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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 67, 170—191 (1976)
Eingegangen 9. September 1975. Angenommen 26. November 1975

Neuere Methoden zur Untersuchung von Mandeln,
Aprikosenkernen, Haselnlissen und Erdniissen

K. Ziircher und H. Hadorn

Zentrallaboratorium der Coop Schweiz, Basel

Einleitung

Die obengenannten Samen zeichnen sich durch ihren hohen Oelgehalt (45 bis
65"0) aus. Sie werden in Bickereien und Confiserien sowie in der Schokoladen-
industrie als wichtige Rohmaterialien verwendet.

In der einschligigen Literatur beispielsweise in den Tabellen von Souci (1)
findet man Angaben {iber den Eiweif}-, Fett-, Kohlenhydrat- und Mineralstoff-
gehalt sowie Werte iiber Aschenzusammensetzung, Aminosiurenverteilung der
Proteine und tber Vitamingehalte. Diese Analysenzahlen geben jedoch noch
keine zuverldssige Auskunft iiber die Qualitit und die Haltbarkeit der Ware.
In unserem Laboratorium sind in letzter Zeit verschiedene neuere Methoden
entwickelt worden, die sich zur Qualititsbeurteilung und zur Charakterisierung
olreicher Produkte eignen diirften. Wir haben versucht, diese Methoden auf Hasel-
niisse (2), Mandeln, Aprikosenkerne und Erdniisse anzuwenden. In den isolierten
Oelen haben wir den Gehalt an freien Fettsiuren (ffa) und die Induktionszeit
bestimmt sowie die UV-Differenzkurven aufgenommen. Diese Zahlen erlauben
Schlufifolgerungen iiber den Frischezustand, die Haltbarkeit und eine eventuell
erfolgte Alterung der Ware. Durch die Fettsiurenverteilung konnen die einzel-
nen Oele charakterisiert werden. Hohe Linolsiuregehalte verschlechtern in der
Regel die Haltbarkeit des Produktes. Die im Unverseifbaren enthaltenen Sterine
wurden gaschromatographisch getrennt und charakterisiert. In den oben genann-
ten Samen sind etwa 5% verschiedene Zucker enthalten. Ueber die Natur dieser
Zuckerarten fanden wir in der Literatur nur sparliche Angaben. Mittels einer von
uns ausgearbeiteten gaschromatographischen Methode ist es moglich, die einzelnen
Zuckerarten zu trennen und annihernd quantitativ zu bestimmen.

In allen Samen sind zahlreiche Enzyme enthalten, welche aktiv werden, sobald
die Pflanzenzellen verletzt werden (2). Im geraspelten oder gemahlenen Material
konnen bei Gegenwart von Feuchtigkeit unter dem Einflufl dieser Enzyme un-
erwinschte chemische Reaktionen ablaufen. Mittels einfacher Methoden haben wir
einige Enzyme nachgewiesen.

In dieser Arbeit sollen die mit den verschiedenen Untersuchungsmethoden an
Mandeln, Aprikosenkernen, Haselniissen und Erdniissen erzielten Resultate mit-
geteilt und diskutiert werden.

170



Diskussion der Resultate

In der Tabelle 1 sind die Analysenresultate von Mandeln, Aprikosenkernen,
Haselniissen und Erdniissen zusammengestellt.

Untersuchung des Fettes

Zunichst wurde das mit Petroldther aus den gemahlenen Kernen isolierte Fett
niher untersucht.

Freie Fettsdauren (ffa)

Der Gehalt an freien Fettsduren im frisch isolierten Oel ist bei allen in der
Tabelle 1 untersuchten Mustern niedrig.

Wir haben im Verlauf des letzten Jahres zahlreiche Proben von Haselniissen (2),
Mandelmehlen und Mandelsplittern untersucht. Die Haselniisse stammten aus
Spanien, Italien und der Tirkei. Bei den Mandelmehlen handelte es sich zur
Hauptsache um kalifornische, zum Teil auch um italienische und spanische Ware.
Aufgrund dieser Untersuchungen ergaben sich folgende Werte fiir die freie Saure
im extrahierten Oel:

Ganze Haselniisse frisch 0,1—0,3% ffa
Ganze Mandeln frisch ca: Oyt % ffa
Mandelmehl und Mandelsplitter, gute Handelsware 0,2—3,0% ffa

In Abbildung 1 ist die Haufigkeitsverteilung der Siuregehalte der aus Man-
delmehl isolierten Oele dargestellt. Bei Mandelmehl guter Handelsqualitit darf
nach unseren internen Anforderungen der Sauregehalt im Maximum 3,0% ffa be-
tragen. Von 86 untersuchten Mustern lag der Sduregehalt bei 64 Proben (74%)
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Abb. 1. Mandelmehl. Hiufigkeitsverteilung der frei- Abb. 2. Beziehung zwischen ffa und In-
en Siure’ (ffa) in Mandeldl (86 Proben von Mandel- duktionszeit (Oele aus 86 Proben Mandel-
mehlen des Handels). mehl).
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Tabelle 1.  Analysen von Mandeln,
Mandeln, siif}
Kalifornische Kﬁgflo{;:i;}lje Spanische
Select Sheller rom Valencias
preme
Untersuchung des Fettes
ffa ber. in %o Qelsaure 0,14 0,14 0,42
Induktionszeit bei 120°C in Stunden 5 5 5%
. 1%/o
Diene E 1., 0,28 0,20 0,30
Fettsdurenverteilung in °/o
Palmitinsiure Cl16 6,2 6,4 6,2
Palmitoleinsiure Cl16:1 0,4 0,4 0,3
Stearinsdure C18 1,3 1,2 2,0
Oelsdure C18;1 71,2 68,8 71,5
Linolsiure C18:2 20,9 23.2 20,0
Linolensiure C18:3
Gadoleinsaure C20:1
Behensaure ¢22
Lignocerinsaure C24
Zuckerarten in °/o
Fructose Spur Spur Spur
Glucose Spur Spur Spur
Saccharose 4.6 4,9 3,9
Melibiose 0,3 0,3 0,3
Raffinose 0,5 0,7 0,5
Melezitose
Amygdalin
Sterine
Cholesterin — — —
Campesterin ) (=D (=)
Stigmasterin — — —
Sitosterin bl o o =Rl
weitere Peaks (Anzahl) (1) (1) (1)
Enzyme
Peroxydase 4+ + 4+ e
Lipase 5 -+ =
Phenolase — — -
Esterase + -+ b Lout
Urease i i emta s + -+
Legende:  — nicht nachweisbar + positiv
(-+) Spur + -+ stark positiv




Aprikosenkernen, Haselniissen und Erdniissen

Bitter- Aprikosenkerne Haselniisse Erdniisse
mandeln
(wild) _ 1 ] h Italienische Israelische
Tianiache Iranische Iranische |Pakistanische Rémiet gertatet soh
0,56 0,80 0,56 1,10 0,23 0,14 0,14
5% 8% 9% 84 9 414 5%
1,78 0,45 0,40 0,35 023 0,28 0,61
8,5 +,8 5,3 5,1 5,5 10,3 10,3
0,4 0,9 0,8 0,8 0,2 Spur Spur
2,4 1,2 1,1 i.4 2,1 ¢ 2.5 2,6
67,6 68,1 70,9 68,9 82,1 48,4 50,1
214 25,0 21,9 23,9 10,1 34,6 33,5
1,2 1.1
0,9 0,8
2,0 1,6
0,5 0,5
0 0,4 0,6 0.7 Spur Spur Spur
0,7 0,5 0,6 0,7 Spur Spur Spur
3,0 46 46 3,8 4,1 4,5 4,2
0,3 ‘ 0,5 Spur 0,1 0,1
0,5 Spur 0,1 Spur 0,2 0,1 0,1
0,3 Spur Spur
2%
(+) + + + + b
— — — - e (+) G
4+ F4++ | A+ | A+ | R | |
1) 1 1 1 1 2 7
i + () “ T @ o ea e —
o + (+) = e (+) =
+ 4 + 4 + ++ o+ —
++ = — = £ + - e

+ -+ sehr stark positiv
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unter diesem Grenzwert. Die Mehrzahl der iibrigen Proben stammte aus einer
schlechten Partie. Infolge ungiinstiger Lager- und Transportbedingungen war das
Mandelmehl nachteilig verindert. In vielen Proben machte sich bereits ein Ne-
bengeschmack bemerkbar.

Die von uns aus Aprikosenkernen und Erdniissen isolierten Oele (siche Ta-
belle 1) wiesen ebenfalls niedrige Sduregehalte auf.

Induktionszeit

Die Induktionszeit ist ein Mafd fiir die Anfilligkeit der Oele auf Autoxidation.
Oele mit hoher Induktionszeit besitzen in der Regel eine lingere Haltbarkeit.

In Abweichung zu unserer fritheren Arbeit (2), in welcher wir die Induktionszeit
bei 110°C bestimmt hatten, wurde neuerdings bei 120°C gearbeitet. Um die Werte
miteinander vergleichen zu konnen, miissen die bei 120°C bestimmten Induktions-
zeiten mit 2 multipliziert werden.

Die aus ganzen Mandeln und Erdniissen isolierten Oele haben Induktions-
zeiten zwischen 4'/» und 5%/, Stunden (siehe Tabelle 1). Wesentlich hoher sind die
Induktionszeiten der Aprikosen- und Haselnuféle (83/x—9%/4 Std.).

Zwischen Sduregehalt des Oeles und der Induktionszeit besteht eine lockere,
negative Korrelation. In Abbildung 2 sind die Resultate von 86 Proben Mandel-
mehl dargestellt.

Hieraus folgt, dafl gleichzeitig mit der Abspaltung von freien Fettsiuren aus
den Triglyceriden noch andere, vermutlich autoxidative Reaktionen ablaufen,
welche die Haltbarkeit der Ware verkiirzen. Der ffa-Wert und die Induktions-
zeit sind somit brauchbare Groflen, um nachteilige Veranderungen friithzeitig zu
erkennen.

Die Induktionszeit wird unter anderem auch durch die Fettsiurenzusammen-
setzung beeinfluft.

Bei der Untersuchung einer grofleren Zahl von frisch isolierten Haselnuf3-
olen (2) ergab sich eine deutlich negative Korrelation zwischen Linolsduregehalt
und Induktionszeit. Die an Haselniissen gefundenen Zahlenwerte lassen sich nicht
direkt auf andere Oele tibertragen. Hoher Linolsiauregehalt bedingt nicht generell
eine verkiirzte Induktionszeit. Diese ist stark von der Oelsorte abhingig und
wird durch andere Faktoren wie beispielsweise natirlich vorkommende Antioxi-
dantien beeinflufit. So zeigen etwa Erdnufldle mit relativ hohem Linolsduregehalt
(33%) gleiche Induktionszeit wie Mandeldle mit nur 20% Linolsdure. Aprikosen-
kernole haben anndhernd gleiches Fettsiurespektrum wie Mandeldle, besitzen.
jedoch doppelt so lange Induktionszeit.

Dien-Extinktion

Die Dien-Extinktion ist ein Maf} fiir die konjugierten Diene, welche in fri-
schen Oelen nicht oder nur in Spuren vorkommen, jedoch wihrend der Autoxi-
dation durch Verschiebung von Doppelbindungen entstehen. Bei 37 Oelen aus
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frischen Haselniissen der Ernte 1974 bewegte sich die Dien-Extinktion EI” zwi-

lem
schen 0,08 und 0,24.
Die Oele aus den siiflen Mandeln, aus ungertsteten Haselniissen und Erd-
niissen zeigen kaum erhohte Dien-Extinktion. Leicht erhhte Werte fanden wir im

Aprikosenkernsl (E }7* = 0,40) und im Oel aus den gerdsteten Haselniissen

(E 1/ = 0,61). Eine stark erhohte Dien-Bande (E1” = 1,78) zeigte das Oel aus

lem
den bitteren Mandeln.

Fettsanrenverteilung

Durch die Fettsiurenverteilung lassen sich viele Oele charakterisieren. In den
letzten Jahren haben wir zahlreiche authentische Oele gaschromatographisch un-
tersucht. Die beobachteten Schwankungsbreiten der einzelnen Fettsiuren von
Mandel-, Aprikosen-, Haselnuff- und Erdnuff6l sind in der Tabelle 2 angegeben.

Tabelle 2

Fettsiurenverteilung der aus Samen extrabierten Qele (Schwankungsbreite)
Fekesure Mandeln Ap;g;?}?“' Haselniisse Erdniisse
Name | Symbol (14 Proben) (3 Proben) (90 Proben) | (11 Proben)
Palmitinsiure 16 62— 7,1 | 48— 53| 40— 6,1 | 8,5—129
Palmitoleinsiure 16:1 0,3— 05| 0,8— 0,9| 0,1— 0,5 | Spur— 0,1
Stearinsdure 18 1,1— 2,2 | 1,1— 1,4| 1,2— 34| 2,3— 4,1
Oelsaure 18:1 66,7—71,5 | 68,1—70,9 | 72,9—85,5 | 41,2—63,0
Linolsiute 18:2 | 20,0—24.8 | 21,9—25,0| 6,2—20,5 | 17,9—34,8
Linolensdure 18:3 — — Spur 1,1— 1,2
Arachinsdure 20 — — — 1,0— 2,1
Gadoleinsidure 20:1 — — -— 0,8— 0,9
Behensiure 22 — — — 2,0— 4,2
Lignocerinsidure 24 — — e 1,4— 2,0

Die aus siiffen und bitteren Mandeln und Aprikosenkernen isolierten Oele zeigen
alle sehr dhnliche Fettsiurenspektren. Geringe Unterschiede sind lediglich beim
Palmitinsduregehalt zu beobachten. Aufgrund des Fettsiurenspektrums lassen sich
demnach Mandel- und Aprikosenkerntle nicht mit Sicherheit unterscheiden.
Haselnuflole zeigen je nach Sorte stark verschiedene Fettsiurenspektren. Gewisse
Haselnufl6le unterscheiden sich im Fettsiurenspektrum praktisch nicht vom Man-
del- und Aprikosenkerndl. Erdnufléle dagegen zeigen deutlich verschiedene Fett-
sdurenspektren. Der Oelsduregehalt ist meistens viel niedriger als in den anderen
Oelen. In Erdnufidlen findet man regelmifig Linolsiure, auflerdem stets etwas
Gadolein-, Behen- und Lignocerinsiure.
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Aus diesen Zahlen geht hervor, dafl das Fettsiurenspektrum zum Nachweis von
Verfilschungen wenig geeignet ist. Ein Zusatz von Aprikosenkernen zu Mandeln,
etwa in einer Marzipanmasse, wiirde die Fettsaurenverteilung kaum verdndern.
Durch eine Beimischung von Haselniissen oder Erdniissen wiirde das Fettsauren-
spektrum des isolierten Oeles leicht verschoben, ein sicherer Nachweis ist jedoch
kaum moglich.

Sterine

Die Gaschromatogramme des Unverseifbaren (Sterinfraktion) waren bei allen
untersuchten Proben sehr dhnlich. Hauptbestandteil ist iiberall das Sitosterin.
Wir haben keine quantitativen Sterinbestimmungen durchgefiihrt, sondern die
Mengenverhiltnisse nur durch Symbole angedeutet (siche Tabelle 1). In den Gas-
chromatogrammen stimmten die Retentionszeiten der einzelnen Peaks mit denjeni-
gen von Campesterin, Stigmasterin und Sitosterin tiberein. Ein weiterer, unbe-
kannter Peak erschien nach dem des Sitosterins. Auf eine genauere Identifizierung
der Sterine wurde verzichtet, weil wir nicht iiber die erforderlichen Vergleichs-
substanzen verfiigten. Nach Literaturangaben (3) bildet Sitosterin die Haupt-
komponente der Sterinfraktion der meisten Pflanzentle. Weder im Handbuch (3)
noch in den Tabellen von Souci (1) sind Angaben iiber den Steringehalt von Man-
deln, Aprikosen und Haselntissen zu finden.

Der Nachweis einer etwaigen Verfdlschung von Mandelmasse mit Aprikosen-
kernen, Haselnlissen oder Erdniissen tiber das Sterinspektrum ist nicht moglich,
weil alle diese Produkte die gleichen Sterine enthalten.

Zuckerarten

Alle untersuchten Produkte enthalten Zucker in der Grofienordnung von
4—6"/0 Gesamtzucker, wobei Saccharose stets tiberwiegt (siche Tabelle 1). Fruc-
tose und Glucose findet man in Spuren bis zu 0,7%% in allen untersuchten Pro-
dukten mit Ausnahme der Bittermandeln, die 0,7%0 Glucose aber keine Fructose
enthalten. In siiffen Mandeln, Haselniissen und Erdniissen kommen Fructose und
Glucose hochstens in Spuren vor (unter 0,1%). Unsere Befunde decken sich nicht
mit den Angaben der Souci-Tabellen (1), in welchen viel hdhere Werte fir redu-
zierende Zucker zu finden sind (Mandeln 9,73%, Haselniisse 0,48°). Zweifel-
los handelt es sich bei diesen Werten um altere, mit mangelhaften Methoden er-
haltene Analysenresultate. Wie wir im experimentellen Teil zeigen, missen bei
der Untersuchung besondere Vorsichtsmafinahmen getroffen werden, damit wih-
rend der Aufarbeitung keine Saccharose enzymatisch gespalten wird.

Die Saccharosegehalte schwanken in den untersuchten Produkten zwischen 3,0
und 4,9%. Andere Di- und Trisaccharide konnten in Spuren bis zu 0,7 nachge-
wiesen werden (siehe Tabelle 1).

Ein weiterer Peak im Gaschromatogramm des wisserigen Auszuges der Bit-
termandeln konnte als Amygdalin (2,3%) identifiziert werden. Nach Literatur-
angaben (4) enthalten bittere Mandeln 1,7—3,5%0 Amygdalin.

176



Enzyme

Wir haben nach den gleichen Methoden, die in unserer Haselnuflarbeit (2) be-
schrieben wurden, qualitativ auf einige Enzyme gepriift.

Peroxidase und Esterase waren in allen Produkten nachweisbar. Urease fehlt
in Haselntissen und Aprikosenkernen, dagegen zeigen Mandeln und Erdniisse
stark positive Ureaseaktivitit.

Phenolase fehlt in den meisten Produkten. Haselniisse zeigen je nach Sorte
ganz unterschiedliche Phenolaseaktivitit (2).

Im Enzymgehalt unterscheiden sich Aprikosenkerne und Haselniisse deutlich
von Mandeln. Mandelmehl liefle sich aufgrund seiner Ureaseaktivitit mit Sicher-
heit 1n Aprikosen- oder Haselnufimasse nachweisen. Dieser Nachweis ist aber
uninteressant. Im umgekehrten Fall, der aus preislichen Griinden interessant wire
— Verfilschung von Mandelmasse mit Aprikosenkernen oder Haselniissen —,
gelingt der Nachweis nicht.

Experimentelles

Die meisten Untersuchungen wurden nach bekannten oder kiirzlich von uns
verGffentlichten Methoden durchgefiithrt (siehe Abschnitt Arbeitsvorschriften).

Bei der gaschromatographischen Trennung der Sterine und der gaschromato-
graphischen Zuckerbestimmung mufiten die Methoden angepafit und iiberpriift
werden. Die Versuche sollen an dieser Stelle kurz mitgeteilt werden.

Gaschromatographische Trennung der Sterine

Vor der Trennung der Sterine mufl zunichst das Unverseifbare aus dem Oel
isoliert werden. Die Ausschiittelungsmethoden im Scheidetrichter sind zeitraubend,
ungenau und erfassen meistens nicht die gesamten Sterine (5). Wir haben daher
eine siulenchromatographische Methode zur Isolierung des Unverseifbaren aus-
gearbeitet (6). Zur vollstindigen Verseifung wird das Fett oder Oel mit isopropa-
nolischer Kalilauge gekocht. Anschliefend werden durch Zusatz von Barium-
chlorid die Bariumseifen hergestellt, die gesamte Masse mit Celite vermischt und
getrocknet. In einem Chromatographierohr wird.das Unverseifbare aus der was-
serfreien Masse mit Aethylmethylketon eluiert. Im unteren Teil des Chromato-
graphierohres befindet sich eine Schicht mit Anionen- und Kationenaustauscher,
welche Spuren von freien Fettsiuren oder Seife zurlickhilt. Der Abdampfriick-
stand des Eluates enthilt die gesamten Sterine. Durch Nachelution der Sdule mit
weiteren 20 ml Aethylmethylketon lieflen sich keine weiteren Sterine eluieren. Der
Riickstand wurde in wenig Aethylmethylketon gelst und ein aliquoter Teil in den
Gaschromatographen eingespritzt.

Die Identifizierung der Peaks erfolgte aufgrund der Retentionszeiten.
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Die Abbildung 3 zeigt das Gaschromatogramm einer Modellmischung mit
Cholesterin, Stigmasterin und Sitosterin, die Abbildung 4 das Gaschromatogramm
des Unverseifbaren eines Aprikosenkerndles.
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Abb. 3. GC einer Modellmischung bestehend aus Abb. 4. GC des Unverseifbaren von Apriko-
Cholesterin, Stigmasterin und Sitosterin. senkerndol (pakistanisch).

Ueber die quantitative gaschromatographische Bestimmung der Sterine soll in
einer spateren Arbeit berichtet werden.

Zur weiteren Charakterisierung haben wir im sdulenchromatographisch aus
je 500 mg Aprikosenkerndl isolierten Unverseifbaren die Sterine nach der be-
wihrten Digitonid-Methode (7) gefillt und gravimetrisch bestimmt. Dabei fanden
wir die in der Tabelle 3 angegebenen Werte.

Tabelle 3. Unwverseifbares und Steringebalte von Aprikosenkernil

Aprikosenkerne Aprikosenkerne
pakistanisch iranisch
Unverseifbares in %o 1,0 1,0
Mit Digitonin fillbare Sterine /o 0,32 0,30

Das Unverseifbare enthilt demnach 30—32% Sterine. Diese Werte stimmen
mit denen aus fritheren Untersuchungen (8) fiir pflanzliche Oele iiberein.

Von einem Handelspraparat p-Sitosterin «fiir biologische Zwecke» haben wir
16,2 mg abgewogen und nach der gleichen Methode die Sterin-Digitonide her-
gestellt. Die Ausbeute an fillbaren Sterinen betrug nur 84°. Das Handelspriparat
erwies sich auch bei der gaschromatographischen Priifung als unrein.

Versuche zur Identifizierung und Bestimmung der Zuckerarten

Die Zuckerbestimmung in enzymhaltigen pflanzlichen Produkten ist recht
problematisch. Vor Jahren wurde bei der Analyse von Weizenkeimen gezeigt, dafl
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beim Herauslosen des Zuckers mit Wasser ein betrachtlicher Teil der Saccharose
enzymatisch gespalten und auch Stirke verzuckert wird (9). Um zuverlissige
Resultate zu erhalten, miissen die Enzyme inaktiviert werden. Bei der Untersu-
chung von Weizenkeimen hat sich Quecksilber-11-chlorid bewahrt.

In einigen Modellversuchen haben wir von geraspelten Haselniissen den Zuk-
ker unter verschiedenen Bedingungen gelost und dann nach unserer vereinfachten
gaschromatographischen Methode (10) bestimmt. Die Resultate sind in der Ta-
belle 4 zusammengestellt.

Tabelle 4. Lésen des Zuckers unter verschiedenen Bedingungen

Je 5,00 g geraspelte Aprikosenkerne wurden unter wechselnden Bedingungen mit Wasser

oder Methanol behandelt. Die wisserige Losung anschlieflend mit je 5 ml Carrez I und II

geklirt, auf 100 ml aufgefiillt und filtriert. Je 1 ml Filtrat wurde eingedampft und silyliert
und die Zucker gaschromatographisch bestimmt.

i Sac- i ) Summe
Vell\'?;}ch Bedingungen I'runc/:ntose Gh;/cuose chz:;;ose Me];}tl))lose Raff;unose Zi](fl?c:;r
%0
1 mit Wasser mixen 0,70 0,86 3,63 0,46 0,07 572
5 min (20°C) 070 | 088 | 360 | 046 | 020 | 584
2 mit Wasser mixen 2,72 3,28 0,28 0,42 0 6,70
30 min (50°C) 270 | 324 | 028 | o041 | 0 6,63
3 mit 0,1 g Quecksilber-
acetat und Wasser 1,42 2,04 2,92 0,56 0 6,94
30 min mixen (50°C) 1,40 | 2,04 | 29 | 058 | 0 6,92
4 mit 50°0 Methanol 0,43 0,48 3,81 0,46 0,12 5,30
5 min mixen (20°C) 0,42 0,48 3,81 0,45 0,12 5,28
5 frisch geraspelte Apri-
kosenkerne in ca. 25 ml
kochendes Wasser streu-
en, leicht aufkochen und
30 min mixen (ca.50°C), | 0,38 0,37 4,78 0,60 0,42 6,55
mit Methanol auffiillen 0,37 0,37 4,50 0,64 0,36 6,54

Beim Losen mit Wasser fanden wir viel zu hohe Werte fiir Fructose und
Glucose und einen zu niedrigen Saccharosegehalt (Versuche 1 und 2). Zweifellos
ist unter diesen Bedingungen Saccharose invertiert worden. Auch ein Zusatz von
0,1 g Quecksilberacetat erwies sich als zu wenig wirksam (Versuch 3). Beim
Herauslosen der Zucker mit 50%igem Methanol erhielten wir annihernd richtige
Werte fiir Fructose und Glucose (Versuch 4). Die Saccharose- und Raffinosewerte
sind niedriger als in Versuch 5, bei welchem das Untersuchungsmaterial in ko-
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chendes Wasser eingetragen und dann gemixt wurde. Anscheinend werden durch
das Methanol die Saccharose und Raffinose nicht vollstindig herausgelost.

Als am giinstigten erwies sich die kombinierte Methode, wobei das Unter-
suchungsmaterial in kochendes Wasser eingetragen und dann wahrend 3 min ge-
kocht wurde. Dabei werden die Enzyme durch die Hitze inaktiviert. AnschlieBend
wurde 5 min gemixt, mit Methanol versetzt und nach der am Schluff angegebe-
nen gaschromatographischen Methode weitergearbeitet.

In einigen Proben haben wir die Zucker auch enzymatisch nach den Vorschrif-
ten von Boehringer (11) bestimmt. Das Untersuchungsmaterial wurde ebenfalls in
kochendes Wasser eingetragen, gemixt, dann nach Carrez geklirt und mit Was-
ser (ohne Zusatz von Methanol) im Meflkolben zur Marke aufgefiille. Aliquote
Teile des Filtrates wurden nach entsprechender Verdiinnung fiir die enzymatische
Bestimmung der Fructose, Glucose und Saccharose benutzt. Die enzymatische und
die gaschromatographische Methode gaben zum Teil sehr schén iibereinstimmende
Werte (siche Tabelle 5). Lediglich bei den Aprikosenkernen lieferte die enzymatische

Tabelle 5
Vergleich der gaschromatographischen und der enzymatischen Zuckerbestimmung
Haselnullkerne, Montana Aprikosenkerne, iranisch
Zuckerart
ga;f:;ﬁ;:?ﬁﬂ' enzymatisch ga;(.::gg;’g;:o— enzymatisch

Fructose /0 0,04 0,04 0,44 0,29
Glucose /0 0,04 0,04 0,48 0,50
Saccharose o 456 4,47 4,60 5,81
Raffinose /g 0,16 — e —

Methode cinen wesentlich hoheren Saccharosewert (5,81°0) als die gaschromatogra-
phische Methode (4,60%0). An der Richtigkeit der gaschromatographischen Werte
ist kaum zu zweifeln, dagegen diirfte die enzymatische Methode mit einem systema-
tischen Fehler behaftet sein. Abbildung 5 zeigt ein Eich-Gaschromatogramm mit 7
Zuckerarten. In Abbildung 6 ist das Gaschromatogramm der Zucker-oxim-silylderi-
vate aus Aprikosenkernen wiedergegeben. Neben Fructose, Glucose und Saccha-
rose, die sich enzymatisch bestimmen lassen, erkennt man eine ganze Anzahl
weiterer Peaks. Bei dem Peak unmittelbar vor dem der Fructose konnte es sich
aufgrund der Retentionszeit um Sorbit handeln. Hinter der Glucose finden wir
einen gut ausgepragten Peak eines nicht identifizierten Monosaccharids. Hinter
der Saccharose erscheint wiederum ein ziemlich grofler Peak eines Disaccharids.
Auch bei den Trisacchariden erschienen einige kleinere Peaks, deren Retentions-
zeit fiir die Raffinose und Melezitose stimmte. Falls eine dieser nicht identifizierten
Zuckerarten Fructose in -fructosidischer Bindung enthilt, wird diese analog wie
in der Saccharose enzymatisch abgespalten und mitbestimmt, was nach der Me-
thode Boehringer einen zu hohen Saccharosewert verursachen wiirde.
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Abb. 5. GC eines Eich-Chromatogrammes einer Modellmischung mit 7 Zuckerarten und innerem
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Abb. 6. GC der Zucker-oxim-silylderivate von Aprikcsenkernen (pakistanisch).
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Abb. 7. GC der Zucker-oxim-silylderivate von HaselnuBkernen (Tarragona, Montana).

181



Arbeitsvorschriften

Isolieren des QOeles

Das Oel wird aus dem frisch zerkleinerten Material durch Extraktion (Soxhlet-
Hiilse) in der Warme mit Petroldther gewonnen (siehe [2]).

Freie Fettsauren (ffa)

Wir benutzten die Methode des Schweizerischen Lebensmittelbuches (12) Me-
thode 7/A 32.

Induktionszeit bei 120°C

2,5 g des isolierten Oeles wurden in ein speziell gereinigtes Reaktionsgefaf}
eingewogen und weiter verfahren, wie in der Originalmethode beschrieben (13).

UV-Differenz-Absorptionskurve

250 mg QOel 16sen in Isooctan und im Meflkolben auf 50 ml verdiinnen. Mit
dieser Losung wird im UV-Spektralphotometer die UV-Differenzkurve registriert

nach Vorschrift (14, 15). Angabe der Resultate als Diene E]"

lem*

Fettsdurenverteilung

Nach der Universal-Methode (16, 17).

Enzymaktivititen

Zum qualitativen Nachweis von Peroxidase, Lipase, Phenolase, Esterase und
Urease dienen die kiirzlich von uns in der Haselnuflarbeit (2) beschriebenen Me-
thoden.

Sterine gaschromatographische Trennung
Prinzip

Das Oel oder Fett wird mit isopropanolischer Kalilauge verseift und anschlie-
flend die Bariumseifen hergestellt. Die getrockneten und auf Celite aufgezogenen
Bariumseifen werden in eine Sdule eingefiillt und das Unverseifbare mit Aethyl-
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methylketon eluiert. Zur Trennung der Sterine wird das Unverseifbare in den
Gaschromatographen eingespritzt.

Reagenzien

0,5-n isopropanolische Kalilange 7 ¢ Kaliumhydroxid in 250 ml Isopropanol unter
Rithren (Magnetriihrer) 16sen.

Celite 545

Aethylmethylketon zur Analyse

Seesand mit Sdure gewaschen und gegliiht

Dowex 3 20/50 mesh (gequellt) Ionenform: OH™
schwach basischer Anionenaustauscher mit primiren, sekundiren und tertiiren
Aminogruppen.

Dowex 50 W X8 20/50 mesh (gequellt) Ionenform H+*
stark saurer Kationenaustauscher mit Sulfosiuren als funktionelle Gruppen

Bariumchlorid-Lésung 20 ),

Ausfiibrung der Bestimmung

a) Verseifung

— 500 mg Oel oder Fett + 10 ml isopropanolische 0,5-n KOH + 0,5 ml
Wasser + Siedesteinchen in 50-ml-Schliffkdlbchen

— 1 Std. am Ruckflulkiihler kochen

— abkiihlen

— mit moglichst wenig Methanol quantitativ in Glasschale tiberspiilen

— 1 ml 20% Bariumchloridlésung zugeben, gut mischen (dicke Fillung von
Bariumseifen)

— 2 g Celite zugeben mit Glasstab gut vermischen

— Ldsungsmittel auf Wasserbad unter stindigem Rithren abdampfen

— Schale samt Inhalt 30 min im Trockenschrank auf 120°C erhitzen und im
Exsikkator abkiihlen lassen.

— Riickstand mit kleinem Pistill pulverisieren.

b) Aufban der Siule und Abtrennung des Unverseifbaren

— Chromatographierohr (siehe Abb. 8) am Siulenausgang mit lockerem
Wattepfropf abschlieflen

— 2 g Dowex 3 + 2 g Dowex 50 W mischen und trocken einfiillen

— 10 ml Aethylmethylketon in Siule einfiillen und durch Klopfen samtliche
Luftblasen entfernen

— Dowex mit 3 g Sand tiberschichten

— Losungsmittel langsam abtropfen lassen und Hahn schlieflen
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c)

184

— nochmals 10 ml Aethylmethylketon langsam und sorgfaltig ohne den Sand
aufzuwirbeln zugeben

— auf Celite aufgezogene trockene und fein pulverisierte Bariumseife in kleinen
Portionen einfiillen. Glasschale mit max. 5 ml Aethylmethylketon nach-
spilen

— Celit-Schicht mit 3 g Sand iiberschichten

— Hahn 6ffnen und Aethylmethylketon langsam in Kolbchen ausflieflen lassen
(ca. 1 Tropfen pro sek) bis obere Sandschicht eben noch bedeckt

— Tropftrichter mit 20 ml Aethylmethylketon auf Siule aufsetzen und Siule
eluieren (ca. 1 Tropfen pro sek)

— nach vollstindigem Eluieren Losungsmittel aus Kolbchen am Rotationsver-
dampfer abdampfen.

— Riickstand in ca. 0,5 ml Aethylmethylketon l6sen 1 ul davon in Gaschro-

matographen einspritzen.
)

Sand TS
R Celit mit Ba-Seil2

Sand B
7 Dowex

Watte

Abb. 8. Aufbau der Sdule zur Isolierung des Unverseifbaren.

Gaschromatographische Bedingungen

Stahlsdule 1,5 m X /s Durchmesser

Saulenfiillung 3% SE 30 auf Varaport-30, 100—120 mesh
Einspritzmenge 2 pl

Trigergas No = 30 ml/min

Flammenionisationsdetektor (FID)

Empfindlichkeit 16 - 107" Amp.

Temperaturprogramm: Isotherm bei 280°C

Injektor und Detektor-Temperatur: 300°C,



Zucker

Aufarbeitung des Untersuchungsmaterials fiir die gaschromatographische Zucker-
bestimmung

Prinzip

Das geraspelte Untersuchungsmaterial wird zur raschen und vollstindigen
Inaktivierung der Enzyme in kochendes Wasser eingetragen und gemixt. Anschlie-
flend wird nach Carrez geklirt, mit Methanol verdiinnt und filtriert. Ein ali-
quoter Teil des Filtrates wird zur Trockne verdampft. Anschliefend werden die
Zucker-oxim-silylderivate hergestellt und gaschromatographisch getrennt.

Reagenzien

Carrez-Losung 1 (150 g Ka[Fe(CN)s] * 3 HoO gelost im Liter) und Carrez 11
(300 g ZnSO, * 7 H,O gelost im Liter)

Methanol

Gerdte

Ultraschall-Stabmixer. Wir benutzten ein Schall- und Ultraschall-Homogeni-
siergerit POLYTRON® Labor-Stativgerit Typ PT 20 St «OD» (Pat. Prof. Wil-
lems). Lieferant Kinematica, Luzern.

Ausfithrung

— ca. 5 g (genau gewogen) frisch geraspeltes Untersuchungsmaterial in 100-ml-
Becherglas in 25 ml kochendes Wasser eintragen

— 3 min kochen

— 5 min mit Polytron-Stabmixer mixen

— mit max 15 ml Wasser Mixer abspiilen und Becherglas-Inhalt quantitativ in
100-ml-Mef3kolben iiberspiilen

— mit je 5 ml Carrez I und II kliren

— mit Methanol zur Marke auffiillen. (Das Methanol kann zum Nachspiilen des
Mixers und des Becherglases beniitzt werden.)

— Filtrieren durch Faltenfilter. Die ersten 20 ml Filtrat verwerfen

— 1,0 ml des klaren Filtrates in einem Serva-Reaktionsrohrchen am Rotations-
verdampfer unter Vakuum bei ca. 70°C Wasserbadtemperatur zur Sirupkonsi-
stenz eindampfen.

— ca. 0,5 ml Isopropanol zugeben und am Rotationsverdampfer unter Vakuum
vollstandig zur Trockne verdampfen.
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— Herstellung der Oxime und Silylderivate siche Methode «Zuckerbestimmung
gaschromatographisch».

Zuckerbestimmung (gaschromatographisch) (10)
Reagenzien

Isopropanol, rein

Pyridin, rein

Phenyl-B-D-Glucopyranosid, purum (Fluka)
Hydroxylamin-Hydrochlorid zur Analyse

Trimethylchlorsilan (TMCS)
N-Methyl-N-Trimethylsilyl-heptafluor-butyramid (MSHFBA)

Bezugsquelle: Hans Mohler & Co., Laborbedarf, Basel. Die Herstellerfirma macht fol-
gende Angaben zum konfektionierten Priparat:

Um dem Verbraucher eine zweckmiflige Verpackungsform zu bieten, haben wir uns
fir den Bordelkappenverschluf mit teflon-beschichteter Gummischeibe (Septum) ent-
schieden. Bitte bewahren Sie die Priaparate moglichst im Kiihlschrank bei +4°C auf und
beachten Sie, daf durchstochene Septa nicht mehr absolut dicht sind. In diesem Falle
raten wir, den Ampulleninhalt schnellstmoglichst aufzubrauchen oder aber zumindest die
Ampullen stehend aufzubewahren. Nach Durchstich der Teflonbeschichtung kommt bei
liegender Aufbewahrungsweise der Ampulleninhalt mit dem Gummimaterial in Kontakt
und verunreinigt den Inhalt bis zur Unbrauchbarkeit.

Oxim- und innerer Standard-Reagenz

1,25 g Hydroxylamin-hydrochlorid zur Analyse

0,3000 g Phenyl-p-D-Glucopyranosid mit Pyridin rein auf genau 50,00 g stellen

1 g enthidlt 25 mg Hydroxylamin-hydrochlorid und 6 mg Phenyl-B-D-Gluco-
pyranosid.

Zucker-Modellmischung fiir die Bestimmung der Korrekturfaktoren

Von nachstehenden Zuckerarten werden die angegebenen Mengen eingewogen,
so dafl die Mischung je 1,000 g Trockensubstanz von jedem Zucker enthilt. In
einem 100-ml-Mef{kolben werden die Zucker zunidchst in 50 ml Wasser gelost und
dann bei 20°C mit Methanol bis zur Marke aufgefiillt. Die Einwaagen betragen:

Fructose = 1,000 g, Glucose = 1,000 g, Saccharose = 1,000 g, Lactosehydrat =
1,0526 g, Maltosehydrat = 1,0526 g, Raffinosepentahydrat = 1,1784 g, Melezitese-
dihydrat == 1,0714 g. 1 ml dieser Losung enthilt je 10,00 mg von jeder Zuckerart.

Gerdte

Serva-Reaktionsrohrchen fiir die Derivatisierung. Linge 60 mm; Durchmesser
9 mm, mit Septum und passender Kunststoffverschraubung (siche Abbildung 13
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in «Mitteitlungen» 66, Seite 112). Herstellerfirma: Serva Feinbiochemica, Heidel-
berg. Schweizer-Vertretung: Chemie Brunschwig AG, Basel.

Ausfiibrung der Bestimmung

a) Eindampfen der Zuckerlosung

b)

¢)

— 0,20 ml Zucker-Modellmischung fiir die Korrekturfaktoren am Rotationsver-
dampfer unter Vakuum bei 70°C Wasserbadtemperatur zur Sirupkonsistenz
eindampfen.

— ca. 0,5 ml Isopropanol zugeben und am Rotationsverdampfer unter Va-
kuum vollstandig zur Trockne verdampfen.

Ausziige aus Lebensmitteln

Bei Zuckerbestimmungen in Lebensmitteln pipettiert man einen aliquoten Teil
ciner wasserigen oder methanolischen Losung, die notigenfalls nach Carrez ge-
klart wurde, in das Reaktionsrohrchen und entwissert wie oben. Das Volumen
wird so bemessen, dafl darin 0,5 bis 3 mg der zu bestimmenden Zuckerarten
enthalten sind.

Herstellung der Oxime und Silylderivate

-—— Das mit Septum verschlossene trockene Reaktionsrohrchen auf der Analy-
senwaage wagen.

— 0,3 ml Oxim- und innerer Standard-Reagenz mit Injektionsspritze durch
das Septum in das Reaktionsrohrchen geben.

— Reaktionsrohrchen auf Analysenwaage wigen

— Aus der Gewichtsdifferenz die genaue Menge innerer Standard berechnen.
(100 mg Reagenz enthalten 0,600 mg innerer Standard.)

— Reaktionsrohrchen wahrend 30 min im Wirmeschrank auf 80°C erwidrmen
und abkiihlen.

— Mittels einer Injektionsspritze durch das Septum zugeben:
0,3 ml MSHFBA
0,1 ml TMCS

— wiahrend 30 min auf 80°C erwadrmen und abkiihlen.

— Mit der Injektionsspritze fiir die Gaschromatographie durch das Septum
stechen und Proben entnehmen.

Gaschromatographische Bedingungen

Stahlsiule 2,5 m X /" Durchmesser

Saulenfiillung 5% OV-17 auf Varaport-30, 80/100 mesh
Einspritzmenge 2 pl

Triagergas Na = 25 ml/min

Flammenionisationsdetektor (FID)

Empfindlichkeit 32 - 1071° Amp.
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Temperaturprogramm 130°C + 6°C/min — 300°C.
Injektor- und Detektor-Temperatur 310°C.

Berechnung

Aus dem Eichchromatogramm (siehe Abb. 5) mit 7 Zuckerarten und dem Peak
des inneren Standards berechnet man die Korrekturfaktoren fiir jede einzelne
Zuckerart.

Bei der Auswertung der Gaschromatogramme von Lebensmitteln wird jede
Peakfliche zunichst mit dem Korrekturfaktor der betreffenden Zuckerart mul-
tipliziert und anschlieffend der Zuckergehalt {iber den inneren Standard berechnet.

Um die Berechnung leichter verstindlich darzustellen, wird sie hier in drei
Einzelschritten beschrieben.

a) Berechnung der Korrekturfaktoren aus dem Eich-GC
Es gilt folgende Proportion:

Fy 1,00 : F, f, — ay : a,

aufgelost nach Korrekturfaktor (f,) fiir Zucker:

Bt may
AL st " Az

F, - ag
wobet:
Fs = Peakfliche des inneren Standards
F, = Peakfliche des Zuckers
£ — Korrekturfaktor des betr. Zuckers
ast = Menge an innerem Standard im Silylierungsansatz, in mg
a, — Menge Zucker im Silylierungsansatz in mg

b) Berechnung der im Silylierungs-Ansatz enthaltenen Mengen Zucker (ans Ana-
lysen-GC)
Die Peakflichen (oder Integratorimpulse) jeder Zuckerart werden zunichst
mit dem entsprechenden Korrekturfaktor multipliziert. Aus den derart korri-
gierten Werten und der Peakfliche des inneren Standards sowie dessen Menge
laf8t sich die im Ansatz vorhandene Zucker-Menge (a) berechnen. Es gilt fol-
gende Proportion:

F'/"fz . th = El.-,) . a»,t

: . | ek S0 At

Zuckermenge (a,) im Ansatz in mg = ———
Fat

c) Berechnung des Zuckergebaltes
Es gilt folgende Formel:
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Zuckergehalt des Untersuchungsmaterials, in %o —

wobel:
a, = im Silylierungsansatz gefundene Zuckermenge in mg
V = Volumen der Stamml6sung in ml (nach Vorschrift 100 ml)
v — fiir die Silylierung abpipettierte Menge in ml (nach Vorschrift 0,5
oder 1,0 ml)
E — Einwaage in g
Enzymatische Zuckerbestimmungen
Prinzip

In einem geklarten wisserigen Auszug werden die Zucker enzymatisch be-
stimmt. Prinzip der enzymatischen Reaktionen siehe Arbeitsvorschriften von Boeh-
ringer.

Ausfithrung

— 5 g frisch gemahlenes Untersuchungsmaterial im 100-ml-Becherglas in 50 ml
kochendes Wasser einstreuen

— 3 min kochen

— 5 min mit Polytron Stabmixer mixen

— quantitativ in einen 100-ml-Meflkolben tiberspiilen

— mit je 5 ml Carrez I und II kliren und mit destilliertem Wasser zur Marke
auffiillen

— durch Faltenfilter filtrieren. Die ersten 20 ml Filtrat verwerfen.

Fiir die Fructose- und Glucosebestimmung werden je 0,1 ml des Filtrates ab-
pipettiert (Set fiir Fructose/Glucose).

Fiir die Saccharosebestimmung werden 25 ml Filtrat auf 100 ml verdiinnt,
davon 0,1 ml abpipettiert (Set fiir Glucose/Saccharose). Im weiteren wird nach
den Vorschriften von Boehringer (11) gearbeitet.

Dank

An den analytischen Arbeiten haben sich beteiligt: Frau Gertrud Stoerr, Friuiein
Odette Rychen und Charles Strack. Wir mochten an dieser Stelle allen Beteiligten fiir die
sorgfaltig durchgefithrten Untersuchungen bestens danken.
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Zusammenfassung

1. Einige neuere Methoden der Fettchemie wurden herangezogen zur Qualititsbeurtei-
lung von Mandeln, Aprikosenkernen, Haselniissen und Erdniissen.

Im extrahierten Oel haben wir die freien Fettsauren, die Induktionszeit und die Dien-
Extinktion bestimmt. Diese Zahlen erlauben es, Alterungsvorginge zu erkennen und
Schliisse tiber die Haltbarkeit zu ziehen.

2. Die Fettsiurenverteilung von selbst extrahierten Mandel-, Aprikosenkern-, Hasel-
nufy- und Erdnuficlen wird mitgeteilt.

3. Mittels gaschromatographischer Methoden wurden die Sterine getrennt. In allen
Produkten ist Sitosterin vorherrschend, daneben findet man geringe Mengen Campe-
sterin, in Erdnlissen auflerdem Spuren von Stigmasterin.

4. Die verschiedenen Zuckerarten wurden quantitativ gaschromatographisch bestimmt.
In allen Produkten findet man als Hauptzuckerart Saccharose, wechselnde Mengen
Fructose und Glucose sowie Melibiose und Raffinose.

5. Qualitativ wurde auf einige Enzyme gepriift. Urease findet sich in Mandeln und Erd-
nissen, ist jedoch in Aprikosenkernen und Haselniissen abwesend.

Résume

1. On recoure a quelque nouvelles méthodes d’analyse des corps gras pour apprécier la

qualité des amandes douces et améres, des amandes d’abricot, des noisettes et des
cacahouétes.
L’huile est extraite et analysée. On y détermine les acides gras libres, le temps d’in-
duction et on mesure P’extinction due aux die¢nes. Les chiffres obtenus permettent de
reconnaitre les processus d’altération et de tirer des conclusions concernant la conser-
vation de ces différentes graines.

2. La composition en acides gras de I’huile d’amande, d’amande d’abricot, de noisette et
de cacahouéte extraite au laboratoire méme est donnée.

3. On procede également a la séparation des stérols a I'aide de méthodes de chromato-
graphie en phase gazeuse. Dans tous les échantillons le sitostérol est prédomi-
nant, le campestérol s’y trouve en quantité minime et il n’y a que les cacahouétes qui
contiennent en plus des traces de stigmastérol.

4. Les différentes sortes de sucre sont dosées quantitativement par CGL. Le saccharose
est le principal sucre trouvé. Le fructose et le glucose, le mélibiose et le raffinose y
sont en quantités variables.

5. La présence d’enzymes est recherchée qualitativement. L’uréase se trouve dans les
amandes et les cacahouétes, mais est absente dans les amandes d’abricot et les noisettes.
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