmaRig in der Sammelprobe
verteilt vorliegt. Der Extrakt ist in der Leberwurst ebenfalls schon homogen im Produkt verteilt.
Alle Proben aus tierischen Fetten (Schmalz) und pflanzlichen Fetten (Rapsdl) wurden gemaR
L 13.00-7 (2007) der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 des LFGB
vorbereitet (Anlage 4). Die flussigen klaren Rapsol-Proben werden durch Schiitteln der
verschlossenen Behalter homogenisiert. Das Schweineschmalz wird mit mindestens 10 °C
oberhalb der Schmelztemperatur bei ca. 50 °C im Trockenschrank aufgeschmolzen. Mogliche
Feststoffe im Schmalz werden anschlielend mit Hilfe eines Siebs und Filter abgetrennt. Die
Extrakte werden hier mit Hilfe hochtourig laufenden Dispergier-Gerdten homogen in den Proben

verteilt.

3.4.2 Bestimmung der antioxidativen Aktivitat (DPPH-Test)

Die photometrische Bestimmung der antioxidativen Aktivitat von Hopfenextrakten erfolgte im

Grundlegenden nach Poppernitsch (2009) mit Modifikationen von Magalhdes et al. (2010). Ein
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Auszug der DPHH-Bestimmung nach Poppernitsch (2009) ist in der Anlage 5 hinterlegt. Flr den
DPPH-Test werden 2,2 diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) und Methanol als Verdiinnungsmittel
bendtigt. Zur Herstellung der DPPH-Arbeitslosung (c =0,0473 g DPPH/1000 ml Methanol)
werden 4,73 mg DPPH in ein Glas-Wageschiffchen eingewogen und in einen 100 ml Messkolben
Uberfihrt. Der Messkolben wird anschlieBend mit Methanol bis zur Ringmarke aufgefillt. Nach
kurzem Schwenken per Hand |6st sich das DPPH vollstandig auf und kann fiir die Herstellung der
Kalibrationsgerade verwendet werden. Die DPPH-Standardldsungen mit einem Zielvolumen von

2 ml werden in Kiivetten nach folgendem Schema (Tabelle 11) erstellt.

Tabelle 11: Herstellung der DPPH-Standardlosungen fiir die Kalibrationsgerade (Poppernitsch,
2009; Magalhdes et al., 2010)

DPPH-Arbeitslosung [ul] Methanol [pl] Konzentration DPPH [g/I]
0 2000 0,0000
250 1750 0,0059
500 1500 0,0188
750 1250 0,0177
1000 1000 0,0237
1250 750 0,0296
1500 500 0,0355
1750 250 0,0414
2000 0 0,0473

Nach Anfertigung der Standardlésungen kdnnen diese sofort bei 515 nm photometrisch
bestimmt werden. Die Hopfenextrakt-Proben miissen vor photometrischer Bestimmung mit
Methanol verdiinnt werden. Bei einem Zielvolumen von 10 ml sind die jeweiligen Verdiinnungen

der Tabelle 12 zu entnehmen.

Tabelle 12: Herstellung der Extrakt-Verdiinnungsreihe fliir den DPPH-Test (Poppernitsch, 2009;
Magalhdes et al., 2010)

Verdiinnung Extrakt [ml] Methanol [ml]

1:4 2,50 7,50

1:8 1,25 8,75
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1:10 1,00 9,00

1:20 0,50 9,50

Die jeweiligen Anteile an Extrakt und Methanol wurden in 10 ml Reagenzglaser mit Schraubver-
schluss pipettiert und kurz per Hand geschittelt. In Halbmikro-Klivetten aus Glas oder Kunststoff
werden jeweils 1,5 ml der DPPH-Arbeitslosung vorgelegt. Danach werden jeweils 300 ul der
verdlinnten Hopfenextrakt-Probe hinzugefligt. Der Inhalt wird vorsichtig mit einem Kunststoff-
Rihrspatel gemischt und photometrisch bei 515 nm gemessen. AnschlieRend werden die K-
vetten mit Aluminiumfolie lichtgeschiitzt abgedeckt. Nach zweistlindiger Reaktionszeit im
Dunkeln werden die Kiivetten erneut bei 515 nm photometrisch bestimmt. Fir die Positiv-
Proben mit a-Tocopherol (0,01 %) und Ascorbinsadure (0,05 %) wurden die Verdiinnungsreihen
wie zuvor beschrieben hergestellt, pipettiert und gemessen (Tabelle 12). In einer weiteren
Versuchsreihe wurden die Positiv-Verdiinnungsreihen um weitere Verdlinnungen erweitert
(Anlage 8), da die Konzentration an Antioxidantien in den niedrigeren Verdiinnungsstufen zu
hoch war und somit keine plausiblen Ergebnisse gemessen wurden. Letztendlich wurde
Tocopherol 2000-fach und Ascorbinsdure 400-fach verdinnt und mit den Ergebnissen der
Extrakt-Proben verglichen.

Die Auswertung erfolgt durch das Ubertragen der Extinktionen bei 515 nm auf die bekannten
Konzentrationen an DPPH in den Standardlosungen gegen den Reagenzblindwert. Die aus den
Standards resultierende Kalibrationsgerade wird folgendermaBen nach der Formel 1

mathematisch beschrieben:

f(x)=a*xx+Db

Formel 1: Regressionsgleichung

Aus der Gleichung werden die Konzentration an DPPH (x), die Steigung der Geraden (a) und der
Achsenabschnitt (b) ersichtlich. Damit die DPPH-Konzentration der einzelnen Proben ermittelt
werden kann muss die Regressionsgleichung nach x umgestellt und die gemessenen Extinktionen

fur f(x) eingesetzt werden. Die daraus resultierenden Ergebnisse werden in g DPPH/I angegeben.
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3.4.3 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat (FRAP-Test)

Die photometrische Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazitat mittels des FRAP-Tests
wird grundlegend nach Berger (2006) mit Modifikationen nach Hartl (2009) durchgefiihrt. Die
allgemein giiltige Durchfiihrung des FRAP-Tests nach Berger (2006) ist in der Anlage 6 hinterlegt.
Zuallererst werden die Reagenzien hergestellt. Beginnend mit der Herstellung des Acetatpuffers
(pH = 3,6) werden genau 3,1 g Natrium-trihydrat in ein Glas-Wage-schiffchen eingewogen und in
einen 1| Messkolben tberfihrt. Im Anschluss wird das Natrium-trihydrat mit etwas destilliertem
Wasser vorgeldst, 16 ml Essigsaure hinzugegeben und der gesamte Inhalt wird mit destilliertem
Wasser bis zur Ringmarkierung aufgefillt. Der Acetatpuffer wird kurz geschwenkt und mit einem
pH-Messgerat liberprift. Danach wird die TPTZ-Losung hergestellt. Dabei werden genau 0,3123 g
TPTZ in ein Glas-Wageschiffchen eingewogen und in ein 100 ml Messkolben Gberfihrt. Das TPTZ
wird mit 4 ml Salzsdure (cua = 1 mol/l) vorgeldst und anschlieRend mit destilliertem Wasser
aufgefillt. Nun wird die Eisen(lll)-chlorid-Losung hergestellt, indem genau 0,5406 g Eisen(lll)-
chlorid-hexahydrat in einem 100 ml Messkolben Uberfiihrt und mit destilliertem Wasser
aufgefillt wird. Nach Herstellung dieser drei Reagenzien kann das FRAP-Reagenz erstellt werden,
welches zu jedem Untersuchungstag neu angesetzt werden muss. Hier werden 100 ml
Acetatpuffer in einer 150 ml Laborflasche mit Schraubverschluss vorgelegt. AnschlieBRend werden
10 ml TPTZ-L6sung und 10 ml Eisen(lll)-chlorid-hexahydrat-Losung hinzugefligt. Die Laborflasche
wird verschlossen, kurz geschwenkt und bei 37 °C fiir 10 min im Thermo-Wasserbad inkubiert.
Als Aquivalent fiir die Bestimmung der gesamten antioxidativen Kapazitit wird Ascorbinsiure
verwendet. Zunachst wird eine Ascorbinsdure-Losung (c =0,88 g/l) erstellt, indem 0,044 g
Ascorbinsaure (+/-1 %) in einen 50 ml Messkolben Uberfiihrt und mit destilliertem Wasser
aufgefillt wird. Von dieser Ascorbinsdaure-Stammldsung wird eine verdinnte Ascorbinsaure-
Arbeitslosung (c = 35,2 mg/l) erstellt. Dabei wird ein Milliliter der Ascorbinsdure-Stammldsung in
ein 25 ml Messkolben pipettiert und mit destilliertem Wasser bis zur Ringmarkierung aufgefullt.
Die Ascorbinsaure-Arbeitslosung, das destillierte Wasser und das FRAP-Reagenz werden in dieser
Reihenfolge in Halbmikro-Kiivetten aus Glas oder Kunststoff nach dem Schema der Tabelle 13

pipettiert.
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Tabelle 13: Erstellung der Kalibiergerade im FRAP-Test (Berger, 2006; Hartl, 2009)

Reagenzien Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen
[wi] [wi] [ul] [wi] [wi] [wi]
Ascorbinsdure- 0 50 100 150 200 250

Arbeitslosung

destilliertes 250 200 150 100 50 0
Wasser
FRAP-Reagenz 750 750 750 750 750 750

Infolgedessen werden die Standard-Lésungen mit Kunststoff-Rihrspateln gemischt, mit Alumini-
umfolie lichtgeschiitzt abgedeckt und vier Minuten bei Raumtemperatur stehen gelassen. Nach
beendeter Reaktionszeit werden die Kivetten bei 539 nm im Spektralphotometer gemessen.
Die Hopfenextrakt-Proben missen vor photometrischer Bestimmung folgendermalien
aufbereitet werden. Es werden jeweils 0,2 g Hopfenextrakt-Probe (+/- 5 %) in 15 ml Zentrifugen-
becher eingewogen. Anschliefend wird jeweils 10 ml bidestilliertes Wasser dazugegeben.
Danach werden die Zentrifugenbecher luftdicht verschlossen und der Inhalt wird per Hand fir
ca. 30s aufgeschittelt. Daraufhin werden die Behaltnisse nochmal fiir 20 min in einem
Horizontalschiittler bei ca. 150 rpm geschittelt. Im Anschluss werden die Zentrifugenbecher bei
3600 g fiir 15 min zentrifugiert. SchlieRlich wird der wéssrige Uberstand, welcher eine 50-fache
Verdiinnung des Hopfen-Extraktes darstellt, in Kunststoffschnappdeckelgefalle tGberfihrt. Vom
Uberstand werden nun Verdiinnungsreihen erstellt im Verhéltnis 1:10, 1:100 und 1:200. Die
Uberstand-Verdiinnungen entsprechen danach einer Hopfen-Extrakt-Verdiinnung von 1:500,
1:5000 und 1:10000. Der Uberstand und die verdiinnten Proben werden zu jeweils 250 pl in
Halbmikro-Kiivetten aus Glas oder Kunststoff pipettiert. AnschlieRend wird 750 ul FRAP-Reagenz
hinein pipettiert und der gesamte Inhalt mit Kunststoff-Riihrspateln gemischt. Die Kivetten
werden wieder lichtgeschiitzt abgedeckt und nun 1 h bei Raumtemperatur stehen gelassen, da
das Reaktionsgleichgewicht sich erst nach dieser Zeit eingestellt hat. Danach wird die Extinktion
bei 593 nm photometrisch gemessen.

Die Auswertung erfolgt ahnlich des DPPH-Tests, indem die gemessenen Extinktionen bei 593 nm
auf die bekannten Konzentrationen an Ascorbinsdure in den Standardlésungen aufgetragen

werden. Aus der daraus resultierenden Regressionsgleichung (Formel 1) kann die Aquivalente



40 Material und Methoden

antioxidative Wirkung an Ascorbinsdaure von den jeweiligen Extrakten ermittelt werden, indem
die Formel nach x umgestellt wird und die ermittelten Extinktionen in f(x) eingesetzt werden. Die

Ergebnisse werden in mg AAE/l angegeben.

3.4.4 Bestimmung der Oxidationsstabilitat (Rancimat-Methode)

Die Bestimmung der Oxidationsstabilitdat beruht auf der Amtlichen Sammlung von Untersuch-
ungsverfahren nach § 64 L 13.00-38 (2018) des LFGB. Die MessgefalRe werden zundchst mit 60 ml
destilliertem Wasser befillt. Darauffolgend werden die Methodenparameter an der PC-Einheit
eingestellt und der Heizblock des Geradtes gestartet. Die Schweineschmalz-Proben werden bei
100 °C und die Raps6l-Proben bei 120 °C untersucht. In beiden Messmethoden wird ein Gasfluss
von 201/h verwendet. Die Schweineschmalz-Proben werden vor Beginn der Messung im
Trockenschrank bei 50 °C aufgeschmolzen. Danach wird das nun flissige Schmalz kurz geriihrt
und auf eine Glas-Pipette gezogen. Jeweils drei Gramm Probe auf 0,01 g genau werden in die
Reaktionsgefdlle des Rancimaten eingewogen. Die Rapsol-Proben koénnen sofort in die
Reaktionsgefalle lGberflihrt und gemessen werden. Die Bestimmung der Oxidationsstabilitat aller
Proben wird an der PC-Einheit nach Erreichen der Heizblock-Temperatur manuell gestartet. Die
anschlieBende Uberwachung der Leitfdhigkeit und die Ermittlung der Induktionszeit wird
automatisch kontrolliert. Die Positiv-, Negativ- und Matrixproben wurden gleichermalRen den
Extrakt-Proben untersucht. Es ist anzumerken, dass das untersuchte Schweineschmalz nach
fehlerhaften Messergebnissen nochmals erhitzt wurde, um den Restwassergehalt auf ein

bestimmtes MaR zu reduzieren.

3.4.5 Bestimmung der Thiobarbitursdure reaktiven Substanzen (TBARS-Test)

Die Thiobarbitursdure reaktiven Substanzen werden in Anlehnung an die Methode von Botsoglou
et al. (1994) photometrisch bestimmt (Anlage 7). Zuerst wird die Malondialdehyd-Stammldsung
erstellt (c =239,49 mg MDA/I). Dabei werden genau 73,2 mg Tetraethoxypropan (TEP) in ein
Schraubkappengldschen eingewogen und anschlieBend 10 ml Salzsdure (cuc = 0,1 mol/l) hinzu-
gefligt. Das Schraubkappenglaschen wird luftdicht verschlossen, kurz geschtittelt und danach fiir
finf Minuten in ein siedendes Wasserbad getaucht. Nach Verstreichen der Zeit wird das Schraub-

kappenglaschen unter flieRendes Leitungswasser abgekihlt. Die nun hydrolysierte TEP-LOsung
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wird in einen 100 ml Messkolben Giberfiihrt und mit destilliertem Wasser bis zur Ringmarke auf-
gefillt. Aus der Stamml6sung wird eine verdiinnte Malondialdehyd-Stammldsung bzw. Arbeits-
|6sung (c = 4,788 mg MDA/I) erstellt, indem 0,2 ml StammlGsung in einen weiteren 100 ml Mess-
kolben pipettiert und mit destilliertem Wasser bis zur Ringmarkierung aufgefiillt wird. Fur die
Herstellung der 0,6 %igen 2-Thiobarbitursdaure-Losung wird 0,612 g TBA in ein Glas-Wageschif-
fchen eingewogen, in ein 100 ml Messkolben (berfiihrt und mit destilliertem Wasser bis zur
Markierung aufgefiillt. Fiir ein besseres Auflésen der 2-Thiobarbitursaure wird der Messkolben
fir finf Minuten in das Ultraschallbad gestellt. Die MDA-Stammldsung und die TBA-LOsung
miussen zu jedem Untersuchungstag neu hergestellt werden. Nun folgt die Aufbereitung der
Schmalz- und Leberwurst-Proben. Hier werden jeweils zwei Gramm Probenmaterial in 50 ml
Zentrifugenbecher eingewogen. Daraufhin werden jeweils 10 ml einer flinfprozentigen
Trichloressigsaure (TCE)-Losung und 5 ml einer 0,8 %igen Butylhydroxytoluol (BHT)-Losung
(5,32 g BHT/1000 ml n-Hexan) hinein pipettiert. Der gesamte Inhalt wird im Behéltnis fur 30
Sekunden mit Hilfe eines Hochleistungs-Dispergiergerdtes bei 8000 rpm homogenisiert.
Unmittelbar nach dem Homogenisieren werden die Zentrifugenbehéltnisse bei 10000 rpm fiir
10 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand an n-Hexan wird verworfen und nur die untere wissrige
Phase im Zentrifugenbecher wird durch einen Faltenfilter in Erlenmeyerkolben filtriert.
AnschlieBend werden 2,5ml des Filtrats und 1,5ml der 0,6%igen TBA-Losung in ein
Schraubkappenglaschen pipettiert, luftdicht verschlossen und kurz geschittelt. Fur die
photometrische Bestimmung der TBARS werden MDA-Standardl6sungen benétigt. Diese werden
mit den jeweiligen Anteilen an Arbeitslosung und TCE-Losung nach dem folgenden Schema der

Tabelle 14 pipettiert.

Tabelle 14: Herstellung der Standardlésungen fiir die Bestimmung der TBARS (Botsoglou et al.,
1994)

MDA - 0,024 0,048 0,096 0,192 0,288 0,384 0,480 0,720 0,960
[mgl
Arbeitslosung - 005 010 020 040 060 080 1,00 1,50 2,00
[mi]

TCE-Losung 2,50 2,45 240 2,30 2,10 190 1,70 1,50 1,00 0,50
[ml]
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Zudem werden in jedes Schraubkappengldschen jeweils 1,5 ml 0,6%ige TBA-Losung hinein
pipettiert und kurz geschiittelt. Nun werden alle Proben- und Standardldsungen fiir 30 Minuten
bei 70 °C im Thermo-Wasserbad inkubiert. Im Anschluss werden alle Schraubkappenglaschen
unter flieBendem Leitungswasser abgekihlt. Die Losungen werden dann in 1 cm-Makrokiivetten
aus Kunststoff oder Glas gefiillt und im Spektralphotometer gegen den Reagenzblindwert der
Standardlosungen bei 532 nm gemessen. Zur Auswertung der Extinktionswerte bzw. zur
Berechnung des sogenannten TBARS-Wertes miissen die Extinktionen gegen die bekannten
Konzentrationen an MDA in den Standardlosungen aufgetragen werden. Die Konzentration an
MDA in der Schmalz- bzw. Leberwurstprobe wird mit Hilfe der Regressionsgleichung (Formel 1)
aus den Standardlésungen ermittelt. Der TBARS-Wert wird dann anhand der folgenden Formel 2

berechnet:

(Es32 nm—b)*4
axEinwaage [g]

TBARS-Wert =

Formel 2: TBARS-Wert

Der TBARS-Wert errechnet sich aus der Steigung (a) und des Achsenabschnitts (b) der
Regressionsgleichung. AuRerdem bericksichtigt die TBARS-Formel die Extinktion bei 532 nm, die
Einwaage der Probe und einen vierfachen Verdiinnungsfaktor. Die Thiobarbitursaure reaktiven

Substanzen werden in mg MDA/kg Gewebe angegeben.

3.5 Statistische Auswertung der Daten

Alle erfassten Daten wurden mit der Software ,IBM SPSS Statistics“ Version 25 statistisch
ausgewertet. Neben der deskriptiven statistischen Analyse der Ergebnisse, u.a. Mittelwerte und
Standardabweichungen, wurden alle Daten mittels Varianzanalyse geprift. Bis auf die Ergebnisse
des TBARS-Tests wurden alle Daten mit der einfaktoriellen Varianzanalyse ausgewertet. Die
TBARS-Ergebnisse wurden mit der zweifaktoriellen Varianzanalyse ausgewertet, um einerseits
Interaktionen bei Verwendung von Extrakten und andererseits Unterschiede im zeitlichen
Verlauf des Lagertests herauszustellen. Darliber hinaus wurden immer Mehrfachvergleiche nach
Gabriel bzw. nach Games-Howell durchgefiihrt, um Unterschiede innerhalb der Gruppen zu

ermitteln und zu prazisieren. Es wurden verschiedene Post-Hoc-Tests verwendet, da einerseits
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durch Messfehler ungleiche Messwiederholungen (n) innerhalb der Gruppen entstanden sind
und der Verdacht ungleicher Varianzen vorlag. Die Varianzgleichheit wurde mit dem Levene-Test
geprift. Das Signifikanzniveau bzw. der Fehler 1. Art (a) war in allen statistischen Auswertungen
5 %. Dementsprechend wurden p-Werte kleiner als 0,05 als statistisch signifikant angesehen. In
fast allen chemischen Untersuchungen wurde eine Doppelbestimmung (n = 2) durchgefihrt. In

der Rancimat-Methode wurde eine Vierfachbestimmung (n = 4) angestrebt.

4 Ergebnisse

4.1 Bestimmung der antioxidativen Aktivitdt von Hopfenextrakten (DPPH-Test)

Die Konzentration von DPPH verringert sich beim Einsatz von HSO1-Extrakt in der Verdinnungs-
stufe 1:4 im Schnitt von 0,0281 g/l auf 0,0054 g/l. In der Verdinnung 1:8 nimmt die
Konzentration von 0,0207 g/l auf 0,0049 g/l ab. In der Verdiinnung 1:10 wird DPPH von 0,0168 g/I
auf 0,0047 g/| reduziert. In der letzten Verdinnungsstufe 1:20 nimmt die Konzentration von
0,0219 g/l auf 0,0049 g/l ab. Der HSO2-Extrakt reduziert die DPPH-Konzentration folgender-
maRen: In der 1:4 Verdinnung von 0,0526 g/I auf 0,0388 g/I; in der 1:8 Verdinnung von
0,0264 g/l auf 0,0179 g/l; in der 1:10 Verdinnung von 0,0203 g/l auf 0,0165 g/I und in der 1:20
Verdinnung von 0,0111 g/l auf 0,0093 g/l im Durchschnitt. Der HS03-Extrakt hat die DPPH-
Konzentration in der Verdiinnung 1:4 im Schnitt von 0,0185 g/I auf 0,0180 g/I verringert. In der
nachfolgenden Extrakt-Verdinnung 1:8 wurde die Konzentration an DPPH von 0,0146 g/| auf
0,0136 g/l reduziert. Die 1:10 Verdlinnung des HSO03-Extraktes bewirkte eine Reduzierung der
DPPH-Konzentration von 0,0147 g/I auf 0,0130 g/I. Die groRte Verdiinnung des HSO3-Extraktes
hatte die Verringerung von 0,144 g/l auf 0,0128 g/l DPPH zur Folge. Das Antioxidationsmittel a-
Tocopherol hat die DPPH-Konzentration in der Verdiinnung 1:2000 von 0,0192 g/l auf 0,0008 g/I
reduziert. Das Antioxidans Ascorbinsaure konnte in der Verdiinnung 1:400 die Konzentration von
DPPH von 0,0080 g/I auf 0,0005 g/I minimieren. Hohere Konzentrationen an Antioxidantien und
der Einsatz von Oxidantien ergaben im DPPH-Test keine aussagekraftigen Ergebnisse. Die
Ergebnisse des DPPH-Tests sind in der Abbildung 15 grafisch dargestellt. Die vollstandige

Auflistung aller Ergebnisse ist der Anlage 8 zu entnehmen.
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Abbildung 15: arithmetisches Mittel der antioxidativen Aktivitdt von HSO1-Extrakt, HSO2-Extrakt
und HSO3-Extrakt bei unterschiedlichen Verdinnungsstufen (1:4; 1:8; 1:10; 1:20), Tocopherol
(1:2000) und Ascorbinsdure (1:400) als Positivkontrollen, n = 2

Zum besseren Verstandnis der Ergebnisse kann die Abnahme der DPPH-Konzentration auch
prozentual angegeben werden. Beim HSO1-Extrakt ist die DPPH-Konzentration in der 4-fachen
Verdinnung um durchschnittlich 80,7 % gesunken. In der 8-fachen Verdinnung nahm die
Konzentration an DPPH um 76.1 % ab. In den Verdiinnungsstufen 1:10 und 1:20 sank die DPPH-
Konzentration um 72,2% und 77,4 % ab. Beim HSO02-Extrakt reduzierte sich die DPPH-
Konzentration um 26,2 % (Verdiinnung 1:4); um 32,1 % (Verdinnung 1:8); um 18,8 %
(Verdinnung 1:10) und um 16,4 % (Verdinnung 1:20). Der HS03-Extrakt reduzierte die DPPH-
Konzentration folgendermalRen: um 3 % in der 4-fachen Verdiinnung, um 6,8 % in der 8-fachen
Verdiinnung, um 11,9 % in der 10-fachen Verdiinnung und um 11,3 % in der grof3ten Verdliinnung
1:20. Im Vergleich zu den Extrakt-Proben verringerten Tocopherol (1:2000) und Ascorbinsaure

(1:400) die DPPH-Konzentration um 95,9 % und 93,3 %. Die prozentuale Abnahme der DPPH-
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Konzentration in der jeweiligen Verdiinnungsstufen ist in der nachfolgenden Abbildung 16

dargestellt.
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Abbildung 16: prozentuale Abnahme der DPPH-Konzentration unter Verwendung von HSO1-
Extrakt, HS02-Extrakt und HS03-Extrakt bei unterschiedlichen Verdiinnungsstufen (1:4; 1:8; 1:10;
1:20), Tocopherol (1:2000) und Ascorbinsaure (1:400) als Positivkontrollen, n = 2

In der Gruppe der vierfachen Extrakt-Verdinnungen sind signifikante Unterschiede zwischen
allen Extrakten erkennbar, F(2, 3) =367, p <.05. In den Verdiinnungen 1:8 sind ebenfalls alle drei
Hopfen-Extrakte in ihrer Reduktionseigenschaft signifikant unterschiedlich, F(2, 3) = 675, p < .05.
Die Hopfen-Extrakte, welche in der Verdinnung 1:10 vorliegen, sind ebenso signifikant
unterschiedlich zu bewerten, F(2, 3) = 361, p < .05. Ahnlich verhalten sich die Extrakte in der
hochsten Verdiinnung (1:20). Allerdings wird hier nach dem Post-Hoc-Test ersichtlich, dass nur
der HSO1-Extrakt signifikant unterschiedlich ist, F(4, 3) = 186,20, p < .05. Es ist anzumerken, dass
keine statistische Signifikanz zwischen den Extrakten und Antioxidantien ermittelt werden kann,

da der Versuch mit Antioxidantien nur einmal durchgefihrt worden ist (n = 1).
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4.2 Bestimmung der antioxidativen Kapazitat von Hopfenextrakten (FRAP-Test)

In 50-facher Verdiinnung des HSO1-Extraktes ist die Reduktionskraft des Eisen(lll)-TPTZ-
Komplexes im Durchschnitt dquivalent zu 16,89 mg/l Ascorbinsdure. In der 500-fachen
Verdiinnung ist die antioxidative Kapazitat aquivalent zu 3,02 mg/| Ascorbinsaure, in der 5000-
fachen Verdinnung zu 0,49 mg/l Ascorbinsaure und in der 10000-fachen Verdinnung zu
0,33 mg/l Ascorbinsdure. Die antioxidative Wirkung des HSO2-Extraktes in der 50-fachen
Verdiinnung entsprechen durchschnittlich 3,77 mg/l Ascorbinsaure. In der Verdiinnung 1:500 ist
die antioxidative Kapazitit gleich der Konzentration an 1,03 mg/l Ascorbinsdure. In den
Verdiinnungsstufen 1:5000 und 1:10000 entspricht die antioxidative Wirkung des HS02-Extraktes
der Konzentration an Ascorbinsdure in Hohe von 0,31 mg/l und 0,40 mg/l. Der HSO3-Extrakt
reduziert die Eisen(lll)-TPTZ-Komplexe dquivalent zur Ascorbinsdure folgendermalien: in der 50-
fachen Verdiinnung 18,04 mg AAE/I, in der 500-fachen Verdinnung 4,08 mg AAE/I, in der 5000-
fachen Verdinnung 0,91 mg AAE/I und in der 10000-fachen Verdinnung des Hopfen-Extraktes
0,57 mg AAE/I. Die gesamten FRAP-Test Ergebnisse sind in der Abbildung 17 grafisch dargestellt.

Die vollstandige Auflistung aller Ergebnisse des FRAP-Tests ist der Anlage 9 zu entnehmen.
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Abbildung 17: arithmetisches Mittel der antioxidativen Kapazitat von HSO1-Extrakt, HSO2-Extrakt
und HS03-Extrakt bei verschiedenen Verdinnungsstufen (1:50; 1:500; 1:5000; 1:10000)
entsprechend der antioxidativen Wirkung von Ascorbinsdure, n =2
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Nach statistischer Auswertung sind die Extrakte in den Verdinnungen 1:50 signifikant
unterschiedlich, F(2, 3) = 603,68 p < .05. Allerdings unterscheidet sich hier nur der HS02-Extrakt
von den anderen signifikant. In der Verdlinnung 1:500 sind alle Extrakte signifikant
unterschiedlich zu bewerten, F(2, 3) = 125,75 p < .05. In der Verdiinnung 1:5000 sind ebenfalls
alle Extrakte signifikant unterschiedlich, F(2, 3) =475 p < .05. In der groBten Verdiinnung 1:10000
ist nur der HS03-Extrakt signifikant unterschiedlich, F(2, 3) = 75,96 p < .05.

4.3 Bestimmung der Oxidationsstabilitdt von Lebensmitteln (Rancimat-Methode)

Die Oxidationsstabilitat von Rapsol und Schmalz wird anhand der Induktionszeit ermittelt. Zuerst
werden die Induktionszeiten der Rapsol-Proben betrachtet. Im Anschluss werden die Ergebnisse
der Schmalz-Proben dargestellt. Die durchschnittliche Oxidationsstabilitat anhand der

Induktionszeiten der Rapsol-Proben ist in der Abbildung 18 grafisch visualisiert.

0,05 % Ascorbinsaure

0,05 % Natriumpercarbonat

Matrixprobe

0,01 % HS03

Rapsol-Proben

0,01 % HS02

0,01 % HS01

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
Zeit [h]

Abbildung 18: arithmetisches Mittel der Induktionszeit von Rapsdl-Proben ohne und mit 0,01 %
HSO1-Extrakt, 0,01 % HS02-Extrakt, 0,01 % HS03-Extrakt, 0,05% Ascorbinsdure als
Positivkontrolle und 0,05 % Natriumpercarbonat als Negativkontrolle, n =4

Die Induktionszeit der Matrixprobe betragt durchschnittlich 3,36 h. Beim Einsatz von

verschiedenen Hopfenextrakten in 0,01%iger Konzentration in Rapsol hat sich die Induktionszeit
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im Durchschnitt folgendermalen verdandert: die HSO1-Extrakt-Probe erreichte nach 3,31 h, die
HS02-Extrakt-Probe nach 3,34 h und die HSO03-Extrakt-Probe erreichte nach 3,01 h die
Induktionszeit. Die Zugabe von Ascorbinsdure in einer Konzentration von 0,05 % ergab eine
Induktionszeit der Rapsol-Proben von durchschnittlich 5,56 h. Die Zugabe von Natrium-
percarbonat in ebenfalls 0,05%iger Konzentration hatte eine durchschnittliche Induktionszeit von
2,14 h zur Folge. Nach der einfaktoriellen Varianzanalyse wurde ein signifikanter Unterschied der
Induktionszeiten in der Grundgesamtheit ersichtlich, F(5, 17) = 288,40 p < .05. Der Post-Hoc-Test
nach Gabriel prazisierte die Unterschiede innerhalb der Gruppe, so dass die Induktionszeiten der
Positiv- und Negativ-Proben zu allen anderen Proben signifikant unterschiedlich sind. Weiterhin
sind die Induktionszeiten der HS03-Extrakt-Proben signifikant unterschiedlich, auRer gegeniiber
den HSO1-Extrakt-Proben. Dementsprechend sind die Matrix-Proben, die HS01-Proben und die
HS02-Proben gleichermalRen zu bewerten.

Im Allgemeinen sind die Schmalz-Proben wesentlich schneller oxidiert, weshalb die
Induktionszeit in Minuten angegeben wird. Die durchschnittlichen Induktionszeiten der Schmalz-

Proben sind in der Abbildung 19 grafisch dargestellt.
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Abbildung 19: arithmetisches Mittel der Schmalz-Proben ohne und mit 0,01 % HSO1-Extrakt,
0,01 % HS02-Extrakt, 0,01 % HS03-Extrakt, 0,05 % Ascorbinsaure als Positivkontrolle und 0,05 %
Natriumpercarbonat als Negativkontrolle, n =4
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Die durchschnittliche Induktionszeit der Nullprobe betragt 26,1 min. Die Zugabe von 100 ppm
Hopfen-Extrakt im Schmalz veranderte die Induktionszeit im Durchschnitt folgendermaRen: mit
HSO1-Extrakt betragt die Induktionszeit 20,85 min; mit HS02-Extrakt 23,7 min und mit HSO3-
Extrakt 22,2 min. Bei den Schmalz-Proben mit 500 ppm Ascorbinsdure war die durchschnittliche
Induktionszeit 79,8 min. Die Schmalz-Proben, welche 0,05 % Natriumpercarbonat enthielten,
hatten eine durchschnittliche Induktionszeit von 10,8 min. Die Induktionszeiten der Schmalz-
Proben sind signifikant unterschiedlich, F(5, 16) = 26,06 p < .05. Die Induktionszeiten der Positiv-
Proben unterscheiden sich signifikant von allen anderen Proben. Bei den Negativ-Proben werden
keine signifikanten Unterschiede zwischen den HSO02-Extrakt-Proben und den Matrix-Proben
ersichtlich. Es ist allerdings wahrscheinlich, dass diese Ergebnisse durch die grofRe Streuung der
Induktionszeiten verfalscht wurde. Weiterhin sind laut Signifikanztest die Hopfenextrakt-Proben
und die Matrix-Proben im Schmalz gleichermallen zu bewerten. Auch Innerhalb der
Hopfenextrakt-Proben sind keine signifikanten Unterschiede zu verzeichnen. Die vollstandige
Auflistung aller Induktionszeiten zur Bestimmung der Oxidationsstabilitat von verschiedenen

Rapsol- und Schmalz-Proben ist in der Anlage 10 bis 11 tabellarisch aufgelistet.

4.4 Bestimmung der TBARS in Lebensmitteln (TBARS-Test)

Zu aller erst wird der Verlauf der TBARS-Werte in den Schmalz-Proben nach neunwdchiger
Lagerzeit beschrieben. AbschlieRend erfolgt die Darstellung der Ergebnisse des Leberwurst-
lagertestes. Der TBARS-Wert der Schmalzprobe ohne Hopfenextrakt am ersten Untersuchungs-
tag [to] betragt durchschnittlich 0,097 mg MDA/kg Gewebe. Der TBARS-Wert der Nullprobe steigt
anschlieBend auf ein Maximum von 0,183 mg MDA/kg Gewebe am 13.Tag an. Danach féllt der
TBARS-Wert auf ein Minimum am 28.Tag auf 0,033 mg MDA/kg Gewebe ab. Nach kleinem
Anstieg auf 0,138 mg MDA/kg Gewebe am 42. Tag pendelt sich der TBARS-Wert zwischen 0,079
und 0,085 mg MDA/kg Gewebe ein. Im Schmalz mit 100 ppm HS01-Extrakt wurden am ersten Tag
durchschnittlich 0,140 mg MDA/kg Gewebe gemessen. Der TBARS-Wert fallt danach auf ein
Minimum am 13. Tag auf 0,040 mg MDA/kg Gewebe ab. AnschlieBend steigt der Wert wieder an
und erreicht am 42. Tag seinen maximalen Wert von 0,163 mg MDA/kg Gewebe. In der
darauffolgenden Woche sinkt der Wert auf 0,083 mg MDA/kg Gewebe ab und steigt in den
Letzen Wochen nicht mehr iber 0,100 mg MDA/kg Gewebe an. Die Schmalzproben mit 100 ppm
HS02-Extrakt hatten einen TBARS-Wert von 0,104 mg MDA/kg Gewebe am ersten Untersuch-
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ungstag. Die HS02-Probe hat sein Maximum von 0,113 mg MDA/kg Gewebe am 13. Tag und sein
Minimum an TBARS am 28. Tag mit 0,044 mg MDA/kg Gewebe. Der TBARS-Wert der Schmalz-
Probe mit 500 ppm Ascorbinsdure betrug zum to Zeitpunkt 0,085 mg MDA/kg Gewebe. Nach
einer Woche erreichte die MDA-Konzentration ihren maximalen Wert von 0,177 mg MDA pro
kg Gewebe und reduzierte sich kontinuierlich bis zum 28. Tag auf einen TBARS-Wert von
0,044 mg. Ahnlich den anderen Proben stieg der TBARS-Wert am 42. Tag wieder an und pendelte
sich danach auf einen Wert um 0,100 mg MDA/kg Gewebe ein. Die Schmalz-Probe mit 0,05%
Natriumpercarbonat hatte am to Zeitpunkt ihren maximalen Wert an TBARS von
0,168 mg MDA/kg Gewebe, sankt dann sehr unregelméRig bis auf ein Minimum am 49. Tag auf
0,060 mg MDA/kg Gewebe ab. In den letzten zwei Wochen ist ein kleiner Aufwartstrend zu
erkennen. In der nachfolgenden Abbildung 20 ist der Verlauf der durchschnittlichen TBARS-

Werte dieser Schmalz-Proben grafisch dargestellt.
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Abbildung 20: arithmetisches Mittel der TBARS-Werte von Schmalz-Proben ohne und mit 0,01 %
HSO1-Extrakt und 0,01 % HS02-Extrakt, 0,05 % Ascorbinsdure als Positivkontrolle und 0,05 %
Natriumpercarbonat als Negativkontrolle im Zeitraum von 9 Wochen, n =2

Im Schmalz mit 100 ppm HS03-Extrakt sind durchschnittlich 0,150 mg MDA/kg Gewebe am
ersten Tag enthalten. Der TBARS-Wert nimmt unregelmaRig bis zum 28. Tag ab und hat ab diesem
Zeitpunkt seinen Minimalwert von 0,052 mg MDA/kg Gewebe erreicht. AnschlieBend steigt der

TBARS-Wert in nur einer Woche auf ein Maximum von 0,190 mg MDA/kg Gewebe an, nimmt
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danach wieder ab und schwankt unregelmafig weiter. Die Schmalz-Probe mit 100 ppm B-Extrakt
hatte im Durchschnitt 0,162 mg MDA/kg Gewebe am Zeitpunkt to. Der TBARS-Wert sinkt danach
unregelmaRig auf ein Minimum am 21. Tag auf 0,058 mg MDA/kg Gewebe ab. In Folge dessen
steigt der TBARS-Wert unregelméaBig auf ein Maximum von 0,145 mg MDA/kg Gewebe an. Im
Anschluss reduziert sich die MDA-Konzentration in der Probe bis auf 0,080 mg MDA/kg Gewebe.
In der nachfolgenden Abbildung 21 ist der Verlauf der durchschnittlichen TBARS-Werte dieser
Schmalz-Proben grafisch (iber den gesamten Zeitraum dargestellt. Aus Griinden der Ubersicht

wurden die Fehlerindikatoren in beiden Diagrammen nicht eingetragen.
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Abbildung 21: arithmetisches Mittel der TBARS-Werte von Schmalz-Proben ohne und mit 0,01 %
HSO03-Extrakt und 0,01 % B-Extrakt, 0,05 % Ascorbinsdure als Positivkontrolle und 0,05 %
Natriumpercarbonat als Negativkontrolle im Zeitraum von 9 Wochen, n =2

Laut statistischer Auswertung werden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Extrakten,
der Matrix-Probe, der Positivkontrolle und der Negativkontrolle ersichtlich, F(6,60) = 1,78 p =
0,119. Hinsichtlich der TBARS-Werte innerhalb der Tage sind nur signifikante Unterschiede
zwischen tound ty1, t7 und t21 und t21 und ta; erkennbar, F(8,60) = 5,15 p = p < .05.

Es folgen die Ergebnisse des achtwochigen Lagertests der Leberwurst-Proben. In der Abbildung
22 ist der zeitliche Verlauf der durchschnittlichen TBARS-Werte der Leberwurst-Proben grafisch
dargestellt. Aus Griinden der Ubersicht wurden die Fehlerindikatoren auch hier nicht im

Diagramm eingetragen.
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Abbildung 22: arithmetisches Mittel der TBARS-Werte von Leberwurst-Proben ohne und mit
0,01 % HS02-Extrakt und 0,01 % B-Extrakt im Zeitraum von 8 Wochen, n =2

Die Matrix-Probe hatte am ersten Untersuchungstag einen TBARS-Wert von durchschnittlich
0,316 mg MDA/kg Gewebe und stieg dann nach einer Woche auf den maximalen Wert von 0,407
mg MDA/kg Gewebe an. Danach sank der Wert auf ein Minimum am 42. Tag auf
0,289 mg MDA/kg Gewebe ab. In den folgenden Wochen ist ein Aufwartstrend ersichtlich. Die
Leberwurst-Proben mit 100 ppm HS02-Extrakt hatten einen durchschnittlichen TBARS-Wert von
0,316 mg MDA/kg Gewebe am ersten Untersuchungstag. Dieser Wert sank im weiteren Verlauf
auf einen minimalen TBARS-Wert am 28. Tag auf 0,242 mg MDA/kg Gewebe ab. Ab dem 28.
Untersuchungstag stieg die Konzentration an MDA in der Probe kontinuierlich an und erreichte
am letzten Tag ihr Maximum mit 0,340 mg MDA/kg Gewebe. Die Leberwurst mit 100 ppm B-
Extrakt hatte zum Zeitpunkt to einen TBARS-Wert von 0,449 mg MDA/kg Gewebe. Nach einer
Woche stieg der TBARS-Wert nur sehr leicht an und erreichte ihren maximalen Wert von
0,453 mg MDA/kg Gewebe. Dieser Wert sank danach bis auf ein Minimum unregelmaRig auf
0,313 mg MDA/kg Gewebe ab. Zwischen dem 28. und 42. Tag stieg die Konzentration an MDA
auf einen Wert von 0,366 mg MDA/kg Gewebe. In den letzten Wochen der Untersuchung
veranderte sich der TBARS-Wert nur noch kaum. Mit Hinblick auf die statistische Betrachtung der

TBARS-Werte besteht ein signifikanter Unterschied zwischen Matrixprobe, HS02-Extrakt-Probe
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und B-Extrakt-Probe, F(2,21) = 14,82 p = p < .05. Nach dem Post-Hoc-Test konnte ermittelt
werden, dass sich die TBARS durch Zugabe von HS02- und B-Extrakt signifikant verandern. Auch
innerhalb der Tage sind die Werte an einigen Zeitpunkten signifikant unterschiedlich, F(7,21) =
6,64 p = p < .05. Hier kristallisierte sich in erster Linie heraus, dass die TBARS-Werte nach einer
Woche und nach 4 Wochen signifikant unterschiedlich zu den anderen Untersuchungstagen sind.
Die gesamten Ergebnisse der TBARS-Bestimmungen, einschlieRlich der Standardabweichungen,

sind der Anlage 12 bis 13 zu entnehmen.

5 Abschlussdiskussion

Nach umfangreichen Untersuchungen zur antioxidativen Aktivitdt mittels DPPH-Tests sind
wesentliche Unterschiede zwischen den verwendeten Hopfen-Extrakten ersichtlich. In fast allen
Verdinnungsstufen sind signifikante Unterschiede deutlich erkennbar. Ab der 20-fachen
Verdiinnung der Extrakte ist das antioxidative Potenzial nur noch beim HSO1-Extrakt signifikant
unterschiedlich. Besonderes Augenmerkt ist auf den HSO1-Extrakt zu legen. Dieser Extrakt,
welcher vorwiegend Gerbstoffe und Polyphenole enthédlt, hat die hochste Reduktionskraft
gegenitber DPPH und damit das hochste antioxidative Potenzial von allen drei Hopfenextrakten.
Biendl (2005) und Kammhuber (2005/2006) sprechen den Hopfenpolyphenolen ebenfalls hohe
antioxidative Fahigkeiten zum Schutz gegen freie Radikale aus. Zur gleichen Aussage kamen auch
Biendl und Cocuzza (2016/2017). Laut Biendl et al. (2012) sind im Allgemeinen sehr viele
Polyphenole auch abseits des Hopfens sehr starke natiirliche Antioxidantien. Die zweithochste
antioxidative Aktivitdt besitzt der HSO2-Extrakt, welcher vorwiegend Weichharze, Ole und
Bitterstoffe enthalt. Fiir Biendl und Pinzl (2009) ist die antioxidative Wirkung der Weichharze
eher sekundarer Bedeutung. Die antibakteriellen und gesundheitsfordernden Eigenschaften sind
nach deren Aussagen wesentlicher. Des Weiteren sind die Autoren der Meinung, dass die
starkste antioxidative Aktivitdt von den Hopfenpolyphenolen ausgeht. Vor allem die Flavonole
gelten als starkste Antioxidantien im Hopfen (Biendl und Pinzl, 2009). Der HS03-Extrakt, indem
vor allem Hartharze des Hopfens geldst sind, hat im DPPH-Test die geringste antioxidative
Aktivitat. Der wichtigste Vertreter in der Hartharzfraktion ist Xanthohumol. Nach Gerhauser
(2011) ist die prenylierte Verbindung in hohen Konzentrationen antioxidativ, antientziindlich und

antikanzerogen. Vor allem die antikanzerogene Eigenschaft von Xanthohumol wird sehr haufig in
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vielen wissenschaftlichen Arbeiten thematisiert und primar beschrieben (Biendl, 2005;
Kammhuber, 2005/2006; Bergmeier et al., 2008). Es konnte also der Fall sein, dass die
Konzentration an Xanthuhomol im HS03-Extrakt eventuell zu gering ist flir eine antioxidative
Wirkung. Weiterhin schreiben Biendl und Cocuzza (2016/2017): ,,Da es sich bei den Hartharzen
um polare und somit gut wasserldsliche Verbindungen handelt, kann man davon ausgehen, dass
diese bei der Technologie der Kalthopfung sehr effizient in das Bier tibergehen.” (Biendl und
Cocuzza, 2016/2017). Es ist also davon auszugehen, dass die meisten Hartharze im HS03-Extrakt
nicht mit Methanol in Losung gehen. Die geringe Reduktion der DPPH-Konzentration wie in
diesen Versuchen ist die Folge. Der von Thiel (2017) durchgefiihrte DPPH-Test konnte dhnliche
Ergebnisse verzeichnen. Hier hatte ebenfalls der HS02-Extrakt die groBere antioxidative Aktivitat.
Neben den selbst hergestellten HS02- und HS03-Extrakten wurden in der Arbeit von Thiel (2017)
auch kommerziell genutzte Extrakte, u.a. a-, Iso-a- und B-Extrakt, verwendet und miteinander
verglichen. Nach Piendl und Biend! (2000) haben Humulone und Lupulone der Weichharzfraktion
identische Radikalfangereigenschaften wie die natlrlichen Antioxidantien a-Tocopherol und
Ascorbinsdure. Diese These konnte nach den Ergebnissen des DPPH-Tests nicht bestatigt werden.
Im Vergleich zu den kommerziell genutzten Antioxidantien Tocopherol und Ascorbinsdure ist die
antioxidative Fahigkeit der Hopfenextrakte um ein Vielfaches schwacher, da die Ascorbinsdure in
der Verdiinnung 1:400 und das Tocopherol in der Verdiinnung 1:2000 dhnliche Resultate wie der
HSO1-Extrakt mit dem hdchsten antioxidativen Potenzial aufweist. Tendenziell nimmt die
antioxidative Aktivitdt der Extrakte bei hoheren Verdliinnungen ab. Fir weiterfiihrende
Untersuchungen mit dem DPPH-Test ware vor allem der polyphenolhaltige HSO1-Extrakt sehr
interessant, da die antioxidative Fahigkeit auch nach 20-facher Verdiinnung nur minimal
abnimmt.

Nach dem FRAP-Test sind keine signifikanten Unterschiede zwischen den HSO1- und HSO03-
Extrakten in den 50-fachen Verdinnungen ersichtlich. Bis auf die hochste Verdinnungsstufe
waren danach alle Extrakte in ihrer antioxidativen Kapazitat signifikant unterschiedlich. Anders
als beim DPPH-Test hat hier der HSO3-Extrakt die hochste antioxidative Wirkung in allen
Verdinnungsstufen. Dieser Unterschied kann so begriindet werden, dass beim FRAP-Test als
Losungsmittel Wasser verwendet wird und somit die nach Biendl und Cocuzza (2016/2017)
polaren, gut wasserloslichen Hartharze im HSO03-Extrakt sehr gute antioxidative Ergebnisse
erzielen. Die zweithochste antioxidative Wirkung hat der HSO1-Extrakt mit grundsatzlich leicht

schwacherer Wirkung als der HSO3-Extrakt. Dennoch bestatigt sich ebenfalls im FRAP-Test die
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hohe antioxidative Wirkung des HS01-Extraktes, welche vorwiegend Gerbstoffe und Polyphenole
enthalten. Demzufolge kdnnen nochmals die Aussagen von Biendl (2005) und Kammhuber
(2005/2006) wiederlegt werden, dass von den Hopfenpolyphenolen eine hohe antioxidative
Wirkung ausgeht. Im Vergleich zum HSO1- und HSO3-Extrakt besitzt der HS02-Extrakt die deutlich
schwachste antioxidative Kapazitat. Dieses Ergebnis verstarkt nochmals die Aussagen von Biend|
und Pinzl (2009), dass die antibakteriellen und gesundheitsfordernden Eigenschaften der
Weichharze primarer Bedeutung sind. Allerdings kdnnen aus den Ergebnissen des HS02-Extraktes
im FRAP-Test keine endglltigen Entschlisse gezogen werden, da nach Back (2008) und Kunze
(2011) die Weichharze nahezu ausschlieflich in organischen Losungsmitteln in Losung gehen. Ab
der 10000-fachen Verdinnung ist nur der HSO03-Extrakt signifikant unterschiedlich. Das
antioxidative Potenzial der einzelnen Extrakte nimmt im Allgemeinen mit jeder
Verdinnungsstufe merkbar ab. Allerdings ist die antioxidative Fahigkeit zwischen der 5000- und
10000-fachen Verdiinnung nur noch geringfiigig differenziert und sehr gering.

Die umfangreichen Untersuchungen zur Oxidationsstabilitdt von verschiedenen Rapsol-Proben
zeigen, dass nur die HSO03-Extrakt-Proben mit 0,01 % Hopfenextrakt im Vergleich zu den
Matrixproben signifikant unterschiedlich sind und sogar leicht prooxidativ wirken. Weiterhin sind
signifikante Unterschiede zwischen den Matrixproben, den Negativproben und den
Positivproben ersichtlich. Durch die Ascorbinsaure in einer Konzentration von 0,05 % verzogert
sich der oxidative Verderb. Dahingegen beschleunigt die Zugabe von Natriumpercarbonat in
gleicher Konzentration den oxidativen Zerfall der Fette. Die Schmalz-Proben verzeichnen
dhnliche Ergebnisse wie die Rapsol-Proben. Hier sind die Induktionszeiten aller Hopfenextrakt-
Proben gegeniber der Matrixproben gleichermalen zu beurteilen. In einer vergleichenden
Untersuchung von Ganske (2017a) zur Oxidationsstabilitdt von Sonnenblumendl und Leberwurst
mittels Rancimat-Methode konnte keine antioxidative Wirkung von a-, Iso-a- und B-Hopfen-
extrakten nachgewiesen werden. Allerdings wurden prooxidative Wirkungen der Hopfenextrakte
bei hohen Konzentrationen ersichtlich. In einer nachfolgenden wissenschaftlichen Arbeit von
Ganske (2017b) mit Schweineschmalz wird der prooxidative Effekt der Hopfenextrakte nochmals
bestatigt. In den Ausarbeitungen von Doberstein et al. (2012) zur Messung der antioxidativen
Kapazitat von verschiedenen Gewirzextrakten wird ebenfalls die prooxidative Wirkung von zu
hoch dosierten Extrakten beschrieben. Die prooxidative Wirkung von natiirlichen Antioxidantien
in hohen Konzentrationen ist laut Belitz et al. (2007) bekannt. Vitamine, Carotinoide und

Flavonoide kdnnen in hoheren Konzentrationen den oxidativen Verderb beschleunigen (Belitz et
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al., 2007). In dieser wissenschaftlichen Arbeit werden nur im Rapsol mit 100 ppm HS03-Extrakt
prooxidative Wirkungen ersichtlich. Die Zugabe von 0,05 % Natriumpercarbonat in Schmalz ist
anders als bei den Rapso6l-Proben gegeniiber den HS02-Extrakt- und Matrixproben gleich. Dies
wird durch die hohen Standardabweichungen der Induktionszeiten begriindet. In einer
chemischen Untersuchung von Helmholz (2016) zur Oxidationsstabilitdt von Fleischsalat mit und
ohne Hopfenextrakt in dhnlicher Ausfihrung wurden ebenfalls sehr groRe Differenzen der
Induktionszeiten innerhalb der gleichen Probe beobachtet. Helmholz (2016) vermutet
inhomogene Messproben als Ursache. Diese Vermutung bestéatigte auch Ganske (2017a) mit der
Messung von verschiedenen Emulsionen im Rancimaten und erganzt weiterhin: ,Die
Untersuchung von fetthaltigen Lebensmitteln mit vielseitiger Produktmatrix kann nicht direkt mit
dem Rancimaten untersucht werden.” (Ganske, 2017a). Allen voran konnte 0,05 % Ascorbinsaure
die Induktionszeit auch im Schmalz verlangern. Im Allgemeinen waren die Oxidationszeiten der
Schmalz-Proben um ein Vielfaches kiirzer als die Induktionszeiten der Rapsol-Proben. Diese
Beobachtung ist auf den natirlichen Gehalt an Tocopherol im Rapsél und der unterschiedlichen
Fettsaurezusammensetzung zurlickzufiihren (Krist et al., 2008). Somit ist das Rapsol wesentlich
bestandiger gegeniliber dem oxidativen Verderb. Zur Haltbarkeit von Rapsol schreiben Krist et al.
(2008): ,,Bei kiihler und dunkler Lagerung ist Rapsol bis zu 12 Monate lang haltbar.” (Krist et al.,
2008). Dagegen ist nach Massholder (2018) Schweineschmalz bei dunkler, kiihler und trockener
Lagerung nur einige Wochen haltbar. Matissek und Baltes (2015) schreiben weiterhin, dass im
Schmalz der Anteil an freien Fettsauren schnell durch verschiedene mikrobiologische und
chemische Zersetzungsprozesse ansteigt. Anders als in den Ergebnissen von Ganske (2017b) sind
die Induktionszeiten von Schmalz in diesen Untersuchungen um ein Vielfaches geringer. Dies wird
durch die leicht abweichende Herstellung begriindet, da das Schmalz in dieser Untersuchung
mehrfach aufgeschmolzen wurde, um den storenden Wassergehalt zu verringern. AuRerdem ist
die Standardisierung der Schmalzherstellung mit gleichbleibender Qualitdt im ernahrungs-
wissenschaftlichen Labor nur schwer zu realisieren. Zu dieser Thematik schreiben Matissek und
Baltes (2015), dass im idealen Fall das Ausschmelzen von Fetten im industriellen Mal3stab fast
ausschlieBlich mit Wasserdampf sehr schonend durchgefiihrt wird. Beim schnellen Aufschmelzen
mit der Bratpfanne oder mit dem Kochtopf werden die Fette vornherein oxidativ geschadigt und
die Lagerfahigkeit verschlechtert sich (Matissek und Baltes, 2015). In der wissenschaftlichen
Arbeit von Ganske (2017a) wird weiterhin die schwere Loslichkeit von a-, Iso-a- und B-

Hopfenextrakt in Fetten und Olen beschrieben. Die Verwendung des HS01-, HS02-, HS03- und
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des B-Extraktes in dieser Arbeit resultierte mit ahnlichen Erfahrungen zur Loslichkeit, weshalb
moglicherweise die zielgemiRe Konzentration an Hopfenextrakt in Olen und Fetten in den
Reaktionsgefallen nicht erreicht werden konnte.

In der Messung der Thiobarbitursaure reaktiven Substanzen von Schmalz sind keine signifikanten
Unterschiede bei der Zugabe von Hopfenextrakten ersichtlich. In einer vergleichenden
Untersuchung mit Schmalz von Ganske (2017b) zur Analyse der antioxidativen Effekte von
Hopfen-Extrakt-Fraktionen werden prooxidative Wirkungen von B, Iso-a und HSO2-Extrakt
beschrieben. Nach Ganske (2017b) haben HS01-, HS03 und a-Extrakt keine signifikanten
Veranderungen der TBARS zur Folge. Darliber hinaus haben sich die TBARS-Werte beim Einsatz
von Antioxidantien und Oxidantien nicht signifikant verdndert. Die verschiedenen Additive im
Schmalz haben keine Verdanderung der Konzentration der Thiobarbitursdaure reaktiven
Substanzen bewirkt. Rosenbauer (2002) berichtet ebenfalls von steigenden TBARS-Werten von
verschiedenen Fleischerzeugnissen trotz Einsatz von Tocopherol. Nach den Beobachtungen von
Rosenbauer (2002) hatte das Tocopherol im Gewebe kein gerichteten Einfluss auf die TBARS-
Konzentration. Mit Hinblick auf die in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchsreihe sind lediglich
signifikante Unterschiede der TBARS nach bestimmten Zeitabstdnden erkennbar. Generell sinken
in den meisten Fallen die TBARS-Werte der Schmalz-Proben nach dem to Zeitpunkt ab und
Erreichen ein minimalen Wert nach drei bis 4 Wochen. Ein signifikanter Unterschied zwischen
diesen Zeitabschnitten ist erkennbar. Auffallig ist, dass die TBARS-Werte der Matrixproben und
der Schmalz-Proben mit Ascorbinsaure im Gegensatz zu den Hopfenextrakt-Proben und den
Schmalz-Proben mit Natriumpercarbonat nach einer Woche leicht ansteigen und dann ebenfalls
auf ein minimales TBARS-Niveau nach ca. 4 Wochen absinken. Danach ist die Veranderung der
TBARS von allen Proben anndhernd gleich. Nach 4 Wochen steigt die Konzentration an TBARS in
allen Proben wieder an. In der Regel ist nach der 6. Woche ein maximaler TBARS-Wert ersichtlich,
welcher sich signifikant vom to Startwert und dem TBARS-Wert nach 4 Wochen unterscheidet. In
den letzten 3 Wochen schwanken die TBARS-Werte aller Proben leicht unregelmaRig weiter. In
der wissenschaftlichen Arbeit von Thiel (2017), indem die Konzentration an TBARS von Kasseler
mit und ohne B-Hopfenextrakt in einem vierwochigen Zeitraum gemessen wurde, konnten
ebenfalls nur signifikante Unterschiede zwischen den Tagen beobachtet werden. Die Zugabe von
Hopfenextrakt bewirkte nach Thiel (2017) keinen signifikanten Unterschied. Anders als die
Untersuchungen mit Schweineschmalz sind signifikante Unterschiede innerhalb der

verschiedenen Leberwurstproben nach achtwochiger Lagerzeit beim Einsatz von Extrakten
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erkennbar. Der HS02-Extrakt und der B-Extrakt haben den TBARS-Wert signifikant verandert. In
der Regel ist die Konzentration von TBARS in den B-Extrakt-Proben hdher als in den
Matrixproben. Die Annahme von Ganske (2017b; 2017a), dass in erster Linie vom B-Extrakt
prooxidative Wirkungen ausgehen, konnte im Lagertest mit Leberwurst bestatigt werden. Der
HS02-Extrakt hatte insbesondere geringere TBARS-Werte in der Leberwurst zur Folge. Die im
Extrakt enthaltenen Weichharze, Ole und Bitterstoffe des Hopfens haben die Konzentration an
TBARS gegeniiber der Matrixprobe signifikant verringert. Einen ahnlichen antioxidativen Effekt
beschreiben Villalobos-Delgado et al. (2015) nach der Behandlung von verschiedenen Fleisch-
erzeugnissen mit Hopfenpulver mit einem hohen Anteil an a-Sduren. Ahnlich wie beim Lagertest
mit Schmalz sind auch hier innerhalb der gesamten Zeitspanne des Lagertestes mit Leberwurst
signifikante Unterschiede ersichtlich geworden. Der Verlauf der TBARS-Werte dhnelt generell
stark dem Verlauf der Konzentrationen in den Schmalz-Proben. Die Konzentration an TBARS
nimmt in der Regel nach dem ersten Untersuchungstag ab und sinkt auf einen minimalen Wert
nach ca. 4 Wochen. Auffallig ist, dass die TBARS-Konzentration der Matrixproben genau wie bei
den Schmalz-Proben nach einer Woche leicht ansteigen und dann auf ein minimales Niveau bis
zur 6. Woche abfallen. Nach Abnahme der TBARS-Konzentration ist bei allen Proben ein
Aufwartstrend bis zum letzten Untersuchungstag zu erkennen. Markant ist, dass in den
Leberwurstproben mit B-Extrakt die Konzentration an TBARS in den letzten drei Wochen nahezu
gleichbleibt. Die absinkende und danach aufsteigende TBARS-Konzentration schildert ebenfalls
Thiel (2017) in seinen vierwochigen TBARS-Untersuchungen mit Kassler. Eine Absenkung der
TBARS-Konzentration beobachtet auch Popp (2014) bei der Untersuchung von Rohwiirsten tGber
mehrere Tage. Zu diesem Sachverhalt schreibt Popp (2014): , Ein moglicher Grund flr eine
Absenkung der TBARS-Konzentration im Laufe der Lagerung ist, dass Malondialdehyd eine
Bindung mit Aminosauren in der Rohwurst eingeht, und somit wahrend der Analyse nicht mehr
detektiert werden kann.” (Popp, 2014). Nach Botsoglou et al. (1994) sind bei frischem Fleisch
TBARS-Werte unter 0,2 mg MDA/ kg Gewebe zu erwarten. Weiterhin schreiben Botsoglou et al.
(1994), dass bei Fettgewebe der TBARS-Wert unter 1,0 mg MDA/ kg Gewebe ist. Der hochste
TBARS-Wert war in den Leberwurst-Proben mit B-Extrakt und erreichte eine Konzentration von
0,453 mg MDA/ kg Gewebe. Der héchste TBARS-Wert im Schmalz wurde in der Probe mit HS03-
Extrakt gemessen und lag bei 0,190 mg MDA/ kg Gewebe. Speziell fir Schweineschmalz oder
Leberwurst wurden keine genauen Richtwerte fir die Konzentration an TBARS in der Literatur

gefunden. Botsoglou et al. (1994) beziehen sich bei ihren Richtwerten vor allem auf frisches
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Gewebe. Nach Popp (2014) sind jegliche TBARS-Konzentrationen im Bereich von 1-2 mg MDA/ kg
Gewebe in Lebensmitteln sensorisch inakzeptabel. Diese Werte wurden in keiner Probe
annahernd erreicht. Parallel zu der chemischen Analyse von verschiedenen Leberwurst-Proben
mit und ohne Hopfenextrakt bestatigt auch Arzhang (2018) den geringen Verderb der Leberwurst
in ihren umfangreichen physikalischen und mikrobiologischen Messungen nach mehrwdchiger
Untersuchung. Die TBARS-Werte der Schmalz-Proben nach neunwdchiger Lagerzeit bei 4 °C
waren Uberraschender Weise deutlich unter 1 mg MDA/ kg Gewebe, obwohl die Haltbarkeit von
Schmalz nach Massholder (2018) bei kiihlen Lagerbedingungen nur wenige Wochen betragt.
Trotz alldem waren leicht ranzige Aromen bei den Schmalz-Proben in den letzten Untersuchungs-
wochen wahrnehmbar. Ahnliche Erkenntnisse schildert auch Rosenbauer (2002), nach dem zwar
sensorische Mangel in den untersuchten Fleischerzeugnissen Uber eine bestimmte Zeit
ersichtlich waren, aber die chemische Analyse keine Anzeichen fiir die Ranzigkeit bestatigte. In
der wissenschaftlichen Arbeit von Vogel (2008) wird vor allem der antioxidative Charakter und
das Potenzial der prenylierten Hopfenverbindungen (Xanthohumol) anhand der TBARS-Methode
untersucht, beschrieben und naher verdeutlicht. Weiterflihrende TBARS-Untersuchungen mit
den Extrakten der Hartharzfraktion (HSO3-Extrakt) konnten die Ergebnisse von Vogel (2008)

ergdanzen und eventuell sogar bestatigen.

6 Zusammenfassung

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den Einfluss von Hopfen-Extrakt-Fraktionen auf die Lipid-
Oxidation von Lebensmitteln zu prifen. Auf Grundlage dieser Erkenntnisse sollte das
antioxidative Potential von Hopfen-Extrakt-Fraktionen beurteilt werden. Zu diesem Zweck
wurden umfangreiche chemische Analysen durchgefiihrt.

Was das antioxidative Potential der Hopfenextrakte betrifft, konnte anhand zwei
Antioxidationstests nach der DPPH- und der FRAP-Methode gezeigt werden, dass die HSO1-,
HS02- und HSO3-Extrakte antioxidative Aktivitaten aufweisen. Die Starke der antioxidativen
Wirkung hangt allerdings vom Losungsverhalten und der Verdiinnungsstufe der Extrakte ab. Im
DPPH-Test mit Methanol als Verdlinnungsmittel hatte der HSO1-Extrakt das hochste
antioxidative Potential. Andererseits musste festgestellt werden, dass im FRAP-TEST mit
wassriger Verdlinnung der HS03-Extrakt Uber die gesamten Verdiinnungsstufen hinweg die

hochste antioxidative Wirkung hatte. Im Vergleich zu den kommerziell genutzten Antioxidantien
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Tocopherol und Ascorbinsaure konnte beobachtet werden, dass die antioxidative Wirkung der
Hopfen-Extrakt-Fraktionen um ein Vielfaches geringer ist. Der letztendliche Einfluss von Hopfen-
Extrakt-Fraktionen auf die Lipid-Oxidation von Lebensmitteln wurde mit zwei weiteren
chemischen Analysen gepriift. In der Messung zur Oxidationsstabilitit von Fetten und Olen
mittels Rancimat-Methode ergab sich, dass in der Regel kein signifikanter Unterschied beim
Einsatz von 100 ppm Hopfenextrakt in Schweineschmalz und Rapsol ersichtlich wird. Dahingegen
haben die Ascorbinsdure und das Natriumpercarbonat die Induktionszeit im Rapsol und zum
grofRten Teil auch in Schmalz signifikant verandert. Interessant ist auch, dass lediglich der HSO3-
Extrakt gegeniber allen Extrakten im Rapsol signifikant unterschiedlich ist und sogar leicht
prooxidativ wirkte. Zur weiteren Analyse zum Einfluss von Hopfenextrakten in Lebensmittel
wurde ein mehrwdochiger Lagertest mit Schweineschmalz und Leberwurst ohne und mit 100 ppm
Hopfenextrakten bei 4 °C Lagertemperatur durchgefiihrt. Dabei wurde die Konzentration an
TBARS im Lebensmittel Giber mehrere Wochen gemessen und der oxidative Verderb anhand der
TBARS-Werte dokumentiert. Parallel dazu wurden vergleichende Untersuchungen mit Schweine-
schmalz gleicher Charge unter Zugabe von 500 ppm Ascorbinsdure und Natriumpercarbonat
praktiziert. Anhand des Lagertests mit Schmalz kann darauf geschlossen werden, dass weder
Hopfenextrakte noch Antioxidantien oder Oxidantien die TBARS-Konzentration im tierischen Fett
(Schmalz) signifikant beeinflussen. Dagegen ist eine zeitliche Veranderung der TBARS ersichtlich.
Der Lagertest mit Leberwurst zeigte, dass der B-Extrakt die Konzentration an TBARS in der
Leberwurst signifikant erhoht hat. Dahingegen verringert die Zugabe von 100 ppm HS02-Extrakt
die TBARS-Konzentration signifikant. Ferner wird wieder eine Verdanderung der TBARS nach
fortschreitender Zeitperiode ersichtlich.

AbschlieBend kann festgestellt werden, dass die Hopfen-Extrakt-Fraktionen so gut wie keinen
Einfluss auf die ausgewihlten Fette und Ole haben, doch die Zugabe im fetthaltigen Lebensmittel
mit unterschiedlicher Produktmatrix konnte die Lipid-Oxidation signifikant verandern. Trotz
antioxidativer Aktivitat der Hopfen-Extrakt-Fraktionen wird die Wirkung in Lebensmitteln nur
teilweise erreicht. Insgesamt lasst sich hieraus der Schluss ziehen, dass zwar ein gewisses
antioxidatives Potenzial in Hopfenextrakten vorhanden ist, aber der Einsatz als natirliches
Antioxidans in Lebensmitteln aufgrund der Effizienz und Wirkung nur bedingt moglich ist. In
ferner Zukunft kdnnten die Einsatzmoglichkeiten der antioxidativen Wirkung durch weiter-

fihrende Untersuchungen prazisiert werden.
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Anlage 1: prozentuale Zusammensetzung der Fettsdauren von einigen wesentlichen pflanzlichen

Fetten (Matissek und Baltes, 2015)

Kokosfett Olivenal Sojadl Rapsdl
Capronsdure <0,8
Caprylsaure 7.8-9,5
Caprinsaure 4,5-9,7
Laurinsaure 44-51
Myristinsdure 13-18,5 <1,3 <04
Palmitinsdure 7,5-10,5 7-16 2,3-10,6 3,2-5
Stearinsdure 1-3 1,4-33 24-6 1-2,5
Olsaure 5-8,2 64,5-84,5 23,5-30,8 52,6-63,2
Linolsdure 1-26 4-15 49-51 20,7-28,1
Linolensdure 2-10,5 10,1-15,5
Arachinsdure <0,5
Erucasdure <17
Schmelzpunktca. 20 bis 28°C —5 bis —9°C —7 bis -8°C 0°C

Leerstelle: unbedeutender Gehalt
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Anlage 2: prozentuale Zusammensetzung der Fettsauren von einigen wesentlichen tierischen

Fetten (Matissek und Baltes, 2015)

Butterfett Schweinefett Rindertalg
Buttersdure 3,5-4,0
Capronsaure 1,5-2,0
Caprylsaure 1,0-1,7
Caprinsdure 1,9-2.6
Laurinsdure 2,5-45
Muyristinsaure 8-146 05-2,7 2-6
Palmitinsdure 26-30 19,1-30,5 25-37
Stearinsdure 9-10,5 4,8-229 15-30
Olséure 19-33 19,2-59,3 28-45
Linolsaure 21-37 2,8-154 2-3
Schmelzpunkt ca. 28 bis 38°C 26 bis 39°C 45 bis 50°C

Leerstelle: unbedeutender Gehalt
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September 1980

L

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach §35LMBG

Untersuchung von Lebensmitteln

Vaorbereltung von Flelsch und Fleischerzeugnissen
zur chemischen Untersuchung 1

06.00

1 Zweck und Anwendungsbareich

Diiese amitliche Methode beschreiby dee Probensorbera-
tung wnd -2erk lginerung aum Sweck der Homogenisierum

wan Flmsch und Flelacherraugnisien sowie deren Sl
FEvitnaein b Laingj,

2 Begrifl

Unngr Homdggeniskenang wird che glelchmaBige Vemeilung
aller Bestandlisile amer Prodse verstanden

3 Kurzbeschreibung

Diie Proden werden mechanisch durch eine ihrer Eigenari
angepalie Verighrensweise homogenshen

4 Chemikalian

il richn band gt

5 Gerate und Hilfsmiriel

5,7 Scharfes Fleischermesser mit breiter Klinges

5.2 Schmeicetwert

5.3 Mechaniches Zerklginerungsgerat mit hochiourg
lmilenden, horizontal angeardneten Massern, dig g
schneidence Zark lginerung bewirken.

Bl Flesschwgld  mve
van 2.5 bas 4.5 mm

Lochscheiben, Lochdurchmassa

55 Probenbehiiiter, dor Probenmenge angepalit, dichi
wesschlieBhar

6 Probenahmae
6.1  Probenahme-Prif plans

fliegan im Rabiman der amilichen Sammlung 2. 2. noch
michl yor|

6.2 Probenahme Technik

Fur Verpackung der Proben sl letisdssoisendes und
wasserdichies Material, 2 B, Kunststoff-Folisnbautel,
werwendat warden . b dibrigen st dee Probe fachgesechi
so0 ru befbedern und zu lagern, dal ihre Beschatfenbeit
rum Zeitpunkt der Probenentnabme erhalten hleibn.

Fur die Probenworbergitung  sur  Uniersechung  sind
300 g Probenmaterial o der Regel susrelchand, Sonde-
warschriften bleifsen higrvon unbenibirg,

T Durchfuhring
7.1 Allgemsines sur Probamorbersitung

worschriften 2ur semsorischen Untersuchong und ldent-
patssanhwrung der Proben, 2, B, dber die Aufbewahnung

war  Verpackungs-, E[IHB'I.'HBHJI'EI- ur  Lhmhil luings-
mateial, bleiben unbesibri.

7.1.1 Behandiung der Proben sor der Zarklainsrung
Hiillen sind . ovasi t mdalich. ba entlermen.

112 Probenzerkbeinerung

Eire mserkcl iche Erwirmung der Proben watewend der Zer-
kloemprung und Homogemisterung is1 ru seemaiden, s
fetretenes Wassar, abgasetzies Feit und Gallerie werden
beirm Homaogensieren hinzugeioge

7.1.2 Behandlung der Proben nsch der Zorkbsinaning

[ae Homogeniest 1 randvall in die Probenbebdlter gin.
zufigllen wnd 50 70 Lagein , dai Verderb: wnd Verinderung
grner Jussmmensetiung verhindort werden, Dig Proben-
eiraage i der Homogeniserung mogichsn direkt aneu-
schllefen, Soweit des naeht mibglich ist, is1 das homoges-
nisierle  Probenmaterial vor der Eimsasge sorglaltig
durchrumschan.

1.2 HRohes Flesch, gegactes Fleisch, Roh- and
Kochpikelwaren sowie schnittfeste Rohwiirsie

Enachenteibe sind vor der Zerkbeinerung songliltig aus
!lil':l"ﬂ'll. anhafiende Schwarte 81 70 entfernan, Das
Probenmaterial wird auf Sticke von etwa 1 om Kanten
langa worgeschninien, die Feinzerklainerung erleigt in
wimem Gierdl nach 5.3 oder 5.4 Das serkbeinerte Materisl
st sorghiltlg durchrumischen, Das gili besonders far

roties Flessch, das gegebeanentalls vor der Zecklasserung
BENTUATiare e
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1.3 Brihwiirsta, in kaltem Zustand schnattfeste Koch-
wiirste mit wnd ohne grobe Einlagen

1.3.1 Erzmsgnizse mit groben Einlagen

Fleischfrernds  Einlagen, wie . B Eier, Kise, Pilzao,
Garmiase u, g, shul wor cder Zerkleinerung soweit win
mibglich sorgliitig su entfernen.

Grobe Fleischoinlagen werden, sowsit es das Unfer
stchungsziel arlordert, hersusprapariert snd nach dag
Gewichisiberpriilung cdem Gessmimaterial vor dey Zer-
kbginarung wieder beigetoar

Um Wasserveriuste zu wermaicken, ist die Prapanation un-
wersiijlch und zugig durchzutishren, Diess A der Behand
Funeg ist im Profokell anzugeban.

Daraeh wird wig unter 12 beschreslen weiterverfahsen,

7.3.2 Erzeugiisse ohse grabe E inlagen

Bin Zurkbeinerung und Homogenisering erfalgs unter
Borecksichtigurg  der  spater  ansuwerienden  Linter-
suchungamathode wae unter 7.2 besclrishen

7.4 Sereschfiahige Roh- und Kochwirsie

Gegabenenlolly 1 die Prabe sor der Zerkieinemung il
Hﬂﬂmp:ni:.lururlg aiil ¢ 4 bes v B0 ru kihlen. Dee Zer
kleirerung erfolgr wis umies 7.3 beschrisben. Be fningg
serkigingrten Proben el &in sorgialtiges Diuch-
mischen bei Zimmar femperatu

Verzeichnis der Anlagen

Amil. Sammlbieng 5 35 LMBG

1.6 Erzeugnisse wie Frikadalbans, Boubetton,
FleischkiGie, Fleishialbungen u. §,

Je onach Unessuchumngsziel Konnen Bratkoneston wor dar
Zerkininmung und Homogenisserung  entfesnt wenden,
e pweilige WVerfshersweise Brim LPpitermushaenggs:
bervicht 2o vermerken. Im ubrigen ward wie unfes 7.2 he-
sizhirieten varfahran

B Auswertung

Lannali)

9  Untersuchungsbericht

fenttalit, peha dazu Abschnin B der peiligen Methaden-
lensche@biursg)

10 Evlauterungen und Hinweise

faut adin o Hahmen der Anleilung aur Abtassung der
e rmsden™ iy sindei tenden Teil der amilichen Sammlung
fegebenen allgemesisen Erlate ungan weid venywiosen,

Mipse amifiche Methode worde won den Arbseitsgruppen
o Fleischerreognasse Lund T dee Kommission des Bundes.
gusLinthei1sames Fui [}l,.un:m:,'ir:un-q des § 35 LMBG a
arbaiter.

Treten bei der Zerkininensig Schowisrigkeiten aul, die sing
van dieses Vorscheltt swweichende Behandlung eriar-
darm, fo ikt s im Untersuchungsbanchi ru vesmer ken,
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Anlage 4: L 13.00-7 nach § 64 LFGB

April 2007

Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB

Untersuchung von Lebensmitteln 13.00
L Tierischie und pllanziche Fette und Ole

Vorbareitung der Untersuchungeprobea
{Ubarnahme der gecninunensen Harm DIN EM 150 681, Ausgaba Novembar 2005)

Mationales Vorwort

Diese Eurcpaische Morm enthatt unverandert die Internationate Morm 150 881:2003. die vom Unterkomifes
SC 11 Twrische und pflanzliche Fette und Cle* (Sehretariat, BS|, Vereinigles Konigreich) des Technizchen
Karnitees [SOVTC 34 Lebensmittelprodukie” [Sekratariat MSZT, Ungarn) erarbeitst wurde,

Die Mitarbeit des DIN beim Europaischen Komitee fur Normung (CEN) wird for den Beraich des CENTC 307
{sekrelanal AFNDR, Frankreich) ober den  Gemeinechaftsausschuss fir die Analytié von Fetben, Olen,
Fattprodukten, verwandlen Stoffen und Rohsloffen (GA Fett) der Deutschen Gesslischaft fur
Fettwissenschalt (DGF) und ges Normenausschusses Lebensmittel und landwirtschafiche Pradukbe {MAL)
wahnpanommsen
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Sae 2 Aprd 2007 L 13.00-7 Ami Sammiking § 64 LFGH

Deutsche Fassung

1 Anwendungsbereich

Diese |memationale Morm fegl Verfahren 10 die Voroereltung eines Unlersuchungsprobe aus @ined
Laboratariurmapnoba von fienschen und pllanzlichen Fetten und Olen z2uer Durchfiihneng von Analysen fest

Dars Verfahran ist mehi for emulgierte Fetle wie Butter, Marganne cder Mayonnaise anwendbar,

2 Kurzbeschreibung

Die Fettsubstanz wird durchmischt, erforderhchentalls unter Erwarmung auf eine geeignete Temperatur. Falls
erforderich. warden unisiche Substanzen durch Fiflieren abgetrennt und Wasser durch Trocknen mit
wasserfreiem Natriumsulfat enflernt

3 Reagens

3.1 Hatriurmsuifal, vwasse e

4  Prifeinrichtung
4.1 Elekfrischer Trockenachrank mit Temperaturregeeng

4.2 Heizbarer Filtertrichter

5§ Durchfiihrung
51 Mischen und Filtrieren

5.1.1 Flossige Probe, klar und ohne Sediment

Crurchy Sehdifbeln des verschiossenen Behallers sl sicherzustellen, dass die Laboratony
whe moghch ist, PIORNA0 hamagen

51.2 Flussige Probe, tribe oder mit Sediment

5121  Zur Bestmmung won

a] Feuchtigkeit und fillchtigen Bestandteilen,
bj wnlaslichen Verunremsgungen,

c) der Masse e Volumeneinhed undioder

d] for aie sonstigen Bestmmungen, bei denen die Versendung ungeilerer Braben srorda
denen die Bestimmung durch Warme beeintrachligh wird, Gerlich |t oder bel

wird wig balgh vorgegangen

Dt (dig Laboratoriumaprobe enthaltende) Gelall wird krafig geschittelt, big sich das

von den Gefafiwanden abgeiost hat Die Probe wird sofort in ein anderes Getad q mﬂ”‘: nu:lgmmd
Uberproft, dess kein Sediment an den Wanden des urspringlichen Gefalles hafien geblieben ist. it dias der
Fall, wird &5 vollstandig entfernt (fafls erforderlich, durch Aufschnesden des Gefalles) und Sur Dok
hinzugetig
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Amil. Sarmmiung & 64 LFGH L 13.00-7 Apri 2007 Seite 3

51.2.2 Fur alle anderen Bestimmungen wird das dis Laboratonumaprabe enthalende Gefal in den auf
50 "C eingesteliten Trockenschrank (£ 1) gebrachi und dort Belassen, bis die Probe diese Temperatur armeichi
hat, wnd dann weiter nach 51 1 vorgegangen WWenn die Probe nach dem Ensdarmen wund Mischen nichi
woltstandig klar ist, wird das O fillerl, wobei dieser Arbgitsgang in dem auf 50°C eingesialltan
Trockenscheank oder mit Hilfe des hezbaren Filtermchiers (4.2} erfolgt Die Probe wed mchi langer als
erforderiich #m Trockenschrank betassen, um jede Veranderung der Fellsubstanz durch Owidation oder
Polymerisation zu verhindsrn. Das Fitrat muss vollstandig klar sein

513 Feste Probe

£1.31  Fir deen a) bis d) won 5.1 2 1 fesigeteglen Bestimmungen wird die Laboratoriumsprobe worsachiig
erwdrmi, bis sie gerade mischbar ist, und grundlich durchmischt, um eine moglichst homogene Probe zu
erhalten

5132 Fur afle anderen Bestimmungen wird die Laboratoriumsprobe im Trockenschrank (4.1)
geschmolzen, der auf sine Temperatur von mendesiens 10 °C Ober der Schmeelziemperatur des batrefenden
Feltes oder Oles singestellt =t Wenn die Probe nach dem Ersarmen vollstandig klar ist, wird nach 511
vorgegangen, Wenn s frobe st oder Sediment enthalt, wird ss2 bel der gewdhilen Temperatus filkriert,
entweder im Trockenschrank cder mit Hilfe des heizbaren Filberinchiers (4.2). Das Filtrat muss vollstandig klar
B

52 Trocknung

Falls die durchmischte Probe noch Feuchiigheit enthalt [besonders im Fall von saurehaltigen Qlen, Fettsauran
urd fesien Fetten). muss sie for Besimmungen, bei demen e Ergebnisse durch die Gegenwart von
Feuchtigkedt beeintrachigi werden konnen {zum Bespesl die |lodzahl), getrocknet wenden, wobei alle
erforderlichen Yersichtsmainahmen durchzufuhren sind, um inre Cxidation zu vernindem. Zu desem Jweck
wird gin Teil der grundlich durchmischien Probe (sehe 511, 5122 baw. 5.1.3.2) moglichst kurze Jelt bei
eaner Temgeratur von 10 °C iber der SchmelRlemperatur im Trockenschrank [4.1) belassen, vorzugswaisa
unter Stickstoff, nachdem wasserfrees Natriumsutiat (21) im Verhalinis von 1g bes 2 g je 10 g Ol oder Falt
zugegeben wurde Die Trocknungsternperatur dar nie 50 °C oberschreiten

Matriumsulfal verlien sene Eigenschaf, als Trockenmittel zu wirken, bed Temperaiuren Ober 32 .4 "C. Es kann
deshalb erforderich sen, unter Yakwem zu trocknen. Die Felle. bei denen aine Trocknungstemperaiur Ober
50 “C erfardedich ware, sollten @ enem Losungsmitel gelost und dann getrocknet weardan

Die erwarmte Probe mit dem wasserfrelen Natriumsuliat wird kraflig durchgesinn und dann flteert. Falls das
Fetl oder O beim Abkohlen fest wird, erfolgt die Filtration wn Trockenschrank {4,1) oder mat Hille des
heizbaren Fillertrichters (4 2) bel einer gesignelen Temperatur, die 50 °C nig Obgrschresien dar

& Lagerung

Froben sollten unter Bedingungen gelager werden dwe fur die Ar der Probe und die durchzufuhrenden
Untersuchungen gesignet aind
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Anlage 5: DPPH-Test nach Poppernitsch (2009)

Arbeitsschritt

in 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefill vorlegen
hinzufiizen. am Vortexmixer durchmischen
40 min inkwbieren im Dunklen
Farbumschlag von violett zm rosa

in Maloroldivetten fiberfiihren

im Photometer bei 515 nm messen

Volumen | Reagenzien
1.5 mi DPPH -Arbeits1dzung

0300 ml | Probenextrals




Anlage 6: FRAP-Test nach Berger (2006)
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9.7.2 Bestimmung mittels FRAP-Test
1. Probeneinwaage: 0.2 g+ 5 % m 10 ml-Pyrexglas
2. 10 ml bidest. Wasser zugeben
3. per Hand aufschiitteln danach 20 min auf emem Honzontalschiittler schiitteln
4. 15 pun (be1 3600 - g} zentnfugeren
3. Uberstand in Kunststoffschmappdeckel gefal iberfithren. Lagemung be1 45 °C
Arbertsanweisung FEAP
Lisungen:
Acetatpuffer pH 3,6: 3,1 g Natmmacetat-trihydrat in Wasser vorlosen, 16 ml Eisessig hinsugeben
mit Wasser auf 1 1 auffiillen
TPTZ-Lasung: 03123 g TPTZ (2.4.6-Tn-2-pynidyl)-s-mazn in 4 ml 1 mol] Salzsdure 16sen,
mit Wasser auf 100 ml auffiillen
Eizen(TIT}- 0.5406 g Eisen(lIT)-chlond-hexahydrat in Wasser 16sen, auf 100 ml auffillen
chlondldsung:
FRAP-Reagenz: 100 ml Acetatpuffer vorlegen, 10 ml TPTZ-Lésung, 10 ml Eisen(IIT)-chlonid-
hexahydrat-Losung hinzogeben,
AA StammlGsung: 0,044 z = 1 % (in die Berechnung mut emnbeziehen) AA m Wasser 16sen, auf
50 ml auffiillen (5 numol/1)
AA-Arbertslasmg: 1 ml der AA-Stammldsung nut Wasser auf 25 ml auffiillen
Tab. 33: Pipettierschema - FRAP
Lisung Blind Kall Kal2 Eal3 Kal4 Eal3 Kalé Probe
[ul] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul] [ul]
AA 0 5 10 20 30 40 50 0
Probe 0 0 0 0 0 0 0 5-30
Wasser 50 45 40 30 20 10 0 0-45
FRAP-Reagenz 150 130 150 150 150 130 150 150

1. Losungen der Reihenfolge nach in die Kawititen pipettieren
2. nach 4 mm bex 590 nm photometnsch bestimmt. Blindwert nachirdghch von allen Ergebmissen

abziehen

3. Angabe der Probenergebnisse in mg AAFE (AA-Aquivalente)/100 g TM
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Anlage 7: Bestimmung der TBARS nach Botsoglou et al. (1994)

Die Bestimmung des Gehaltes an Thiobarbitursiure reaktiven
Substanzen (TBARS) in Fleisch und Fleischerzeugnissen

Prinzip

Unter den Thiobarbitursaure reaktiven Substanzen (TBARS) wird der Gehalt an Ma-
londialdehyd (MDA) in Gewebe verstanden.

Das Prinzip dieser Methode beruht darauf, dass die Aldehyde aus dem Fettabbau mit
2-Thiobarbiturséure zu einem roten Farbkomplex umgesetzt werden und dessen Farb-
intensitat in Anlehnung an die Methode von BOTSOGLOU et al. (1994) beiB2 nm pho-
tometrisch bestimmt wird. Da der Malondialdehyd (MDA) das Hauptoxidationsprodukt
der Polyensauren ist, wird das Ergebnis in mg Malondialdehyd je kg Gewebe angege-

ben.

Chemikalien

1. Tetraethoxypropan (TEP) 100 %ig
2. - Salzsaure, 0,1 mol/l

3. Trichloressigsaure (TCE), 5 %ig

4, Butylhydroxytoluol-Lésung (BHT) (ca. 0,8 %ig in
n-Hexan) 5,32 g/1000 ml n-Hexan (¢ = 066 )

5. 2-Thiobarbitursaure-Lésung (TBA), 0,6 %ig
6. Malondialdehyd-Vergleichs-Losungen

Malondialdehyd-Stammlésung, c = 239,42 mg MDA/

Herstellung: Genau 73,2 mg Tetraethoxypropan (TEP) werden in ein Schraub-
kappenglaschen eingewogen, mit 10 ml Salzsdure (0,1 mol/l) versetzt, an-
schlieBend luftdicht verschlossen, 5 min in ein siedendes Wasserbad getaucht
und danach unter Leitungswasser abgekiihit.

Die in dieser Form hydrolysierte TEP-Ldsung wird in einen 100 ml Messkolben
Uberflhrt und mit destilliertem Wasser aufgefllt. In der so hergesteliten Stamm-
I6sung liegt Malondialdehyd (MDA) in der Konzentration 239 pg/mi vor.

Verdiinnte MaIondialdehyd-Stamm(Arbeits)-Lﬁsung, c=4,788 mgl/l
Aus der Stammlésung wird eine verdiinnte Stammidsung von 0,48 ug/ml MDA
hergestelit, indem 0,2 ml der Stammldésung in einen anderen 100 ml-Mess-
kolben pipettiert und mit Wasser aufgefiillt wird.

Gerite und Hilfsmittel

A Schraubkappengléschen, 5 - 10 ml
B Messkolben, 100 m|
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Klvetten, 1 cm, aus Kunststoff oder Glas
Spektralphotometer

Ultra-Turrax

Zentrifugenbecher, 50 m|

Pipetien

Wasserbad

Trichter, Faltenfilter

T T MOO

Durchfiihrung
Extraktion und Aufbereitung der Probe

In einen 50 ml Zentrifugenbecher werden fir die unterschiedlichen Proben folgende
Mengen Proben-Homogenat eingewogen: 5 g Muskelgewebe bzw. 2 g Fettgewebe
und Fleischerzeugnisse zwischen 1 bis 3 g. Danach erfoigt die Zugabe von 10 mi der
5 %igen Trichloressigsdurelésung (TCE) und 5 mi einer BHT-Lésung. Der Inhalt des
Bechers wird 30 Sekunden mit dem Ultra-Turrax homogenisiert, 10 Minuten bei 10000
U/min zentrifugiert und der Uberstand (n-Hexan) verworfen. Die untere wassrige Pha-
se wird durch ein Faltenfilter filtriert. Vom Filtrat wird ein 2,5 mi-Aliquot in ein Schraub-
kappenglaschen tberfuhrt und dazu 1,5 ml der 0,6 %igen 2-Thiobarbitursdurelésung
(TBA) gegeben. Das Gefal wird luftdicht verschlossen und kurz geschittelt. Nach In-

kubation uber 30 Minuten bei 70 °C im Wasserbad wird das Glas unter flieRendem
Wasser abgekihlt.

Erstellen der Eichgerade (Beispiel)

Zur Herstellung der Standardldsungen werden Aliquotanteile der Arbeitsldsung ent-
sprechend folgendem Schema in Schraubkappengldschen pipettiert und mit 5 %iger
TCE-L&sung bis zu einem Volumen von 2,5 ml aufgefiillt: )

MDA [ug] - 10,024 | 0,048 | 0.096 | 0,192 | 0,288 | 0,384 | 0,480 | 0,720 | 0.960
Arbeitslésung[ml] = 0,05 | 01 0,2 0.4 0.6 08 1.0 1.5 | 20
TCE-Lésung [ml] 250| 245 | 240| 23 | 210| 1,90| 1,70 | 150 | 1,0 | 05

Nach Zugabe von je 1,5 ml einer 0,6 %igen TBA-L6sung werden die Standardlosungen
analog zu den Proben inkubiert und abgekiihlit.

Photometrische Bestimmung

Proben- und Standardlosungen werden in 1 cm-Kivetten geflit und deren Extinktion

mit dem Spektralphotometer bei 532 nm gegen einen Reagenzienblindwert gemessen.
Reagenzienblindwert: 2,5 ml TCE 5 %ig + 1,5 ml TBA
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- Auswertung
Berechnung

Die Eichgerade wird erstellt, indem die Extinktionswerte gegen die bekannten Konzen-
trationen an MDA in den Standardidsungen aufgstragen wird,

‘ % 0.463x + 0,0005 '
y=0463x+0,
i R® = 0,999¢2
‘ 04
E n3s
| 8 03 i
| T 025 :
o
£ 02
£ 015
= 0,
0.1
0,05
0 - |
1] 0,2 04 0.6 0.8 1 1.2 :
Konzentr. ug/4 mi '
!Konz. pg MDA/mI 0,024 | 0,048 | 0,096 | 0.192 | 0,288 | 0,384 | 0,480 | 0,720 | 0,960
Extinktion 0,011 | 0,022 |0,045/0.090 | 0,136 | 0,181 | 0,226 | 0,341 | 0,448

Die Konzentration an MDA im Probenextrakt (x) wird auf der Basis von Achsenab-
schnitt (b) und Steigung (a) der Regressionsgeraden (y = a * X + b) ermittelt.

Die Berechnung gilt bei: a = Ay/Ax, b= 0 (bei einer Ursprungsgeraden).

Die Thiobarbitursiure reaktiven Substanzen (TBARS) werden entsprechend der nach-
folgenden Beziehung ermittelt und in mg Malondialdehyd pro kg Gewebe angegeben:

(Egsppm — D)o 4
mg MDA/kg Gewebe = , = TBARS-Wert
a e Einwaage [g]

E = Extinktion der Probe/Standard (bei 532 nm) gemessen gegen Blindwert

Literatur:

Botsoglou, N.A., Fletouris, D.J., Papageorgiou, G.E., Vassilopoulos, V.N., Mantis, A.J.
& Trakatellis, A.G. (1964): Rapid, sensitive and specific Thiobarbituric acid method for
measuring lipid peroxidation in animal tissue, food and feedsiuff samples.

J. Agric. Food Chem. 42, 1931 -1937

Bewertung: Die TBARS-Werte liegen bei frischem Fleisch bei < 0,2; bei Fettgewebe
unter 1,0.
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Anlage 8: Ergebnisse des DPPH-Tests
Verdinnung [Abs. [515nm] vor Rkt. |M SD Abs. [515 nm] nach Rkt. M SD
0,731 0,135
1:4 0,680 0,706 | 0,036 0,134 0,135 0,001
0,517 0,123
< 1:8 0,520| 0,519 | 0,002 0,123| 0,123 0,000
pm 0,430 0,116
o 1:10 0,412| 0,421 | 0,013 0,116 0,116 0,000
S 0,575 0,118
£ 1:20 0,525| 0,550 | 0,035 0,128 0,123 0,005
Verdinnung [Abs. [515nm] vor Rkt. |M SD Abs. [515 nm] nach Rkt. M SD
1,300 0,951
1:4 1,344| 1,322 | 0,031 0,998 0,975 0,033
0,634 0,418
< 1:8 0,689 0,662 | 0,039 0,479| 0,449 0,043
P 0,496 0,398
o 1:10 0,523| 0,510 | 0,019 0,429| 0,414 0,022
P~ 0,279 0,228
£ 1:20 0,278| 0,279 | 0,001 0,238 0,233 0,007
Verdinnung [Abs. [515nm] vor Rkt. |M SD Abs. [515 nm] nach Rkt. M SD
0,460 0,446
1:4 0,469| 0,465 | 0,006 0,455 0,451 0,006
0,365 0,340
= 1:8 0,368| 0,367 | 0,002 0,344| 0,342 0,003
b 0,360 0,327
o 1:10 0,377| 0,369 | 0,012 0,323| 0,325 0,003
3 0,367 0,321
2 1:20 0,356 0,362 | 0,008 0,320 0,321 0,001
Verdinnung |Abs. [515 nm] vor Rkt. (M SD Abs. [515 nm] nach Rkt. M SD
1,034 1,077
1:4 1,034| 1,034 | 0,000 1,056| 1,067 0,015
= 1,028 1,060
4] 1:8 1,026( 1,027 | 0,001 1,064 1,062 0,003
= 1,025 1,086
5 1:10 1,023| 1,024 | 0,001 1,083| 1,085 0,002
= 1,037 1,078
3 1:20 1,038 1,038 | 0,001 1,080 1,079 0,001
Verdinnung |Abs. [515 nm] vor Rkt. M SD Abs. [515 nm] nach Rkt. M SD
0,049 0,050
1:4 0,049| 0,049 | 0,000 0,051 0,051 0,001
_ 0,052 0,057
‘:r\c; 1:8 0,051| 0,052 | 0,001 0,057 0,057 0,000
g 0,059 0,063
; 1:10 0,054| 0,057 | 0,004 0,061| 0,062 0,001
3 0,575 0,597
< 1:20 0,534| 0,555 | 0,029 0,580 0,589 0,012
Verdlinnung |Abs. [515 nm] vor Rkt. M SD Abs. [515 nm] nach Rkt. M SD
0,804 0,807
= 1:4 0,806( 0,805 | 0,001 0,823 0,815 0,011
= 0,914 0,971
o 1:8 0,903| 0,909 | 0,008 0,962 0,967 0,006
8 0,931 0,965
|—? 1:10 0,923| 0,927 | 0,006 0,954 0,960 0,008
% 0,064 0,069
< 1:20 0,064| 0,064 | 0,000 0,068 0,069 0,001
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Differenz Differenz Differenz
Verdi Abs. [515 Rt. DPPHvor Rkt. [g/l]  |Abs. [515 h Rkt. DPPH nach Rt. [g/!
erdiinnung |Abs. [515nm] vor c vor Rkt. [g/1] s. [515nm] nad C na g/l Absorption 5151 COPPH 1] )
HS01
14 0,706 0,0281 0135 0,0054 05571 00227 80,7
18 0,519 0,0207 0123 0,0049 03% 0,0157 761
1:10 0421 0,168 0,116 0,0047 0,305 00121 7.2
120 0,550 0,019 0123 0,0049 0427 0,0170 774
HS02
14 1322 0,526 0975 0,388 0347 0,138 22
18 0,662 0,0264 0,449 00179 0213 0,0085 31
1:10 0,510 0,203 0414 0,0165 0,0% 0,0038 188
120 0279 00111 0233 0,0093 0,046 0,0018 16,4
HS03
14 0,465 0,0185 0451 0,0180 0,014 0,0006 30
18 0,367 00146 0382 0,0136 0,025 0,0010 68
1:10 0,369 0,147 0325 0,0130 0,044 0,0017 119
120 0,362 00144 0321 00128 0,041 0,0016 113
Sod. Per.
14 1,034 00411 1,067 00424 0,033 -0,0013 32
18 1,07 0,0409 1,082 00422 0,035 -0,0014 34
1:10 1,024 0,0407 1,085 0,0432 0,061 -0,0024 59
120 1,038 00413 1,079 0,0429 0,041 -0,0016 39
Ascorbinsaure
14 0,049 0,0020 0,051 0,001 0,002 -0,0001 -40
18 0,052 0,0021 0,057 0,003 0,005 -0,0002 94
1:10 0,057 0,003 0,062 0,0025 0,005 -0,0002 -86
120 0,555 00221 0,589 0,0235 0,034 -0,0014 -61
Alpha-Tocopherol
14 0,805 00320 0815 00324 0,010 -0,0004 12
18 0,909 00362 097 0,0385 0,058 -0,003 6,4
1:10 0927 0,0369 0,960 0,382 0,033 -0,0013 36
120 0,064 0,0026 0,069 0,0028 0,005 -0,0002 76
o y =25,17x - 0,0014
Kalibrationsgerade 1 R? = 0,9997
Absortion 14
DPPH [g/I] [515 nm] 1)
0,0000 0,000 T
c 1,0
0,0059 0,147 n
N
0,0118 0,288 208
o
0,0177 0,455 2 06
S
0,0237 0,594 § 0,4
0,0296 0,738 “ 0y
0,0355 0,888
0,0
0’0414 1’053 0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05
0,0473 1,182 ¢ DPPH [g/1]

cDPPH [%] = ((Abs.515 nm + 0,0014))/(25,17))
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Abs. [515 Abs. [515 nm]

Verdiinnung | nm] vor Rkt. | nach Rkt.
§° 1:10 0,504 0,222
2| 1:12 0,508 0,029
5 [1:14 0,515 0,115
S | 1:16 0,533 0,257
1:18 0,539 0,229
1:20 0,536 0,032
Abs. [515 Abs. [515 nm]

Verdiinnung | nm] vor Rkt. | nach Rkt.
¥ |1:10 0,026 0,026
3 |1:12 0,026 0,025
=114 0,108 0,025
< | 1:16 0,223 0,025
1:18 0,194 0,025
1:20 0,23 0,025
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Absorption [515 nm]

Kalibrationsgerade 2

y =27,447x + 0,0102

R*=0,9993

1,4

A

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

0,2

0,0
0,00

0,01

0,02

0,03

¢ DPPH [g/1]

0,04

0,05

DPPH

[g/1]
0,0000
0,0059
0,0118
0,0177
0,0237
0,0296
0,0355
0,0414
0,0473

cDPPH [%] — ((Abs.515 nm — 0,0102)/(27, 447))

Absortion
[515 nm]

0,000
0,175
0,327
0,509
0,680
0,819
0,981
1,128
1,315
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Mehrfachvergleiche
nach Gabriel (Verdiinnung 1:4)
Mittlere 95%-Konfidenzintervall

(I) Probe  (J) Probe Differenz (I-J) Std.-Fehler  Signifikanz ~ Untergrenze = Obergrenze
HS01 HS02 ,009000° ,000816 ,004 ,00538 ,01262

HS03 ,022000° ,000816 ,000 ,01838 ,02562
HS02 HS01 -,009000° ,000816 ,004 -,01262 -,00538

HS03 ,013000° ,000816 ,001 ,00938 ,01662
HS03 HS01 -,022000° ,000816 ,000 -,02562 -,01838

HS02 -,013000° ,000816 ,001 -,01662 -,00938

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.

Nach Gabriel (Verdiinnung 1:8)

Mittlere 95%-Konfidenzintervall
(I) Probe  (J) Probe Differenz (I-J)) Std.-Fehler  Signifikanz =~ Untergrenze = Obergrenze
HSO01 HS02 ,007500° ,000408 ,001 ,00569 ,00931
HS03 ,015000° ,000408 ,000 ,01319 ,01681
HS02 HS01 -,007500° ,000408 ,001 -,00931 -,00569
HS03 ,007500° ,000408 ,001 ,00569 ,00931
HS03 HSO01 -,015000° ,000408 ,000 -,01681 -,01319
HS02 -,007500° ,000408 ,001 -,00931 -,00569

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Mehrfachvergleiche
Nach Gabriel (Verdiinnung 1:10)
Mittlere 95%-Konfidenzintervall

(1) Probe  (J) Probe Differenz (I-J) Std.-Fehler  Signifikanz =~ Untergrenze = Obergrenze
HS01 HS02 ,008000" ,000408 ,001 ,00619 ,00981

HS03 ,010500" ,000408 ,000 ,00869 ,01231
HS02 HSO01 -,008000° ,000408 ,001 -,00981 -,00619

HS03 ,002500" ,000408 ,021 ,00069 ,00431
HS03 HS01 -,010500° ,000408 ,000 -,01231 -,00869

HS02 -,002500" ,000408 ,021 -,00431 -,00069

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.

Nach Gabriel (Verdiinnung 1:20)

Mittlere 95%-Konfidenzintervall
(1) Probe (J) Probe Differenz (I-J) Std.-Fehler Signifikanz Untergrenze = Obergrenze
HS01 HS02 ,0150000° ,0009129 ,001 ,010956 ,019044
HS03 ,0155000° ,0009129 ,001 ,011456 ,019544
HS02 HS01 -,0150000° ,0009129 ,001 -,019044 -,010956
HS03 ,0005000 ,0009129 ,922 -,003544 ,004544
HS03 HS01 -,0155000° ,0009129 ,001 -,019544 -,011456
HS02 -,0005000 ,0009129 ,922 -,004544 ,003544

*_ Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Anlage 9: Ergebnisse des FRAP-Tests
HSO01
Verdlinnung Abs. [593 nm] M SD c [mg AAE/I] SD M
2,131 16,59
1:50 2,170 0,055 0,429 16,89
2,209 17,20
0,356 2,79
1:500 0,387 0,043 0,335 3,02
0,417 3,26
0,058 0,47
1:5000 0,060 0,003 0,022 0,49
0,062 0,50
0,039 0,32
1:10000 0,040 0,001 0,005 0,33
0,040 0,33
HS02
Verdliinnung Abs. [593 nm] M SD c [mg AAE/I] SD M
0,499 3,90
1:50 0,483 0,023 0,181 3,77
0,466 3,64
0,128 1,01
1:500 0,130 0,003 0,022 1,03
0,132 1,05
0,035 0,29
1:5000 0,038 0,004 0,027 0,31
0,040 0,33
0,046 0,38
1:10000 0,049 0,004 0,027 0,40
0,051 0,42
HS03
Verdiinnung Abs. [593 nm] M SD c [mg AAE/I] SD M
2,376 18,49
1:50 2,318 0,082 0,638 18,04
2,260 17,59
0,516 4,03
1:500 0,523 0,009 0,071 4,08
0,529 4,13
0,114 0,91
1:5000 0,114 0,000 0,000 0,91
0,114 0,91
0,073 0,59
1:10000 0,071 0,003 0,022 0,57
0,069 0,56




Absorption [593 nm]

1,2
1,0
0,8
0,6
0,4
0,2

0.0 o

Kalibrationsgerade

4 6

y =0,1286x - 0,0024

R?=0,995

®

c Ascorbinsaure [mg/I]

10

Mehrfachvergleiche

nach Gabriel (Verdiinnung 1:50)

Mittlere Differenz
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¢ Ascorbinsaure

[mg/1] Absorption [593 nm|
0 0,000

1,76 0,220

3,52 0,448

528 0,654

7,04 0,959

88 1,100

AAE
c [mg T] = (Abs.593 nm + 0,0024)/(0,1286)

95%-Konfidenzintervall

(I) Extrakt (J) Extrakt (I-J) Std.-Fehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze
HS01 HS02 13,12500" ,45638 ,000 11,1034 15,1466
HS03 -1,14500 ,45638 ,195 -3,1666 ,8766
HS02 HSO01 -13,12500" ,45638 ,000 -15,1466 -11,1034
HSO03 -14,27000" ,45638 ,000 -16,2916 -12,2484
HS03 HSO01 1,14500 ,45638 ,195 -,8766 3,1666
HS02 14,27000" ,45638 ,000 12,2484 16,2916
*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
nach Gabriel (Verdiinnung 1:500)
Mittlere Differenz 95%-Konfidenzintervall
() Extrakt (J) Extrakt (I-J) Std.-Fehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze
HS01 HS02 1,99500" ,19257 ,005 1,1420 2,8480
HSO03 -1,00500° ,19257 ,032 -1,8580 -,1520
HS02 HSO01 -1,99500° ,19257 ,005 -2,8480 -1,1420
HSO03 -3,00000" ,19257 ,001 -3,8530 -2,1470
HS03 HS01 1,00500" ,19257 ,032 ,1520 1,8580
HS02 3,00000° ,19257 ,001 2,1470 3,8530

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Mehrfachvergleiche
nach Gabriel (Verdiinnung 1:5000)
Mittlere Differenz 95%-Konfidenzintervall
(1) Extrakt (J) Extrakt (I-J) Std.-Fehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze
HS01 HS02 ,17500° ,02041 ,008 ,0846 ,2654
HS03 -,42500" ,02041 ,001 -,5154 -,3346
HS02 HSO01 -,17500" ,02041 ,008 -,2654 -,0846
HS03 -,60000 ,02041 ,000 -,6904 -,5096
HS03 HSO01 ,42500° ,02041 ,001 ,3346 ,5154
HS02 ,60000° ,02041 ,000 ,5096 ,6904
*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
nach Gabriel (Verdiinnung 1:10000)
Mittlere Differenz 95%-Konfidenzintervall
() Extrakt (J) Extrakt (I-J) Std.-Fehler Signifikanz Untergrenze Obergrenze
HS01 HS02 -,07500 ,02082 ,085 -,1672 ,0172
HS03 -,25000° ,02082 ,003 -,3422 -,1578
HS02 HSO01 ,07500 ,02082 ,085 -,0172 ,1672
HS03 -,17500" ,02082 ,008 -,2672 -,0828
HS03 HSO01 ,25000° ,02082 ,003 ,1578 ,3422
HS02 ,17500" ,02082 ,008 ,0828 ,2672

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Rapsol
Probe Temperatur [°C] Induktionszeit [h] M SD

0,01 % HSO1 * *

0,
0,01 % HSO1 120 3,21 331 | 0,16
0,01 % HSO1 120 3,49
0,01 % HSO1 120 3,22
0,01 % HS02 120 3,40

0,
0,01 % HS02 120 3,31 334 | 0,11
0,01 % HS02 120 3,46
0,01 % HS02 120 3,20
0,01 % HS03 120 2,87

0,
0,01 % HS03 120 3,08 301 | 0,10
0,01 % HS03 120 3,09
0,01 % HSO03 120 2,98
Matrixprobe 120 3,17
Matr!xprobe 120 3,36 336 | 0,17
Matrixprobe 120 3,58
Matrixprobe 120 3,33
0,05 % Natriumpercarbonat 120 2,18

5 ,
0,05 % Natr?umpercarbonat 120 2,16 214 | 0,04
0,05 % Natriumpercarbonat 120 2,08
0,05 % Natriumpercarbonat 120 2,14
0,05 % Ascorbinsaure 120 5,71

o —
0,05 % Ascorb!ns?ure 120 5,42 556 | 0,17
0,05 % Ascorbinsadure 120 5,71
0,05 % Ascorbinsaure 120 5,40

*Messfehler
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Mehrfachvergleiche

nach Gabriel
(I) Probe Signifikanz
HSO01 HS02 1,000
HS03 0,106
Nullprobe 1,000
Sodium percarbonate 0,000
Ascorbinsaure 0,000
HS02 HSO01 1,000
HS03 0,031
Nullprobe 1,000
Sodium percarbonate 0,000
Ascorbinsaure 0,000
HS03 HSO01 0,106
HS02 0,031
Nullprobe 0,021
Sodium percarbonate 0,000
Ascorbinsaure 0,000
Nullprobe HSO01 1,000
HS02 1,000
HS03 0,021
Sodium percarbonate 0,000
Ascorbinsaure 0,000
Sodium HSO01 0,000
percarbonate HS02 0,000
HS03 0,000
Nullprobe 0,000
Ascorbinsaure 0,000
Ascorbinsaure HSO01 0,000
HS02 0,000
HS03 0,000
Nullprobe 0,000
Sodium percarbonate 0,000

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Anlage 11: Ergebnisse zur Bestimmung der Oxidationsstabilitat von Schmalz-Proben

Schmalz
Probe Temperatur [°C] Induktionszeit [min] M SD

Matrixprobe 100°C 23,40
Matrixprobe 100°C 21,60
Matrixprobe 100°C 20,40 26,1 | 869
Matrixprobe 100°C 39,00
0,01 % HS01 100°C 23,40
0,01 % HS01 100°C 21,00 -0.85 | 186
0,01 % HS01 100°C 19,20 ’ ’
0,01 % HS01 100°C 19,80
0,01 % HS02 100°C 20,40
0,01 % HS02 100°C 19,80 237 | 1210
0,01 % HS02 100°C 43,80 ’ ’
0,01 % HS02 100°C 10,80
0,01 % HS03 100°C 24,00
0,01 % HS03 100°C 24,00

22,2 | 2,08
0,01 % HS03 100°C 20,40
0,01 % HS03 100°C 20,40
0,05 % Natriumpercarbonat 100°C 10,80
0,05 % Natriumpercarbonat 100°C 10,80
0,05 % Natriumpercarbonat 100°C 10,80 10,8 | 0,00
0,05 % Natriumpercarbonat 100°C 10,80
0,05 % Ascorbinsaure * *
0,05 % Ascorbinsaure * * 298 0.85
0,05 % Ascorbinsaure 100°C 80,40 ’ ’
0,05 % Ascorbinsaure 100°C 79,20

*Messfehler
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Mehrfachvergleiche

nach Games-Howell

(1) Probe Signifikanz
HSO01 HS02 0,997
HS03 0,913
Nullprobe 0,826
Sodium percarbonate 0,008
Ascorbinsaure 0,000
HS02 HSO01 0,997
HS03 1,000
Nullprobe 1,000
Sodium percarbonate 0,553
Ascorbinsaure 0,019
HS03 HSO1 0,913
HS02 1,000
Nullprobe 0,933
Sodium percarbonate 0,008
Ascorbinsaure 0,000
Nullprobe HSO01 0,826
HS02 1,000
HS03 0,933
Sodium percarbonate 0,167
Ascorbinsaure 0,005
Sodium HSO1 0,008
percarbonate BE0E 0.553
HS03 0,008
Nullprobe 0,167
Ascorbinsaure 0,012
Ascorbinsdure HS01 0,000
HS02 0,019
HS03 0,000
Nullprobe 0,005
Sodium percarbonate 0,012

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Anlage 12: Ergebnisse zur Bestimmung der TBARS im Schmalz

Konzentration der TBARS an tg:

. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] am] M MDA/ kg Gewebe] M SD
, 2,03 0,027 0,022 0,1243 0,097 | 0,0380
Matrixprobe 2,01 0,016 0,0705
2,11 0,026 0,031 0,1148 0,140 | 0,0353
0,01 % HS01 2,08 0,036 0,1648
2,02 0,018 0,023 0,0801 0,104 | 0,0343
0,01 % HS02 2,04 0,028 0,1286
2,08 0,043 0,033 0,1986 0,150 | 0,0694
0,01 % HS03 2,11 0,023 0,1005
2 1 142
06 0,03 0,035 0,1420 0,162 | 0,0282
0,01 % Beta-Extrakt 2,05 0,039 0,1819
2,09 0,023 0,020 0,1015 0,085 | 0,0229
0,05 % Ascorbinsaure 2,05 0,016 0,0691
[0)
| 0,05 % 2,06 0,033 0,036 0,151/ 0,168 | 0,0232
Natriumpercarbonat 2,02 0,039 0,1846
c .
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade y = 0,398x + 0,0019
4 ml] [532 nm)] R™=0,9994
0,45
0,024 0,011 0,4
/

0,048 0,021 £ 035 /

0,096 0,041 020 -
_—

0,288 0,114 0,15 /

0,384 0,152

0,05
0,480 0,196 . el

0,720 0,294 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960 0,380 ¢ ug MDA/4 ml
*Messfehler

o
w

0,192 *

o
[}

Extinktion (532 nm

o
i

mg MDA
kg Gewebe

__ (Es532 nm—0,0019) %4
0,398 *Einwaage [g]

TBARS-Wert |

]
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Konzentration der TBARS an t7:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2,07 * -
, 2 0,047 0,168 -
Matrixprobe 2,09 0,047 0,1684
2,02 0,025 0,024 0,0834 0,077 | 0,0088
0,01 % HSO1 2,02 0,022 0,0710
2,01 0,020 0,0631
0,021 0,067 | 0,0061
0,01 % HS02 2,00 0,022 0,0717
2,02 0,042 0,035 0,1536 0,124 | 0,0412
0,01 % HSO03 2,03 0,028 0,0953
2,05 0,026 0,035 0,0863 0,123 | 0,0523
0,01 % Beta-Extrakt 2,04 0,044 0,1603
2,02 0,051 0,1908
’ ’ 0,048 ’ 0,177 | 0,0192
0,05 % Ascorbinsaure 2,05 0,045 0,1636
9 2,03 0,033 0,1159
) 0,05 % ’ ’ 0,034 ! 0,118 | 0,0033
Natriumpercarbonat 2,02 0,034 0,1206
*Messfehler
C
[ug MDA/ |Abs. Eichgerade v=0479x+0,0048
4 ml] [532 nm] R? = 0,9976
0,5
0,024| 0,013 0,45 /L
0,048 0,023 £ 04
0,096 0,051 S O
o
’ ’ E 0,3 /
0,192 0,109 = 0,25
2 02 _~
0,288| 0,139 %1 ~
0,384| 0,193 g 01 /
0480 0,226 o P
0,720 0,361 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960 0,459 ¢ ug MDA/4 ml
mg MDA . (E532 nm—0,0048) x4

TBARS-Wert [kg py—

]

04796 *Einwaage [g]
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Konzentration der TBARS an tis:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
. 2,02 0,029 0,041 0,1326 0,183 | 0,0712
Matrixprobe 2,00 0,052 0,2333
2,07 0,003 0,008 0,0209 0,040 | 0,0264
0,01 % HSO01 2,08 0,012 0,0582
2,02 0,019 0,025 0,0898 0,113 | 0,0333
0,01 % HS02 2,02 0,030 0,1369
2,01 0,015 0,013 0,0731 0,064 | 0,0127
0,01 % HS03 2,04 0,011 0,0551
2,04 0,025 0,024 0,1144 0,109 | 0,0071
0,01 % Beta-Extrakt 2,07 0,023 0,1044
2,03 0,035 0,1575
’ ’ 0,033 g 0,146 | 0,0160
0,05 % Ascorbinsaure 2,05 0,030 0,1349
9 2,04 0,019 0,0890
. 0,05% ’ ’ 0,015 g 0,070 | 0,0264
Natriumpercarbonat 2,01 0,010 0,0516
C
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v-=o0.4629x-0,002
4 ml] [532 nm] R?=0,995
0,5
0,024 0,02 /
0,048| 0,036 E 04 /
0,096 0,031 8 0,3
0192| 0,074 g /
g 0,2
0,288 0,127 £ /
@ 0,1
0,384 0,168 /
0,480 0,219 0 \ \ ‘ ‘ ‘
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,720 0,343
c ug MDA/4 ml
0,960 0,441
mg MDA (E532 nm+0,002) *4
TBARS-Wert | ] = .
kg Gewebe 0,4629 xEinwaage [g]
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Konzentration der TBARS an t;1:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2,01 1
) 0 0,015 0,017 0,0505 0,056 | 0,0083
Matrixprobe 2,07 0,018 0,0622
2,03 0,016 0,015 0,0545 0,048 | 0,0091
0,01 % HSO01 2,00 0,013 0,0416
2,01 0,018 0,019 0,0641 0,066 | 0,0025
0,01 % HS02 2,04 0,019 0,0676
2,06 0,018 0,018 0,0626 0,061 | 0,0021
0,01 % HS03 2,01 0,017 0,0596
2,03 0,015 0,0500
’ ’ 0,017 ’ 0,058 | 0,0120
0,01 % Beta-Extrakt 2,06 0,019 0,0670
2,05 0,023 0,0851
’ g 0,026 g 0,099 | 0,0197
0,05 % Ascorbinsaure 2,03 0,029 0,1130
0,05 % 2,06 0,027 0.022 0,1025 0.081 | 00310
Natriumpercarbonat 2,04 0,017 ’ 0,0587 ’ ’
C
[ug MDA/ |Abs. Eichgerade v=04377x+0,0039
4 ml] [532 nm] R?=0,9997
0,45
0,024 0,013 04 P
0,048 0,024 £ 0,35 —
c /
0,09 | 0,043 n 03 -
0,192 0,088 2 0% e
’ : s 02
0,288 0,131 < 015 //
0384 0,176 g 01 g
0,05
0,480 0,217 . el
0,720 0,319 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960 0,421 cug MDA/4 mli
mg MDA (E532 nm—0,0039) *4
TBARS-Wert [ ] = :
kg Gewebe 0,4377 xEinwaage [g]
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Konzentration der TBARS an ts:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
. 2,04 0,015 0,015 0,0330 0,033 | 0,0002
Matrixprobe 2,02 0,015 0,0334
2,02 0,019 0,021 0,0505 0,059 | 0,0123
0,01 % HSO01 2,01 0,023 0,0679
2,04 0,013 0,018 0,0246 0,044 | 0,0276
0,01 % HS02 2,01 0,022 0,0636
2,00 0,016 0,020 0,0380 0,052 | 0,0200
0,01 % HS03 2,06 0,023 0,0662
2,05 0,036 0,030 0,1213 0,096 | 0,0358
0,01 % Beta-Extrakt 2,05 0,024 0,0708
2,04 0,017 0,0415
’ g 0,018 g 0,044 | 0,0033
0,05 % Ascorbinsaure 2,02 0,018 0,0462
o)
| 0,05 % 2,02 0,024 0024 0,0718 0,072 )
Natriumpercarbonat 2,02 * -
*Messfehler
c
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade y-=04631x+0,0072
4 ml] [532 nm] R? = 0,9965
0,5
0,024 0,014
, ) 0,45 ~
= 04
0,048 0,024 g
€ 0,35 -
0,09 0,046 S 03 el
n -
0,192 0,092 5 O'OZi P
0,288 0,162 £ 015 —
g o1 ~
0,384| 0,187 ' -~
0,05 /
0,480 0,234 0 ‘ ; ‘ ‘ ‘
0,720 0,338 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
c ug MDA/4 ml
0,960 0,446
mg MDA (Es32 nm—0,0072) x4

TBARS-Wert [

kg Gewebe

] =

0,4631 xEinwaage [g]
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Konzentration der TBARS an ta;:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
. 2,08 0,042 0,035 0,1678 0,138 | 0,0421
Matrixprobe 2,03 0,027 0,1082
2,04 0,041 0,040 0,1668 0,163 | 0,0049
0,01 % HSO01 2,02 0,039 0,1600
2,00 0,026 0,026 0,1056 0,105 | 0,0004
0,01 % HS02 2,01 0,026 0,1050
2,02 0,038 0,047 0,1557 0,190 | 0,0489
0,01 % HS03 2,05 0,055 0,2249
2,02 0,021 0,025 0,0832 0,099 | 0,0229
0,01 % Beta-Extrakt 2,05 0,029 0,1156
2,04 0,032 0,1288
. ’ g 0,036 g 0,147 | 0,0250
0,05 % Ascorbinsaure 2,02 0,040 0,1642
9 2,05 0,030 0,1198
. 0,05% ’ ’ 0,026 g 0,103 | 0,0238
Natriumpercarbonat 2,05 0,022 0,0862
c L]
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v=0:4642«+0,0015
4 mli] [532 nm] os R®=0,9992
0,024 0,009 0,45
0,048| 0,022 = 04 e
' : € 035 —
c y
0,096 0,049 S 03 /
a ’ /
0,192 0,091 < 0,25 /
0,288 0,134 £ 02 e
’ ’ £ 0,15
0,384| 0,177 S o1 //
0,480 0,231 0,05
0 20 o 3 O / T T T T 1
2 ,341 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960 0,441 c ug MDA/4 ml
mg MDA (Es32 nm—0,0015) x4

TBARS-Wert [kg pr—

]_

04642 *Einwaage [g]
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Konzentration der TBARS an tg:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
. 2,00 0,019 0,023 0,063 0,079 | 0,0229
Matrixprobe 2,04 0,027 0,095
2,01 0,02 0,024 0,066 0,083 | 0,0238
0,01 % HSO1 2,02 0,028 0,100
2,01 0,020 0,019 0,066 0,062 | 0,0066
0,01 % HS02 2,04 0,018 0,057
2,00 0,020 0,019 0,067 0,060 | 0,0091
0,01 % HSO03 2,00 0,017 0,054
2,01 0,044 0,039 0,169 0,145 | 0,0332
0,01 % Beta-Extrakt 2,01 0,033 0,122
2,01 0,032 0,118
. ’ ! 0,027 ’ 0,096 | 0,0304
0,05 % Ascorbinsaure 2,02 0,022 0,075
9 2,01 0,022 0,075
) 0,05 % ’ ’ 0,019 ’ 0,060 | 0,0216
Natriumpercarbonat 2,04 0,015 0,045
C
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade y = 0,4669x + 0,0044
4 ml] [532 nm] R? = 0,9986
0,5
0,024 0,014
’ ’ 0,45 /
0,048| 0,022 £ %4 -
€ 0,35
0,096| 0,048 S o3 Pt
1_2 ’ /
0,192 0,094 < 0,25
5 0.2
0,288| 0,136 T 01t /
0,384| 0,194 &S 01 //
0,05
0,480 0,232 0 o
0,720 0,346 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960| 0,444 ¢ ug MDA/4 ml
mg MDA . (E532 nm—0,0044) x4

TBARS-Wert [

kg Gewebe

]

" 0,4669 xEinwaage [g]
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Konzentration der TBARS an ts7:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
) 2,01 0,018 0,017 0,0876 0,081 | 0,0093
Matrixprobe 2,00 0,015 0,0745
2,06 0,019 0,021 0,0902 0,099 | 0,0119
0,01 % HSO1 2,08 0,023 0,1070
2,03 0,014 0,018 0,0687 0,085 | 0,0234
0,01 % HS02 2,01 0,021 0,1018
2,00 0,025 0,024 0,1203 0,114 | 0,0087
0,01 % HS03 2,06 0,023 0,1080
2,02 0,017 0,018 0,0829 0,084 | 0,0022
0,01 % Beta-Extrakt 2,05 0,018 0,0861
2,03 0,022 0,1050
’ ! 0,019 ? 0,091 | 0,0199
0,05 % Ascorbinsaure 2,06 0,016 0,0767
9 2,01 * -
. 0,05% ’ 0,016 0,077 -
Natriumpercarbonat 2,06 0,016 0,0767
*Messfehler
C o
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v=0433-00011
4 ml] [532 nm] R*=0,9997
0,450
0,024 0,006 0,400 /,.
0,048 0,018 £ 0350 /
< 0,300
0,096 0,040 o /
v 0,250
0,192| 0,086 £ 0900 L
= ’ /
0,288 0,124 € 0,150 /
=
0,384 0,168 @ 0,100 g
0,480| 0,207 00T~
’ ’ 0,000 | | | | ‘
0,720 0,310 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960 0,413 ¢ ug MDA/4 m
mg MDA

TBARS-Wert |

kg Gewebe

0,433 *Einwaage [g]
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Konzentration der TBARS an tes:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2,01 1
. 0 0,015 0,015 0,085 0,085 | 0,0002
Matrixprobe 2,00 0,015 0,085
2,00 0,022 0,117
0,017 0,094 | 0,0325
0,01 % HSO1 2,01 0,012 0,071
2,00 0,014 0,081
0,014 0,081 | 0,0001
0,01 % HS02 2,01 0,014 0,080
2,00 0,014 0,081
! ! 0,012 ’ 0,072 | 0,0129
0,01 % HSO03 2,00 0,010 0,062
2,01 0,013 0,076
d : 0,014 d 0,080 | 0,0065
0,01 % Beta-Extrakt 2,01 0,015 0,085
2,01 * -
, 0,019 - X
0,05 % Ascorbinsaure 2,01 0,019 0,103
0,05 % 2,01 0,023 0.024 0,122 0.126 | 0.0064
Natriumpercarbonat 2,01 0,025 ’ 0,131 ’ ’
*Messfehler
c
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v=0436x-0,003
4 ml [532 nm] R*=0,9999
0,45
0,024| 0,005 04 _»
0,048 0,017 € 035 /
0,09 | 0,039 S 03 ~
7 7 o ’
B 0,25 —
0,192 0,081 < /
S 02
0,288 0,121 2 0,15 //
0,384 0,167 & 01 -
0,05
0,480 0,205 et
O T T T T 1
0,720 0,309 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960 0,415 c ug MDA/4 ml
mg MDA

TBARS-Wert [kg py——

] __ (Es32 nm*0,0036) x4
0,436 *Einwaage [g]
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Mehrfachvergleiche
nach Gabriel (Extrakte)
Mittlere Standard 95%-Konfidenzintervall
(NExtrakt (J)Extrakt Differenz (I-J) Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
ohne Hopfen HSO1 -,0133 ,01047 ,988 -,0464 ,0197
HS02 -,0161 ,01063 ,937 -,0496 ,0175
HS03 -,0229 ,01047 ,475 -,0560 ,0101
Beta-Extrakt -,0085 ,01047 1,000 -,0416 ,0245
Ascorbinsaure -,0149 ,01080 ,972 -,0490 ,0191
Natriumpercarbonat ,0051 ,01047 1,000 -,0279 ,0382
HS01 ohne Hopfen ,0133 ,01047 ,988 -,0197 ,0464
HS02 -,0027 ,01063 1,000 -,0362 ,0308
HS03 -,0096 ,01047 1,000 -,0426 ,0235
Beta-Extrakt ,0048 ,01047 1,000 -,0282 ,0379
Ascorbinsaure -,0016 ,01080 1,000 -,0356 ,0325
Natriumpercarbonat ,0185 ,01047 ,806 -,0146 ,0515
HS02 ohne Hopfen ,0161 ,01063 ,937 -,0175 ,0496
HSO01 ,0027 ,01063 1,000 -,0308 ,0362
HS03 -,0069 ,01063 1,000 -,0404 ,0267
Beta-Extrakt ,0075 ,01063 1,000 -,0260 ,0411
Ascorbinsaure ,0011 ,01094 1,000 -,0334 ,0357
Natriumpercarbonat ,0212 ,01063 ,630 -,0123 ,0547
HS03 ohne Hopfen ,0229 ,01047 ,475 -,0101 ,0560
HSO01 ,0096 ,01047 1,000 -,0235 ,0426
HS02 ,0069 ,01063 1,000 -,0267 ,0404
Beta-Extrakt ,0144 ,01047 ,973 -,0187 ,0474
Ascorbinsaure ,0080 ,01080 1,000 -,0261 ,0420
Natriumpercarbonat ,0281 ,01047 74 -,0050 ,0611
Beta-Extrakt ohne Hopfen ,0085 ,01047 1,000 -,0245 ,0416
HSO01 -,0048 ,01047 1,000 -,0379 ,0282
HS02 -,0075 ,01063 1,000 -,0411 ,0260
HS03 -,0144 ,01047 ,973 -,0474 ,0187
Ascorbinsaure -,0064 ,01080 1,000 -,0405 ,0277
Natriumpercarbonat ,0137 ,01047 ,984 -,0194 ,0467
Ascorbinsaure ohne Hopfen ,0149 ,01080 ,972 -,0191 ,0490
HSO01 ,0016 ,01080 1,000 -,0325 ,0356
HS02 -,0011 ,01094 1,000 -,0357 ,0334
HS03 -,0080 ,01080 1,000 -,0420 ,0261
Beta-Extrakt ,0064 ,01080 1,000 -,0277 ,0405
Natriumpercarbonat ,0201 ,01080 ,738 -,0140 ,0541
Natrium- ohne Hopfen -,0051 ,01047 1,000 -,0382 ,0279
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percarbonat HSO01 -,0185 ,01047 ,806 -,0515 ,0146
HS02 -,0212 ,01063 ,630 -,0547 ,0123
HS03 -,0281 ,01047 174 -,0611 ,0050
Beta-Extrakt -,0137 ,01047 ,984 -,0467 ,0194
Ascorbinsdure -,0201 ,01080 ,738 -,0541 ,0140
*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
nach Gabriel (Tag)
Mittlere Differenz 95%-Konfidenzintervall
(NTag (J)Tag (I-J) Standard Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
t0 t7 ,0063 ,01210 1,000 -,0341 ,0466
t13 ,0385 ,01210 ,077 -,0019 ,0788
t21 ,0599" ,01210 ,000 ,0196 ,1003
t28 ,0358 ,01210 ,138 -,0045 ,0762
t42 ,0129 ,01210 1,000 -,0274 ,0533
t49 ,0389 ,01210 ,071 -,0015 ,0792
t57 ,0333 ,01232 ,260 -,0078 ,0743
63 ,0346 ,01232 ,202 -,0065 ,0757
t7 t0 -,0063 ,01210 1,000 -,0466 ,0341
t13 ,0322 ,01188 ,253 -,0074 ,0718
t21 ,0537" ,01188 ,001 ,0141 ,0932
t28 ,0296 ,01188 ,401 -,0100 ,0691
t42 ,0066 ,01188 1,000 -,0330 ,0462
t49 ,0326 ,01188 ,235 -,0070 ,0722
t57 ,0270 ,01210 ,614 -,0134 ,0673
63 ,0283 ,01210 ,520 -,0120 ,0687
t13 t0 -,0385 ,01210 ,077 -,0788 ,0019
t7 -,0322 ,01188 ,253 -,0718 ,0074
t21 ,0215 ,01188 ,910 -,0181 ,0611
t28 -,0026 ,01188 1,000 -,0422 ,0370
t42 -,0256 ,01188 ,679 -,0652 ,0140
t49 ,0004 ,01188 1,000 -,0392 ,0400
t57 -,0052 ,01210 1,000 -,0456 ,0351
63 -,0039 ,01210 1,000 -,0442 ,0365
t21 t0 -,0599" ,01210 ,000 -,1003 -,0196
t7 -,0537" ,01188 ,001 -,0932 -,0141
t13 -,0215 ,01188 ,910 -,0611 ,0181
t28 -,0241 ,01188 ,776 -,0637 ,0155
t42 -,0470° ,01188 ,007 -,0866 -,0074
t49 -,0211 ,01188 ,925 -,0607 ,0185
t57 -,0267 ,01210 ,635 -,0670 ,0137
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63 -,0253 ,01210
t28 t0 -,0358 ,01210
t7 -,0296 ,01188
t13 ,0026 ,01188
t21 ,0241 ,01188
t42 -,0229 ,01188
t49 ,0030 ,01188
t57 -,0026 ,01210
t63 -,0012 ,01210
t42 t0 -,0129 ,01210
t7 -,0066 ,01188
t13 ,0256 ,01188
t21 ,0470° ,01188
t28 ,0229 ,01188
t49 ,0260 ,01188
t57 ,0203 ,01210
63 ,0217 ,01210
t49 t0 -,0389 ,01210
t7 -,0326 ,01188
t13 -,0004 ,01188
t21 ,0211 ,01188
28 -,0030 ,01188
t42 -,0260 ,01188
t57 -,0056 ,01210
t63 -,0043 ,01210
t57 t0 -,0333 ,01232
t7 -,0270 ,01210
t13 ,0052 ,01210
t21 ,0267 ,01210
t28 ,0026 ,01210
t42 -,0203 ,01210
t49 ,0056 ,01210
t63 ,0013 ,01232
t63 t0 -,0346 ,01232
t7 -,0283 ,01210
t13 ,0039 ,01210
t21 ,0253 ,01210
t28 ,0012 ,01210
t42 -,0217 ,01210
t49 ,0043 ,01210
t57 -,0013 ,01232

, 726
,138
,401
1,000
776
,844
1,000
1,000
1,000
1,000
1,000
,679
,007
,844
,651
,956
917
,071
,235
1,000
,925
1,000
,651
1,000
1,000
,260
,614
1,000
,635
1,000
,956
1,000
1,000
,202
,520
1,000
,726
1,000
,917
1,000
1,000
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-,0657
-,0762
-,0691
-,0370
-,0155
-,0625
-,0366
-,0429
-,0416
-,0533
-,0462
-,0140

,0074
-,0167
-,0136
-,0200
-,0186
-,0792
-,0722
-,0400
-,0185
-,0426
-,0655
-,0459
-,0446
-,0743
-,0673
-,0351
-,0137
-,0378
-,0607
-,0347
-,0397
-,0757
-,0687
-,0365
-,0150
-,0391
-,0620
-,0361
-,0424

,0150
,0045
,0100
,0422
,0637
,0167
,0426
,0378
,0391
,0274
,0330
,0652
,0866
,0625
,0655
,0607
,0620
,0015
,0070
,0392
,0607
,0366
,0136
,0347
,0361
,0078
,0134
,0456
,0670
,0429
,0200
,0459
,0424
,0065
,0120
,0442
,0657
,0416
,0186
,0446
,0397

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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Anlage 13: Ergebnisse zur Bestimmung der TBARS in der Leberwurst

Konzentration der TBARS an tg:

. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] am] M MDA/ kg Gewebe] M SD
2,01 0,067 0,3255
. ’ g 0,065 g 0,316 | 0,0141
Matrixprobe 2,01 0,063 0,3055
2,01 1
0 0,065 0,067 0,3155 0,326 | 0,0141
0,01 % HS02 2,01 0,069 0,3355
2,02 0,107 0,5229
0,092 0,449 | 0,1042
0,01 % Beta-Extrakt 2,01 0,077 0,3755
C
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v=0:398x+0,0019
4ml] [532 nm] R*=0,9994
0,45
0,024 0,011 04
0,048| 0,021 0,35 //
0,3

0,096 0,041
0,192 *

0,25 //
0,2 -

0,288 0,114 0,15

0,384 0,152 01 R

0,05
0480 0,196 . el | | | | |

0,720 0,294 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
c ug MDA/4 ml

Extinktion (532 nm)

0,960 0,380
*Messfehler

mg MDA | = (Es32 nm—0,0019) %4

TBARS-Wert [kg pEy—

0,398 *Einwaage [g]
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Konzentration der TBARS an t7:

. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2,05 0,108 0,4207
. 0,105 0,407 | 0,0141
Matrixprobe 2,04 0,101 0,3933
2,02 0,094 0,3679
0,086 0,332 | 0,0141
0,01 % HS02 2,04 0,077 0,2953
2,06 0,116 0,4513
0,116 0,453 | 0,1042
0,01 % Beta-Extrakt 2,04 0,116 0,4549
C
[ug MDA/ | Abs. Elchge rade y-=0,4796x +0,0048
4 ml] [532 nm] 05 R?=0,9976
0,024| 0,013 0.45 .
= 04 —
0,048 0,023 €
£035
0,096 0,051 E 0,3 /
0,192 0,109 g 0.2 =
£ 02
0,288 0,139 £ 0,15 el
S 01
0,384 0,193 0 (;5
0,480 0,226 0 ~ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,720 0,361 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
cpug MDA/4 mi
0,960 0,459
mg MDA | _ (Es32 nm—0,0048) 4

TBARS-Wert [k

]

g Gewebe

" 0,4796 sEinwaage [g]
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Konzentration der TBARS an tis:

. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2,02 0,089 0,3893
. 0,084 0,370 | 0,0278
Matrixprobe 2,00 0,079 0,3500
2,02 0,063 0,2781
0,070 0,305 | 0,0382
0,01 % HS02 2,03 0,076 0,3320
2,02 0,078 0,3422
0,086 0,374 | 0,0454
0,01 % Beta-Extrakt 2,02 0,093 0,4064
c
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v=0.4629x-0,002
4 ml] [532 nm] 05 R?=0,995
0,024 0,02 0.45
= 04 —
0,048 0,036 €
£035
0,096 0,031 E 0,3 /
0,192| 0,074 5 0% g
£ 0.2 7
0,288 0,127 £ 0,15
& 01 ~
0,384 0,168 /
0,05 =
0,480 0,219 0 ; ‘ ‘ ‘ ‘
0.720 0343 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
’ ’ cug MDA/4 ml
0,960 0,441
TBARS-Wert [ | = .
kg Gewebe 0,4629 *Einwaage [g]
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. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2 7 2
. 00 0,06 0,075 0,2883 0,323 | 0,0497
Matrixprobe 1,99 0,082 0,3587
2,00 0,064 0,067 0,2746 0,288 | 0,0194
0,01 % HS02 2,00 0,070 0,3020
2,00 0,081 0,3523
0,080 0,348 | 0,0065
0,01 % Beta-Extrakt 2,00 0,079 0,3432
c
[ug MDA/ | Abs. E|chge rade y=0,4377x +0,0039
4 ml] [532 nm] R%=0,9997
0,45
0,024| 0,013 0,4 //
0,048| 0,024 € 035
q 03 s
0,096 0,043 o /
v 0,25 /
0,192 0,088 S 02
£ 0,15 /
0,288 0,131 £ 0 P
X 01
0,384 0,176 005 et
’ /
0,480 0,217 0 ‘ ‘ ‘ ‘
0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,720 0,319
c ug MDA/4 ml
0,960 0,421
mg MDA

TBARS-Wert [

kg Gewebe

] = (Es32 nm—0,0039) x4
04377 *Einwaage [g]
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. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2,01 0,079 0,3085
. 0,080 0,313 | 0,0061
Matrixprobe 2,01 0,081 0,3171
2,01 0,065 0,2484
0,064 0,242 | 0,0091
0,01 % HS02 2,01 0,062 0,2355
2,01 0,071 0,2742
0,072 0,278 | 0,0061
0,01 % Beta-Extrakt 2,01 0,073 0,2828
C
[ug MDA/ | Abs. Eichge rade y=04631x+0,0072
4 ml] [532 nm] R? = 0,9965
0,5
0,024| 0,014 0,45 X
0,048| 0,024 € o4 //
£ 0,35
0,096| 0,046 S 03 Pl
b o -
0,192| 0,092 g 0,25 o
g 02 p—
0,288 0,162 £ 0,15 /
0,384 0,187 4 01 ol
’ g 0,05 ~
0,480 0,234 0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0.720 0.338 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
: - ¢ pug MDA/4 ml
0,960 0,446
mg MDA (Esz2 nm—0,0072) *4

TBARS-Wert [kg p——

]_

04631 *Einwaage [g]
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. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2 72 7
, 00 0,0 0,069 0,303 0,289 | 0,0213
Matrixprobe 2,00 0,065 0,2736
2,01 0,065 0,067 0,2722 0,279 | 0,0101
0,01 % HS02 2,00 0,068 0,2865
2,00 0,090 0,087 0,3813 0,366 | 0,0213
0,01 % Beta-Extrakt 2,00 0,083 0,3511
C
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v=0/4642«+0,0015
4 ml] [532 nm] o R%=0,9992
)5
0,024 0,009 0,45 -
— 04
0,048 0,022 = e
€ 0,35
0,096| 0,049 o~ -
@ 03 -
0,192 0,091 = 0,25
K] /
0,288 0,134 £ 02 7
’ : § 0,15
0,384| 0,177 S 01 //
0,480| 0,231 005 7 A
O T T T T 1
0,720 0,341 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960 0,441 ¢ pg MDA/4 ml
mg MDA (Es32 nm—0,0015) 4

TBARS-Wert [

kg Gewebe

]_

04642 *Einwaage [g]
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Konzentration der TBARS an tag:
. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
2 2 24
, 00 0,08 0,075 0,33 0,302 | 0,0424
Matrixprobe 2,00 0,068 0,2724
2,00 0,075 0,075 0,3024 0.302 ]
0,01 % HS02 2,00 * -
2,00 0,088 0,088 0,3581 0,358 )
0,01 % Beta-Extrakt 2,00 * -
*Messfehler
C
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade v-o.4669x+0,0044
4 ml] [532 nm] R? = 0,9986
0,5
0,024 0,014 0,45 o
0,048 0,022 £ 04
£ 0,35 _—
0,096 0,048 S 0a Pl
3 ’ /
0,192| 0,094 g 025 o
£ 02
0,288 0,136 % 015 A~
g -~
0,384 0,194 w01
0,05 —
0,480| 0,232 0l | | | |
0,720 0,346 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
MDA/4 ml
0,960| 0,444 cugMDA/4m
mg MDA | _ (Es32 nm—0,0044) 4

TBARS-Wert [kg pr——

0,4669 *Einwaage [g]
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Konzentration der TBARS an ts7:

. Abs. [532 TBARS-Wert [mg
Probe Einwaage [g] aml M MDA/ kg Gewebe] M SD
, 1,99 0,077 0,074 0,3620 0,345 | 0,0234
Matrixprobe 2,03 0,071 0,3289
2,07 0,075 0,075 0,3401 0,340 ]
0,01 % HS02 2,05 * -
2,00 0,077 0,079 0,3606 0,362 | 0,0025
0,01 % Beta-Extrakt 2,06 0,080 0,3642
*Messfehler
C
[ug MDA/ | Abs. Eichgerade y= 0,2433x -0,0011
4 ml] [532 nm] R? = 0,9997
0,450
0,024 0,006 0,400 /,0
0,048 0,018 £ 0,350 /
< 0,300
0,096 0,040 o /
1 0,250
0,192 0,086 = e
8 0,200 /
0,288 0,124 € 0,150 L
0,384 0,168 & 0,100 7
0,050
0,480 0,207 0000 &
0,720 0,310 0,000 0,200 0,400 0,600 0,800 1,000
0,960| 0,413 ¢ Hg MDA/4 mi

mg MDA | = (Es32 nm+0,0011) %4

TBARS-Wert [kg pr—

0,433 *Einwaage [g]



Mehrfachvergleiche

nach Gabriel (Tag)

Mittlere Differenz
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95%-Konfidenzintervall

(NTag (J)Tag (I-J) Standard Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
t0 t7 -,03383 ,019914 ,891 -,10380 ,03614
t13 ,01373 ,019914 1,000 -,05624 ,08370
t21 ,04355 ,019914 ,580 -,02642 ,11352
t28 ,08565" ,019914 ,008 ,01568 ,15562
t42 ,05200 ,019914 ,307 -,01797 ,12197
t49 ,04708 ,022265 ,624 -,03076 ,12491
t57 ,01224 ,020886 1,000 -,06107 ,08555
t7 t0 ,03383 ,019914 ,891 -,03614 ,10380
t13 ,04757 ,019914 ,440 -,02240 ,11754
t21 ,07738" ,019914 ,022 ,00741 ,14735
t28 ,11948" ,019914 ,000 ,04951 ,18945
t42 ,08583" ,019914 ,008 ,01586 ,15580
t49 ,08091 ,022265 ,037 ,00308 ,15874
t57 ,04607 ,020886 ,564 -,02724 ,11938
t13 t0 -,01373 ,019914 1,000 -,08370 ,05624
t7 -,04757 ,019914 ,440 -,11754 ,02240
t21 ,02982 ,019914 ,960 -,04015 ,09979
t28 ,07192° ,019914 ,040 ,00195 ,14189
t42 ,03827 ,019914 ,766 -,03170 ,10824
t49 ,03334 ,022265 ,958 -,04449 11117
t57 -,00149 ,020886 1,000 -,07480 ,07182
t21 t0 -,04355 ,019914 ,580 -,11352 ,02642
t7 -,07738" ,019914 ,022 -,14735 -,00741
t13 -,02982 ,019914 ,960 -,09979 ,04015
t28 ,04210 ,019914 ,632 -,02787 ,11207
t42 ,00845 ,019914 1,000 -,06152 ,07842
t49 ,00353 ,022265 1,000 -,07431 ,08136
t57 -,03131 ,020886 ,960 -,10462 ,04200
t28 t0 -,08565 ,019914 ,008 -,15562 -,01568
t7 -,11948" ,019914 ,000 -,18945 -,04951
t13 -,07192" ,019914 ,040 -,14189 -,00195
t21 -,04210 ,019914 ,632 -,11207 ,02787
t42 -,03365 ,019914 ,895 -,10362 ,03632
t49 -,03857 ,022265 ,871 -,11641 ,03926
t57 -,07341 ,020886 ,049 -,14672 -,00010
t42 t0 -,05200 ,019914 ,307 -,12197 ,01797
t7 -,08583" ,019914 ,008 -,15580 -,01586
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t13 -,03827 ,019914 ,766 -,10824 ,03170
t21 -,00845 ,019914 1,000 -,07842 ,06152
t28 ,03365 ,019914 ,895 -,03632 ,10362
t49 -,00492 ,022265 1,000 -,08276 ,07291
t57 -,03976 ,020886 776 -,11307 ,03355
t49 t0 -,04708 ,022265 ,624 -,12491 ,03076
t7 -,08091" ,022265 ,037 -,15874 -,00308
t13 -,03334 ,022265 ,958 -, 11117 ,04449
t21 -,00353 ,022265 1,000 -,08136 ,07431
t28 ,03857 ,022265 ,871 -,03926 ,11641
t42 ,00492 ,022265 1,000 -,07291 ,08276
t57 -,03484 ,023138 ,958 -,11601 ,04634
t57 t0 -,01224 ,020886 1,000 -,08555 ,06107
t7 -,04607 ,020886 ,564 -,11938 ,02724
t13 ,00149 ,020886 1,000 -,07182 ,07480
t21 ,03131 ,020886 ,960 -,04200 ,10462
t28 ,07341° ,020886 ,049 ,00010 ,14672
t42 ,03976 ,020886 776 -,03355 ,11307
t49 ,03484 ,023138 ,958 -,04634 ,11601
*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
nach Gabriel (Extrakte)
Mittlere 95%-Konfidenzintervall
(Extrakt (J)Extrakt Differenz (I-J)  Standard Fehler Sig. Untergrenze Obergrenze
Matrixprobe =~ HS02 ,03412" ,012623 ,039 ,00152 ,06671
Beta -,04161 ,012396 ,009 -,07364 -,00959
HS02 Matrixprobe -,03412" ,012623 ,039 -,06671 -,00152
Beta -,07573" ,012818 ,000 -,10885 -,04262
Beta Matrixprobe ,04161" ,012396 ,009 ,00959 ,07364
HS02 ,07573" ,012818 ,000 ,04262 ,10885

*. Die Differenz der Mittelwerte ist auf dem Niveau 0.05 signifikant.
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