Friedrich-Schiller-Universitat Jena

Biologisch-Pharmazeutische Fakultét
Institut fiir Erndhrungswissenschaften

Lehrstuhl fiir Erndhrungsphysiologie

»Analytische Beurteilung des Erhitzungseinflusses auf

die oxidative Stabilitit von neuartigen Speiseolen*

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades

doctor rerum naturalium
vorgelegt dem Rat der Biologisch-Pharmazeutischen Fakultét

der Friedrich-Schiller-Universitit Jena

von
Katharina Domitila Petersen geb. Placke

geboren am 01.11.1980 in Kiel

Jena, 2013



Gutachter:

Prof. Dr. med. Tilman Grune
Friedrich-Schiller Universitét Jena, Institut fir Ernédhrungswissenschaften,
Biologisch-Pharmazeutische Fakultéat, Dornburger StraOe 24, 07743 Jena

Prof. Dr. Jan Fritsche
Hochschule fiir Angewandte Wissenschaften Hamburg, Fakultét Life Sciences,
Department Okotrophologie, Ulmenliet 20, 21033 Hamburg

Prof. Dr. Sascha Rohn
Universitat Hamburg, Institut fir Lebensmittelchemie, Grindelallee 117, 20146
Hamburg

Datum der Disputation: 07.04.2014

Seite | 2



Meiner Familie

Seite | 3



Inhalt

1 B NI UNG 8
1.1 Neuartige PflanzenoOle............oouueoiiiiiiiic e 8
220 W o] o (o (T =1 1 o) o RS 12
1.3 AromaanalyliK .........ouuiiii e 18
1.4 MethodenoptimIEIUNG .......cooviiiiiiiiii e 28
1.5 SENSOMK. ... 31

2. Zielsetzung der ArDeit ....... ... e 34

3. Publikationen und weiterfliihrende Ergebnisse...........cccooooiiiiiiiiiiciiiee e 36
3.1 Paper I: Assessment of the oxidative stability of conventional and high-oleic
sunflower oil by means of solid-phase microextraction-gas chromatography........... 36
3.2 Paper lI: Comparison of analytical and sensory lipid oxidation parameters in
conventional and high-oleic rapeseed Oil. ....... ... 47
3.3 Paper lll: Chemical and sensory assessment of deep-frying media alternatives
for the processing of French fries..........ooooiiii i, 59
3.4 Weiterflhrende ErgebniSSse. ........ccooooioiiiiiieiiee 79

4. Zusammenfassende DiSKUSSION ..o 87

5. Zusammenfassung & AUSDIICK ...........uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 94

B SUMIMIGIY ... 96

7. LIteraturverzeiChNis ..........ooo e 97

8 ANNANG . .. 108
T =t 4 =1 1] o O EUPPRRRR 109
8.2 DanKSagUNG .....cooiiiiiiiiiiiie e 110
8.3 Publikationen und Kongressbeitrage........co.uuiii i 112
8.4 LebENSIAUS ... .o e a e 114

Seite | 4



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1: Autoxidation von ungesattigten Lipiden als Funktion der Zeit (aus

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Reaktionswege der homolytischen
Spaltung von Monohydroperoxiden; R' und R? organische
Molekulreste (Nach [55]) ...coooeeeieeeeee e

Abbildung 3: Aromaextraktverdiinnungsanalyse; FD: Flavor Dilution, (nach [28])

Abbildung 4: Combined Hedonic Aroma Response Measurement (Charm)-
Analyse; dv: dilution value, F: Verdlinnungsfaktor, n: Anzahl der
Ubereinstimmenden Geruchswahrnehmungen, di: Retentionsindex
(NAch [28] UNd [8])....eeeeeeeeiieei e

Abbildung 5: Beispiel flr ein detection frequency Aromagram (DF: detection
frequency, LRI: linearer Retentionsindex; nach [24]).......................

Abbildung 6: Beispiel fir ein OSMEgram (Imax: maximale Intensitat; nach [95]).

Abbildung 7: Beispiel fur einen Oberflachenplot der Zielgroflie "Peakflache von
E-2-Heptenal" bezlglich der Parameter "Extraktionszeit" und
"Extraktionstemperatur" (aus [92]) .....ccoiieieriiiiiiie e,

Abbildung 8: Graphische Darstellung eines Box-Behnken-Designs flir drei

Parameter (x4, X2, X3) mit den drei Einstellungsmaoglichkeiten (-1, 0,

1) (NACH [8]) ..
Abbildung 9: Total lon Chromatogramm der HS-SPME-GC/MS-Analyse der
flichtigen Komponenten in konventionellem Sonnenblumendl (SF)
und high-oleic Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30
Stunden bei 175°C; A: Hexanal, B: E-2-hexenal, C: E-2-heptenal,
D: 1-octen-3-ol, E: 2-pentyl-furan, F: Octanal, G: Nonanal, H:
Unbekannt-A, I: Unbekannt-B, J: Decanal, K: E-2-decenal, L:
Undecanal, M: E,E-2,4-decadienal, N: 2-Undecenal, O:
Unbekannt-C [93].......coo i
Abbildung 10: detection frequency der fllichtigen Komponenten in
konventionellem Sonnenblumendl (SF) und high-oleic
Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30 Stunden bei 175°C;
Codierungsschlissel: siehe Abbildung 9[93]......coviiiiiiiiiiiiiiieeee,
Abbildung 11: Mittlere Geruchsintensitat (GC-O) ausgewahlter aromaaktiver
flichtiger Komponenten in Sonnenblumendl (SF) und high-oleic
Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30 Stunden bei 175°C
(O3] i
Abbildung 12: Flavor scores ausgewahlter aromaaktiver fllichtiger
Komponenten in Sonnenblumendl (SF) und high-oleic
Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30 Stunden bei 175°C
(O3] i
Abbildung 13: Sensorisches Geruchsprofil von Sonnenblumendl (SF) und high-
oleic Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30 Stunden bei
L R O 115 ]
Abbildung 14: Korrelation der Attributsbewertungen aus der sensorischen
Profilierung und der statistischen PLSR-Modellierung [93]..............

Seite | 5



Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: Hauptfettsauren (% Fettsduremethylester) in den in dieser Arbeit
untersuchten Speiseolen; SF: Sonnenblumendl, HOSF: high-oleic
Sonnenblumendl, RO: Rapsdl, HORO: high-oleic Rapsdl, PO:
Palmolein .. ..o e

Tabelle 2: Bei der Autoxidation ungesattigter Fettsauren entstehende flichtige
Verbindungen (nach [8]) und deren Geruchsschwelle in pg/L Ol
(NACKH [102]) . ceeeieiee e

Tabelle 3: Versuchsplan fur ein Box-Behnken-Design mit drei Parametern.........

Tabelle 4: BIB Design mit finf Proben und zehn Blécken/Panelisten. Jede
Probe wird sechsmal bewertet und jedes Probenpaar erscheint
dreimal innerhalb des Designs [60]. ........covvviiiiiiiieiiiicee e,

Tabelle 5: Mittels GC-O analysierte aromaaktive Verbindungen aus
konventionellem und high-oleic Sonnenblumendl nach 30 h
Erhitzungsdauer bei 175°C ...,

Tabelle 6: Korrelationskoeffizienten einer linearen Regression zwischen
Peroxidzahl (PV) und den ausgewahlten Indikatorverbindungen zur
Einschatzung des oxidativen Status von konventionellem und high-
oleic RapsOl (PAPEF ) ...

......... 32

Seite | 6



Abkurzungsverzeichnis

ANOVA
AnZ
AOCS
BIB design
Charm
DGE

DGF

DIN

DoE

Fl

FID

FS

GPA
HOLLi Raps
HOSF
HS-SPME
ISO

LFGB
LSD

MSD

PCA
PLS-DA
PLSR
POZ

ppb

ppt
PTG
QDA
R
SAFE
SDE
SF
TPM

analysis of variance
Anisidinzahl
American Oil Chemists' Society

balanced incomplete block design

combined hedonic aroma response measurement

Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung

Deutsche Gesellschaft fiir Fettwissenschaft

Deutsches Institut fir Normung

Design of Experiments

flavor intensity
Flammenionisationsdetektor

flavor score

generalized procrustes analysis
High-Oleic Low-Linolenic Raps
high-oleic Sonnenblumendl
headspace-solid phase microextraction
Internationale Organisation fir Normung
Lebensmittel- und Futtermittelgesetzbuch
least significant difference
Massenselektiver Detektor

principal component analysis

partial least squares-discriminant analysis
partially least squares regression
Peroxidzahl

parts per billion

parts per trillion

polymerized triglycerides

quantitative deskriptive Analyse
Regressionskoeffizient

solvent assisted flavor evaporation
simultaneous distillation-extraction
Sonnenblumendl

total polar material

Seite | 7



1. Einleitung
1.1 Neuartige Pflanzenodle

Ole und Fette sind seit jeher ein wichtiger Teil der menschlichen Erndhrung. Im
MittelImeergebiet wurde schon zu Zeiten des romischen Reiches (etwa 1000 v.
Chr. — 476 n. Chr.) in groBem Umfang Olivendl gewonnen und damit gehandelt.
Durch die romischen Truppen wurde die Nutzung von Ol auch nérdlich der
Alpen verbreitet [17]. Die technische Weiterentwicklung im Ackerbau und
Kenntnisse der Saatgutauswahl ermdglichten es, etwa seit dem Mittelalter
gezielt Olsaaten anzubauen und als Lebensmittel sowie fiir verschiedene
technische Zwecke (Lampendl, Schmierdl) zu gewinnen [17].

Raps (Brassica napus) wird schon seit dem Mittelalter als Olfrucht angebaut. Er
ist wahrscheinlich aus einer spontanen interspezifischen Kreuzung aus Rubsen
(Brassica rapa) aus Asien und Kohl (Brassica oleracea) aus dem
Mittelmeerraum entstanden; diese beiden Pflanzen wurden erstmals im
Mittelalter gemeinsam kultiviert [110]. In Europa wurde Raps ab dem 13.
Jahrhundert gro3flachig zur Gewinnung des ,RUbdlIs“ als Brennstoff fur
Ollampen angebaut [98, 97, 34]. Die genutzten Rapssorten enthielten hohe
Gehalte an Erucasaure im Ol sowie hohe Gehalte an Glucosinolaten im Schrot.
Diese Inhaltsstoffe wurden jedoch mit gesundheitlichen Risiken in Verbindung
gebracht. So fihrt die erhéhte Aufnahme von Erucasaure im Tierversuch zu
pathologischen Veranderungen in Herzmuskel, Leber, Niere und Skelettmuskel
[1, 10, 39, 121] und ist daher ernahrungsphysiologisch unerwinscht [70]. Des
Weiteren ist die in fast allen Kreuzblutlerarten vorkommende Erucasaure fur
einen unangenehmen Geschmack des Ols verantwortlich und daher in einem
Speisedl nachteilig [10]. Durch in Kanada initiierte Zuchtprogramme konnte
1959 eine Rapssaatlinie (Liho) mit einem geringen Gehalt an Erucasaure
selektiert werden. Aus dieser Linie wurde durch Ruckkreuzung und gezielte
Saatgutauswahl 1968 eine auch aus agronomischer Sicht gut kultivierbare Linie
aus B. napus (Oro) sowie 1971 aus B. rapa (Span) gezlchtet [98]. Diese
Zuchtungen werden als ,Null“-Linien bezeichnet. Ein hoher Anteil an
Glucosinolaten im Rapsschrot verringert dessen Qualitat als Tierfutter. Durch
ihren senftypischen Geschmack kdnnen sie in Tierfuttermischungen eine

geringe Futterakzeptanz hervorrufen. Des Weiteren beeintrachtigen

Seite | 8



Abbauprodukte wie Isothiocyanate und schwefelhaltige Verbindungen die
Aufnahme von Jod, verursachen Leberschaden und verringern Wachstum und
Gewichtszunahme der Tiere [98, 110]. Um das Rapsschrot als Tierfutter
verwenden zu kdnnen, wurden aus einer polnischen Saatgutlinie (Bronowski),
welche einen geringen Glucosinolatgehalt aufwies, in den spaten 1950er
Jahren an der Universitat von Manitoba erstmals eine B. napus-Linie mit
geringem Erucasaure- und geringem Glucosinolatgehalt gezlchtet [98]. Diese
Zuchtung wird auch als ,Doppelnull“-Raps bezeichnet. Der Name ,Canola“
wurde 1978 von der Firma Western Canadian Oilseed Crushers angemeldet
und bezeichnete Rapslinien mit weniger als 5% Erucasaure im Ol und weniger
als 3 mg/g aliphatische Glucosinolate im Rapsschrot. 1986 wurde die Definition
fur Canola so geandert, dass sie sich auf Saatlinien der Arten B. napus und

B. rapa bezieht mit einem Erucasduregehalt im Ol von unter 2% sowie weniger
als 30umol/g Glucosinolate im getrockneten, dlfreien Schrot. Canoladl wurde
gleichzeitig als GRAS (generally recognized as safe) eingestuft 98]. Vor etwa
zwei Jahrzehnten wurde damit begonnen, die Fettsaurezusammensetzung von
pflanzlichen Speisedlen sowohl hinsichtlich erndhrungsphysiologischer als auch
technologischer Anforderungen in bestimmter Weise zu verandern [108]. Diese
Veranderungen wurden auf zwei unterschiedlichen Wegen erreicht, zum einen
durch klassische Zuchtungsmethoden, zum anderen durch gentechnische
Methoden.

Ein Beispiel fur die Verwendung von klassischen Zuchtungsmethoden ist die
Entwicklung von high-oleic Sonnenblumendl mit einem erhdéhten Anteil an
Olsaure (engl. oleic acid). Diese Ziichtungen beruhen auf Arbeiten von Soldatov
(1976), welcher mittels chemischer Mutagenese die Pervenet Sonnenblumen-
population mit einem Olsauregehalt von mehr als 65% erhielt [111]. Diese
Pervenet-Population bildete die Grundlage fur weitere high-oleic
Sonnenblumen-Zichtungen [71].

HOLLIi-Raps, also High Oleic-Low Linolenic-Raps, ist eine Varietat, welche
durch gezielte Zuchtungsmallnahmen neben einem erhdhten Gehalt an
Olsaure einen verringerten Gehalt (etwa 3%) an a-Linolenséure aufweist [7, 27,
75]. Das aus dieser Rapsvarietat gewonnene Speisedl besitzt eine hdhere
oxidative Stabilitat und ist besonders als Frittierdl geeignet [7, 27, 75, 98]. In

verschiedenen Studien wurden eine hohe Temperatur- und Oxidationsstabilitat
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sowie positive sensorische Eigenschaften der frischen und gelagerten Produkte
festgestellt, die in HOLLi-Rapsal frittiert wurden [79, 94, 126]. Der verminderte
Anteil an Linolensaure bewirkt eine Verbesserung hinsichtlich der
Geruchsqualitat bei Frittierapplikationen dieser Ole [79]. Bestimmte a-
Linolensaureabbauprodukte wie 1-Penten-3-on, (Z)-4-Heptenal oder (E,Z)-2,4-
Nonadienal konnen ein fischiges Fehlaroma in erhitzten Rapsolen und den
darin hergestellten Produkten hervorrufen [62,126].

Ein fischiges Fehlaroma wurde auch in Eiern von Hihnern festgestellt, welche
mit Rapsschrot gefuttert wurden [9, 87, 91]. Dieses Fehlaroma beruht auf dem
im Rapsschrot enthaltenen Sinapin (3,5-dimethoxy-4-hydrocinnamoylcholin).
Sinapin kann von bestimmten Hihnern, welche nicht das Enzym
Trimethylaminoxidase in der Leber produzieren, nicht verstoffwechselt werden,
weshalb es im Verdauungstrakt hydrolysiert und das dabei gebildete
Trimethylamin in das sich einwickelnde Ei gelangt [9].

Warner und Mounts (1993) konnten feststellen, dass fir ein positives
charakteristisches Frittieraroma von Pommes frites ein Anteil von bis zu 2% an
a-Linolensaure im Ol notwendig ist [126]. Barth (2009) merkt jedoch an, dass
aufgrund des verringerten Gehalts an a-Linolensaure bei HOLLi-Rapsdl das n-
6/n-3-Verhaltnis im Vergleich zu konventionellem Rapsdl vergroRert ist [7]. Die
positiven ernahrungsphysiologischen Eigenschaften des Rapsdls mit einem a-
Linolensauregehalt von etwa 9% und dem damit als gesundheitlich
empfehlenswerten niedrigen n-6/n-3-Verhaltnis von 2,0:1 ist im HOLLi-Rapsol
nicht mehr gegeben [7]. Barth (2009) schlagt daher vor, fur HOLLi-Raps,
welches aus technologischen Griinden (z.B. zum Frittieren) eingesetzt wird,
eine neue Produktbezeichnung zu finden, um eine Verwirrung des
Verbrauchers zu vermeiden [7].Beispiele flir die Entwicklung von neuartigen
Speisedlen durch gentechnische Methoden wie beispielsweise dem post-
transcriptional gene silencing oder der Haploidtechnik sind die Entwicklung von
high-oleic Sojadl [20] oder Rapsoél mit 40% Stearinsaure und 40% Laurinsaure
[3]. Durch die Nutzung gentechnischer Methoden war es méglich, Ole mit einer
Vielzahl an Fettsaureprofilen zu entwickeln, welche prazise an die jeweiligen
ernahrungsphysiologischen oder technologischen Anwendungen angepasst
sind. Nachteilig fur Verwendung und Vermarktung dieser auf gentechnischen
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Zuchtungsmethoden basierten Speisedle in Europa ist jedoch die Anwendung

einer von vielen Konsumenten nicht erwtinschten Ziuchtungsform [43].

Besonders die neuartigen high-oleic Ole weisen ein ernahrungsphysiologisch
vorteilhaftes Fettsaurespektrum mit einem hohen bis sehr hohen Anteil an
einfach ungesattigter Olsaure sowie einem geringen Anteil an geséttigten
Fettsauren auf (Tabelle 1). Die Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung stellt in
ihrem Positionspaper aus 2011 fest, dass verschiedene Fettsauren
unterschiedliche Auswirkungen auf die Entstehung ernahrungsmitbedingter
Krankheiten (z.B. Adipositas, Diabetes mellitus Typ 2, koronare
Herzerkrankungen oder bestimmte Krebsarten) haben und diese qualitativen
Aspekte in zuklnftigen DGE-Ernahrungsempfehlungen und —
Beratungsstandards noch starker berucksichtigt werden sollen [30]. Unter
anderem wird besonders darauf hingewiesen, dass der Ersatz von gesattigten
Fettsauren durch mehrfach ungesattigte n-6 und n-3 Fettsduren das Risiko flr
koronare Herzerkrankungen senkt [30]. Als Richtwerte fur die Fettzufuhr werden
30-35 EN% empfohlen, wobei das Verhaltnis von ungesattigten zu gesattigten
Fettsauren mindestens 2:1 betragen sollte [30]. Bei den im Rahmen der Studien
untersuchten Speisedlen sind diesbezliglich besonders die high-oleic Ole sowie
das konventionelle Rapsol hervorzuheben, bei denen das Verhaltnis
ungesattigte zu gesattigte Fettsauren grofler 10 liegt (Tabelle 1). Auch
bezuglich der DGE-Ernahrungsempfehlung, ein Verhaltnis von n-6:n-3-
Fettsauren von 5:1 anzustreben [29, 30], sind die beiden Rapsolvarianten,
insbesondere das high-oleic Rapsol mit einem Verhaltnis von 3,8:1

empfehlenswert (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Hauptfettsduren (% Fettsduremethylester) in den in dieser Arbeit untersuchten Speisedlen; SF:

Sonnenblumendl, HOSF: high-oleic Sonnenblumendl, RO: Rapsdél, HORO: high-oleic Rapsél, PO:

Palmolein

SF HOSF RO HORO PO
C14:0 n.d. n.d. n.d. n.d. 1,3+ 0,1
C16:0 7,1 £ 0,2 45+ 03 50+ 02 43+ 02| 430+ 08
C18:0 33+ 0,1 27+ 0,1 1,6 £ 0,1 1,6 + 0,1 3,7+ 0,2
C18:1¢c9 31,5+ 0,6] 839+ 07| 629+ 01 754 + 0,2 403 + 04
C18:2c¢9,t12 03+ 0,1 0,1+ 0,1 0,1+ 0,1 0,1+ 0,1 03+ 0,1
C18:2t9,c12 02+ 03 n.d. 0,1+ 0,1 0,1+ 0,1 03+ 0,1
C18:2¢9,c12 56,0 £ 0,9 75+ 0,6 194+ 0,1 123+ 0,1 9,7+ 0,3
C18:3¢9,c12,cl5 n.d. n.d. 76 £ 0,1 33+ 0,1 n.d.
C20:1 n.d. n.d. 14+ 01 1,2+ 0,1 n.d.
Y SAFA 10,4 7,2 6,6 5,9 479
¥ MUFA 31,5 83,9 64,3 76,7 40,3
2 PUFA 56,5 7,6 27,2 15,7 10,3
Ratio (MUFA+PUFA)/SAFA 8,5 12,7 13,9 15,7 1,1
Ratio n-6/n-3 - - 2,6 3,8 --

n.d. nicht detektierbar (<0,05%)

Fir die vorliegende Arbeit wurden high-oleic Speisedle (high-oleic Rapsdl und

high-oleic Sonnenblumendl) herangezogen, da diese durch den hohen Anteil an

Olsaure besondere oxidative Stabilitét gegeniiber thermischen Belastungen

aufweisen.

1.2 Lipidoxidation

Wahrend der Lipidoxidation entstehen aus den durch den Einfluss von Warme,

Licht und anderen Oxidantien gebildeten Lipidhydroperoxiden sowohl nicht-

flichtige als auch flichtige Reaktionsprodukte (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Autoxidation von ungesittigten Lipiden als Funktion der Zeit (aus [51])

Zu den nicht-flichtigen Oxidationsprodukten zahlen beispielsweise die schon
erwahnten primar gebildeten Hydroperoxide, freie Fettsduren oder auch
besonders durch Warmeeinwirkung gebildete Polymere und Kondensations-
produkte. Fur diese Reaktionsprodukte wurden verschiedene Messparameter
(z.B. Peroxidzahl, TOTOX-Zahl oder der Gehalt an polymerisierten
Triglyceriden) entwickelt und entsprechende Richtwerte empfohlen, anhand
derer die Qualitat und der oxidative Status eines Speisedls beurteilt werden
kann [31].

Die Peroxidzahl (POZ) gibt den Gehalt an Hydroperoxiden in Fetten und Olen,
ausgedruckt in Milli-aquivalent Sauerstoff, an [80]. Methoden zur Bestimmung
der POZ sind beispielsweise in der DGF-Einheitsmethode C-VI 6a oder in der
AOCS-Methode Cd 8b-90 beschrieben. Als Qualitatsbewertungskriterium wird
fur die POZ in den Leitsatzen fur Speisefette und Speisedle flr kaltgepresste
Speisedle ein Wert von < 10 meq O/kg, fur raffinierte Speisedle von

< 5 meq O,/kg als akzeptabel angegeben [16]. Die photometrische Ermittlung
der Anisidinzahl (AnZ) gibt den Gehalt an Aldehyden in einer Olprobe an [80].
Die Intensitat des Reaktionsproduktes aus Aldehyden mit para-Anisidin ist
abhangig von der Struktur der vorliegenden Aldehyde. Einfach ungesattigte
Aldehyde erhdhen die AnZ starker als gesattigte [80]. Methoden zur
Bestimmung der AnZ sind beispielsweise in der DGF-Einheitsmethode C-VI 6e
oder in der AOCS-Methode Cd 18-90 beschrieben. Als Zusammenfassung der

Seite | 13



Kennzahlen fur primare (POZ) und sekundare (AnZ) Oxidationsprodukte wurde
die TOTOX-Zahl entwickelt (Formel 1) [32]:

(1) TOTOX = 2*POZ + AnZ

Empfohlene Grenzwerte fur die Totoxzahl liegen fur kaltgepresste Speisedle bei
20 bzw. fur raffinierte Speiseole bei 10 [80].

Ein Nachteil der analytischen Parameter ist, dass sie nur unzureichend die
sensorischen Eigenschaften eines Speisedls widerspiegeln [80]. Die
sensorische Qualitat ist jedoch fir den Konsumenten von entscheidender
Bedeutung und wird auch in der amtlichen Lebensmitteuberwachung als
ausschlaggebendes Kriterium fur die Verzehrsfahigkeit einer Probe behandelt
[12, 16]. Schon geringste Konzentrationen an flichtigen aromaaktiven
Verbindungen kdnnen bei einer niedrigen Geruchsschwelle einen grofl3en
Einfluss auf den sensorischen Eindruck einer Speisedlprobe haben [54].

Die sensorische Begutachtung ist fur die Qualitatsbeurteilung von Speisedlen
von grofRer Bedeutung. In den Leitsatzen fur Speisefette und Speisedle [16]
stehen die sensorischen Parameter zur Beurteilung der Qualitat einer Probe an
erster Stelle. In den amtlichen Mitteilungen des Bundesamtes fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) wird bei der Beurteilung
der Verzehrsfahigkeit von Frittierfetten der sensorische Befund (also die
sachkundige Beurteilung des Aussehens, des Geruchs und des Geschmacks)
in den Vordergrund gestellt [12]. Weitere chemische Parameter (z.B. Saurezahl,
Peroxidzahl, Totox-Zahl, polymere Triglyceride, etc.) dienen anschlielend zur
Objektivierung eines negativen Befundes [12]. Auch in der wissenschaftlichen
Fachliteratur wurde beschrieben, dass zur Beurteilung der Qualitat von
Speisedlen, besonders Frittierdlen, neben den analytischen Parametern die
Beurteilung von Geruch und Geschmack sowohl des Ols als auch der darin
hergestellten Produkte ausschlaggebend ist [77, 80, 81, 123, 124, 125].
Traditionelle analytische Strategien zur Qualitatsuntersuchung verwenden
nallchemische Methoden, um bestimmte Qualitdtsparameter zu Uberprufen.
Relativ neu ist das Konzept der OI- und Fettklassifizierung anhand des Profils

der flichtigen Komponenten. Diese haben einen entscheidenden Einfluss auf
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die sensorischen Eigenschaften von Fetten und Olen, weshalb die
Untersuchung der fluchtigen Komponenten ein nutzliches Hilfsmittel zur
Differenzierung von Speisedlen unterschiedlicher Qualitat darstellt [119]. Da die
neuen Untersuchungsmethoden eine Vielzahl an Daten einschlie3t, werden zur
Bewertung multivariate statistische Methoden bendétigt [119]. Das Profil der
flichtigen Komponenten wurde schon erfolgreich zur Differenzierung von

verschiedenen Olsorten angewendet. [35, 119].

Die Reaktionswege der gebildeten Hydroperoxide zu den charakteristischen
sekundaren fluchtigen Oxidationsprodukten wurden u.a. von Grosch (1987)
dargestellt (Abbildung 2) [55]. Typische Oxidationsprodukte sind besonders
durch niedrige Geruchsschwellen gekennzeichnet (Tabelle 2). Fir flichtige
Lipidoxidationsprodukte gibt es jedoch keine Empfehlung, welche Substanzen
als Indikatorverbindungen mit besonderer sensorischer Relevanz fur die
Bewertung des oxidativen Status einer Speisedlprobe herangezogen werden
konnten.
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0‘01~1

L

® (A
RI—<:1<I=CH—:c:I:H-g-R2

@ o Y

s o
o “,

S

i —_ R2
R'—CH=CH-* + OCH—R? R!—CH==CH—CHO + "R -

HO" RH N
S %&»R' g °UF

R2—OH R*-H
R'—CH=CH—OH R!—CH=CH;

1

R'—CH,—CHO

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Reaktionswege der homolytischen Spaltung von
Monohydroperoxiden; R' und R%: organische Molekiilreste (nach [55])
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Tabelle 2: Bei der Autoxidation ungesittigter Fettsduren entstehende fliichtige Verbindungen (nach [8]) und deren Geruchsschwelle in pg/L Ol (nach [102])

Olsiure Linolsdure Linolensdure
Geruchsschwelle Geruchsschwelle Geruchsschwelle
Substanz Geruchseindruck [ug/L Ol Substanz Geruchseindruck [ug/L Ol Substanz Geruchseindruck [ug/L Ol
techend,
Heptanal fettig 50-3200(Pentanal stecnen . 150-240(Propanal |6semittelartig 9,4-68
mandelartig
. . . stRlich, grun,
Octanal fettig 56-900|Hexanal talgig, blattartig 73-300|1-Penten-3-on .
metallisch
Nonanal talgig, fruchtig 206-13400(Heptanal fettig 50-3200|E-2-Butenal stechend
(] halen- fettig, techend,
Decanal rangenschalen 850-6700| E-2-Heptenal ewe 750-3750|E-2-Pentenal stecnen 600-2300
artig, blumig mandelartig apfelartig
talgig, orangen- ) i
(E)-2-Decenal artig 150-33800|Octanal fettig 56-900|Z-2-Pentenal grin
o pilzartig, . )
(E)-2-Undecenal siRlich 1-Octen-3-on | 0,3-10|E-3-Hexenal grun, blumig
metallisch
Z-2-Octenal walnussartig 50(z-3-Hexenal blattartig 1,2-1,7
X ) fettig,
E-2-Octenal fettig, nussig 125-7000|E-2-Heptenal X 750-3750
mandelartig
Z-3-Nonenal gurkenartig 35-250|E,Z-2,4-Heptadienal frittiert 50-4000
E-3-Nonenal fettig E,E-2,4-Heptadienal fettig 30-10000!
uBlich,
Z-2-Nonenal fettig, blattartig 0,6-4,5|Z,2-2,5-Octadienal sublic .
melonenartig
talgig, . . .
E-2-Nonenal ) 66-900|3,5-Octadien-2-on  fettig, fruchtig 200-300
gurkenartig
eranienartig,
Z-2-Decenal talgig Z-1,5-Octadien3-on 8 I, '8 0,03-0,45
metallisch
E,E-2,4-Nonadienal fettig 460-2500|E,Z-2,6-Nonadienal gurkenartig 1,4-3,8
E,Z-2,4-Decadienal frittiert 41-180|2,4,7-Decatrienal fettig, stechend
E,E-2,4-Decadienal frittiert 4
trans-4,5-Epoxy-E-2-decenal metallisch, griin 1,33
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Die Profile der fluchtigen Komponenten aus oxidierten Speisedlen ist
umfassend publiziert, beispielsweise fur Sonnenblumendl [59, 68, 88, 113],
Rapsdl [63, 64], Palmdl [37] oder Olivendl [6, 67,69, 120]. Im Gegensatz dazu
wurde die qualitative und quantitative Zusammensetzung der fllchtigen
Oxidationsprodukte aus neuartigen high-oleic Speisedlen erst in geringem
Umfang untersucht. Smith et al. (2007) untersuchten den Gehalt an fluchtigen
Komponenten in verschiedenen Speiseolen, darunter aus high-oleic
Sonnenblumendl [109]. Die héhere thermische Stabilitat des high-oleic
Sonnenblumendls gegenuber konventionellem Sonnenblumendl wurde anhand
des wesentlich geringeren Gehalts an flichtigen organischen Komponenten im
high-oleic Sonnenblumendl gezeigt [109]. Romano et al. (2013) differenzierten
mithilfe einer Hauptkomponentenanalyse der summierten Gehalte an flichtigen
organischen Verbindungen konventionelle und high-oleic Sonnenblumendle
eines Frittierversuches [100]. Diese Summenparameter korrelierten nicht mit
dem Gehalt an polaren Komponenten [100]. Lee und Pangloli (2013)
untersuchten die Gehalte an fliichtigen Komponenten aus Kartoffelchips,
welche in mid-oleic Sonnenblumendl frittiert wurden [73]. Es konnten 16
Substanzen des Profils der fluchtigen Komponenten identifiziert werden, aus
denen geschlussfolgert wurde, dass die so hergestellten Kartoffelchips auch
nach sechs Wochen Lagerung noch das gewtlinschte Frittieraroma aufweisen
[73]. Es wurden jedoch keine sensorischen oder olfaktometrischen
Untersuchungen der Kartoffelchips durchgefuhrt, weshalb es sich bei den
Schlussfolgerungen nur um Vermutungen anhand der identifizierten fllichtigen
Komponenten handelt. Matthaus (2009) untersuchte im Rahmen eines
Frittierversuches auch die flichtigen Komponenten aus high-oleic Rapsol [78].
Als Markersubstanz flr den oxidativen Verderb der untersuchten Speisedle
wurde jedoch nur Hexanal herangezogen, das Profil der fluchtigen
Komponenten aus high-oleic Rapsol wurde nicht publiziert [78].

Wie zuvor dargestellt, besteht noch weiterer Informationsbedarf bezuglich der
Profile der fluchtigen Komponenten aus neuartigen Speisedlen im Vergleich zu
den gut untersuchten konventionellen Varietaten. Ferner ist zu untersuchen,
welche Substanzen dieser Profile von besonderer Relevanz fur das Aroma und
somit fur die Qualitatsbewertung der neuartigen Speisedle bedeutend sind.
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1.3 Aromaanalytik

Die Aromaanalyse kann in zwei Teilschritte eingeteilt werden. Die erste Phase
beinhaltet die Auswahl einer geeigneten Methode zur Isolation der flichtigen
Komponenten. Die Extraktionsmethode hat einen entscheidenden Einfluss auf
das Aromakomponentenprofil [96]. Als gebrauchliche Extraktionsmethoden sind
neben Destillationsmethoden, der Fllssig-flissig-Extraktion oder der simultanen
Destillation-Extraktion (simultaneous destillation-extraction (SDE)) auch die
statischen und dynamischen Headspace-Analyseverfahren sowie die HS-
SPME-Methode zu nennen [63]. Ein Vorteil der Headspace-Methoden
gegenuber den Destillationsverfahren ist die geringere thermische Belastung
der Probe [96]. Hierdurch wird die Gefahr von unerwiinschten Reaktionen,
welche die Aromazusammensetzung der Probe verandern, verringert. Auch
sind sehr leichtflichtige Aromastoffe mittels Headspace-Verfahren besser
erfassbar [96]. Als Einschrankung der Headspace-Verfahren ist beispielsweise
bei der statischen Headspace-Analyse die relativ geringe Empfindlichkeit zu
nennen, weshalb mit dieser Methode nur Verbindungen mit héherer
Konzentration extrahierbar sind. Besser geeignet sind dymanische Headspace-
Verfahren, bei denen durch die Aufkonzentrierung des Analyten z.B. auf Tenax
TA, Porapak Q oder Lichrolut EN die Empfindlichkeit erhdht werden kann [96].
Problematisch ist jedoch, dass durch diese Aufkonzentrierung die
ursprunglichen Konzentrationsverhaltnisse der flichtigen Verbindungen
verandert werden konnen [96]. Idealerweise sollte die Extraktionsmethode ein
reprasentatives Profil der relevanten Aromaverbindungen ergeben [118]. In den
letzten Jahren wurde zur Extraktion von aroma-aktiven flichtigen Verbindungen
vermehrt die Headspace-Festfasenmikroextraktion (headspace-solid phase
microextration, HS-SPME) eingesetzt [63]. Hierbei ist besonders die
Optimierung der Extraktionsbedingungen (Fasermaterialien,
Extrationstemperatur, Extrationszeit) wichtig, um die Aromaverbindungen
reproduzierbar mit einer hohen Empfindlichkeit bei niedrigen Temperaturen zu

extrahieren [96].

Die Solvent Assisted Flavor Evaporation (SAFE) ist eine Methode zur
Anreicherung fluchtiger Verbindungen. Dabei wird die Lebensmittelprobe mit
einem LOosungsmittel versetzt und in einen Scheidetrichter gegeben. Die Losung
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wird tropfenweise in einen Vakuumkolben uberfuhrt, wobei das Losungsmittel
mit den flichtigen Verbindungen verdampft und anschlief3end in einer Kuhlfalle
ausgefroren wird [18]. Die so entstandene Lésung wird bei moderaten
Temperaturen abdestilliert und kann anschlielliend gaschromatographisch
analysiert werden. Nachteilig an der SAFE-Methode ist der enorme
Zeitaufwand, der bis zu mehreren Tagen in Anspruch nehmen kann. Vorteilhaft
ist jedoch, dass auf diese Weise auch sehr grof3e Probenvolumina angereichert
werden konnen und die Nutzung von leichtsiedenden Losungsmitteln eine
schonende Extraktion der sehr reaktiven fluchtigen Verbindungen bei niedrigen

Temperaturen ermoglicht [18].

Die zweite Phase der Aromaanalyse beinhaltet die Auswahl der flur das Aroma
der Probe relevanten fliichtigen Komponenten aus der Gesamtheit der
extrahierten fliichtigen Verbindungen. Die Auswahl kann basierend auf
chemisch-analytischen Untersuchungen auf der Verwendung des odor index
beruhen. Der odor index dient zur Bestimmung derjenigen Hauptgeruchsstoffe
aus der Gesamtheit der in einer Probe vorhandenen flichtigen Substanzen,
welche den groten Einfluss auf die Geruchswirkung der Proben haben [48,
106]. Zur Berechnung des odor index werden die Peakflachen einer mittels
GC/MS untersuchten Substanz aus einer Probe mit der entsprechenden
bekannten Geruchsschwelle dieses Stoffes ins Verhaltnis gesetzt. Uber den
Anteil eines odor index an der Summe aller odor indices der Probe kann dessen
prozentualer Anteil, ausgedruckt als relativer odor index, abgeschatzt werden
[106]. Entsprechend des Anteils konnen so die fur den Geruch relevanten

Substanzen ausgewahlt werden (vgl. Formel 2 und Formel 3) [106].

a

@ o=
0I;
@) Ol=glt

mit Ol Odor-Index des Stoffes i
Olri relative Odour-Index des Stoffes | [%] (Anteil am Gesamtgeruch)
a Peakflache des Stoffes i
OT; Geruchsschwelle des Stoffes i

n Anzahl der in der Probe identifizierten Geruchsstoffe

Seite | 19



Eine weitere Moglichkeit zur Bewertung der Relevanz einer Komponente fur
das Gesamtaroma besteht in der Nutzung der GC-Olfaktometrie [26, 116, 118].
Dabei wird durch Splitting des Tragergasstromes nach der GC-Saule die Probe
gleichzeitig an einem Detektor (z.B. Flammenionisationsdetektor (FID),
massenselektiver Detektor (MSD), etc.) und an einem sniffing port detektiert.
Neben der Identifizierung und Quantifizierung der Substanzen ist so auch eine
Beurteilung des Geruchseindrucks der Substanz erfassbar.

Um die Relevanz einer Einzelkomponente auf das Aroma einer Probe
abzuschatzen, entwickelten Rothe und Thomas (1963) das Aromawertkonzept
[101]. Je hoher der Aromawert (Ay), welcher sich als Quotient der Konzentration
der Aromakomponente (c«) und des Geruchsschwellenwertes der
Aromakomponente (ayx) errechnet, desto groRRer ist nach diesem Konzept die
Bedeutung des entsprechenden Stoffes fur das Aroma des Lebensmittels
(Formel 4, nach [8]).

“4) A =2

Ax

Laut Definition tragt eine Substanz erst zum Gesamtaroma bei, wenn deren
Aromawert grofder eins ist. Die Begriffe ,odour unit® [57], ,odor value® [86] oder
,odour activity value“ [2] sind synonym zum Begriff “Aromawert” zu verwenden.
Das Aromawertkonzept ermoglicht eine grobe Abschatzung der Aromarelevanz
[8]. Zur Fokussierung auf relativ wenige Verbindungen, die einen wesentlichen
Beitrag zum Aroma eines Lebensmittels haben, konnen beispielsweise

Verdunnungsanalysen herangezogen werden.

Zur Quantifizierung von flichtigen Verbindungen wird haufig die
Isotopenverdinnungsanalyse genutzt [47, 103, 104]. Bei dieser Methode erfolgt
die Quantifizierung Uber die massenspektrometrische Messung von
stabilisotopenmarkierten, internen Standards. Der Vorteil dieser Methode liegt
in den identischen chemischen und physikalischen Eigenschaften der Analyten
und des Standards [53]. Des Weiteren werden Standardadditionsverfahren oder

externe Kalibrationen angewendet [22].
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Verdiinnungsanalysen / dilution-to-threshold methods

Zu den Verdinnungsanalysen (engl. dilution-to-threshold methods) zahlen die
von Grosch und Mitarbeitern vorgestellte Methode der Aromaextraktver-
dinnungsanalyse (engl. aroma extract dilution analysis, AEDA) [105, 107, 116].
Bei dieser Methode wird sukzessive der Aromaextrakt 1+1 (v/v) mit
Lésungsmittel verdunnt und jede Verdinnungsstufe mittels GC-O solange
untersucht, bis kein Aroma mehr wahrgenommen werden kann (d.h. die
Wahrnehmungsschwelle der Substanz in Luft erreicht worden ist). Die letzte
Verdinnungsstufe, in der noch ein Geruchseindruck wahrgenommen werden
kann, wird als Verdunnungsfaktor oder Flavor Dilution (FD) Faktor bezeichnet

(Abbildung 3).
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Abbildung 3: Aromaextraktverdiinnungsanalyse; FD: Flavor Dilution, (nach [28])

Eine aufwandigere Variante der Verdinnungsanalyse ist die Charm-Analyse
(Charm: Combined Hedonic Aroma Response Measurement) nach Acree et al.
(1984) [2]. Hierbei wird zusatzlich zur Retentionszeit, zu der ein Geruch
wahrgenommen wird, noch die zeitliche Dauer des Geruchseindrucks mit
berucksichtigt. Die durch Integration der Peakflache erhaltenen Charm-Werte
sind ebenso wie die FD-Faktoren proportional zu den Aromawerten der
Substanz (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Combined Hedonic Aroma Response Measurement (Charm)- Analyse; dv: dilution
value, F: Verdiinnungsfaktor, n: Anzahl der iibereinstimmenden Geruchswahrnehmungen, di:
Retentionsindex (nach [28] und [8])

Aromawerte, FD-Faktoren und Charm-Werte sind alle von der Konzentration
der Substanz abhangige Parameter, sie sind jedoch kein Mal3stab fir eine
sensorisch empfundene Geruchsintensitat oder geben Informationen Gber den
Geruchseindruck [56].

Detektionsh&ufigkeit / Detection frequency method

Um die Relevanz einer Substanz fur den Geruchseindruck einer Probe
einschatzen zu kénnen, entwickelten Linssen et al. (1993) die detection
frequency method zur olfaktometrischen Detektion von Losungsmittel-
rickstanden in Trinkwasser [74]. Bei diesem Ansatz wird die Anzahl der
Panelisten, die zu einer bestimmten Retentionszeit gleichzeitig einen
Geruchseindruck wahrnehmen, als Mal} fur die Relevanz einer Substanz
angesehen (Abbildung 5). Je mehr Panelisten gleichzeitig einen
Geruchseindruck detektieren, desto grof3er wird die sensorische Relevanz

dieser Substanz eingeschatzt.
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Abbildung 5: Beispiel fiir ein detection frequency Aromagram (DF: detection frequency, LRI:
linearer Retentionsindex; nach [24])

Die Methode ist jedoch nur bedingt zur Bewertung der Geruchsintensitat
geeignet. Wenn alle Panelisten eine bestimmte Aromakomponente
wahrnehmen (d.h. 100% der Panelisten einen Geruchseindruck detektieren),
bewirkt eine weitere Konzentrationssteigerung, welche eventuell auch mit einer
Steigerung der Geruchsintensitat verbunden ist, keinen Anstieg der detection

frequency [28].

Intensitadtsmethoden / Intensity methods

McDaniel et al. (1993) stellte mit der OSME-Methode (OSME: griechisch fur
“Geruch”; Abbildung 6) eine Moéglichkeit der kontinuierlichen Beurteilung der
Geruchsintensitat (time intensity method) vor [25, 82, 85]. Mit einem trainierten,
mehrkopfigen Panel wurde mittels eines elektrischen Signalgebers wahrend
einer GC-O-Analyse die empfundene Geruchsdauer und -intensitat
aufgenommen, um diese anschlielRend mit der Konzentration der aromaaktiven
Verbindung zu korrelieren. Ein so aufgezeichnetes OSMEgram ist vergleichbar
mit einem GC-Chromatogramm und wird Uber die Integration der Peakflachen
ausgewertet (Abbildung 6). Die OSME-Analyse unterscheidet sich vor allem von
AEDA und Charm-Analyse dadurch, dass sie nicht auf den
Geruchsschwellenwerten, sondern auf der wahrgenommenen Geruchsintensitat

basiert [85, 95].
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Abbildung 6: Beispiel fiir ein OSMEgram (Imax: maximale Intensitat; nach [95])

Ahnliche Methoden wurden von Guichard et al. (1995) und Etiévant et al. (1999)
entwickelt [42, 58]. Guichard et al. (1995) untersuchten zwei Methoden zur
Bestimmung der Geruchsintensitat von olfaktometrischen Signalen aus einer
Modelllésung (sechs Aromakomponenten in Dichlormethan) [58]. Bei der ersten
Methode wurde die Intensitat anhand einer PC-Maus, welche entlang einer

60 cm-Skala bewegt werden konnte, abgebildet, bei der zweiten Methode
wurde die Spannweite zwischen Daumen und Zeigefinger mithilfe eines an ein
Computersystem angeschlossenen Rheostat zur Darstellung der empfundenen
Geruchsintensitat verwendet [58]. Es zeigt sich, dass sich die Empfindlichkeit
der beiden Intensitatsbewertungsmethoden nicht signifikant unterschieden hat.
Es wurde jedoch deutlich, dass die Varianz sowohl zwischen den Panelisten als
auch bei Wiederholungsmessungen einer Probe durch eine Person sehr grol3
war [58]. Die Ergebnisse der Intensitatsbewertungen wurden mit den
Ergebnissen einer Charm-Analyse verglichen. Es zeigte sich, dass die
Ergebnisse der Intensitatsbewertung mit denen der Charm-Analyse bezlglich
der Relevanz der untersuchten Aromastoffe in der Modellldsung vergleichbar
waren, bei der Intensitatsbewertungsmethode die Daten jedoch wesentlich
schneller vorlagen [58].

Etiévant et al. (1999) stellen ebenfalls eine Methode zur Beurteilung der

Geruchsintensitat mithilfe des ,cross-modal matching“ vor und nutzen dazu
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auch die Fingerspannweite als MaR fur die wahrgenommene Geruchsintensitat
[42]. Ziel der Untersuchung war es, die Fahigkeit des Panels, unterschiedliche
Proben anhand einer direkten Intensitatsbewertung zu differenzieren, zu
bestimmen [42]. Als Proben wurden unterschiedliche Konzentrationen einer
Modelllésung aus elf Aromasubstanzen in Dichlormethan genutzt. Zur
,Selbstkalibrierung” wurden die Panelisten angewiesen, den ersten
wahrgenommenen Geruch mit der maximal moglichen Spannweite zu
bewerten, da es sich immer um die hochste Konzentration an geruchsaktiver
Substanz handelte [42]. Zur Auswertung wurde pro angezeigtem
Geruchseindruck nur das hochste Signal, d.h. die Peakhdhe, herangezogen, da
dieses eine bessere Differenzierung der Proben ermdglichte [42].

Bei allen Intensitatsbewertungsmethoden konnte jedoch festgestellt werden,
dass die Reproduzierbarkeit der Einzelpersonen relativ schlecht beurteilt wurde,
was die Wichtigkeit der Nutzung eines mehrkdopfigen, geschulten Panels zur
Verringerung der Varianz bei dieser Art von GC-O-Untersuchungen deutlich
macht [42, 58, 117].

Bei der sogenannten posterior intensity method wird die empfundene
Geruchsintensitat durch den Panelisten anhand einer vorgegebenen Skala
bewertet, nachdem die Substanz am sniffing port des GCs detektiert worden ist
[24]. Diese Methoden sind als eine Art Hybridmethoden anzusehen, die sowonhl
Aspekte der time intensity als auch der detection frequency Methoden mit
beinhalten [76].

Aromarekonstitution & Weglassversuche

Eine weitere Moglichkeit, die Relevanz einer Substanz flr das Aroma einer
Probe zu Uberprifen, stellen Rekonstitutions- und Weglass-Versuche dar [65].
Dabei werden die identifizierten fllichtigen Substanzen entsprechend ihrem
Anteil am Gesamtaroma miteinander gemischt und sensorisch mit einer
Mischung verglichen, bei der eine der identifizierten Substanzen nicht in der
Vergleichsmischung enthalten ist. Wird ein sensorisch wahrnehmbarer

Unterschied zwischen den beiden Mischungen festgestellt, so wird die
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entsprechende Substanz als fur das Aroma der Probe relevant angesehen [65].
Auf diese Weise kdnnen auch in der Mischung auftretende synergistische [83,

131] und suppressive [14, 15] Effekte untersucht werden.

Der Aufbau und Unterhalt eines gut geschulten sensorischen Panels kann zeit-
und kostenaufwandig sein, weshalb es fur die Lebensmittelindustrie attraktiv
sein kann, neue Methodiken und Analysensysteme zu entwickeln, welche
verlassliche und kosten-effektive Ergebnisse liefern [52]. Hier bieten sich
biomimetische Systeme an wie beispielsweise die elektronischen Nasen flur die
Aromaanalytik [52]. Elektronische Nasen (engl. electronic nose, e-nose) sind
vergleichbar aufgebaut wie das olfaktorische System des Menschen [5, 52]. Bei
diesem gelangen die flichtigen Substanzen durch die Nase sowie wahrend des
Kauens auf retronasalem Weg zum Riechepithel, einem etwa 5 cm? grof3en
Bereich in der oberen Nasenmuschel [5]. Hier reagieren die flichtigen
Substanzen mit chemosensorischen Rezeptoren, wodurch ein elektrisches
Signal an das Gehirn geleitet wird. Das durch einen Geruch entstehende
Signalmuster wird vom Gehirn mit den schon bekannten Geruchsmustern
verglichen, um den Geruch zu identifizieren und zuzuordnen. Vergleichbar
hierzu ist das Konzept der elektronischen Nase aufgebaut. Dabei wird eine
Gasprobe Uber eine Sensorflache geleitet, wobei auch hier bestimmte fliichtige
Komponenten mit den Sensoren reagieren und ein Signalmuster erzeugen.
Diese werden dann mittels geeigneter statistischer Software mit bereits
gespeicherten Geruchsmustern (sog. fingerprints) verglichen [5, 18]. Ebenso
wie das humane olfaktometrische System kdnnen elektronische Nasen durch
Training und Speicherfunktionen der Software neue Muster erlernen. Es ist
jedoch notwendig, dieses Training mit den Bewertungen eines klassischen
Sensorikpanels zu verknupfen, um fir den Geruch relevante Muster zu
identifizieren [5]. Fur viele Substanzen ist die Empfindlichkeit einer
elektronischen Nase vergleichbar mit der Empfindlichkeit der menschlichen
Nase. Die menschliche Nase ist jedoch flir bestimmte Substanzen,
beispielsweise Thiole, Pyrazine oder bestimmte Aldehyde [38] besonders
empfindlich (ppt-Bereich mit Ansprechzeiten in Millisekunden) im Vergleich zu

elektronischen Nasen (ppb-Bereich mit Ansprechzeiten in Sekunden) [5]. Es ist
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bei der Verwendung von elektronischen Nasen von grofter Wichtigkeit, dass
eine Kalibrierung mit einem umfassenden und reprasentativen Probensatz
erfolgt, um zu differenzierende unbekannte Proben mit ausreichender
Sicherheit untersuchen zu kénnen [18].

Eingesetzt werden elektronische Nasen beispielsweise im Bereich der
Qualitatskontrolle. Falasconi et al. (2012) betrachten die Einsatzmoglichkeiten
von elektronischen Nasen in der mikrobiologischen Qualitatskontrolle [44]. Die
Autoren sehen die Empfindlichkeit sowie die Korrelation mit Ergebnissen aus
klassischen mikrobiologischen Analysen als Starke der elektronischen Nasen.
Positiv werden auch die schnelle Analysezeit, der Preis sowie die einfache
Handhabung bewertet. Als nachteilig werden die teilweise geringe Selektivitat
der Sensorsysteme gesehen sowie die fehlender
Quantifizierungsmaglichkeiten. Die elektronschien Nasen werden aktuell
dahingehend weiterentwickelt, sind jedoch immer auf die der genutzten
Software zugrunde liegenden Vergleichsdaten und ein ausgiebiges Training

angewiesen [44].

Zur VerknUpfung und Korrelation von instrumentell-analytischen Aromadaten
(GC-0) und sensorischen Bewertungen, beispielsweise aus Profilprifungen
nach DIN 10967-1 [36] oder QDA [112], werden statistische Verfahren
herangezogen. Die meisten Korrelationsmethoden gehen von einer linearen
Beziehung zwischen den zu untersuchenden Variablen aus [21]. Der am
haufigsten angewendete Korrelationskoeffizient ist der nach Pearson [21]. Des
Weiteren kdnnen auch verschiedene multivariate statistische Methoden
eingesetzt werden, z.B. die Faktoranalyse [13, 90], die
Hauptkomponentenanalyse (principal component analysis, PCA) [21, 72, 115]
oder die Clusteranalyse [21]. Problematisch bei diesen Methoden ist, dass es
nur selten eine lineare Beziehung zwischen dem sensorischen Eindruck und
der chemischen Zusammensetzung einer Probe gibt [21]. Es wurde auch
berichtet, dass sich bei bestimmten flichtigen Komponenten (z.B. Pentan) der
Geruchseindruck mit steigender Konzentration verandert [21].

Wenn unabhangige und abhangige Variablen zu untersuchen sind, werden

Regressionsanalysen genutzt, um die Entwicklung einer Variablen basierend

Seite | 27



auf den Messwerten mehrerer weiterer Parameter zu beschreiben [21].
Beispiele hierflr sind die partial least square regression (PLSR) [115, 119] oder
die generalized procrustes analysis (GPA) [21]. Bei der Nutzung der
statistischen Methoden sollte bedacht werden, dass verschiedene Methoden
auch unterschiedliche Verknupfungen zwischen den Parametern ermitteln
konnen. Eine weitere Analyse und entsprechende Fachkenntnis der
untersuchten Lebensmittel ist daher zumeist notwendig zur sinnvollen Nutzung

der statistischen Daten [21].

1.4 Methodenoptimierung

Wenn fur die Aromaanalyse einer Probe die SPME als Extraktionsmethode
gewahlt wird, ist es notwendig, die Extraktionsparameter wie Fasermaterial,
Extraktionszeit, Extrationstemperatur etc. zu optimieren (vgl. Kap 1.3). Zur
Optimierung bieten sich die Anwendung statistisch-mathematischer Verfahren
zur Planung von Experimenten (engl. Design of Experiments, DoE). Bei der
statistischen Versuchsplanung werden, im Gegensatz zur traditionell
herangezogenen One-Variable-at-A-Time-Methode, auf systematische Weise
mehrere Variablen nach den Konzept des faktoriellen Designs gleichzeitig
variiert [40]. Bei einem faktoriellen Design wird in einem genau definierten
Bereich untersucht, ob die Veranderung eines Untersuchungsparameters einen
Effekt bezlglich der UntersuchungsgrofRe bewirkt [40].

Die Vorteile des DoE liegen darin, dass durch den systematischen Aufbau des
Versuchsplans im Vorwege eines Versuch genau bekannt ist, wie viele
Experimente durchgeflhrt werden mussen, um die optimierten
Extraktionsbedingungen ableiten zu konnen. Es kdnnen zudem sowohl die
Effekte einzelner Parameter als auch wichtige Interaktionen zwischen den
Parametern analysiert werden. Durch die Nutzung statistisch-mathematischer
Methoden ist es aulerdem mdglich, signifikante Effekte von zufallig

auftretenden Einflissen zu unterschieden [40].

Um fur chemisch-analytische Methoden die optimalen Parameterbedingungen

zu ermitteln, werden sogenannte response surface Methoden genutzt. Ziel ist
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es, durch geeignete Parametereinstellungen ein Minimum oder Maximum der
Zielgrole zu erreichen. Dazu werden die Ergebnisse als Oberflachenplots
dargestellt, auf denen jede Kombination von Parametereinstellungen abgelesen

werden kann, um die optimalen Bedingungen zu ermitteln (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Beispiel fiir einen Oberflichenplot der ZielgroRe "Peakflaiche von E-2-Heptenal”
beziiglich der Parameter "Extraktionszeit"” und "Extraktionstemperatur” (aus [92])

Wenn es bei einer Versuchsoptimierung wichtig ist, extreme
Parametereinstellungen madglichst zu vermeiden, wird haufig das dreistufige
Box-Behnken-Design eingesetzt [89]. Bei der Untersuchung von beispielsweise
drei Parametern kann der Versuchsplan in Form eines Wirfels (Abbildung 8)
dargestellt werden, wobei jeder Punkt dieses Wirfels ein durchzufuhrendes
Experiment darstellt. Die Wirfelkanten symbolisieren die zu untersuchenden
Parameter. Die Codierung der Eck- und Mittelpunkte mit -1, 0, 1 spiegeln die
Einstellungen des jeweiligen Parameters (niedrig, mittel, hoch) wieder, welche
im Versuchsplan aufgelistet sind (Tabelle 3) [89]. Am Zentralpunkt (x4=0, x»=0,
x3=0) wird zur Bestimmung der Varianz eine Dreifachmessung durchgefihrt.
Aus der Varianz wird anschlief3end die Signifikanz des Einflusses eines
Parameters abgeschatzt [89].
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Abbildung 8: Graphische Darstellung eines Box-Behnken-Designs fiir drei Parameter (x4, x2, x3) mit
den drei Einstellungsmaoglichkeiten (-1, 0, 1) (nach [89])

Die Auswertung des Box-Behnken-Designs erfolgt durch einen
dreidimensionalen Flachenplot, flir dessen Berechnung als empirisches Modell

ein Polynom zweiten Grades herangezogen wird (Formel 5) [89]:

(5) ¥ =bo+ Xicy bix; + Xicic biyxix; + Xisy byx?

mit  k: Anzahl der Faktoren
bo: Ordinatenabschnitt
bi, bj, i Regressionsparameter flr die linearen, Wechselwirkungs-

und quadratischen Effekte
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Tabelle 3: Versuchsplan fiir ein Box-Behnken-Design mit drei Parametern

Versuchnummer Parameter ZielgrolRe
x1 x2 x3
1 1 1 0 y1
2 1 -1 0 y2
3 -1 1 0 y3
4 -1 -1 0 y4
5 1 0 1 y5
6 1 0 -1 y6
7 -1 0 1 y7
8 -1 0 -1 y8
9 0 1 1 y9
10 0 1 -1 y10
11 0 -1 1 y11
12 0 -1 -1 y12
13, 14, 15 0 0 0 y13, y14, y15

Fir die erfolgreiche Anwendung und Interpretation des Box-Behnken-Designs
ist es jedoch notwendig, Uber ausreichend Erfahrungswerte bezlglich der
Parameterskalierung und der chemischen Hintergrinde der untersuchten

Reaktionen zu verfligen.

1.5 Sensorik

Die Sensorik ist einer relative junge Wissenschaft, welche sich in den 1940er
Jahren zuerst in Skandinavien entwickelte [46]. Sie hat in den letzten 20 Jahren
stark an Bedeutung in verschiedensten Bereichen der Lebensmittelindustrie,
der Lebensmittelwissenschaft sowie der Verbraucherforschung gewonnen [19,
61]. Im Gegensatz zur Organoleptik, also der eher gefliihlsmaRigen, subjektiven
Geruchs- und Geschmacksbewertung von Lebensmitteln arbeitet die Sensorik
mit geschulten Prifergruppen, bedient sich exakter Prifverfahren und wertet
die Prifungsergebnisse mit statistischen Verfahren aus, wodurch die
Objektivierung der Prufergebnisse angestrebt wird [46]. Mithilfe der
aufwendigen Methoden und deren statistischer Auswertung macht die moderne
Sensorik eine Argumentation mit statistisch abgesicherten Ergebnissen moglich
[19].

Seite | 31



Die sensorischen Methoden sowie deren statistische Auswertung sind in
nationalen und internationalen Normen (DIN, ISO, etc.) beschrieben [19].

Der Stellenwert der modernen Sensorik zeigt sich auch an der Verankerung von
sensorischen Anforderungen in gesetzlichen Bestimmungen, beispielsweise
den Leitsatzen fur Speisefette und Speisedle oder in der amtlichen Sammlung
von Untersuchungsverfahren nach §64 LFGB [11, 16].

Ein Problem bei sensorischen Untersuchungen kann sein, dass die Panelisten
durch eine zu grof3e Anzahl an Proben ermiden und so keine verlasslichen und
reprasentativen Bewertungen der Proben vornehmen kdnnen [60, 84]. Ein
Lésungsansatz flr diese Problematik ist die Probendarreichung als balanced
incomplete block (BIB) [60, 84]. Bei dieser Methode erhalt jeder Panelist nur
eine Teilmenge der Gesamtheit der Proben zur Beurteilung vorgelegt (Tabelle
4).

Tabelle 4: BIB Design mit fiinf Proben und zehn Blécken/Panelisten. Jede Probe wird sechsmal
bewertet und jedes Probenpaar erscheint dreimal innerhalb des Designs [60].

Probe

Block 1 2 3 4 5
1 X X X
2 X X X
3 X X X
4 X X
5 X X X
6 X X X
7 X
8 X
9 X X
10 X X X

In einem BIB Design wird jede Probe gleich haufig beurteilt, wodurch
sichergestellt ist, dass alle Proben mit der gleichen Prazision und
Empfindlichkeit bewertet werden [60]. Je nach Schulungsstand des Panels und
Fragestellung ist ein BIB Design sowohl zur Beurteilung von sensorischen
Attributen anhand einer Skala (bei gut geschulten Panelisten) als auch zur
Erstellung einer Rangfolge (bei weniger geschulten Panelisten) geeignet [60,
84]. Die Auswertung erfolgt dann durch eine Varianzanalyse bzw. durch eine

Rangsummenanalyse nach Friedman [60]. An beide statistische Methoden
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schlief3t sich im Fall, dass signifikante Unterschiede festgestellt werden, als
Post-hoc-Test die Berechnung des kleinsten Unterschieds (engl. Least
Significant Difference, LSD) nach Fisher an [60].
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2. Zielsetzung der Arbeit

Die Qualitat von Speisefetten und Speisedlen wird zu einem grof3en Teil durch
die sensorischen Eigenschaften bestimmt. Die sensorischen Anforderungen an
ein Speisedl kdnnen sich je nach Olart unterscheiden, beispielsweise sollen
Olivendle ein fruchtiges Aroma und einen leicht bitteren Geschmack aufweisen
[80], bei kaltgepressten Rapsdlen zeugt ein saatiger Geruch und Geschmack
von hoher Qualitat [78, 80], raffiniertes Soja- oder Sonnenblumendl hingegen
soll neutral im Geruch und Geschmack sein [80]. Allen gemeinsam ist jedoch
die Forderung, dass keine Ranzigkeit in Geruch und Geschmack festgestellt
werden darf [80]. Im Bereich der Speisefette und-6le sind hierflr seit langem
Analysemethoden etabliert, die den oxidativen Status einer Probe erfassen und
so Aufschluss Uber die Qualitat dieser Probe geben. Zusatzlich zur analytischen
Beurteilung ist in einigen Bereichen, beispielsweise der Beurteilung der
Verzehrsfahigkeit von Frittierdlen oder der Differenzierung von nativen
Olivendlen, die sensorische Beurteilung ausschlaggebend bei der
Qualitatsbewertung. Die sensorischen Methoden sind jedoch aufgrund des
notwendigen Aufwands fur Panelschulung und —training relativ zeit- und

kostenintensiv.

Es besteht also ein Bedarf an schnellen, spezifischen und sensitiven
Analysemethoden, welche eine Differenzierung der Proben sowohl hinsichtlich
Olart als auch hinsichtlich oxidativer und somit auch maoglicher sensorischer
Veranderungen ermoglicht. Deren Ergebnisse sollen mit denen einer
sensorischen Beurteilung korrelieren. Im Bereich der Olivendle wurde hierzu
der Einsatz von Aromaprofilen von Dierkes et al. (2012) vorgeschlagen [35].
Anhand 12 selektierter Markerkomponenten konnten mithilfe einer partial least
square discriminant analysis (PLS-DA) 88% der untersuchten Olivendlproben
den entsprechenden sensorischen Qualitatsklassen zugeordnet werden.
Flichtige Komponentenprofile konnten auch schon zur
Authentizitatsuberprufung genutzt werden. So konnten van Ruth et al. (2010)
Uber eine PLS-DA der Daten aus der Analyse flichtiger Komponenten 89% der
untersuchten Fette und Ole korrekt zuordnen [119]. Die schnelle Analysenzeit
zeigte das hohe Potenzial als Screeningmethode bei moglichen
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Produktverfalschungen [119]. Reboredo-Rodriguez et al. (2012) konnten durch
die Analyse der fluchtigen Aromakomponenten aus extra virgin Olivendl zum
einen Ole unterschiedlicher Olivenvarietaten unterscheiden [99]. Zum anderen
war es ihnen auch moglich, durch diese Art der Analyse verschiedene
Handelsmarken, welche aus der gleichen Olivenvarietat hergestellt wurden, zu

differenzieren [99].

In der vorliegenden Arbeit sollten mithilfe die Analyse flichtiger aromaaktiver
Substanzen dlspezifische aromarelevante Indikatoren identifiziert werden,
welche es ermdglichen, verschiedene Speisedle unterschiedlicher Qualitat nach

ihrem oxidativen Status zu differenzieren.

Die Unterscheidung von Speisedélen mit unterschiedlichem oxidativen Status
und mit unterschiedlichem sensorischen Eindruck ist in der Qualitatsbewertung
von grofder Bedeutung. Bei der Beurteilung der Verzehrsfahigkeit von
Frittierdlen ist die sensorische Differenzierung der Proben entscheidend [12]. In
der vorliegenden Arbeit sollte die Differenzierung von gebrauchten Frittierlen
durch die Analyse der flichtigen Komponenten im Vergleich zum sensorischen
Eindruck der Frittierdlproben betrachtet werden. Des Weiteren sollen auch die
in den Frittierdlen hergestellten Produkte sensorisch untersucht werden, um
neben den gebrauchlichen Qualitatsparametern auch auf diesem Weg die

Frittiereignung der Ole zu untersuchen.

Durch die Korrelation der Ergebnisse der identifizierten dlspezifischen
Indikatoren mit den Ergebnissen etablierter nicht-flichtiger Qualitadtsparameter
und Ergebnissen sensorischer Untersuchungen wird eine umfassende
Beschreibung des oxidativen Status der Speisedle ermdglicht. Die vorliegenden
Untersuchungen sollen dabei sowohl die bekannten Speisedle
(Sonnenblumendl, Rapsol, Palmolein) als auch neuartige Speisedle (high-oleic
Sonnenblumendl, high-oleic Rapsadl) mit einbeziehen, um die Eigenschaften
und Einsatzmdglichkeiten der neuartigen Ole beispielsweise als trans-

fettsaurefreies Frittiermedium zu beurteilen.
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3. Publikationen und weiterfiihrende Ergebnisse

3.1 Paper I: Assessment of the oxidative stability of conventional
and high-oleic sunflower oil by means of solid-phase
microextraction-gas chromatography. Katharina Domitila
Petersen, Kim Karen Kleeberg, Gerhard Jahreis, Jan Fritsche. Int. J.
Food Sci. 2012; 63(2): 160—169.

Die Headspace-Festphasenmikroextraktion wurde zur Identifizierung von
insgesamt 74 fluchtigen Lipidoxidationsprodukten aus thermisch belasteten
konventionellen und high-oleic Sonnenblumendlen (beschleunigte
Lagerungsbedingungen fur 14 Tage bei 80°C) verwendet. Aus diesen flichtigen
Komponenten wurden sechs Markerkomponenten aufgrund ihrer geringen
Geruchsschwellenwerte und ihres fettig-ranzigen Geruchseindrucks
ausgewahlt. Zusatzlich wurden weitere Oxidationsparameter wie die
Fettsaurezusammensetzung, die Peroxidzahl, die Anisidinzahl sowie das
Tocopherol- und Tocotrienolprofil ermittelt. Zur Identifizierung empfindlicher
Oxidationsmarker wurden multivariate statistische Methode
(Hauptkomponentenanalyse und agglomerative hierarchische Clusteranalyse)
eingesetzt. Erste Ergebnisse zeigen, dass Hexanal, E-2-Heptenal, E-2-Decenal
und E,E-2,4-Nonadienal die geeignetsten Komponenten sind, um sowohl
konventionelles von high-oleic Sonnenblumendl als auch Ole von
unterschiedlichem oxidativen Status voneinander zu differenzieren. Die
Differenzierung der Sonnenblumendlproben entsprach der Einschatzung
anhand der Ergebnisse der bekannten Olqualitadtsparameter (z.B. Peroxidzahl
oder Fettsdurezusammensetzung). Zusammenfassen kann gesagt werden,
dass die Kombination der Analyse flichtiger Komponenten mittels HS-SPME-
GC mit multivariaten statistischen Methoden ein empfindliches Werkzeug zur
Differenzierung von konventionellem Sonnenblumendl und high-oleic
Sonnenblumendl anhand fllichtiger Lipidoxidationsmarker darstellt.

Eigenanteil am Manuskript:

- Experimenteller Versuchsaufbau 80%
- Durchfuhrung der Lagerungsversuche und der
Methodenoptimierung 100%
- Durchfuhrung und Auswertung der chemischen
Analysen 90%
- Verfassen des Manuskriptes 80%

Seite | 36



TInrernarional Journal of Food Sciences and Nuiririon,
March 2012; 63(2): 160-169

informa

healtheare

Assessment of the oxidative stability of conventional and high-oleic
sunflower oil by means of solid-phase microextraction-gas
chromatography

KATIARINA DOMITILA PETERSEN', KIM KAREN KLEEBERG?, GERIIARD JAHREIS>,
& JAN FRITSCHE!

L Hochschude Stir Angewandte Wissenschaften, Lohbriigger Kirchstrafie 65, D-21033 Hamburg, Germany, 20DOCON GbR,
Amesstrasse 7, D-22143 Hamburg, Germany, and ® Friedrich-Schiller-Untversitdit Fena, Dornburger Strafie 24-29, D-07743
Fena, Germany

Abstract

Headspace-solid-phase microextraction-gas chromatography (HS-SPME-GC) was used to identfy m total 74 volatile lipid
oxidation compounds altogether in thermally stressed conventional and high-oleic sunflower (HOSE) vil samples (in accelerated
storage conditions for 14 days at 80°C). Out of the volatile compounds identified, six volatile compounds were selected as
marker compounds for the assessment of lipid oxidation of sunflower (8F) and HOSFE oils due to their low odour threshold
values and fatty-rancid odour impression. Additionally, other oxidation parameters such as fatty acid composition, peroxide
value (PV), anisidine value and tocopherol and tocotrienol composition were determined. Multivariate statistical methods
{principal component analysis and agglomerative hierarchical cluster analysis) were applied to identify sensitive oxidation
marker compounds. Preliminary results revealed that hexanal, £-2-heptenal, E-2-decenal and E,E-2,4-nonadienal were the
most suitable in differentiating HOSE and SF o1l varieties from each other and SF samples with differing oxidative properties.
Differentiation of 8F samples according to their volatile compound composition was done in accordance with the results from
the well-known oil quality parameters (e.g. PV or fatty acid composition). In conclusion, the combination of volatile compound
analysis with HS-S5PME-GC and multivariate statistical methods provides a sensitive tool in differentiating conventional SF and
HOSFE oils by means of volatile lipid oxidation marker compounds.

Keywords: Sofid-phase microextraction, suniflower off, htgh-oleic sunflower o, volattle compounds, lipid oxtdation

Introduction

Lipid oxidation is one of the main causes of food
deterioration. Among others, volatile compounds
are formed during oxidation and are characterized by
low odour threshold values. These volatile compounds
contribute to the diminution of the product quality
even at very low concentrations (Grosch 1982).
Alcohols, aldehydes, ketones, short-chain hydrocar-
bons, carbonic acids, furanones and lactones are major
compounds formed during lipid oxidation (Grosch
1982; Mildner-Szkudlarz et al. 2003). Volatile lipid
oxidation products of edible oils and fats are
considered as markers of freshness and extent of
oxidation as well as indicators for the detection of

adulteration in these oils (Jelen et al. 2007). In
particular, the aldehydes are known to contribute a
significant portion of odour to oxidized cooking oils
{Katsuka et al. 2008). Among the group of aldehydes,
2-alkenals, alkanals and £,E-2.4-dienals have high
impacts on the flavour of food due to their low odour
threshold values (Frankel 1985).

For some years, there have been wvegetable oils
available, which have possessed modified fatty acid
compositions in comparison with their conventional
varieties. The new breeds of sunflower oil (SF),
rapeseed oil or soybean oil may contain not only
significantly reduced amounts of polyunsaturated fatty

Correspondence: ] Fritsche, Hochachule fiir Angewsandte Wissenschaften, Lohbrigger Kirchstrafie 65, D-21033 Hamburg, Germany.
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acids but also increased amounts of monounsaturated
fatty acids. As a result, these high-oleic edible oils
may possess improved technological applications (e.g.
longer oxidative stability during deep frying appli-
cations} while maintaining nutritional benefits due to
their comparably low saturated fatty acid content
(Wardlaw and Snook 1990}.

Several methods in the analysis of volatile com-
pounds derived from wegetable oils have been
reported, namely direct injection (Grob et al. 1994),
static headspace (Snyder and Mounts 1990) and
dynamic headspace {Hartvigsen et al. 2000). In
addition, solid-phase microextraction (SPME} was
applied for the analysis of volatile compounds from
different foods including edible oils. For example,
headspace-SPME (HS-SPME) was used in the
analysis of volatile flavour compounds in extra virgin
olive oils (Contini and Esti 2006}, in monitoring the
oxidation process occurring in refined rapeseed oil
(Jelen et al. 2007} and in the differentiation of various
vegetable oils (rapeseed oil, soybean oil, peanut oil, 8F
and extra virgin olive oil} by their volatile compound
profiles (Mildner-Szkudlarz et al. 2003).

The aim of the study was (1) to identify suitable
volatile marker compounds in order to detect flavour
changes of SF oils due to lipid oxidation and (2) to
differentiate SF and high-oleic sunflower (HOSF} oils
with different oxidative properties by their volatile
compound composition using multivariate statistical
methods. For this purpose, a HS-SPME-gas chroma-
tography (HS-SPME-GC) method was implemented.
The profiles of volatile compounds were compared
with other oil stability parameters like peroxide value
(PV} and anisidine value (AV)} as well as the fatty acid
composition and the content of tocopherols and
tocotrienols present in order to assess the overall
oxidative oil stability of 8F oils.

Materials and methods

Conventional SF and HOSF oils were provided by
Cargill {(Cargill GmbH, Hamburg, Germany).

All standard compounds were of the highest purity
available (usually >97%); hexanal, E-2-heptenal,
octanal, nonanal, E,E-2,4-nonadienal were purchased
from Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany, and
E-2-decenal from ABCR, Karlsruhe, Germany.

Tocopherol and tocotrienol mixtures were purchased
from Calbiochem® {Merck, Darmstadt, Germany).

Fatty acid methyl ester (FAME) standard mixture
Supelco 37 Component FAME Mix was purchased
from Supelco (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany).

Volatile analvses

Screening experimeni. A screening experiment was
carried out to acquire knowledge about the type and
amount of occurring volatile compounds present

which were derived from the oxidation of SF and
HOSF oils during the accelerated storage conditions.

Oil amounts (100 ml} of both 8F and HOSF oils
were placed in brown 100 ml glass flasks and kept at
80°C in a drving cabinet for 9 days.

For the screening experiments, a manual SPME
holder with divinylbenzene/carboxen/polydimethylsi-
loxane (DVB/CAR/PDMS) fibre {50/30 pm coating,
1 cm length) from Supelco {Sigma-Aldrich) was used.
The fibre was conditioned in the gas chromatograph
injection port as recommended by the manufacturers’
instructions (60 min at 270°C).

From the oil sample, 5g of the oil sample was
weighed and put into a 20ml glass headspace vial,
equipped with a 5 mm magnetic stirring bar and sealed
with a polytetrafluorethylen/silicone septum from
Supelco (Sigma-Aldrich).

After an equilibration at an ambient temperature
for 30min, the extraction was carried out in the
headspace above the stirred oil for 90min at the
ambient temperature. The analytes were thermally
desorbed in the GC injection port by exposing the
fibre to the carrier gas stream for 5min. For the
analysis, a Hewlett-Packard (HP) 6390 gas chromato-
graph equipped with a HP 5973 mass selective detector
was used. Helium served as a carrier gas at a flow rate of
0.6mlmin~!. Compounds were separated with a HP-5
MS column (30m X 0.25mm X 0.25 pm; Agilent,
Waldbronn, Germany) under the following conditions:
split/splitless injection port, injector temperature
270°C, split ratio 5:1, oven temperature programme
40°C (6min) then 5°Cmin~*' to 100°C and 30°C
min~! to 300°C {2 min).

Mass spectra detection was accomplished in
electron impact mode at 70 eV ionization energy with
a full scan {35-350 mass to charge ratio, s/z} and
an acquisition threshold of 14.0. The ion source
temperature was 230°C.

Signals were collected and recorded using HP
ChemStation software, version A.03.00. Compound
identity was verified by comparing the experimental
mass spectra with a mass spectra library (McLafferty
2000} and retention indices {RIs; Stein 2010}.

For further analysis, compounds with an odour thres-
hold below 100ng/l were chosen as target compounds
(Devos et al. 1996; van Gemert and Nettenbrejjer 1977,
Amoore and Hautala 1983; Rychlik et al. 1998).

Method oprimization

Due to very low concentrations of some of the target
compounds, the aim of the optimization of the SPME
method is to extract maximum amounts of volatile
target compounds from the headspace of the sample.

For the optimization of the method, a mixture
of 59.0 mg/l hexanal, 183.0mg/l E-2-heptenal,
118.0mg/l octanal, 295.0 mg/l nonanal, 290.0 mg/l
E,E-2,4-nonadienal and 293.0mg/l E-2-decenal in
SF was prepared.
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The optimization of the method was camried out
using a Box—Behnken experimental design (Box and
Behnken 1960). Three experimental parameters were
evaluated at three levels: extraction time (min)},
extraction temperature {(°C) and sample amount (g).
These parameters were chosen because they were
considered to have the most significant effect on the
efficiency of the HS-SPME method. The levels of each
parameter were selected based on the knowledge from
previous experimental trials. The inclusion of centre
points provided a more precise estimate of the
experimental error. It also enables the determination
of the significance of the main, interaction and
quadratic effects.

As response factors, the peak areas of the six target
compounds were applied for the determination of the
optimum method conditions. Both method par-
ameters as well as response factors are shown in
Table 1.

The indicated amounts of oil in the design plan were
weighed in 10ml glass headspace vials and sealed
with rubber/PTFE septums (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany).

For the quantitative analysis of these volatile
compounds, a HP 6890N gas chromatograph with
a flame ionization detector was used. The GC was
equipped with a CONCEPT autosampler (PAS
Technology, Magdala, Germany} with SPME con-
figuration. & CAR/DVB/PDMS fibre for autosampler
injection from Supelco (Sigma-Aldrich, Bellfonte, PA,
USA) was used and conditioned prior to the first use
according to manufacturers’ instruction. Extraction
time and temperature were varied as indicated in the
design plan (Table I}. Desorption time was 5 min.

Compound separation was carried out on a HP-5
column (30m X 0.25 mm X 0.25 pm; Agilent). Chro-
matographic conditions were listed as the following:
split/splitless injection port, injector temperature
270°C, split ratio 5:1; carrier gas hydrogen, flow rate
1.5mlmin"?!; the oven tempemture programme was
the same as that for the HS-SPME screening
experiments. Signals were collected and recorded
with HP ChemStation software, version B.02.01. One
single measurement was performed per sample.

Results were evaluated by the use of STATISTICA
software, version 7.1 {(StatSoft, Tulsa, OIS, USA).

The optimized HS-SPME method was validated by
determination of limit of detection (LLOD} and limit of

Table I. Expenmental factors and responsges in the Box—Behnken
design for the optimization of the HS-S8PME method.

Levels
Vamables Low Medinm High
[A) Extraction fime (min} 60 90 120
[B) Extraction temperature (°C) 40 18] 20
[C) Sample amount (&) 2.5 5 7.5
Response Peak area of target compounds

quantification (LLOQ), working range and coefficient
of determination (r?) values. Calibration curves were
prepared in the range of 0.4-65.0mg/l and were
carried out in triplicate.

The LOD ranged from 0.4mg/l in hexanal to
4.3mg/l in E,E-2,4-nonadienal. Linearity of these
curves was characterized with #2 values of 0.990
(E-2-decenal) to 0.998 (hexanal). For more method
validation details see Table III.

Accelerated srovage condirions

To obtain conventional and HOSF oil samples with
different oxidative properties, an accelerated storage
test was applied.

Conventional and HOSF oils (8 X 100 ml each)
were placed in closed 100 ml brown glass flasks and
kept at 80°C in a drying cabinet. Every sampling day
(0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14) one flask of each oil
was taken from the cabinet and stored at 4°C until
analysed.

Composition of the wvolatile compounds was
determined using the optimized HS-SPME method
described above.

Now-volarile analyses

For the analysis of non-volatile compounds and
changes during accelerated storage, the fatty acid
composition, PV, AV as well as the tocopherol and
tocotrienol content were measured.

Fatty acid compositions of the oils were analysed
by GC of FAME according to DGF standard methods
C-VI 11 d (98) and C-VI 10 a (00} (Deutsche
Gesellschaft fiir Fettwissenschaft 1998). Samples of
60 mg were accurately weighed into screw-capped
centrifuge tubes and 4ml of hexane (Merck) was
added. Then, 1ml of 25% potassium methoxide
solution in methanol (Sigma-Aldrich) was added and
the vial was then closed. The vial was shaken for 1 min
and then left at rest for 15min at 60°C. For
neutralization purposes, 0.5ml of 25% H.80,
solution (Merck) was added to the mixture, and then
was shaken for a few seconds and centrifuged for 5 min
at 1500 rpm. The organic layer was separated, filtrated
with sodium hydrogen sulphate {(Merck) and filled
up to 10ml with hexane. This solution was used
directly for GC analysis.

A HP 6890N gas chromatograph with a flame
ionization detector {[GC-FID; Agilent) was used,
equipped with a CONCEPT autosampler {PAS
Technology) with liquid configuration. The injection
volume was 2 pl. FAMEs were separated on a CP-5il
88 column (100m X 0.25mm X 0.2 pm; Vanan Inc.,
Lake Forest, CA, USA) under the following con-
ditions: split/splitless injection port, injector tempera-
ture 240°C, split ratio 10:1; hydrogen carrier gas, flow
rate 1.3mlmin™!; oven temperature programme
140°C (5 min) then 4°C min~' to 240°C (15min).
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Signals were collected and recorded by HP Chem-
Station software, version B.02.0]1. Measurements
were performed in triplicate.

PV and AV were comprised with the FOODLAB
fat device (CDR, Florence, Italy; Aprea et al. 2006).
No pretreatment of the oil samples was required.
A prefilled cuvette was placed in an incubation cell at
37°C for at least 15 min before a measurement was
taken. For the PV measurement, 2.5pl of the oil
sample was added, mixed well, and was then further
incubated for 3 min. Absorbance was measured at
505nm. For the AV measurement, 20 pl of the oil
sample was added, mixed well, and absorbance was
measured immediately at 366 nm. Measurements were
performed in triplicate.

Tocopherol and tocotrienol content were measured
according to DGF standard method F-11 4a (00)
(Deutsche Gesellschaft fir Fettwissenschaft 1998).
For the sample, 1 g of 0il was accurately weighed and
dissolved in 25 ml of hexane {(Merck). Analysis was
camried out using a HPLC system with a LiChro-
spher® 100 DIOL column (5 pm, 250 X 4mm I1.D.),
isooctane with 6% tert-butylmethylether (Merck) as
a mobile phase and fluorescence detector. Peak
identification was carried out using standard solutions
of a-, B-, y- and &-tocopherols and o-, B-, y- and
d-tocotrienols (purity 95%; CalBiochem®, Merck).
Measurements were performed in triplicate.

Stastsiical analyses

Data reported was obtained from triplicate measure-
ments of each sample and expressed through a mean
and standard deviation. Significant differences were
determined using ANOVA in combination with a
Bonferroni test with a significance level of & = 0.05.
The data were subjected to an agglomerative
hierarchical cluster {AHC) analysis for non-supervised
clustering of the data. Subsequently, they were
explored using principal component analysis (PCA)
combined with VARIMAX rotation. For ANOVA,
AHC analysis and PCA, the XLSTAT software
(version 2010.2.01, Addinsoft Deutschland, Ander-
nach, Germany) was used.

Results and discussion
Screening experiments

The aim of the present study was to identify volatile
compounds that were suitable as marker substances,
which indicated flavour changes of 8F oils caused by
lipid oxidation processes. As a result, a screening
experiment was set up to identify volatile oxidation
products from conventional and HOSF oils, which
have an impact on the oil aroma.

GC-mass spectrometry data of major volatile
compounds isolated from conventional and HOSF
oils using SPME are summarized in Table IIL

In total, 74 compounds were identified on the
basis of mass spectra (McLafferty 2000) and
Rls (Stein 2010). The majority of the identified
volatiles were aldehydes: 6 alkanals, 11 alkenals and
6 dienals. Furthermore, 9 carboxylic acids, 8 alcohols,
6 alkanes, 9 alkenes, 9 ketones and 10 other
compounds (consisting of lactones, esters, furanones
or mitriles) were detected. These compounds
represent groups of secondary oxidation products
resulting mainly from the autoxidation of oleic and
linoleic acid.

The criteria for the compound selections to be
further studied with accelerated storage conditions
included a low odour threshold wvalue (=15 ng/l},
detectable peak areas in both oil varieties as well as a
fatty, rancid odour impression (Table II}. The most
aroma-active volatile compounds meeting all the
mentioned criteria were octanal, nonanal, E,E-2.4-
nonadienal and E-2-decenal {Table IT}. Hexanal and
E-2-heptenal were also chosen as target substances
due to a high peak area although their odour
thresholds were higher (51 and 88 ng/l; Amoore and
Hautala 1983; Devos et al. 1996; Rychlik et al. 1998;
van Gemert and Nettenbreijer 1977).

Swoboda and Lea (1965} identified 22 wvolatile
components in autoxidized SF. These reported
components were found in this study as well (Swoboda
and Lea 1965). Guillen and Goicoechea (2008)
evaluated SF oils that were stored for several months
at room temperature. They found a substantial
diversity within the volatile groups (e.g. hydrocarbons,
aldehydes, ketones, acids, furans and lactones}
including the wvolatile compounds reported in our
study. Mildner-Szkuadlarz et al. (2003) stored different
vegetable oils (rapeseed oil, soybean oil, peanut oil,
SF, extra virgin olive oil} at 60°C for 5 days and
measured the volatile compounds in the stored and
non-stored oils. They found comparable volatile
compounds as in this study in the 8F oils (Mildner-
Szkudlarz et al. 2003). In addition, we identified E,E-
2,4-nonadienal as a compound of importance for the
flavour of stored SF oil as well as stored HOSF oil due
to its low odour threshold. Jelen et al. (2000} also
described the occurrence of hexanal, E-2-heptenal,
octanal and nonanal in fresh SF as well as other
compounds.

Method opimizarion

To optimize the extraction parameters {(extraction
time, extraction temperature and sample amount)
with the HS-SPME method, a multivariate che-
mometric method was used (the Box-Behnken
design}. The selected experimental factors and
levels were chosen based on previous laboratory
studies and in accordance with Doleschall and
Kemeny 2004; Contini and Esti 2006.

The fibre material was not included as a factor
because a great variety of volatile compounds with
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Table II. Magjor velatile compounds isclated from non-stored and stored SF and HOSF eils using HS-SPME-GC/MS with cormresponding
odour impression, odour thresheld snd detected peak area.

Peak area X 10°

Odour SF SF HOSF HOSF
RI Substance name Odour mmpression threshold (ng/T) day 0 day 9 day 0 day 9
450 Ethanol Sweet, aleohel 159,867 259 176 n.d. 56
4386 2-Propenal Pungent 387 n.d. 107 n.d 768
500 Acetone Organic solvent, pungent, aromatic 32,590 2347 608 296 258
500 Propanal = = n.d. n.d. n.d. 130
500 Pentane Bland 637,561 n.d. 465 n.d. 28534
502 Formic aad Pungent 100,213 60 2740 n.d. FTTY
596 1-Hexene Sweet, petroleumn-hike = 139 78 n.d. n.d.
537 Carben disulfide Rotten radish, unpleasant, sweet 375 n.d. 51 n.d. 278
600 Hexane Bland 563,287 5047 3971 6629 10
602 Acetic acd Vmegar, acidic, pungent 1384 110 2146 1216 3986
607 (Z)-2-hexene = = n.d. n.d. n.d. n.d.
614 Acetic acid ethyl ester Organic solvent, pineapple, brandy 92,511 15 132 88 n.d.
622 [E}-2-hexene < - n.d. 21 n.d. T
646 [E}-2-butenal Pungent 399 n.d. 53 n.d 341
654 3-Butenenitrile <k s 243 200 n.d n.d.
657 1-Butanel Medicmal, fuity 2014 n.d. 169 n.d 220
678 1-Pentene-3-cl Butter, pungent 2890 n.d. 23 n.d. a5
686 2-Pentancne Ether, fruity 18,787 n.d. 145 n.d. 16l
690 1-Heptene Bland i n.d. 55 n.d. 194
691 Propanoeic acid Pungent, soya, ity 289 n.d. n.d. n.d. 113
698 Pentanal Pungent, almoend, malt 38 n.d. 1603 n.d. 1937
700 Heptane Bland 378,156 57,217 1234 10,397 2939
702 2-Ethylfuran Sweet, burnt, coffee N n.d. 10 n.d. 32
706 [E)-2-heptene = = n.d. 36 n.d n.d
71 [E)-3-Heptene & = n.d. 18 n.d. n.d.
747 (E)-2-pentenal Strawberry, tomato, pungent, apple = n.d. 115 n.d. 444
758 Toluene Paint, organic solvent 9481 15,081 5169 26,072 460
759 1-Pentancl Balsamic 3590 n.d. 1539 n.d. 2522
784 Butanoic acad Sweaty, cheese 20 n.d. &0 n.d. 58
789 1-Octene Petel 1359 n.d. 269 n.d. 337
200 Octane Bland 232,732 n.d. 698 103 7369
200 Hexanal (Frass, green, rancid, tallow, fat 51 227 9189 50 9361
207 [Z3-2-octene 5 1903 n.d. 1577 n.d. 178
815 [E}-2-octene - 1903 n.d. 278 n.d. 31
254 [E}-2-hexenal Tallow, green 173 n.d. 1876 n.d. 1736
871 1-Hexanol Green, floral 360 n.d. 236 n.d 350
892 2-Heptaneone Soapy, fruity, musty, bitter 1060 n.d. 871 n.d. 991
895 Pentaneic acid Sweaty, musty, sweet 99 n.d. 277 n.d. 247
900 Nenzne Bland 126,579 n.d. 118 n.d 78
902 Heptanal Rancid, fatty, citrus 46 n.d. 111 n.d. 142
955 y-Pentalactone Herbal, sweet, cocoa, wood = n.d. 39 n.d. 27
957 (E}-2-heptenal Fatty, soap, almoend, cily 28 n.d. 14,456 n.d. 2262
972 1-Heptancol Chemuacal, green 503 n.d. 64 n.d. 813
980 1-Octen-3-cne Mushmoom, metallic 1 n.d. 305 n.d. 253
981 1-Octene-3-ol Mushmoom 32 n.d. 2864 n.d. 1088
988 3-Octanone Herbs, butter, resin l1e3 n.d. 136 n.d. 212
992 2-Pentylfuran Butter, green beans 181 n.d. 595 n.d. 882
997 (Z,E)-2,4-Heptadienal Fried 1w n.d. 205 n.d 118
1000 Decane Bland 7835 n.d. n.d. 112 n.d.
1002 Hexaneic acd (Goat, sweaty, pungent, musty 142 n.d. 1809 n.d. &76
1003 Octanal Fatty, soap, lemoen, oly, fresh 2] n.d. 36 n.d. 756
1011 (E.5-2,4-Heptadienal Fatty 38 n.d. 119 n.d. 131
1029 Limoenene Lemon, orange 718 49 45 n.d. n.d.
1041 (E}-3-occtene-2-one Nutty, bug e n.d. 128 n.d. 171
1049 [Z3-2-octenal Walnut & n.d. &0 n.d. 52
1055 Y-Hexalactone Coumarmn, sweet = n.d. 165 n.d. 98
1060 [E})-2-octenal (Green, nutty, fatty, olly 20 n.d. 1383 n.d. 1196
1073 1-Octanel Chemical, metallic, bumt 73 n.d. n.d. n.d. 249
1081 Heptaneic acid Cheese 178 n.d. n.d. n.d. 46
1094 2-Nonanone Hot milk, soap, green, fruity, earthy 462 n.d. n.d. n.d. 54
1109 MNenanal Lemon, green, oily, soap, tallow 12 n.d. 102 n.d. 1059
1:9:0:7 (E,E)-2,4-Octadienal Green, seaweed, cucumber 4 n.d. 11 n.d. 1.7
1156 (E)-3-nonen-2-one Fruity — n.d. 30 n.d. 39
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TABLE I — commued
Peak area X 107
Odour SF SF HOSF HOSF
RI Substance name Odour Impression threcheold (ng/d) day 0 day 9 day 0 day 9
ABkral v-Heptalactone Nutty, fatty, fruaty = n.d. 12 n.d. 24
1177 (£)-2-nonenal Cucumber, green, tallow, oily i n.d. 59 n.d. 199
1188 Octaneic acid Sweaty 24 n.d. n.d. n.d. 48
1207 2-Decanone Floral 55 n.d. n.d. n.d. 23
1230 (E,E)-2,4-Nenadienal (Green, soap, fried, wax, fatty, oily 0,3 n.d. 27 n.d. 19
1262 (Z3-2-decenal Tallow e n.d. n.d n.d 13
1273 (E)-2-decenal Tallow, orange 3 n.d. n.d. n.d. 502
1277 Neonaneic acd Green, fatty 12 n.d. n.d. n.d. 39
1298 (E,Z3-2,4-Decadienal Green, fried, fatty, oily, tallow = n.d. 104 n.d. 78
1524 (E.5-2,4-Decadienal Fried, wax 0,2 n.d. 288 n.d. 178
1572 (E}-2-undecenal Sweet o n.d. n.d. n.d. 156

Note: Mean values of edour thresholds in gir [13-16]; n.d., not detectable; RI, retention index.

different polarities were expected to be in the
headspace of the oil samples. Therefore, a fibre
material with a mixture of different adsorption
materials, different polarities and different pore size
distributions was chosen in order to extract a
representative mixture of the oil volatiles. This selected
fibre material was also in accordance with the previous
literature (Jelen et al. 2000; Cavalli et al. 2004}.

The results of the Box—Behnken design showed a
statistically sigmficant effect in the extraction tem-
perature and time, and a positive effect on the response
variables.

The sample amount was statistically significant only
in some response variables and a few samples slightly
missed the level of significance of &« = 0.05. Therefore,
the sample amount in general was considered less
important and the experimental design plot was set at
a fixed parameter on a centre level at 5g.

EY
E-2-heptenal
peskarea

1200

1000
aoo
600
400

Figure 1.
(b) E-2-decenal.

A great variety of response maxima were detected
for the six target compounds regarding extraction time
respectively. The
response surface plots of E-2-heptenal and E-2-
decenal are given as examples in Figure 1. An

and extraction temperature,

extraction time of 90 min and an extraction tempera-
ture of 80°C were chosen as a compromise between the
maximal response for compounds with small peak
areas and the acceptable response values for com-
pounds with high peak areas.

The optimal HS-SPME conditions for the extrac-
tion of maximum amounts of the target compounds
were comparable with experimental settings from
other research groups. The sample amounts from
the literature ranged between 3 and 10g in 20ml
headspace vials (Jelen et al. 2000; Doleschall and
Kemeny 2004; Contini and Esti 2006). Extraction
temperature ranged between 20°C and 80°C,
and extraction time ranged between 30 and 90 min

|
E-2-decenal - 150
peak area 100
250 5o

(R

200

Besponse surface plots for extraction tme and extraction temperature with a constant sample amount of 5 g () E-2-heptenal and
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(Jelen et al. 2000; Doleschall and Kemeny 2004;
Contini and Esti 2006).

Accelerared stovage conditions

The aim of the present study was to differentiate
conventional and HOSF oils with different oxidative
properties due to their volatile compound compo-
sition. Therefore, a model study of accelerated storage
conditions with an elevated temperature of 80°C for
14 days was camried out. Volatile compound compo-
sitions of the samples were analysed using the
optimized HS-SPME method. The results of the
quantification for the selected volatile target com-
pounds were shown in Table III.

Hexanal was the major volatile oxidation product
in both SF varieties, and was previously reported by
other studies that investigated volatile compounds of
oxidized SF oils (Swoboda and Lea 1965; Mildner-
Szkudlarz et al. 2003; Guillén and Goicoechea 2008).
E-2-heptenal, E-2-decenal and nonanal amounts
increased with prolonged storage time. Amounts of
these volatile compounds rose earlier m SF and
reached higher levels compared to those of HOSF oils,
indicating the higher oxidative stability of the high-
oleic variety. Similar results were described by others
who analysed SF samples with different oxidative
properties (Mildner-Szkudlarz et al. 2003; Guillen and
Goicoechea 2008). Although octanal is mainly derived
from oleic acid (Selke et al. 1977), the reported results
in the present study revealed that octanal was only
detected in stored SF samples. It was not detected
in the HOSF oil samples in the present study, even

though HOSF oil has a higher amount of oleic acid
compared with SF (83% in HOSF oil versus 27% in
SL, see Table IV). Hence, it might be concluded that
octanal did not derive from the degradation of oleic
acid under the present experimental conditions, but
might derive from other precursor substances like
linoleic acid (Daley et al. 2010; 60% in SF oil versus
8% in HOSF oil, see Table IV}. In HOSF oil, E,F-2,4-
nonadienal amounts increased until day 8 and
remained constant at a level at about 5.4 mg/l. In 8F
samples, E,E-2,4-nonadienal was only observed from
day 6 to day 8. After day 8, E,E-2,4-nonadienal
decomposed and decreased below the LOD.

To obtain detailed knowledge about which
compounds were the most suitable indicators in
differentiating SF oils with different oxidative pro-
perties, a PCA with subsequent VARIMAX rotation
was performed. In PCA analysis, two dimensions were
extracted and accounted together for about 66% of
the varability from the original data. In Figure 2 the
results of the PCA were displayed.

Dimension 1 was characterized by hexanal, E-2-
heptenal and E-2-decenal. In this dimension 1,
SF samples were displaved in an ascending order by
their storage times (Figure 2). Therefore, the men-
tioned three characterizing compounds of dimension 1
were able to differentiate these S8F samples with
different oxidative properties. Dimension 2 was
characterized by E,E-2,4-nonadienal. HOSF oil
samples of different oxidative properties were arranged
in an ascending order (Figure 2). E,E-2,4-nonadienal
was able to differentiate the HOSF oil samples with
different oxidative properties, but was not suitable to

Table II. Amount of velatle compounds of SF and HOSF oils after 3, 2, 4, 6, 8, 10, 12 and 14 days of storage at 80°C as mean * standard

deviation (mg/l).

Mean amount * standard deviation (mg/T)

E,E-2,
Hexanal E-2-heptenal Octanal Nonanal 4-Nenadienal  E-2-decenal
SF Day 0 2.8 = 0.1° g n.d. n.d. n.d n.d
Day 2 49.7 + 0.7° 6.5+ 0.5° n.d. n.d. n.d n.d
Day 4 40,5 = 0,258 11.3 = 0.6° n.d. n.d. n.d 15.6 = 0.4°
Day 6 509 +3.2° 161 +1.0° 15+0.3" 1.8=*0.5" 5.6+ 1.1% 16.7 £ 2.4°
Day 8 59.6+21% 204+13% 24201 34=04° 4.9 +0.2° 26.0 = 2.9°
Day 12 475+ 06° 353x34%  34x01° le=x0.1° nd. 36.2 = 0.3°
Day 14 449395  352x22¢  390x06 17x0.1° n.d 40.0 = 7.5°
HOSF Day 0 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d
Day 2 0.5 = 0.1° n.d. n.d. n.d. 4.9 £ 0.1° n.d
Day 4 1.3 £0.3° n.d. n.d. n.d. 5.1 £0.1° n.d
Day 6 2.6 * 0.6" n.d. n.d. n.d. 5.1 £0.1° n.d
Day 8 4.9 = 0.5 4.0 = 0.1° n.d. TS0 e 5.4 £ 0.1° n.d
Day 10 4.9+ 0.4 2.6 + 0.3° n.d. 1.8 +0.1° 5.3 +0.1° n.d
Day 12 4.7 £ 0.8 3.8+ 1.1° n.d. 1.5.£0.1° 5.5 +£0.1° 48 =£0.1°
Day 14 5.1 =0.5 3.3 = 0.1° n.d. n.d. 5.4 £ 0.3° 5.6 =0.1°
Validstion parameter  LOD (mg/0) 0.4 1.9 1.5 1.5 4.3 4.2
LOQ (mgD 0.8 5.6 4.4 3.6 10.3 5.9
Linearity range (mg/T) 0.4-65.0 1.5-55.0 1.4-350 1.4- 105 4.0 - 18.0 4.0 - 60.0
v2 0.998 0.997 0.994 0.991 0.992 0.990

Note: n.d. not detectsble using GC-FID; peak area < LOD; numbers with different superseript letters in each column are significantly different

(ANOVA, o = 0.05).
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Table IV, Tatty acid compositen (% FAMES), PV, AV snd pattern of tocopherals snd tocotriencls (mean + standard deviation) in
conventiomal and HOST cils after 0, 8 and 14 dayvs of storage at 80°C.
SF HOSF
Day 0 Day 8 Day 14 Day 0 Day 8 Day 14

Fatty acid compoesition (% total FAME)

Cla:0 10 =0.1° 11 £0.1° 11 +0.1° 6 +0.1° 6+ 0.1° 6+ 0.1°

C18:0 4+0.1° 4+0.1° 4+0.1° 3+£0.1° 3+0.1° 3+0.1°

Cl8:1 26 + 0.5° 26 + 0.1° 26 + 0.1° 83 + 0.2° 83 + 0.2° 84 + 0.2°

Clg:2 60 = 0.1° 59 + 0.1° 60 = 0.2° 8 +0.02° g8 +0.1° 7+0.1°
PV (mE 0 1018 13 = 0.5° 4+0.5° 1 +0.2° 9+0.2° 4+ 0.2°
AV 3+ 01" 5+ 0.4° 4+0.1"° 1+01° 1+0.1° 1+0.1"
o-Tocopherol (mg/kg) 738 = 2.6° 710 = 0.4° 714 + 1.2° 699 + 1.4° 669 + 1.4° 678 + 2.3°
B-Tecopheral (mgfke) 27 + 0.6° 24 + 0.4° 23 = 0.1b 24 +0.1° 24 + 0.3° 24 + 0.1°
+-Tocopherel (mg/kg) 6 = 0.2° 4+002° 3+0.1° 14 £ 0.4° 13+£0.1° 13+ 0.3°
+-Tocotrienol (megkg) 7+ 0.1° 4 +0.1° 4+0.1° 3 +0.1° 2+0.1° 2+ 0.1"

Note: Numbers with different superscript letters in each row are significantly different (ANOVA, o = 0.05).

differentiate SF. Hexanal, E-2-heptenal and E-2-
decenal were not able to differentiate HOSF oil
samples with different oxidative properties. From
these results, it could be concluded that it was
necessary to quantify not only a single marker
compound but also the target compound pattern to
differentiate both SF and HOSF oil samples with
different oxidative properties. This is in accordance
with Ullrich and Grosch (1987} who recommended
not measuring only a single volatile oxidation product
{e.g. hexanal) in order to assess the oxidative status of
linoleic acid. Van Ruth et al. {2000} examined volatile

compounds derived from thermally stressed SF and
linseed o0il and suggested that the oxidative status of oil
samples was better described by taking a comprehen-
sive profile of volatile compounds into account rather
than only a selected compound such as hexanal.

In addition to the PCA calculations, an AHC
analysis was applied to identify clusters of samples with
similar oxidation properties. Four main clusters were
extracted {(Figure 2}. The first cluster contained
HOSF oil samples stored for 2, 4 and 6 days and
also both non-stored samples of SF and HOSF oil.
The second cluster contained HOSF oil samples
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Figure 2.

PCA plots of dimension 1 versus dimension 2 after VARIMAX rotation; axes represent the dimensions with their predomimnant

vanable; dots represent the scores of each sample relating to the displaved dimension and the labels display the o1l vamety (SF: sunflower o1l;
HOSF: high-cleic sunflower oil) as well as days of storage at 80°C; circles represent clusters detected with AHC analysis,
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stored for 8, 10, 12 and 14 days. The third cluster
consisted of 8F samples stored for 2, 4 and 6 days and
lastly the fourth cluster of SF samples were stored for
8, 10, 12 and 14 days (Figure 2).

On the one hand, these results supported the PCA
results by clearly differentiating groups of samples with
similar volatile compound profiles. On the other hand,
however, the higher oxidative stability of the high-oleic
varety was denoted. In HOSF oil, the second cluster
dissociate after 8 days of storage, whereas in SF,
separation occurred after 2 days of storage (Figure 2}.

In addition to the volatile compound composition,
non-volatile parameters were analysed in the SF and
HOSF oil samples from the accelerated storage
conditions. PVs, AVs, patterns of tocopherols and
tocotrienols, and fatty acids composition were also
measured (Table IV). At the beginning of the
experiments, the amounts of these non-volatile
compounds were comparable in both SF samples.

PV increased until day 8 and then decreased until
the end of the storage testing in both oil vaneties. In
SF, the primary oxidation indicator (PV) exceeded
their recommended values from Codex Alimentarins
(CODEXSTANI19-1981 (Rev. 2, 1999, Amendment
2009 2009); PV <2 10mE O2/kg in refined vegetable
oils) after 8 days, whereas HOSF oil never exceeded
that limit. HOSF oil showed significantly lower PV
values than SF, confirming again its higher oxidative
stability. Similar wvalues of PV were found in
accelerated storage conditions with sealed oil samples
with limited access to air during storage at clevated
temperatures (PV of about 7mE O,/kg after 20 days
from storage at 47°C; Crapiste et al. 1999). Higher
levels of PV (PV == 100mE O,/kg) were reached when
oxygen supply was practically unlimited as it was inthe
case of open bottles used in accelerated storage
{Crapiste et al. 1999},

Comparing the PV results with the data of the
volatile compound analysis, storage day 8 was shown
to have maximum PV at the same time as three of the
volatile target compounds (namely E-2-heptenal,
E-2-decenal and E,E-2,4-nonadienal) were detectable
from this day onwards in HOSF oil. Association of the
samples also occurred from this day &, indicating
a considerable change in the wvolatile compound
composition.

AVs were significantly different between SF and
HOSF oils. AVs increased slightly from 3 to 4 in SF
until they hit 14 days of storage time (Table IV}. No
changes in AV were observed in HOSF oil over time.
In SF, the secondary oxidation indicator {(AV)
exceeded slightly the recommended wvalues of the
Codex Alimentarius (CODEXSTAN19-1981 (Rev. 2,
1999, Amendment 2009) 2009); AV < 4) after 6 days
of storage, but never in HOSF oil. This further
demonstrated the higher oxidative stability of the high-
oleic variety.

Considering the results from the accelerated
storage conditions, the measurement of volatile target

compounds appeared to be a suitable procedure to
differentiate SF wvarieties with different oxidative
properties. Other researchers have also focused on
the differentiation of various plant oils {including SF)
and reported that HS-SPME measurement was a
useful tool for their rapid differentiation (Mildner-
Szkudlarz et al. 2003). Mildner-Szkudlarz et al.
{2003} used HS-SPME in combination with PCA
and the nearest neighbour method for rapid differen-
tiation of rapeseed oil, soybean oil, peanut oil, SF and
extra virgin olive oil from stored oil samples (60°C,
5 days). The multivariate statistical methods applied
to the obtained data showed a similar grouping of the
samples (fresh oils apart from stored oils} and clearly
differentiated the oils from each other (Mildner-
Szkudlarz et al. 2003). In addition to these results, the
present study showed that the high sensitivity of the
HS-SPME method iz needed in order to differentiate
SF from HOSF oil. A more common method for the
differentiation of edible oils is the determination of the
fatty acid composition, but this method is not able to
distinguish oil samples of the same origin with similar
oxidative properties. By using the HS-SPME method
in combination with PCA and AHC analysis, SF and
HOSF o1l samples with different oxidative properties
were clearly distinguishable. Mildner-Szkudlarz et al.
{2003} used PCA to analyse the volatile compound
composition of rapeseed oils with different oxidative
properties (storage at 60°C up to 10 days) and even
reported a discrimination of samples only after 2 days
of storage (PV = 4.74 mE Os/kg; AV = 0.74). Distinct
groups of rapeseed oil samples stored for 4-6 days as
well as for 8—10 days were formed (Mildner-Szkudlarz
et al. 2003). In the present study, the additionally
mtroduced VARIMAX rotation of the PCA data
revealed the contribution of individual volatile
compounds to the dimensions of the PCA. This
rotation simplifies the interpretation of the principal
components and allow for the denotation of important
volatile compounds. These compounds might be
suitable markers in the oxidative deterioration of the
SF samples. Further studies are required to validate
the compounds, namely hexanal, E-2-heptenal, E-2-
decenal and £E,E-2.4-nonadienal as marker com-
pounds of lipid oxidation in SF varieties. In addition,
other vegetable oils such as rapeseed oil or soybean oil
should also be included. Further research is needed to
combine the data of volatile compound composition of
edible oils with sensory analysis in order to assess the
oxidative stability of these oils.

Conclusion

HS-SPME-GC in combination with chemometric
analysis is a suitable technique in order to differentiate
not only SF samples from HOSF oil samples but also
differentiate 8F oils with different oxidative properties.
However, HOSF oils with different oxidative proper-
ties were not distinguished from each other by taking
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only a single compound (e.g. hexanal) into account.
Therefore, in order to differentiate HOSF oils with
different oxidative properties, the analysis of
additional volatile lipid oxidation products such as
E,E-2 4-nonadienal is recommended.
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3.2 Paper II: Comparison of analytical and sensory lipid oxidation
parameters in conventional and high-oleic rapeseed oil.
Katharina Domitila Petersen, Kim Karen Kleeberg, Gerhard
Jahreis, Mechthild Busch-Stockfisch, Jan Fritsche. Eur. J. Lipid
Sci. Technol. 2012, 114, 1193—-1203.

Headspace-Festphasenmikroextraktions-Gaschromatographie wurde genutzt,
um insgesamt 55 fllchtige Lipidoxidationsprodukte in thermisch belasteten
konventionellen und high-oleic Rapsdlen zu identifizieren. Aus diesen wurden
17 Komponenten mit geringem Geruchsschwellenwert als Zielkomponenten
ausgewahlt, um den oxidativen Status von Rapsadl und high-oleic Rapsdl zu
beurteilen. Zusatzlich wurden noch weitere Fettkennzahlen, wie die
Fettsaurezusammensetzung, die Peroxidzahl, die Anisidinzahl und die
Induktionszeit bestimmt. Mittels multivariater statistischer Methoden
(Hauptkomponentenanalyse und agglomerative hierarchische Clusteranalyse)
wurden empfindliche Indikatorsubstanzen identifiziert, die es ermdglichten, die
Rapsodlvarietaten zu differenzieren. Des Weiteren war es mit diesen
statistischen Methoden méglich, die Ole anhand ihres oxidativen Status zu
unterscheiden. Octanal und 3-Octanon waren am geeignetsten, um
unterschiedliche Rapsdlvarietaten zu differenzieren, wohingegen durch
Propanal, E,E-2,4-Hexadienal und E-2-Heptenal Ole mit unterschiedlichem
oxidativen Status unterschieden werden konnten. Die Clusteranalyse der
Rapsdle anhand ihres Profils an flichtigen Komponenten war vergleichbar mit
den Ergebnissen des sensorischen Duo-Trio-Test sowie des paarweisen
Vergleichstests, wobei jedoch der analytische Ansatz mit der Untersuchung der
fluchtigen Komponenten in Kombination mit den chemometrischen Methoden
oxidative Veranderungen schneller erfassen konnte. Die Kombination aus der
Analyse der fluichtigen Komponenten mittels HS-SPME-GC und multivariater
statistischer Methoden und erganzender sensorischer Bewertung mittels Duo-
Trio-Test und paarweisem Vergleich sind empfindliche Werkzeuge, um
konventionelle und high-oleic Rapsdle mit unterschiedlichen oxidative Status zu
differenzieren. Die dargestellten Methoden stellen geeignete Techniken dar, um
oxidative Veranderungen von Speisedlen zu einem frihen Zeitpunkt zu
erfassen.

Eigenanteil am Manuskript:

- Experimenteller Versuchsaufbau 80%
- Durchfuhrung der Lagerungsversuche 100%
- Durchfihrung und Auswertung der chemischen und
sensorischen Analysen 90%
- Verfassen des Manuskriptes 90%
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Research Article

Comparison of analytical and sensory lipid oxidation
parameters in conventional and high-oleic rapeseed oil

Katharina Domitila Petersen', Kim Karen Kleebarg®, Gerhard Jahreis?,
Mechthild Busch-Stockfisch' and Jan Fritsche'

1 Hochschule fur Angewandte Wissenschaften, Faculty of Life Sciences/Food Science, Hamburg,
Germany

2 ODOCON GbR, Amtsstrafe, Hamburg, Germany

3 Friedrich-Schiller-Universitat Jena, Faculty of Biology and Pharmacy/Institute of Nutrition/Department of
Nutritional Physiclogy, Jena, Germany

Headspace-solid-phase microextraction-gas chromatography was used to identify in total 55 volatile lipid
oxidarion compounds in thermally stressed conventional and high-oleic rapeseed oil samples. Qur of
this profile, 17 volarile compounds with low odor thresheld values were selected as target compounds for
the assessment of lipid oxidatien in rapeseed and high-oleic rapeseed ocils. Additionally, other lipid
oxidation parameters such as fatty acid composition, peroxide value, anisidine value, and induction
time (Rancimat analysis) were determined. Multivariate statistical methods (principal component
analysis in combinarion with agglomerarive hierarchical cluster analysis) were applied to identify
sensitive volatile lipid oxidation indicators enabling the differentiation of rapeseed oil samples of
different varieties (high-oleic versus conventional}. Moreover, these staristical methods were capable
of differentiaring rapeseed oils of different oxidarive properries. Ocranal and 3-octanone showed
the highest ability to differentare berween samples of different rapeseed varieties, whereas propanal,
E,E-2,4-hexadienal, and E-2-heptenal were most suitable in differentiating rapeseed oil samples with
different oxidative properties from each other. Clustering of rapeseed oil samples according to their
volatile compound composition was comparable with results of sensory due-rio and paired comparison
tests, but the analytical approach of the volatile compound analysis in combinarion with chemometric
methods detected changes sooner in relation to the flaver composition of rapeseed oils and high-oleic
rapeseed oil samples.

Practical applications: The combinarion ef velarile compound analysis by HS-SPME-GC with
mulrvariate statristical metheds and complementary sensory duo-trio and one-sided paired comparisen
tests are sensitive tools in differentiating conventional and high-eleic rapeseed oil samples with different
lipid oxidation properties. The presented methods are suitable techniques for the detection of initial
changes of lipid oxidation progress in edible oils.
Keywords: Agglomerative hierarchical cluster analysis / High-oleic rapeseed oil / Lipid exidation / PCA / SPME
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Oxidation of unsaturated fatty acids in foods lead to the
formation of various volatile lipid oxidation products, such
as hydrocarbons, aldehydes, ketones, alcohols, and carbonic
acids [1, 2]. Some of these volarile compounds are charac-
terized by very low odor thresheld values and conmribute to
the diminution of the edible cil quality even at very low
amounts [1]). In particular, aldehydes are known to contribute
a signhificant portion of the odor of oxidized cooking oils [3]).
Among the group of aldehydes, 2-alkenals, alkanals, and
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E,E-2,4-dienals have a substantial flavor impact due to their
very low odor threshold values [4].

New vegetable oils have been formulated which contain
medified farty acid compositions compared to convenrional
variants. For example high-oleic rapeseed oils (HOROs) have
gained importance due to higher oxidarive stability in food
processing (e.g., frying stability [5]) and nutritional benefits
(e.g., low content of saturated and trans fatty acids; cardio-
protective effects [6]}. Merrill et al. investigated the oxidative
stability of conventional and high-eleic vegerable oil varieties,
including conventional and HORO, using the oxidative
stability index [7]. Other studies did not focus on comparing
oxidarive stability, instead they focused on frying perform-
ance [8, 9] or nurritonal benefits [10].

Sensory evaluation is generally considered to be the method
of cheice to measure flavor changes of vegerable oils [11]). It is
alse recormmended te use analytical methods as supplementary
means to detect flaver changes [12], e.g., by the use of gas
chromatographic methods theadspace solid-phase micro-
extraction (HS-SPME}-gas chromatography (GC)) for the
analysis of volatile compounds. Warner and Frankel combined
sensory evaluarions of soybean oil samples with different qual-
ity levels with results from analyrical dara [11]. Mildner-
Szkurdlarz et al. (2003} and Jelen er al. (2000} compared
volatile compound composition of rapeseed oil (RO} samples
with results of the sensory oder profiling [2, 13]. Marthius
(2006} evaluated deep-frying oils, including HORO, in refer-
ence to analytical indicators {polar compounds, polymerized
triglycerides, peroxide value (PV}) along with sensory evalu-
ations of both oils and their fried products [8).

Limited informartion is available regarding lipid oxidation
indicators suitable for the sensitive detection of flavor changes
in thermally swressed HORO samples. Therefore, the aim of
the present study was (1} to identify volarile compounds, that
can be used as sensitive marker substances detecting flavor
changes of thermally stressed conventional and HORO
samples and (2} to examine how sensory studies complement
the results of the analytical data in order to assess the quality
of RO samples.

2 Materials and methods

Convenrional RO and HORO were provided by Cargill
(Cargill GmbH, Hamburg, Germany}.

All reference compounds were of the highest purity avail-
able (usually >»97%); hexanal, E-2-heptenal, 1-octene-3-ol,
3-octanone, octanal, E,E-2,4-heptadienal, E-2-octenal,
nonanal, 2-decanone were purchased from Sigma—Aldrich,
Steinheim, Germany, heptanal, E,E-2,4-hexadienal, decanal,
E-2-decenal, E,E-2,4-decadienal from ABCR, Karlsruhe,
Germany, and propanal from Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Augsburg, Germany.

Farry acid methyl ester standard mixture Supelce 37
Component FAME mix was purchased from Supeleo
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany).

@ 2012 WILEY-VYCH Verlag GmbH & Co. KGah, Weinheim
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21 Volatile compound screening experiments

Convenrional RO and HORO (100 ml. each} were placed in
brown 100 ml-glass flasks and kept at 40°C in a drying
cabinet for 14 days. A manual SPME holder with
divi.nylbenzene/CarboxenTM/polydimeﬂlylsiloxane (DVB/
CAR/PDMS} fiber (50/30 pm coating, 1 cm length} from
Supelco (Sigma—Aldrich, Taufkirchen, Germany} was used
for the screening experiments. The fiber was conditioned in
the gas chromatograph injecrion port as recommended by the
manufacturers’ instructions.

The oil sample was weighed to 5 g and placed into a
20 mL glass headspace vial, equipped with a 5 mmm magneric
stirring bar, and sealed with a PTFE/silicone-septum from
Supelco (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Germany).

After equilibration at ambient temperature for 30 min,
the extraction was carried out in the headspace above the
stirred oil for 90 min at ambient temperature. The analytes
were thermally desorbed in the GC injection port by expoesing
the fiber to the carrier gas streamn for 5 min. A Hewlett
Packard HP 6890 gas chromatograph equipped with an
HP 5973 mass-selective detector was used for the analysis.
Helium served as the carrier gas ar a flow rare of 0.6 mL/min.
Compounds were separated using an HP-5-MS column
(B30 m x .25 mmm x .25 pm, Agilent, Waldbrenn, Germany}
under the following conditions: split/splitless injection port,
injecter temperature 270°C, split ratio 5:1; even temperature
program 40°C (6 min) then 5°C/min to LO0°C and 30° C/min
te 300°C (2 min).

Mass spectra detection was accomplished in electron
impact (EI} mede at 70 eV ionizarien energy by full
scan (35-350 mass [o charge ratio, sz} with an
acquisition threshold of 14.0. The ien source remperature
was 230°C.

Signals were collected and recorded wusing HP
ChemStation software, version A.03.00. Compeund idenrtity
was verified by comparing the experimental mass spectra with
a mass spectra library [14] and retention indices [15].

For further analyses, compounds with an odoer threshold
value below 53¢ ng/L. in air were chosen as target compounds
[16-19].

2.2 Accelerated storage conditions

Coenvenrional RO and HORO (2 x 1000 mL each} were
placed in 1000 mL brown glass flasks and kept at 40°C in
a drying cabinet. Samples were taken every other day until the
26th day of storage and stered at 4°C untl analysis.

2.3 Volatile compound analysis
Composition of the volatile compounds with odor thresheld
values below 50 ng/L in air was determined using HS-SPME.

Analysis of velarle compounds derived from the dereriora-
tion of conventional RO and HORO was performed in

www.elst.com
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accordance with previcusly published data of owr laboratory
(sunflower oil} and was adapted to the analysis of RO
(lower sampling temperature} in order Lo prevent malrix
effects and oil deterioration [20). Exrtraction temperature
was alse in accordance wirth Jelet er al. (2007}, who
reported extraction temperatures in the range of 35—
50°C for RO [21]). The cil was weighed te 5 g and
put inte a 10 ml glass headspace vial and then sealed
with a rubber/PTFE septum (Macherey-Nagel, Diiren,
Germany}. For the analysis of the volarile compounds, an
HP 6890N gas chromarograph with an flame ionizarion
detector was used. The GC was equipped with a
CONCEPT autosampler (PAS Technology, Magdala,
Germany} with SPME-configuration. A CAR/DVE/
PDMS-fiber for autosampler injection from Supelco
(Sigma—Aldrich, Bellfonte, TUUSA} was used and conditioned
prior to the first use according to the manufacturers’ instruc-
tions. Extraction took place at 40°C for 90 min. Desorptien
time in the GC injection port was 3 min at 270°C.

Compound separation was carried out using an HIP-5
column (30 m x (.25 mm x .25 pm, Agilent, Waldbronn,
Germany). Chromatographic conditions were the following:
split/splitless injection port, injector temperature 270°C, split
ratio 5:1; carrier gas hydrogen, flow rate 1.5 ml./min;
oven temperature program 40°C (6 min) then 5°C/min to
100°C and 30°C/min to 300°C (2 min}. Signals were
collected and recerded with HP ChemSrartion sofrware,
version B.02.01.

The HS-SPME method was validated by determination
of the coefficient of correlation ()}, limit of detection (1O,
limit of quantification (1.OQ}, recovery rate as well as the
linear working range. Calibration curves were carried our in
duplicate. LOD ranged from 3.7 pg/l in 3-ocranone to
8165 pgl. in E,Z-2,4-decadienal. LOQ ranged from
10.5 pg/Lin 3-octanone to 2357.9 pg/L in E,Z-2,4-decadie-
nal. Calibrations curves were prepared from | to 3500 pg/L.
Linearity of these curves was characterized by r values from
(.960 (E-2-ocrenal) to 0.998 (E,E-2,4-hexadienal}. For more
methed validation details see Table 2.

2.4 Non-volatile compound analysis

For the analysis of non-velarile compounds and changes
within these parameters during the accelerated storage, the
induction time, fatty acid composition, as well as peroxide
and anisidine value (AV) were measured.

The oxidative stabilities of the cil samples were deter-
mined by the Rancimar 617 (Memrohm AG, Herisau,
Switzerland} following DGF-standard method C-VI & f
[22]. Initially, 3 g of oil was weighed into the reaction vessel
and heated to 120°C with an air flow of (1.5 L/min. Then, the
oxidation precess was recorded automatically by measuring
the change in conducrivity of the distilled water due to the
formarion of volarile compounds. Measurements were per-
formed in triplicate.

@ 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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Fatty acid compoesitions of the oils were established by
gas chromatographic analysis of FAME according to DGFE-
standard method C-VI L1 d (98} and DGF-standard methoed
C-VI 10 a (00} [22). Samples of 60 mg were accurately
weighed into screwcapped centrifuge tubes and 4 ml of
hexane (Merck, Darmstadt, Germany} was added. Next,
L mL of 25% potassium methexide selution in methanel
(Sigma—-Aldrich, Bellfonte, USA} was added, the vial was
then closed, shaken for 1 min, and left at rest for 15 min
ar 60°C. For neurralizarion purposes, (1.5 mL of 25% sulfuric
acid (Merck, Darmstadr, Germany} was added and the mix-
ture was shaken for a few seconds and centrifuged for 5 min
at 1500 rpm. The organic layer was separated, filtered
through sodium hydrogen sulfate (Merck, Darmstadt,
Germany} and filled up to 10 mL with hexane. This solution
was used divectly for GC analysis. An HP 6890N gas
chrematograph with flame ionization detector (Agilent,
Waldbronn, Germany} was used, equipped with a
CONCEPT autosampler (PAS Technology, Magdala,
Germany} with liquid-configuration. The injection volurne
was 2 pL. FAMEs were separared using a CP-Sil 8 column
(100 m x .25 mm » 0.2 pm, Varian Inc., TLake Forest,
TUSA} under the following conditiens: split/splitless injection
port, injector temperature 240°C, split ratio 10:1; carrier
gas hydrogen, flow rate 1.3 ml/min; oven temperature
pregram 140°C (5 min} then 4°C/min to 240°C (15 min}.
Signals were collected and recorded with HF ChemSration
software, version B.02.01. Measurements were performed
in triplicate.

PY and p-AY were determined using the FOODLABfa:
device (cdr, Florence, Iraly} [23]). No premreamment
of the oil samples was required. A prefilled cuverte was
placed in an incubarion cell at 37°C for ar least 15 min
before measurement. For PV measurement, 2.5 pL of
the cil sample was added, mixed well, and then further
incubated for 3 min. Absorbance was measured at
505 nm. For AV measurement, 20 pL of the oil sample
was added, mixed well and the absorbance reading was
measured immediately at 366 nm. Measurements were per-
formed in triplicate.

2.5 Statistical analysis

Analytical data were obrained from triplicate measurements
of each sample and were expressed as means and SDs.
Significant differences were determined using ANOVA in
combination with a Bonferroni test to a significance of
a = (.05. The dara were subjecred ro agglomerarive hier-
archical cluster analysis (AHC} for non-supervised clustering
of the data. Subsequently, the experimental data were ana-
lyzed by principal component analysis (FCA) combined with
VARIMAX rotation. For ANOVA, AHC, and PCA with
VARIMAX rotadon the XLSTAT scoftware (version
2010.2.01, Addinsoft Deuwschland, Andernach, Germany)
was used.
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2.6 Sensory analysis

To discriminate between RO and HORO oil samples with
different oxidative properties, duo-trio tests using a constant
reference according to DIN EN ISO 10399 were applied
[24]. All of the samples from the accelerated storage
(day 2-26} were compared te their reference. The weil
(10 g} was presented to the panelists in 20 m1. glass dishes
covered with watch glasses. A trained 22-member expert
panel participated in the testing. Samples were analyzed in
three sessions with four sample sets per assessor in duplicate.
Each panel member received three oils per set. The first oil
was identified as the reference (R: unstressed oil} and the two
others were coded with 3-digit numbers in a randomized
order. The question was which of the samples were different
from the reference. fno differences were perceived, assessors
were forced to guess. Interpretation of the data were per-
formed as described according ro DIN EN ISO 10399 by
comparing the number of correct answers achieved from the
panel with the minimal value of correct answers listed in
Appendix Al. The level of significance was « = 0.05 [24].
With a 17-member trained expert panel a paired com-
parison test according to DIN EN ISO 5495 [25] was con-
ducted to specify the rancid perceprion of the RO samples.
Specifically, statistically significant different samples our of
the duo-trio test were selected (RO at 22 days of storage and
HORO at 26 days of storage). Furthermore, samples per-
ceived to be rancid in oder and taste by the panelists were also
selected, but were not statistically different (< o = (.2}, The
panelists were asked to indicate which sample was perceived
to be more raneid in oder as well as in taste. If no differences
were perceived berween the two samples, the assessors were
forced to guess. Paired comparison tests were carried out in
three sessions in triplicate. In total, 51 sensory tests were
performed. Interpretarion of the dara were performed by
Table Al Appendix in DIN EN ISO 5495 by comparing
the number of correct answers achieved with the panel and
the minimal value of correct answers to the total number of
responses. The level of significance was « = (.05 [25].

3 Results and discussion

3.1 Analysis of volatile compounds

GC-MS dara of major volatile compounds isolared from RO
and HORQO using HS-SP'ME were summarized in Table 1. In
total, 55 compounds were identified on the basis of mass
spectra [14] and retentien indices [15]. The majority of the
idenrified velariles were aldehydes: seven alkanals, six alke-
nals, and six dienals. Furthermore, seven carboxylic acids,
four alcohols, seven ketones, and 18 other compeunds (con-
sisting of sarurared and aromaric hydrecarbons) were
detected. These compounds represent characteristic groups
of fatty acid secondary oxidation products, resulting mainly
from autoxidanon of cleic, linoleic, and linelenic acid [26].

@ 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinhem
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The selection criteria of compounds o be studied quan-
titatively had low odor threshold value ( < 50 ng/L in air} and
available authenric reference substances. Based on this, the
following substances were selected as rarget compounds for
quantification: propanal, heptanal, octanal, nonanal, dec-
anal, E-2-octenal, E-2-nonenal, E-2-decenal, E.E-2,4-hexa-
dienal, E,E-2,4-hepradienal, E,E-2,4-nonadienal, E,E-2,4-
decadienal, and 1-octen-3-ol. Under the applied chromaro-
graphic conditions, carboxylic acids could only be qualitat-
ively analyzed. Due to a high amount in the thermally stressed
samples, E-2-heptenal, hexanal, 3-octancne, and E,Z-2,4-
decadienal were also included as target substances although
their odor thresholds were higher (88, 51, 163, and 444 ng/T.
in air, respectively [L6-19]}.

3.2 Accelerated storage test

The ameunts of the selected volatile oxidation products of
ROs were shown in Table 2. In both RO varieties, E,Z-2,4-
decadienal, E,E-2,4-heptadienal, and propanal were the pre-
dominanr velarle compounds, while E,Z-2,4-decadienal
decomposed  after  prolonged  thermal  treatment.
Furthermore, propanal, 3-octanone, and E,E-2,4-heptadie-
nal increased steadily over time. Mildner-Szkudlarz et al.
(2003} stored different vegetable oils (extra virgin olive oil,
soybean oil, sunflower oil, RO} for 5 days at 60°C and
measured the volarile compounds of those stored oils
with fresh reference oils [2]. They described E-2-heptenal,
hexanal, and nonanal as the predominant velatile compounds
in oxidized ROs [2]. Snyder etal. (1985} reported propanal as
a main oxidation product of canola oil stored for 8 days at
60°C [27]. Jeled et al. (2007} evaluated ROs stored for
12 days at 60°C and explored the potential of headspace
SPME-MS as a monitoring tool for rapeseed oxidatien
in comparison to other analyrical methods (AV, PV,
Totex value) [21]). They referred to E,E-2,4-heptadienal as
one of the most abundant volatile compounds of oxidized
RO.

A further differentiatdon between samples with different
oxidative properties and the identification of marker substan-
ces was achieved by means of mulrivariare staristical methoeds.

Thus, an AHC was applied to identify clusters of HORO
and conventional RO samples with similar oxidation proper-
ties (Fig. 1}. Dara from the volarile target compounds
found in both RO and HORO samples were taken into
account, namely propanal, hexanal, E,E-2,4-hexadienal,
E-2-heptenal, octanal, 3-octanone, and E,Z-2,4-decadienal
(Table 2}. Five main clusters were extracted by AHC (Fig. 1}.
The first cluster contained RO samples stored from day 0 to
day 10. The second cluster included RO samples stored from
day 12 to day 26. The third cluster consisted of HORO
samples stored from day ¢ to day 14, the fourth cluster
HORO samples from day 16 to day 22 and the
fifth cluster included HORQO samples frem day 24 to
day 26 (Fig. 1}.
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Table 1. Major volatile compounds detected by HS-SPME-GC/MS from RO and HORO subjected to accelerated storage at 40°C for 0, 4,

and 14 days with corresponding odor impression, odor threshold in air (ng/L) and detected peak area

al

Peak area » 107

Cdout

threshold RO RO RO HORO HORO HORO
R1 Substance name Cdor impression (ng/Ly day 0 day4d day 14 day 0 day 4 day 14
400 Propanal Solvent, pungent 10 277 n.d. nd. n.d 412 44
500 Pentane 637 561 n.d. 932 995 n.d. n.d. n.d
500 E-2-penitene 1.d. 422 537 n.d. 280 n.d
522 Dichloro methane Sweet, ether-like 200 000 137 n.d. nd. 274 166 169
552 2-Methyl-pentane Petroleutn-like n.d. 115 214 nd. n.d. n.d
568 Acetic acid Sour n.d. 1184 646 542 1934 1074
569 3-Methyl-pentane 2283 n.d. .. n.d. n.d. n.d.
600 Hexane 363 287 1045 22 164 6613 25 980 29 856 31 294
6l9 Methyl eyelopentane n.d. 425 452 nd 210 253
639 2-Butenal Pungent 350 267 517 548 n.d. 215 268
642 [Z)-2-0ctene n.d. 350 485 nd. n.d. 145
657 [(E}-2-0ctene n.d. 379 408 n.d. 158 n.d
671 1-Pentene-3-gl Buttery, pungent 2890 243 166 258 n.d. 88 123
678 Propanoic acd Pungent, rancid, soybean, 289 244 319 329 n.d. 130 164

fruity
696 2-Ethylfuran Sweet, roasted, coffee n.d. n.d. 201 n.d. 176 180
700 Heptane 378 156 1896 358 570 1145 556 497
728 [Ej-2-hexenal Tallow, green 173 n.d. 223 367 n.d n.d. 176
742 4-Methyl-octane n.d. 237 322 nd n.d. n.d
748 (E)-2-pentenal Strawberry, Fuity, tomato, 1500 443 413 578 n.d. 4381 602
pungent, apple
759 Toluene Paint, solvent-like 9481 197 65 125 248 163 145
761 1-Pentanol Balsamic 3590 222 103 md. md. n.d. 140
779 Butanoie acid Sweaty, tancid, cheese 20 154 179 131 n.d. n.d. n.d
785 1-Cretene Gasoline-like 1859 n.d. 291 253 n.d n.d. n.d
782 2-Heptanone Soapy, fruity, bitter, musty 1060 397 246 313 1L n.d. 214
795 Hexanal Grass, apple, green, rancid, 51 4725 2702 3553 3006 1426 1724
tallow, fatty
795 Heptanal Rancid, fatty, citrus 46 1005 371 839 273 304 543
805 (E,E}-2,4-hexadienal green, fuity, cdtus, waxy 35 n.d. 153 182 n.d. Fabta b 129
855 (E)-2-heptenal Fatty, soapy, dmond, oily 88 767 4346 3443 248 2025 2666
857 Benzaldehyde Almond, butnt sugar 186 n.d. n.d. n.d. 380 n.d. n.d
869 1-Heptanol Chemical, green 503 n.d. 146 167 n.d. n.d. 184
877 1-Cetene-3-ol Mushroom 32 187 417 443 n.d 217 180
882 Hexanoic acid Sout, fatty, sweaty, cheese 3000 1280 1798 1876 961 953 1222
884 3-Octanone Hezbal, buttery, tesin 163 n.d. n.d. nd 257 250 n.d.
887 2-Octanone Earthy, weedy, natural, 248 000 1100 1234 2432 860 972 1099
woody, herbal
891 (E,Z)-2,4-heptadienal 1230 17 817 19632 137 2829 4437
891 Decane 7833 414 559 326 101 n.d. el
895 Cretanal Fatty, soapy, green, oily, 9.3 572 1666 2184 596 679 2232
fresh
903 [E,E}-2,4-heptadienal Fatty 38 721 12758 11 &25 n.d. 2441 3726
936 (E)-3-octene-2-one Nutty, bug-like n.d. 130 216 n.d. n.d. 139
955 (E)-2-0ctenal Green, nutty, fatty, oily 20 439 1674 2215 237 857 1137
967 (E,E}-3,5-octadiene-2-one Fishy, fatty 339 1105 1034 n.d. 227 402
973 Heptanoic acid Cheese 178 173 955 1105 n.d 77 259
998 Nonanal Citrus, green, fatty, oily, 12 482 3074 4378 439 1607 5333
soapy, tallpwy, fruity
1067 E-2-nonenal Rancid, cucumber, green, hE<] n.d. 436 937 n.d. 321 ik
tallowy, fatty, ofly
(Conunued )
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Table 1. {Continues}
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Peak area x 107

Cdour

threshaold RC RO RC HORC HORC HORO
RI Substance name Cdor impression [pat=di 5] day O day 4 day 14 day 0 day 4 day 14
1072 1-Phenyl-l-propanone Floral n.d. n.d. F1T n.d n.d. nud:
1078 Qctanoie acid Sweaty 24 190 370 a77 250 205 527
1094 1-Dodecene 331 374 198 2264 2308 2280
1095 2-Decanone Floral 55 n.d. n.d. 196 bagiah) n.d. n.d.
1106 Dodecane Gasoline-like 3300 366 330 393 101 176 224
1106 Decanal Floral, orange peel, soapy, 4.3 92 234 568 n.d. 1537 344

tallowy, green, fesh
1117 (E,E}-2,4-nonadienal Green, soapy, fied, waxy, 0.3 n.d. 106 148 n.d. n.d. a1
Fatty, oily
1161 E-2-decenal Tallowy, orange-like 3.2 n.d. 1743 2166 103 293 1107
1165 Nonanoic acid Green, fatty 12 309 465 1132 694 n.d. 771
1186 (E,Z3=2.d-decadienal Green, fatty, fried, oily, 444 n.d. 2607 L7T n.d 185 531
tallowy

1205 (E,E}-2 4-decadienal Fried, waxy, fatty, oily 0.17 n.d. 5197 2277 n.d. 458 1327

= Mean values of odor thresholds in air (16-19).
n.d., not detectable.

To find out which volatile compound had the strongest
influence on the differentiadon of the RO varietes and
samples of differing oxidarive properres, a PCA wirth sub-
sequent VARIMAX rotation was performed (Fig. 1). By
applying the orthogonal VARIMAX rotation, which maxi-
mizes the variance of the data on an extracted dimension, it
was possible to derermine the effect of individual volarile
compounds on the overall differentiation of the RO samples.
Two dimensions were extracted and both accounted together
for approximately 74% of the total variability of the original
dara.

Dimension | was characterized by propanal, EE-2,4-
hexadienal, and E-2-heprenal. These three characrerizing
compounds differentiated the RO samples with different
oxidative properties by their storage time (Fig. 1}.
Dimension 2 was characterized by octanal and 3-octanone
and differentiated HORO samples of different oxidarive
properties in ascending order (Fig. 1}. However, RO samples
were not differentiared from each other by the former men-
tioned compounds.

By taking only individual wolarile compounds into
account, it was nol possible te differennate RO and
HORO samples of different exidative properties. This was
in accordance with Ullrich and Grosch (1987} who recom-
mended not measuring only a single volatile oxidation prod-
uct {e.g., hexanal} in order to assess the oxidative properties
of lincleic acid [28]). Van Ruth et al. (2000} examined
volatile compeunds derived from thermally stressed sun-
flower oil and linseed oil and suggested thar the oxidative
properties of oil samples were betrer described by raking the
profile of the volatile compound composition inte account

@ 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

rather than referring only on the amount of a selected com-
pound such as hexanal [29]. Hexanal, E-2-heptenal, E-2-
decenal, and E,E-2,4-nonadienal were recommended by
Petersen et al. (20112} as possible volatile marker substances
for thermally stressed conventional and high-eleic sunflower
oil [20].

3.3 Sensory analysis

Duo-trie testing showed a significant difference berween
thermally stressed and unstressed RO samples after 22 days
of storage, whereas HORO showed a significant difference
after 26 days of storage at 40°C (Table 3}. These resuls
indicared a higher stability for the HORO. In the present
study, paired comparison test revealed significant differences
of perceived rancidity in odor and taste between oil samples of
the accelerated sterage test (Tables 4 and 5}, RO of day 14
was significantly different from the unstressed RO sample in
both rancid odor and raste (Table 4}. With the assumprion of
van’t Hoff's rule, this was consistent wirh dara of Malcelmson
and Vaisey-Genser (2008} [30). They reported off-flavor
induction periods of canola oil from 2 to 4 days at storage
temnperatures berween 60 and 65°C.

In terms of rancid odor, HORO was distinguished from
the unstressed oil sample after 20 days of storage.
Furthermore, the HORQO sample of day 26 was significantly
different from the other HORO samples (Table 5}. However,
in terms of rancid taste, HORO was distinguished from the
unstressed eil sample starting at day 14 (Table 5}, Within the
HORO samples, sensory differences were discernible with
advanced storage duration. In contrast, oxidized RO samples
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Figure 1. PCA plot of the volatile compound analysis data after VARIMAX rotation; axes represent the dimensions with their predominant

vanable; dots represent the scores of each sampla relatingto the displayed dimension andthelabals display the oil vanety (RO, rapeseed oil;
HORO, high-oleic rapeseed oil} as well as days of slorage at 40°C; circles represent clusters of similar oil samples (regarding their volatile

compound pattern’} detected with AHC.

were not further differentiated from each other after pro-
lenged storage time.

Simnilar to the data of the cluster analysis of the volatile
compounds, sensory analysis of the ROs differentated two

Table 3. Results of the duo-trio test with RO and HORO samples
during storage at 40°C; comparison of the stored oil sample with
non-haated oil of the same variety {conventional and high-oleic,
respectively)

RO HORO
Day 2 1.5, n.s
Day 4 1.5 .5,
Day 6 .5, 1.5,
Day 8 1.5, 1.5,
Day 10 1.5, 1.5,
Day 12 L5, 1.5,
Day 14 LS. 1.5,
Day 1o L5, 1.5,
Day 18 1.5, 1n.5.
Day 20 1.5, 1n.5.
Day 22 & 5.
Day 24 E 5.
Day 26 . :
* Significant difference detected (e = 0.03), pansl members

n= 44
n.g., no significant difference detected (& = 0.05), panel members
n= 44

@ 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

RO groups and three HORO groups (Tables 4 and 5, respect-
ively}. The RO samnples that showed no significant differences
in the sensory analysis with respect to rancid odor, were
located within the same cluster detected from the volartile
compound analysis (Fig. 1, Tables 4 and 3}. Therefore,
differentiation of the ROs of different oxidative properties
with the analytical and sensory analysis was similar. However,
the differentiation of the RO and the HORO samples based
on the analytical data detected was somewhat sooner than
perceived by the sensory panel. For example, RO samples
showed initial differences from the unstressed samples after
day 12 and for HORO samples afrer day 16 (Fig. 1}. In
comparison, RO samples and HORO samples were perceived

Table 4. Results of the paired comparison tests with ROs during
storage at 40°C

RO 0 ws. RO 0O vs. RO 14 vs.
14 days 22 days 22 days
0 days 14 days Qdays 22days 14 days 22 days
More rancid 28 72" 16 84* 36 64
ador (%)
More randd i 88" 7 93" 46 54

taste (%)

* Significant difference detected (x = 0.01),
n=51.

panel members
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Table 5. Results of the paired comparison tests with HOROs during storage at 40°C

HORO 0 vs. HORO 0 vs. HORO 0 vs. HCORO 14 vs. HOROC 14 vs. HORO 20 vs.
14 days 20 days 26 days 20 days 26 days 26 days

Odays 1ddays Odays 20 days 0O days 26days 14 days 20days 14 days 26days 20days 26 days

More rancid 46 54 3z 68" 18 82" 63 37 5 85" 11 89
odor (%)
More rancid 33 67" 24 TE™ 15 a5 58 42 28 TR 16 84

taste (%)

* Significant difference detected (& = 0.05), panel members # = 51,
™ Significant difference detected (& = 0.01), panel members » = 51.

as significantly different in terms of rancid odor by the pan-  evaluations was reported by Jeletn et al. (2007} [26].
elists after day 14 and day 20, respectively (Tables 4 and 5}.  Sensitive sensory profiling revealed three distinet groups of

A similar grouping of RO samples with different oxidative  ROs, clearly differentiating fresh oil from medium and highly
properties by wvolatile compound analysis and sensory  oxidized oil samples from the second storage day onwards.

Table B. Fatty acid composition (% FAME)}, PV, AV and induction time {mean + SO} in conventional and HORO after 0, 2, 8, 14, 20, and
26 days of storage at 40°C

RO
Day 0 Day 2 Day 8 Day 14 Day 20 Day 26

Fatty acid compositon (% total FAME)

Clé:0 4.3 + 0.1 3.6 £0.1a 3.6 £0.1a 3.6+ 0.la 3.6+ 0.1a 3.6 £0.1a

Cl8:0 1.9 +0.1a 1.8 +£0.1a 1.9 £ 0.1a 1.9 £0.1a 1.9+ 0.1a 1.8 £0.1a

Cla:l 701 £0.3a TLE 2 714 +£0.1a 714 £ 0.1a 715+ 0.1a 7l.6 £0.1a

Clg:2 12,2 +£0.3a 11.2 £ 0.1a 11.2 £ 0.1a 11.2 £ 0.1a 11.1 £ 0Q.1a 11.1 £ 0.1a

Cl8:3 F2£:052a 3.1 £0.1a 3,1 0.18 Aol . ML 3.0 £ 0.1a

C21:0 15 +0.1a 1.9 ke 1.5 +0.1a 1.5 £0.1a 1.5+ 0.1a 1.5 H0:1a
Peroxide value (PV) (mE Oo/kg) 1.0+ 0.1a 2.1 = la 2.5+ 0.2a 10.2 £ 0.3b 211 Feol Bp plase e cnee oty
Anisidine value (AV) n.d. n.d. n.d. 1. 0.6 £ 0.1a 0.7 +£0.1a
Inducdon time (h) 2.0 £ 0.32 1.6 £ 0.1b 1.3 £ 0.2b T te 0.9+ 0le 0.9 £ 0.1

HORO
Day 0 Day 2 Day 8 Day 14 Day 20 Day 26

Fatty acid composidon [% toal FAME]

Clé:0 4.5 + 0.2a 4.4 £ Q.la 4.3+ 0.1a 4.3 £ 0.1a 4.3+ 0.1a 4.3 £ 0.1a

Cl8:0 1.6 £0.1a let+0.la le£0.1a L6 £0.1a le£0.la l.e £0.1a

Cl8:1 58.6 £ 0.9a 57.8+2.1a 56.1 +£0.3a 56.3 + 0.1a 56.6 £ 0.1a 58.2 £ 2.4a

Sl 19.7 £ 0.1a 199 +0.1a 19.9 £0.1a 19.9 £+ 0.1a 198 £0.1a 19.9 £ 0.1a

s 9.4 £+ 0.2a 9.0 £ 0.3a 87+ 0.1a 8.9+ 0.3 83 +0.1a 8.6 £ 0.1a

C21:0 1.4 +£0.1a 1.5+0.1a 0.8+ 1.1a 1.5+ (.1a 1.5 £0.1a 0.8 £ 1.0a
Peroxide value (PV) (mE Ou/kg) 1.5 +0.2a 4.4+ 0.1a 5.2 + 1.4a 4.2 + 0.2a 145 + 0.1k 203 + 1.1¢e
Anisidine value (AY) 1.9 +£0.1a 2.4+ 0.1la 2.6 £0.1a 2.3 £0.2a 2.4 +0.2a 2.8+ 0.1a
Inducton time (h} 3.7 £0.1a 36 £0.1b Fgalh 3.4 £+ 0.2b S 1k 25y

n.d., not detectable; numbers with letters in common in each row are not significantly different (o = 0.05).
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The attribute “oxidized™ was one of the major distinguishing
sensory attributes. The present study focused on the rancid
perception, but differentiated the RO samples in a similar
way.

Looking at the amount of the quantified target com-
pounds and linking these with their odor threshold values
in an oil mawix reported by Rychlik et al. [18], only E,Z-2,4-
decadienal and propanal exceeded the odor threshoeld values
(4 and 9.4 pg/L, respectively}. All other quantified com-
peunds remained below their odor thresheld values and
therefore were not perceived by the panelists during the
sensory testing. However, since both compounds were
detected in RO and HORO samples (unstressed and in
thermally stressed samples}), it may be assumed that the
discrimination of the oil samples by the sensory panel
was not only based on E,Z-2,4-decadienal and propanal,
bur also on other additional substances not gquantified
in the present study. Likewise, synergistic effects of
volatile compound below their odor threshold should be
kept in mind, as they can have a strong influence on the
perceived sensory impression when they are analyzed in a
mixture [31].

To further investigate the relevance of individual volarile
compounds on the flavor of oxidized edible oil samples
the application of addirional flaver chemistry methods like
GC-olfactomeny is warranted.

3.4 Non-volatile compounds

The fatry acid composition, PVs, AVs, and the inducrion
rimes of the RO samples were shown in Table 6.

As expecred, HORO showed a significantly higher (about
three times as much} induction time in all oil samples com-
pared to RO (Table &). Results of the induction time
measurement showed slightly lower values for the unstressed
samples compared to induction rimes reported elsewhere.
Reported induction times in RO ranged berween 3.4 and
41h [32]. In HORQ, induction times were reported
between 6.7 and 7.3 h [8, 9). Significant differences were
detected between the induction times of the oil samples from
day 0 and day 2 in both eil varieties (Table 6}. The distinction
of the samples after two days of sterage by means of induction
time was very fast compared to the analysis of volatile
components and sensory analysis (after 12 and 14 days,
respectively}. However, changes in the induction time not
necessarily indicate a change of the organolepric properties of
an oil sample [33, 34].

'V did not change significantly until day 8§ in RO and day
14 in HORO, respectively. HORO showed significantly
lewer PV values than RO, confirming its higher oxidarive
stability. PV development was comparable with data from
Shen et al. (2001) and Broadbent and Pike (2003} who
stored canola oil for several days at 60°C [12, 35).
Differennation of the RO and HOROQO samples based on
the IV was similar to the differentiation based on the volarile

@ 2012 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim
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compound composition and was also consistent with the data
of the sensory analysis.

AV increased from day 14 onwards only slightly at a level
of about (1.7 (Table 6). In HORQO, the AV increased slightly
and remained constant at a level of about 2.5. Differentiation
of the oil samples with different oxidative properties was
not achieved by the measurement of the AV (Table 6).
Measurement of the fatty acid composition revealed no
significant changes dwuring the accelerated storage test
(Table &}.

Overall, the PV, AV, and induction titme measurement
results indicated a higher oxidative stability of the HORO.

4 Conclusions

HS-SPME-GC in combination with mulrvariate statistical
methods was suitable for differentiating RO and HORO
samples. Prepanal, E,E-2,4-hexadienal, and E-2-heptenal
differentiated RO samples, and 3-octanone and octanal were
particularly suitable to differentiate HORO samples of differ-
ent oxidarive properties. Therefore, these volatile compounds
are potentially useful as lipid exidatien markers. Results of
the sensory analysis and traditional oil quality paratneters
complemented the results of the volatile compound analysis
in order to assess the oil quality of RO samples.

We would {tke to thank all the members of the sensory panel of
HAW Hamburg whe participated in the sensory analyses and for
their valuable discussion of the sensory data. Financial support was
provided by the Stifterverband fiir die Deutsche Wissenschafte V.,
Essen, Germany.

The authors have declared no conflict of interest.
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3.3 Paper lll: Chemical and sensory assessment of deep-frying
media alternatives for the processing of French fries. Katharina
Domitila Petersen, Gerhard Jahreis, Mechthild Busch-
Stockfisch, Jan Fritsche. Eur. J. Lipid Sci. Technol. 2013, 115,
935-945.

Ziel der Studie war es, flichtige Komponenten als Markersubstanzen zu finden
zur Beschreibung des Verderbs von Speisedlen wahrend des Frittierens von
Pommes frites. Zusatzlich wurden der sensorische Eindruck (Geruch und
Geschmack) untersucht und mit den Ergebnissen der Analyse der flichtigen
Komponenten verglichen. In einem Frittierversuch tUber 32 Stunden wurden funf
verschiedene Frittermedien hinsichtlich ihres oxidativen Status mittels des
Gehalts an polaren Komponenten, dem Gehalt polymerisierter Triglyceride, der
Peroxidzahl, der Anisidinzahl sowie der Fettsaurezusammensetzung. Zusatzlich
wurden die durch die thermische Belastung entstehenden flichtigen
Komponenten mittels HS-GC/MS-Methoden untersucht. Zur Identifizierung von
empfindlichen fluchtigen Lipidoxidationsindikatoren, welche eine Differenzierung
der unterschiedlichen Frittiermedien schon nach 3 Stunden Frittierzeit er-
maoglichten, wurden multivariater statistischer Methoden eingesetzt. E,E-2,4-
Decadienal und Heptanal erwiesen sich als am geeignetsten zur Differen-
zierung der Proben anhand ihres oxidativen Status, wohingegen die
Analyseergebnisse von E,E-2,4-Heptadienal und E-2-Decenal gut mit
bekannten Lipidoxidationsparameter wie dem Gehalt an polaren Komponenten
oder dem Gehalt an polymerisierten Triglyceriden korrelierten. Zusatzlich zu
den chemischen Untersuchungen der Frittiermedien wurden auch die herge-
stellten Pommes frites hinsichtlich Geruch und Geschmack mittels moderner
wissenschaftliche sensorischer Methoden (balanced incomplete block design)
bewertet. Pommes frites, welche in konventionellen Sonnenblumen- und Rapsoal
hergestellt wurden, konnten friilher von Pommes frites aus frischen Ol unter-
schieden werden als diejenigen, welche in high-oleic Speisedlen hergestellt
worden sind. Der sensorische Eindruck der Pommes frites, welche in high-oleic
Sonnenblumendl hergestellt wurden, wurde als vergleichbar zu denjenigen
empfunden, welche in Palmolein frittiert wurden. Die high-oleic Speisedle,
insbesondere das high-oleic Sonnenblumendl, stellen ein alternatives
Frittiermedium zur Produktion von Pommes frites mit geringem Gehalt an trans-
und gesattigten Fettsauren dar.

Eigenanteil am Manuskript:

- Experimenteller Versuchsaufbau 90%
- Durchfiihrung der Frittierversuche 100%
- Durchfuhrung und Auswertung der chemischen und
sensorischen Analysen 90%
- Verfassen des Manuskriptes 90%
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Research Article

Chemical and sensory assessment of deep-frying oil
alternatives for the processing of French fries

Katharina Domitila Petersen', Gerhard Jahreis?, Mechthild Busch-Stockfisch' and Jan Fritsche’

' Faculty of Life Sciences/Food Science, Hamburg Universitiy of Applied Sciences, Hamburg, Germany
% Faculty of Biology and Pharmacy, Department of Nutritional Physiology, Friedrich-Schiller-Universitat Jena,
Institute of Nutrition, Jena, Germany

"The aim of the study was to cvaluate volatile compounds as marker compounds for the edible oil deterioration
during the production of deep-fried French fries. Additionally the sensory characteristics (taste and smell) were
assessed and results were compared with the results of the volatile compound analysis. A 32-h deep-frying
experiment was performed and different frying oils, namely sunflower oil (SF), high-oleic sunflower oil (HOSF),
rapesced o1l (RO), high-oleic rapesced oil (HORO), and palm olein, were subsequently analyzed for their
oxidative properties by the determination of their total polar material (TPM), polymerized triglycerides (PT'G),
peroxide value, anisidine value, as well as the farty acid composition. In addition, analysis of the volatile
compounds derived from the thermal degradation of the frying oils was performed by means of headspace-
GC/MS technigques (HS-SPME-GC/MS and DHS-GC/MS). Multivariate statistical methods (principal
component analysis with VARIMAX rotation) were applied to identify sensitive volatile lipid degradation
indicators, enabling a differentiation of the various frying oils of different degrees of lipid oxidation just after 3 h of
deep-frying. E,E-2,4-decadicnal and heptanal showed the greatest ability to differentiate between samples of
various oxidative states, whereas E,E-2,4-heptadienal and E-2-decenal showed a reasonable correlation with
well-known lipid oxidation parameters, e.g., values for PT'G or TPM. In addition to the chemical evaluation of
the frying oils, the produced French fries were evaluated in terms of their taste and smell by an advanced scientific
sensory method (balanced incomplete block design). French fries produced in conventional vegetable oils (SF
and RO) were differentiated earlier from those prepared in fresh reference oil compared to HOSEF and HORO.
The perception of the French fries prepared in HOSF was comparable to those prepared in palm olein.
Therefore, high-oleic vegetable oils, especially high-oleic SF, provide a frying oils alternative for the production of
deep-fried French fries, delivering low proportions of trans and saturated fatty acids.

Practical applications: The combination of volatile compound analysis by headspace-GC/MS techniques
with multivariate statistical methods is a sensitive tool to detect quality changes in deep-frying oils at an early
stage of lipid deterioration. Evolved volatile marker compounds, e.g., E,E-2,4-heptadienal and heptanal
correlated reasonably with quality parameters for the assessment of the thermal stability of frying oils, e.g.,
content of TPM polymerized trigylcerides. Comprehensive scientific sensory evaluations of frying oils revealed
high-oleic edible oils as promising frying oil alternatives for the processing of French fries providing low
proportions of trans fatty acids and saturated fatty acids.

Keywords: Deep-fat frying / French fries / Frying oils / Sensory analysis / Volatile compounds
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1 Introduction

Deep-frying is one of the oldest food preparation methods
available and is still very popular around the world due
to the unique sensory characteristics of the processed
food products [1, 2]. During deep-frying, among other
thermoxidative and hydrolytic reactions take place result-
ing in quality deterioration of the deep-frying oil [3].
Therefore, oxidative stability of the deep-frying medium is
a critical criterion for the sclection of the frying oils [4].
For a couple of years, new plant oil varieties (e.g., rapeseed
and sunflower) are commercially available that contain
high contents of monounsaturated fatty acids (oleic acid).
Thus, these oils are less prone to oxidation, comprise a
comparably low content of saturated fatty acids and trans
farty acids (TFA) and may, therefore, be an interesting
deep-fat frying fat alternative to produce healthier fried
foods. Matthdus [5] and Matthéus et al. [2] evaluated high-
oleic rapesced oil (HORO) for the preparation of French
fries, doughnuts, and potato crisps. Comparison of the
oil and the deep-fried products with results of other
vegetable oils revealed good frying stability of the oils
as well as good storage stability and sensory advantages of
the deep-fried products [2, 5]. Warner and Knowlton [6]
investigated the frying quality and the oxidative stability of
conventional and high-oleic corn oils and also reported
higher frying and oxidative stability of the high-oleic oil
varictices.

The use of frying oils with high levels of unsaturated fatty
acids, especially polyunsaturated fatty acids, has become of
concern for health administratons and for consumers,
cspecially as some volatle compounds formed during
deep-frying (c.g., a,B-unsaturated aldehydes) may impair
the nutritional value of oils [3, 7]. Therefore, the analysis of
volatile compounds may assist in assessing the quality of
deep-frying oils. However, quality assessment of deep-frying
oils is usually conducted by the analysis of total polar material
(TPM) and polymerized triglycerides (PTG). For these
values, maximum levels are recommended of 24% TPM and
12% PTG [8]. In addition, sensory evaluation is generally
required to measure quality changes of vegetable oils and
deep-fried products [2, 5, 6]. Some specific volatile
substances produced during frying play a major role on the
sensory impression due to their aroma activity. This also
accounted for the analysis of volatiles from deep-frying oils as
quality markers.

The aim of the present study was to assess the suitability of
volatile compounds derived from various deep-frying oils as
indicators for detecting changes of the oxidative properties of
these frying oils. In addition to the analysis of the volatle
compounds, the sensory characteristics, namely taste and
smell, of produced French fries were evaluated concerning
the oxidative stability of the frying oils in comparison to the
chemical quality parameter assessment.
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2 Materials and methods

Frying oils and French fries: sunflower oil (SF), high-oleic
sunflower oil (HOSF), rapeseed oil (RO), HORO, and palm
olein (PO) were provided by Cargill (Cargill, Hamburg,
Germany). The fatty acid composition of the oils was given in
T'able S2 in Supporting Information. Pre-fried frozen French
fries with a length of 6-8 cm and a cross section of
0.8 cm x 0.8 cm were used in the study. They were stored
at —20°C before use.

2.1 Deep-frying procedure

Three replications of 36-h deep-frving trials were con-
ducted, using five oil types per trial. Qils (1.5 L) were
placed in each of the five temperature-regulated fryers
(maodel 58615, Unold, Hockenheim, Germany). The oils
were heated to 170 + 2°C and kept at this temperature for
12 h on 3 consecutive days. French fries were fried for 4 min
in each oil with a portion of 175 g after 3, 6, 8, and 12 h of
heating each day. Oil samples were collected after every
frying and kept at —20°C until further chemical and physical
analysis. Oils were not replenished during the frying trial.

2.2 Chemical analyses
221 PTG
For mecasurcment of PTG of the frying oils samples, gel

permeation chromatography (GPC) was carried out accord-
ing to DGF-standard method C-III 3¢ (10) [9].

222 TPM

The determination of the TPM was carried out according to
DGF-standard method C-11I 3¢ (06) [9].

2.2.3 Peroxide value (PV)

The PV was measured according to DGF-standard method
C-VI 6a (05) [9].

2.2.4 Anisidine value (AV)

The AV was analyzed according to DGF-standard method
C-VI 6e (05) [9].

2.2.5 Fatty acid methyl ester (FAME)
Fatty acid compositions of the oils were established by
gas chromatographic analysis of the FAME according

to DGF-standard method C-VI 11 d (98) and DGF-standard
method C-VI 10 a (00) and as reported previously [9, 10].
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2.2.6 Volatile compounds

Composition of the volatile compounds was determined
using headspace-solid-phase microextracion GC (HS-
SPME-GC) as reported previously [10]. Extraction of the
volatile compounds was achieved by means of a 1 cm CAR/
DVB/PDMS-fiber (Sigma-Aldrich, Bellfonte, USA) and
took place at 40°C for 90 min. Desorption time in the GC
injection port was 5 min at 270°C.

The HS-SPME-GC method was validated by a triplicate
measurement of the calibration standards. Out of this, the
coefficient of correlation (1), limit of detection (LOD), limit
of quantification (LOQ), recovery rate, as well as the linear
working range, were determined. Calibration curves were
carried out in duplicate. L.LOD ranged from 0.03 pg/mL in
octanal, 3-octanone, and 2-decanone to 47.2 pg/mlL in
E,E-2,4-decadienal. LOQ ranged from 0.08 pg/mlL in 3-
octanone and 2-decanonc to 115.96 pg/mL in E,E-2.4-
decadienal. Calibration curves were prepared from 0.02 to
120 pg/mlL.. Linearity of these curves was characterized by r
values from 0.978 (l-octen-3-0l) to 0.995 (hexanal and
E,E-2,4-hexadienal). For more method validation details see
Table S3 in Supporting Information.

2.2.7 4-Hydroxy-2-(E)-nonenal (4-HNE)

4-HNE was determined using dynamic headspace sampling
coupled with GC-MS (DHS-GC-MS). The oils were
weighed to 5 g and put into 10 mL glass headspace vials.
Sample extraction and introduction were fully automated
using a GERSTEL MPS-2 autosampler configured for auto-
DHS injection, which was operated from the GERSTEL
MAESTRO software Ver. 3.2. A GERSTEL thermal
desorption unit (T'DU) was used for thermal desorption of
the adsorbent-filled traps in conjunction with the auto-DHS
module. After each oil had incubated in the sample bottle for
5 min at 120°C, dynamic sampling was performed by
connecting a tube to the outlet of the sample bottle and
applying a flow of nitrogen at 50 mL min ' for 30 min.
Concentration tubes packed with 2,6-diphenylene-oxide
polymer resin (Tenax TA 60/80, average pore size
200 nm) were purchased from Gerstel (Mulheim an der
Ruhr, Germany). The desorption of the trapped volatile
compounds was carried out for 15 min using a Gerstel
thermal desorption unit-2 thermal desorption unit mounted
on top of the CIS-3 PTV injector. For all experiments,
desorption was in split mode (split ratio 1:10) using helium at
a flow rate of 15 mI/min. The thermal desorption unit-2 was
programmed from 40 to 300°C at 720°C/min with a final time
of 5 min. The P'I'V injector was cooled to - 150°C with liquid
nitrogen. When the desorption was completed, the PTV was
heated from —150 to 270°C at 12°C/s. All analyzes were
performed on an Agilent 6890 GC system, coupled to
an Agilent MSD 5973 quadruple mass spectrometer.
Compounds were separated by using a capillary column
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(VF-624ms, 30 m in length, 320 pm inner diameter, 1.8 pum
film thickness, Varian, Lake Forest, USA). The carrier gas
was helium with a flow rate of 1.5 mIl/min. The pulsed split
mode was used with a pulse pressure of (.69 bar and a pulse
time of 1 min. The split flow was 14.9 mIl/min and the split
ratio was 1:10. The injector temperature was set as 270°C.
The oven temperature program was the following: 60°C
(1 min) then 5°C min ' to 90°C and 30°C min ' to 240°C
(5 min). The quadrupole temperature, transfer line temper-
ature, and MS source temperature were 150, 150, and 230°C,
respectively. Tons with masses of 86, 99, and 127 were
selected for the determination and confirmation of 4-HNE. A
calibration curve (1-65 pg/mlL.) was prepared in SF with an
authentic 4-HNE standard (Calbiochem® Merck, Darm-
stadt, Germany). For more calibration data, see Fig. 5.

2.3 Physical analyses
2.3.1 TextureAnalyzer

A TA-XT plus Texture Analyzer (Stable Micro Systems,
Godalming, UK) was used for force/displacement measure-
ment with a 5 kg load cell and a stainless steel cylindric probe
(2 mm diameter). The samples were placed on the center of
the platform with a circular probe insert. The test settings
were: test speed 3 mm/s, trigger force 5 g, distance 15 mm (in
order to completely pierce through the sample). The data
acquisition rate was 500 points per second. Ten replications
on French fries were performed from each frying medium
immediately after deep-frying.

2.3.2 Colorimeter

French fry color was measured using a Chromo Mecter CR-
300 (Minolta, Ahrensburg, Germany) using the CIE Lab L7,
a’, and b" color scale. Triplicate readings were carried out at
RT on three different locations from cach French fry: the
center point and both ends, and the mean value was recorded.
Total color change was calculated by:

AE =V AL + Aa? + Ab?

where AL" was the difference of L' values, Aa’ was the
difference of a” values, and Ab” was the difference of " values.

2.4 Statistical analyses

Reported data of the chemical and physical analyzes were
obtained from duplicate measurements of each sample and
was cxpressed in terms of the mean and SD. Significant
differences were determined using ANOVA in combination
with a Bonferroni test with a significance level of ¢ = 0.05.
The data was subjected to a principal component analysis
(PCA) combined with VARIMAX rotation. The XIL.STAT
software (version 2010.2.01, Addinsoft Deutschland,
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Andernach, Germany) was applied for the ANOVA, lincar
regression analysis, and PCA with VARIMAX rotation.

2.5 Sensory analyses

Freshly prepared French fries (two pieces per frying oils) were
presented to panelists in white plastic cups coded with three-
digit random numbers on a tray. Water and apple slices were
provided to the panelists to usc during the test to minimize
any residual effect between samples. Panclists were asked to
rank the provided samples immediately upon reception first in
terms of crispiness and color and with a 10 min break to rank
the samples in terms of taste.

A balanced incomplete block design (BIB) described by
ISO 29842:2011 was used [11]. By applying a BIB design,
panelists were not overstrained by too many samples; each
assessor cvaluated only a subset of the total number of
samples.

Statistical analyses of the BIB design were performed
according to the ISO standard [11].

Two different BIB designs were established to investigate
(i) which of the French fries samples appeared to be
significantly different from those French fries prepared in
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the fresh reference oil and (ii) which of the French frics
samples appeared to be the freshest, brightest, and crispiest
among the samples prepared in the different frying oils after a
defined heating time. For the first task, a three-out-of-six BIB
design was established. Each of the ten trained panclists
received three French fry samples from each of the toral six
samples French fries prepared in five frying oils plus fresh
rceference oil. Each frying oils was cvaluated ten times.
Scnsory evaluations were performed after 3, 15, and 27 h of
heating. Fresh SF was used as the reference oil.

For the second task, a threc-out-of-five BIB design was
cstablished. Each panclist received three of the five different
French fries samples. Each frying oils was evaluated 12 times.
Sensory cvaluations were performed by ten trained panclists
after 3, 8, 15, 20, 27, and 32 h of heating.

3 Results and discussion

The oxidative properties of the deep-frying oils were
described using traditonal oil quality indicators such as
TPM, PTG, PV, and AV (Fig. 1 and Tablc S1 in Supporting
Information). Fatty acid compositions of the frying oils were

RO
HORO
SF
HOSF
PO

8 12 13 20 24 2 2

frying time [h}

HORO
HOSF

PO

6 0 24 8 32

2 8 12 1
frying time [h]

Figure 1. Contents of TPM [%], PTG [%)], PV [meqg O/kg], and AV [-] of RO, HORO, SF, HOSF and PO after 0-32 h of heating at 170°C;

values are expressed as mean + SD.
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shown in Table S2 in Supporting Information. Mcasurement
of the farty acid composition of the frying oils revealed a
significant decrease of linolenic acid in the RO wvarictics
during the deep-frying trial (from 7.6% to 5.9% in RO and
from 3.3% to 2.4% in HORO). In all frving oils, claidic acid
(C18:1 trans 9) was not detected in fresh oils, but in the used
samples in very low amounts (0.1%; from 0.1% FAME to
0.3% FAME). The analysis of texture and color for the
produced French fries indicated no significant differences
between the samples (data not shown),

As expected, the TPM, PTG, PV, and AV wvalucs
increased with prolonged frying time. None of the frying
oils samples exceeded the TPM guidance value of 24% [8].
Only TPM values of the PO samples from 0 and 3 h of heating
were statistically different compared to the other frying oils
samples. PO samples showed higher TPM valucs compared
to the other frying oils at this time (Fig. 1). The elevated TPM
values for PO from 0 and 3 h of heating might be due to the
composition of PO. PO is rich in diacylglycerols, which also
contribute to the measured polar material, even when the oils
are not heated [12]. Reported TPM values for fresh PO
ranged between 6.1 and 10.75% [13, 14]. Matthdus [5]
performed a frying study at 175°C with 72 h of heating using
HORO, HOSF, and palm olein. Due to a replenishment of

atkanals [ug/mL)
2-alkenals (ua/mL]

alconols {ug/mL]

3 " *
fryg tene ]
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the used oil, the reported values were lower than those of the
present study without oil replenishment.

The PTG guidance value of 12% [8] was only slightly
exceeded by the SF sample after 32 h of heatng. For all
measurements, SF samples revealed higher PTG values
compared to HOSF. However, PTG values for the RO samples
were lower than the values from the high-oleic variety. PO
samples had the lowest PTG values at all sampling times
(Fig. 1). It should be noted that the consumption of oxidized
frying oil may induce glucose intolerance in rodents [15, 16].
Partcularly oxidized fatty acid monomers can be easily
absorbed by the body and were associated with the development
of cardiovascular diseases and various types of cancer [17, 18].

AV values of the conventional oil varietics exceeded the
values from the high-oleic varieties and of the PO samples.

3.1 Volatile compounds

The contents of alkanals, 2-alkenals, 2,4-alkadienals, alco-
hols, and ketones derived from deep-frying trials with RO,
HORO, SF, HOSF, and PO were shown in Fig. 2. Detailed
information on contents and validation parameters of
individual volatile lipid oxidation products were provided
in Table S3 in Supporting Information. In all frying oils,
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Figure 2. Content of alkanals, 2-alkenals, 2,4-alkadienals, alcohols, and ketones of RO, HORO, SF, HSOF and PO after 0-32 h of heating
at 170°C as mean + SD [pg/mL oil]; for data for statistical differences see Table S3 in Supporting Information.
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E,E-2,4-heptadienal and E,E-2,4-decadienal were the pre-
dominant volatile compounds (Table S3 in Supporting
Information). The content of hexanal, nonanal, E-2-octenal,
E-2-decenal, 1-octen-3-ol, and 3-octanone increased initially
and until 32 h of heating, whereas the content of heptanal,
octanal, E-2-heptenal, and 2-decanone increased until 8 h of
heating and remained at a constant level undl the end of the
deep-frying experiment (Table S3 in Supporting Informa-
ton). These findings were in accordance with results
reported by Guillen and Uriarte [7], who described
E,E-2,4-dccadienal and E,E-2,4-heptadienal as the predom-
inant volatile compounds derived from SF heated at 190°C
for 20 h. Hexanal, nonanal, and E-2-octenal were also
reported as the main volatile compounds [7].

The decanal content was below the detection limit in the
SF samples and was also below the LLOD in the RO samples
until 27 h of heating, but was present in the heated high-oleic
varicties as well as in PO. Decanal results mainly from the 8-
monohydroperoxide of oleate, which is formed during the
autoxidation of oleic acid [19]. According to Grosch [19], the
B-scission of the 8-monohydroperoxide oleate yielded an
alkene radical, which, in combination with a hydroxy radical,
transforms into the enol form. This 1-¢nol tautomerizes into
the corresponding aldchyde, to decanal in this case [19].
Decanal amounts corresponded well with the oleic acid
content of the frying oils. The content of oleic acid in SF was
much lower (about 32%) in comparison to the other deep-
frying oils (in HOSF about 84%, in RO about 63%, in HORO
about 76%, and in PO about 40%) and might explain the very
low level of decanal in these samples. E,E-2,4-nonadienal was
not detected in RO, SF, and PO, however, was present in the
heated high-oleic varieties (after 27 h in HORO and after 8 h
in HOSF; Table S3 in Supporting Information). Aladedunye
and Przybylski [20] investigated the frying performance of
purified canola oil triacylglycerides (antioxidant stripped
canola triglycerides) and measured, among other frying
quality parameters, the volatile carbonyl compounds by
HPLC wusing a dinitrophenylhydrazone derivatization.
Among others, heptanal, 2-heptenal, and 2,4-heptadicnal
were reported as the main volatile carbonyl compounds
derived from the purified canola oil triacylglycerides at 185°C
[20]. The formation of C7 aldehydes may be explained by
their formation pathway. For example, 2,4-heptadienal may
originate from the [-scission of 12-monohydroperoxide
linolenate. In addition, 2,4-heptadienal may originate from
further oxidation of a 9-carbon triene radical derived from the
9-monohydroperoxide of linolenate [21]. Heptanal may
originate from the 11-monohydroperoxide olein [22], which
may explain the high amounts of heptanal in HOSF in the
present study (Table S3 in Supporting Information). The
formation pathway of 2-heptenal is still discussed. Neverthe-
less, it originates primarily from the autoxidation of linoleate
[23]. Frankel [24] proposed the formation of 2-heptenal via
the B-scission of the 12-monohydroperoxide linoleate, but
this reaction pathway is favored during the photooxidation of
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oils. Only traces of 2-heptenal were formed during autoxida-
tion [24], so other formation pathways arc assumable.
Hexanal was determined as a major volatile oxidation
product of trilinolein [25] and linolenic acid [23] at elevated
temperatures (180-192°C). Nevertheless, this was not the
case in the present study. Nawar [23] reported amounts of
hexanal in deep-frving oils from commercial deep-frying
applications (about 2 mg/kg oil after 12 wk) comparable to
those of heptenal and octenal.

To find out which volatile compound had the strongest
influence on the differentiation of the frying oils with differing
oxidative propertics, a PCA with subscquent VARIMAX
rotation was performed (Fig. 3). By applying the orthogonal
VARIMAX rotation, which maximizes the variance of the
dara on an extracted dimension, it was possible to determine
the effect of individual volatile compounds on the overall
sample differentation. Dimension 1 was characterized by
nonanal, E,E-2,4-decadienal, E,E-2,4-heptadienal, 1-octen-
3-ol, and E-2-decenal. These five characterizing compounds
distinguished the high-oleic rapeseed and high-oleic SF
samples with different oxidative propertics from the other
frying oils (Fig. 3). The odor impression of the substances of
dimension 1 was described as tallowy or deep-fried [26].
Dimension 2 was characterized by heptanal, E-2-heptenal,
and 3-octanone and differentiated the SF samples from the
other oils (Fig. 3). The odor impression of these compounds
was described by Rychlik et al. [26] as fatty, almond-like, or
herbaceous. The heated frying oils samples were clearly
differentiated from the fresh ones, which were located close to
each other and could not be distinguished by taking the
formerly mentioned volatile compounds into account (Fig.
3). Differentiation between the used frying oils samples was
already possible after 3 h of heating by the analysis of the
volatile compounds. Furthermore, SF, HOSF, and HORO
were accurately differennated (Fig. 3). However, RO samples
were not differentiated from PO samples.

In the present study, linear regression analysis of
traditional frying oil degradation indicators, e.g. PV, AV,
PTG, and TPM and the volatile compounds derived from the
degradation of the frying oils during use was performed.
Usually, volatile aroma active compounds were compared
with sensory data instead of non-volatile quality parameters
[27-30]. However, the observed strong corrclation between
PTG and TPM values with selected volatile compounds
supported E,E-2.4-heptadienal, E-2-deccnal, and 3-octa-
none as markers of lipid autoxidation in conventional
and high-oleic sunflower and ROs (Fig. 4). For PO, only
E,E-2,4-heptadienal and E-2-decenal correlated reasonably
with the PTG values. Additionally to the mentioned
compounds, hexanal showed reasonable correlations with
the PTG values in all frying oils (Fig. 4), although hexanal was
not a characterizing compound in the PCA and therefore not
able to distinguish the frying oils from each other. TPM
values showed comparable correlations with E,E-2,4-hepta-
dienal, E-2-decenal, 3-octanone, and hexanal (Fig. 84 in
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Observations (axes D1 and D2: 68,07 %)
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Figure 3. PCA plot of the volatile compound analysis data after VARIMAX rotation; axes represent the dimensions with their predominant
variable; dots represent the scores of each sample relating to the displayed dimension and the labels display the oil variety well as hours of

deep-frying at 170°C.

Supporting Information). Further studies are warranted to
validate these observations in further edible oils.

In addition to the aroma-active aldchydes present in the
deep-frying oils, also other non-aroma active volatile
aldehydes, e.g., a,B-unsaturated aldchydes arc of scientific
interest. For example, 4-HNE is an oxygenated «,
p-unsaturated aldchyde which is formed during the peroxi-
dation of w-6 polyunsaturated fatty acids [31, 32]. 4-HNE
was associated with a number of discases, including
atherosclerosis, Alzheimer’s diseases, cirrhosis, and various
types of cancer [7, 33-35], and has been detected in a variety
of food items, including fried foods [36]. In the present study,
4-HNE was detected in all used frying oils samples (Fig. 5).
SF revealed the highest amount 71 pg/mL, whereas RO,
HORO and PO revealed significant lower amounts of 4-HNE
(Fig. 5). Moreover, until 20 h of deep-frying SF contained
significant more 4-HNE compared than HOSEF. RO and
HORO showed similar 4-HNE contents during the entire
deep-frying process. Until 20 h of deep-frying operation PO
showed similar 4-HNE contents to those of HORO and
HOSF. After 27 h of deep-frving, PO revealed the lowest
content of 4-HNE of all investigated deep-frying oils (Fig. 5).

Similar 4-HNE contents in frying oils were reported by
others [7, 37]. Seppanen and Csallany [37] demonstrated
that 4-HNE content was incorporated in the fried food.

© 2013 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

LaFond et al. [32] investigated the 4-HNE formation in a
frying session design using a cornsoy oil blend with a linoleic
acid content of 54.1%. They detected lower contents of
4-HNE (about 5 mg/kg) in the heared oil after 8 h of fryving
and cxplained the lower amounts of 4-HNE with different
volume-to-surface-ratios in small-scale bench top frying
cxperiments compared to pilot plant scale experiments
[32]. Based on the currently available data it should be
noted that the 4-HNE content of deep-fried foods is most
likely affected by the applied frying temperature, composition
of the frying oil (fatty acids, presence of antioxidative
compounds), and applied analytical method for the determi-
nation of 4-HNE.

Taking into account an average fat content of French fries
of approximately 23 g/100 g and an average daily intake of
French fries of about 5 g/day (in Sweden and the Netherlands
(38, 39]), the daily intake of 4-HNE from French fries would
range between approximately 0.028 and 0.091 mg (equiva-
lent to 260-850 kg of French fries consumption). For
comparison, Esterbauer et al. (1991) reported a LLD-50 level
for 4-HNE of 68.6 mg/kg body weight in mice administrated
intraperitoneally [31]. Further studies are warranted to
investigate the impact of specific minor lipid compounds
on the formation of 4-HNE (and other oxygenated «,B-
unsaturated aldchydes) especially at prolonged frying times.
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‘RO, comelation coefficlent = 0.840
'HORO, correlation coeNicient = 0.867
SF, comelation coefficlent = 0.898
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Figure 4. Linear regression analysis of selected volatile compounds (E
and PTG values.

3.2 Sensory analyses

In addition to the amounts of aroma active volatiles, extensive
sensory analyses were performed to assess the thermal
stability and perceived freshness of the frying oils.

Sensory analysis of the French fries prepared in the
different frying oils revealed no significant differences in
terms of color and the crispiness. However, significant
differences between the French fry samples in terms of taste
were observed. The performed three-out-of-six BIB design
revealed significant differences of the RO samples compared
to the fresh reference oil (fresh SF) already after 3 h of heating
(Table 1). HORO and SF were distinguished from the
reference oil after 15 h of heating (Table 1). A significantly
different taste of the French fries prepared in HOSF and PO
was detected compared to the French fries prepared in the
fresh reference oil only after 27 h of heating (Table 1).
Compared to the analysis of the volatile compounds derived
from the thermally induced lipid autoxidation of the frying
oils, the differentiation of fresh reference oil from the used
frying oils by sensory assessment was later notable. However,
it should be kept in mind that the sensory impression of a
sample depends not only on the presence and amount of the
individual aroma active volatile compounds but also on their
threshold values [41]. Additional to that, masking or
synergistic effects should be kept in mind, as they could
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RO, correlation coefficlent =0 840
HORO, cormetation coafficient = 0867
SF. cofrelation coefficient = 0.698
HOSF, comelation coefficlent = 0.958
PO, correlation coetficlent = 0,788

15
E-2-decenal [ugimL]

05 10

RO, comelation coeicient = 0,817
HORO, coreiation coefficlent = 0.784
SF, correiation coefficlent = 0.958
HOSF, comelation coefficlent = 0.876
PO, cormelation coefficlent = 0.851

O;I 1.0
hexanal [ugimL]

04 06

,E-2,4-heptadienal (1), E-2-decenal (2), 3-octanone (3), hexanal (4))

have a strong influence on the perceived sensory impression
of aroma active volatile compounds when analyzed in a
mixture [41].

The three-out-of-five BIB design was applied to rank
different frying oils among cach other after a defined time of
heating in terms of taste. In cach test, the HOSF, SF, and PO
sample were ranked best. Panelists perceived these French
fries as the freshest provided sample (Table 2). On the
contrary, RO and HORO samples were perceived less fresh.

Table 1. Results of the three-out-of-six BIB design for the
differentiation of the taste of French fries prepared in fresh reference
oil (REF), RO, HORO, SF, HOSF and PO after 3, 15, and 27 h of
heating at 170°C

RO HORO Sk HOSF PO
REF (SFOh)vs. 3h
REF " n.s. n.s. n.s. n.s
REF (SFOh)vs. 15h
REF 2 n.s n.s
REF (SF 0 h) vs. 27 h
REF xx +

n.s., no significant difference detected (o = 0.05).
“Significant difference detected (o« = 0.05).
“*Significant difference detected (¢ = 0.01).
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Table 2. Results of the three-out-of-five BIB design for the ranking
of French fries prepared in RO, HORO, SF, HOSF, and PO with
respect to fresh taste after 3-32h of heating at 170°C
(rank 1 = perceived as freshest sample; rank 5 = perceived as
the least fresh sample)

Oil 3h 8h 15h 20h 27h 32h
RO 4 5 4 5 1 4
HORO 5 4 3 3 2 3
SF 2 3 1 2 4 1
HOSF 1 1 5 1 3 2
PO 3 2 2 4 1 2
Ist rank HOSF HOSF SF HOSFE PO SF

These results were in agreement with Matthius [5], who
compared French fries produced in HORO with other
common cdible oils for deep-fat frying. He reported that
French fries prepared in high-oleic SF and palm olein showed
better sensory evaluations (only a slight rancid and burnt
aroma and a satisfactory taste) up to 42 h of frying at 175°C in
contrast to those prepared in HORO [5]. Matthius et al. [2]
assessed the quality score (combination of the sensory rating
(color, texture, taste, odor) of a sample) of potato crisps fried
in different vegetable oils including HOSF, HORO, and palm
olein. Potato crisps, both freshly produced and stored,
prepared in high-oleic SF revealed better quality scores

Chemical and sensory assessment of deep-frying oils 943

compared to the other frying oils [2]. The good sensory
cvaluation of the French fries prepared in PO, SF, and HOSF
may be explained by their fatty acid compositon. It is known
that edible oils with a high content of linolenic acid may
develop a rancid off-flavor in frying applications [42, 43]. In
the present study, very low amounts of linolenic acid were
detected in SF, HOSF, and PO (Table S2 in Supporting
Informaton). The content of linolenic acid in HORO was
only about half as much as in conventional RO. Compounds
formed from the autoxidation of monohydroperoxides
linolenate are for example 2,4-heptadienal and 2-heptenal
[19]. These volatle compounds were essential for the
differentiation of the samples (Fig. 3). However, further
frying trials are necessary with additional SF and RO samples
to validate the presented data. Moreover, the contribution of
specific aroma-active marker compounds to the overall flavor
impression of a frying oil should further be investigated. For
this purpose, the application of GC-olfactometry is warranted
and is currently under investigation in our laboratory.

4 Conclusion

E,E-2,4-hepradienal and E-2-decenal were regarded as
suitable marker compounds for detecting frying oils changes,
as these compounds were important to distinguish frying oils
at a very carly stage of oxidation. Those marker compounds

80
—e— RO
HORO
70 . SF b,A k&
— -HOSF bAd .
- bA R /“/\
- N
7 . 4bA
rd
B be o &
B ! b,B o
—E bj%— e S E".E—K:E'B (;A‘ / BiD
B.
- ‘M N/ \‘ b,B
b,
gao och b,C ’
w
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T30
-t
D c,C
20
10
0=
0 4 8 12 16 20 24 28 32

frying time [h]

Figure 5. Amount of 4-HNE in RO, HORO, SF, HOSF, and PO after 0-32 h of deep-frying at 170°C as mean + SD (pg/mL).
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also correlated well with lipid degradation parameters such as
content of TPM and PTG. Ourt of the analyzed frying oils,
HOSF and PO showed a particularly good frying perfor-
mance for the production of French fries.
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S I: Contents of total polar material (TPM [%]), polymerized triglycerides (PTG [%]), peroxide value (PV [meq
O,/kg]), and anisidine value (AV [--]) of rapeseed oil (RO), high-oleic rapeseed oil (HORO), sunflower oil (SF),
high-oleic sunflower oil (HOSF), and palm olein (PO) after 0 - 32 hours of heating at 170 °C; values are

expressed as mean + SD

frying | frying PV
medium | time [h] TPM | %] PTG |%] [mEq O./kg] AV |-
RO 0 70 £ 14 %A 04 + 02 * By & 2% n.d.
3 T2 o 13 % 14 £ B ® RT & 14 % 43.1 &+ 67 ¥
8 99 + 16 > 28 + 06 52 = 97 % Hioa gFe
B g4 ap b A5 = 0 M| 1104 29 % 1908 = 07 B8
20| 18E 4 14 56 + 06 %" 58 4+ 03 B 13y ae g™
97| 201 & 04 % 76 + 04 43 £ 02 % 10102 33
2| 197« Bp ™ 92 + 05 &* 82 = 04 % 0= gl %8
HORO 0 78 £ QR = 0.8 + 04 *° 03 = 0.1 *B n.d.
3 g1 & 18 =8 30+ 03 ™ 140 + 1.1 "B 368 + 96 *P
8| 129 + 12 % 46 + 05 °B TR & o R 36 & 7R A
s Hg 2 13 58+ 06 “®*| 108 + 08 % 568 + 48 *®
i 166 = 17 % 73 = Oy %8 77 & 140 %P 743 = 51 P
27| 210 + 04 A 92 + 09 P g1 £ 04 P Bk 84 8B
32| 202 £ 05 % 106 £+ 16 ¥ 79 + 04 0 270 4 114 %8
SF 0 58 £+ 071 06 + 03 *C 1.6 £ 04 *¢ n.d.
3 79 £+ 14 %A 27 £ 03 | 113+ 04 | 266 + 49 °B
gl 104 =+ 16 * 49 + 1.0 *¥| 107 =+ 18 "®| 1008 = 3 bb
15| 129 4 1g W 70 £ 14 *| 129 £ 02 M| 1060 £ 56 ™
200 146 + 14 A 85 & 09 | B9 £ 01 | 1264 + 350
27| 191 + 28 A 109 + 16 €| 133 + 16 ®| 1418 £+ 0.1 €
32| 224 + 13 % 127+ 06 %% 161 + 27 | 15001 + 06 °°
HOSF 0 57 148 03 £ 01 *° 04 £ 0.1 * n.d.
3 80 + 18 * 93 £ 04 B 93 = 18 ™ n.d.
g8/ 11.0 + 1.0 43 + 0.6 P ¥+ BEY Sla e Dy wr
t5 Twp &= (7™ 57+ OR | 102+ 03 | B3 2 4™
200 159 = 1.0 % 65 + 10 9B 78 + 09 %P 714 £ @9 %8
27! 188 = Q.1 90 + 04 °° 97 + 15 " 669 + 06 B
32] 191 = 42 M| 106 + 16 ™ B8 £ 12 % mMm 4+ 3y %t
PO G| 128 = 04 %€ 04 + 02 A 06 + 01 ** n.d.
3| 146 = 1.1 B id = 61 % 474 &+ 12 % n.d.
8| 134 = 01 57 &£ 04 % B0 & 14 %) 513 B4y F
15| 154 + 04 17 + BE Y| 114 £ 11 9| 14+ B4 bP
0| 175 & 16 % 48 + 05 5% 121 & @91 P 676 £+ 96 <°
271 205 & @l ™A 47 & 02 "B 133 & 05 Y| 475 £ 41 %
P D12+ 36 A 51 & 03 % W74+ g 359 + 30 P

n.d. not detectable; numbers with lower case letters in common in each column cell are not significantly different
(ot = 0.05) and numbers with upper case letters in common in each column are not significantly different from

corresponding samples at the same sampling time (o = 0.03)
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3.4 Weiterfuhrende Ergebnisse

In einer weiteren Frittierstudie sollte untersucht werden, welche Relevanz die
mittels HS-SPME-GC/MS detektierten flichtigen Verbindungen fur das
Gesamtaroma der untersuchten Probe besitzen [49, 130]. Dazu wurde
Sonnenblumendl (SF) und high-oleic Sonnenblumendl (HOSF) bei 175 °C
jeweils fur 15 und 30 Stunden erhitzt. Wahrend dieser Zeit wurde zu vier
verschiedenen Zeitpunkten jeweils eine Portion Pommes frites flr 4 Minuten
frittiert. Die flichtigen Komponenten wurden wie in paper Ill beschrieben
analysiert.

Zur Bestimmung der Aromaaktivitat einzelner flichtiger Verbindungen wurde
die GC-Olfaktometrie (GC-O) angewendet (vgl. Kapitel 1.3). Um die Relevanz
einer einzelnen Verbindung flr das Gesamtaroma einer Probe zu beurteilen,
wurde die detection frequency-Methode (DF-Methode, vgl. Kapitel 1.3)
eingesetzt. Hierbei signalisieren die geschulten Panelisten (n = 15), zu welchem
Zeitpunkt sie einen Geruchseindruck wahrnehmen. Es wurde festgelegt, dass
mindestens drei Panelisten einen Geruchseindrck signalisieren muissen, um
das Signal in die Auswertung mit einzubeziehen (noise level [114]) Als Basis flr
die Berechnung des flavor scores wurde die detection frequency-Methode
gewahlt, da van Ruth (2001) Uber gute Korrelationen von detection frequency
Ergebnissen mit denen einer sensorischen Profilierung berichtet [117].
Nachteilig an der DF-Methode ist jedoch, dass zwar erfasst wird, wie viele
Panelisten zu einem Zeitpunkt einen Geruchseindruck haben; es ist jedoch
keine Aussage daruber mdglich, wie intensiv der Geruchseindruck
wahrgenommen wurde [28]. Daher wurde in der Studie neben dem reinen
Geruchseindruckssignal sowohl die Intensitat des Geruchseindrucks (Skala von
1 = sehr gering bis 5 = sehr intensiv) und die Beschreibung des Geruchs
(sensorisches Attribut) abgefragt. Mit Hilfe dieser zusatzlichen Datensatze war
es mdglich, das Konzept des flavor scores zu entwickeln. Der flavor score (FS;)
errechnet sich (in Anlehnung an den von Schlegelmilch et al. (2009)
vorgestellten Odour-Index [106]) nach Formel 6 aus der ermittelten Haufigkeit
der Geruchswahrnehmungen, also der detection frequency (DF;), und der
mittleren wahrgenommenen Intensitat (Fl;) des Geruchseindrucks der

entsprechenden Komponente i:
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In Ubereinstimmung mit Ergebnissen von van Ruth (2001) sowie Kaeppler und
Mueller (2013) konnte gezeigt werden, dass eine starke Varianz zwischen
einzelnen Panelisten vorlag, daher wird als zusammenfassende Bewertung der
detection frequency und der Intensitatsbewertung der Mittelwert der
Panelistenbewertungen als geeigneter angesehen als Einzelbewertungen [66,
117]. Durch intensive Schulungs- und Trainingssitzungen der Panelisten im
Vorfeld der eigentlichen Probenuntersuchungen konnte die Varianz
(ausgedruckt durch die Standardabweichung) des Panels verbessert werden
[66, 114].

Es wurden 25 flichtige Komponenten anhand ihrer Massenspektren sowie den
Retentionszeiten und dem Vergleich mit den Retentionszeiten der
Referenzsubstanzen identifiziert (Abbildung 9). Von diesen zeigten 15
Substanzen eine Aromaaktivitat mit einer detection frequency oberhalb des
festgelegten noise levels von n=3 (Abbildung 10). Zur weiteren Untersuchung
wurden sechs fliichtige Komponenten ausgewahlt, die in beiden Olvarietaten
(konventionelles und high-oleic Ol) nachgewiesen wurden: E-2-Decenal,
Undecanal, 2-Undecenal, 2-Pentylfuran sowie zwei nicht identifizierte

Substanzen A und B.
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Abbildung 9: Total lon Chromatogramm der HS-SPME-GC/MS-Analyse der fliichtigen Komponenten
in konventionellem Sonnenblumendl (SF) und high-oleic Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und
30 Stunden bei 175°C; A: Hexanal, B: E-2-hexenal, C: E-2-heptenal, D: 1-octen-3-ol, E: 2-pentyl-
furan, F: Octanal, G: Nonanal, H: Unbekannt-A, I: Unbekannt-B, J: Decanal, K: E-2-decenal, L:
Undecanal, M: E,E-2,4-decadienal, N: 2-Undecenal, O: Unbekannt-C [93]
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Abbildung 10: detection frequency der fliichtigen Komponenten in konventionellem
Sonnenblumendl (SF) und high-oleic Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30 Stunden bei
175°C; Codierungsschliissel: siehe Abbildung 9 [93]
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Abbildung 11: Mittlere Geruchsintensitidt (GC-O) ausgewahlter aromaaktiver fliichtiger
Komponenten in Sonnenblumendl (SF) und high-oleic Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30
Stunden bei 175°C [93]

Es zeigte sich, dass die Intensitatsbewertungen dieser sechs ausgewahlten
Substanzen (E-2-Decenal, Undecanal, 2-Undecenal, 2-Pentylfuran, Substanz A
und Substanz B) keine signifikanten Unterschiede (ANOVA mit Bonferronitest;
a = 0.05) zwischen den verschiedenen Olproben aufwiesen. Somit war die
alleinige Intensitatsbewertung als Methode nicht ausreichend, um die
unterschiedlich stark oxidierten Sonnenblumendle voneinander zu differen-
zieren. (Abbildung 11). Mithilfe der berechneten flavor scores war es hingegen
moglich, die Olproben voneinander zu differenzieren (ANOVA mit Bonferroni-
test, a = 0,05) (Abbildung 12). Die konventionellen Sonnenblumendlproben
zeigten bei E-2-Decenal, 2-Pentylfuran und der unbekannten Substanz A
sowohl nach jeweils 15 und 30 Stunden Frittierzeit deutlich héhere flavor score
Werte als die high-oleic Sonnenblumendle. Diese hingegen wiesen héhere
flavor score Werte bezlglich Undecanal, 2-Undevenal und der unbekannten

Substanz B auf.
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Abbildung 12: Flavor scores ausgewdahlter aromaaktiver fliichtiger Komponenten in
Sonnenblumendl (SF) und high-oleic Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30 Stunden bei 175°C

[93]
Zusatzlich zu den GC-O-Analysen wurde ein sensorisches Geruchsprofil der

Frittierdlproben nach DIN 10967-1:1998 mit acht geschulten Prifpersonen in
drei Wiederholungen erstellt (Abbildung 13) [93].

flavor profiling

= 5F Oh
flavor: soapy
5 . =5F 15h
‘ .
SF30h
; .
—HOSF 0h
? M
flavor: doopfried — N ) Tlvor; nutty HOSF 15h
. -:-/#‘ = III-' HOSF 30h
_ ; /
/
—
" |
Flavor: grassy | green Mavar. rancid

Abbildung 13: Sensorisches Geruchsprofil von Sonnenblumendl (SF) und high-oleic
Sonnenblumendl (HOSF) nach 0, 15 und 30 Stunden bei 175°C [93]
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Besonders die Attribute frittiert”, ,grin-grasig“ und ,ranzig“ waren bei den
konventionellen Sonnenblumendlen ausgepragter als beim high-oleic
Sonnenblumendl (a = 0,05). Die Intensitat der Attribute ,nussig“ und ,seifig"
unterschieden sich nicht signifikant voneinander. Andere Autoren konnten in
ihren Untersuchungen ebenfalls eine geringere Auspragung des Frittieraromas
feststellen und begrindeten dieses mit dem geringeren Gehalt an Linolensaure
(verglichen mit konventionellem Speisedl), deren Oxidationsprodukte fur das
Frittieraroma verantwortlich gemacht werden [122, 127, 128, 129]. Warner et al.
(2001) untersuchten die fliichtigen Komponenten aus erhitztem Triolein und
begrindeten das geringer wahrgenommene Frittieraroma mit der geringeren
Konzentration und der geringeren Geruchsintensitat der hierfur
charakteristischen flichtigen Verbindungen [127]. Warner und Fehr (2008)
konnten zeigen, dass bei einem geeigneten Fettsaureprofil mit erhéhtem Gehalt
an Olsaure bei gleichzeitiger Minimierung des Linolensdureanteils das
erwunschte Frittieraroma erzielt wird [122]. Die geringere Auspragung des
Attributs ,ranzig” in den high-oleic Sonnenblumendlen kann mit der hdheren
thermischen Stabilitat im Vergleich zu konventionellem Sonnenblumendl
begriindet werden. Beim Vergleich der sensorischen Attribute mit den fur die
ausgewabhlten Indikatorverbindungen dokumentierten Geruchseindricken
konnte festgestellt werden, dass diese die sensorischen Attribute gut

widerspiegelten (Tabelle 5).

Tabelle 5: Mittels GC-O analysierte aromaaktive Verbindungen aus konventionellem und high-oleic
Sonnenblumendl nach 30 h Erhitzungsdauer bei 175°C

Substanz Geruchseindruck (Rychlick Schieberle Grosch 2008)
Hexanal grin, grasig

E-2-hexenal griin, apfelartig

E-2-heptenal fettig, mandelartig
1-Octen-3-ol pilzartig, metallisch
2-Pentylfuran buttrig, bohnenartig

Octanal fettig

Nonanal talgig, fruchtig

Unknown A ranzig, fettig1

Unknown B frittiert, grin, fettig1

Decanal orangenschalenartig, blumig
E-2-decenal talgig, orangenartig
Undecanal wachsartig, seifig, citrusartig
E,E-2,4-decadienal frittiert

2-Undecenal orangenschalenartig, fruchtig®
Unknown C ranzig, frittiert, fettig

' Geruchseindruck wurde durch die Panelisten beschrieben
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Es sollte nun anhand des flavor scores und des sensorischen Profils Uberpruft
werden, wie grol} die Relevanz der ausgewahlten Verbindungen fur den
sensorischen Eindruck der Probe war. Dazu wurde die statistische Methode der
partial least square regression (PLSR) angewandt, welche in der Lage ist,
unterschiedliche Datensatze miteinander zu verkntpfen. Die anschlie}ende
statistische Modellberechnung versucht, mithilfe von Datensatz 1 die
Entwicklung des Datensatzes 2 abzuschatzen. Im Anschluss an die PLSR-
Modellierung wurden die berechneten Werte zur Uberpriifung Gber den im
sensorischen Profil ermittelten Attributsbewertungen aufgetragen und deren

lineare Korrelation berechnet (Abbildung 14).

V]

y =0,6404x + 0,7503
R?=0,9546

B

w

rrrrr

nussig

[N

seifig
L

®
grasig-grin

sensorische Attribute (Modellberechnung)

0 1 2 3 4 5
sensorische Attribute (Profilierung)

Abbildung 14: Korrelation der Attributsbewertungen aus der sensorischen
Profilierung und der statistischen PLSR-Modellierung [93]

Die PLSR-Modellierung basiert auf dem gesamten zur Verfligung stehenden
Datensatz, d.h. die Berechnung erfolgt mit den flavor score Werten aller
ausgewabhlten Indikatorverbindungen. Auf diesem Weg kann nicht auf die
Relevanz eines individuellen Indikators geschlossen werden. Es ist davon
auszugehen, dass die sensorischen Eindriicke auch durch weitere fliichtige
Verbindungen entstehen, die nicht als Indikatoren ausgewahlt wurden,
besonders beim Attribut ,ranzig“. Die gute Korrelation mit einem
Regressionskoeffizient R? von 0,9546 zwischen den modellierten
Attributsbewertungen (aus dem Datensatz ,flavor score®) und den profilierten
Attributsbewertungen (aus dem Datensatz ,Sensorik®) zeigt, dass das Profil an
identifizierten Indikatorverbindungen von hoher sensorischer Bedeutung ist.

Das flavor score Konzept stellt somit einen vielversprechenden Ansatz zur
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Bewertung der sensorischen Relevanz geruchsaktiver Verbindungen in
thermisch belasteten Sonnenblumendlen dar.

In weiterfUhrenden Untersuchungen sollte das neue Konzept validiert sowie mit
anderen Referenzmethoden, beispielsweise der Aromaextraktverdliinnungs-
analyse [107, 116] oder der Charm-Analyse [2] verglichen werden. Es musste
gepruft werden, ob die hier gefundenen Indikatorverbindungen spezifisch fur
Sonnenblumendle sind und ob gegebenenfalls andere flichtige
Aromakomponenten bei anderen Frittiermedien von groRerer bzw. kleinerer
Relevanz sind. Des Weiteren sollte das flavor score Konzept auf andere

Speisedle und deren oxidativen off-flavor Komponenten Ubertragen werden.
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4. Zusammenfassende Diskussion

Indikator-Profile

Die multivariat-statistische Analyse der ausgewahlten flichtigen Komponenten-
Profile von verschiedenen Speisedlen, welche unterschiedlichen thermischen
Belastungen ausgesetzt waren, ermdglichte eine eindeutige Differenzierung der
Speisedlproben anhand ihrer flichtigen Oxidationsprodukte (paper | & Il). Die
alleinige Untersuchung von einzelnen Substanzen war hingegen nicht in der
Lage, die unterschiedlichen Speisedlproben zu unterschieden. van Ruth et al.
(2000) zeigten, dass die Messung einzelner Indikatoren nur begrenzte
Aussagekraft flir das Aroma einer Probe besitzt [118]. Die Auswahl eines
einzigen Indikators zur Beurteilung des oxidativen Status verschiedener
Olsorten ist aufgrund der unterschiedlichen Fettsdureprofile und der daraus
resultierenden grof3en Variation der sekundaren Oxidationsprodukte nicht
moglich [118].

In ihrer Studie wurden in Sonnenblumendl und Leindl mit vergleichbarem
oxidativen Status mithilfe der olfaktometrischen Detection frequency-Analyse
neben den erwarteten aroma-aktiven Verbindungen (Hexanal in
Sonnenblumendl und Propanal in Leindl) noch weitere Aromakomponenten
(Octanal und 1-Octen-3-on in Sonnenblumendl und Leindl; im Leindl zusatzlich
noch 1-Penten-3-on) ermittelt. In einem Blend aus 85% Sonnenblumendl und
15% Leindl mit vergleichbarem oxidativen Status wurden neben den bereits
genannten noch Pentanal, 1-Pentenol, 1-Octen-3-ol und E,Z-2,4-Heptadienal
als aroma-aktive Verbindungen identifiziert. Van Ruth et al. (2000)
schlussfolgern daher, dass eine Kombination von mehreren individuellen
Indikatoren besser geeignet sei, den oxidativen Status eines Speisedls zu
beurteilen [118]. Vergleichbares schlussfolgern Ullrich und Grosch (1987),
wobei sie zeigen, dass die von ihnen untersuchten finf Aromakomponenten
(Hexanal, Z-2-Octenal, E-2-Nonenal, 1-Octen-3-ol und 1-Octen-3-on) je nach
oxidativem Status in unterschiedlichem Ausmal® am Gesamtaromaeindruck der
untersuchten Linolsaure beteiligt sind. Die Betrachtung einer Einzelkomponente
war zur Beurteilung der Linolsaureproben nicht ausreichend [116].

Die Differenzierung mithilfe eines fliichtige Komponenten-Profils der

Speisedlproben mit unterschiedlichem oxidativen Status war sowohl bei
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Sonnenblumen- und Rapsodlproben moglich, die bei gemaRigten Temperaturen
(80 °C bzw. 40°C; vgl. paper | und paper Il) gelagert wurden. Ebenso konnten
verschiedene Frittierdle, die wesentlich hoheren Temperaturen ausgesetzt
waren, differenziert werden (paper Il und weitere Ergebnisse). Dies zeigt, dass
die in der Arbeit angewendete Kombination aus Analytik der flichtigen
Komponenten und multivariat-statistischer Datenauswertung zur

Differenzierung von verschiedensten Speisedlproben geeignet ist.

Korrelation neue Indikatorverbindungen vs. Peroxidzahl, PTG- und TPM-Wert

Zur Beurteilung des oxidativen Status von Speisedlen sind verschiedene
Parameter beschrieben und in Leitlinien festgehalten (vgl. Kapitel 1.2),

Die in den vorliegenden Studien (paper Il & paper lll) identifizierten flichtigen
Indikatorverbindungen zur Abschatzung des oxidativen Status von thermisch
belasteten Speisedlen wurden auf ihre Korrelation mit den etablierten
Qualitatsparametern hin untersucht. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Korrelationskoeffizienten zwischen den identifizierten Indikatorverbindungen
und einigen etablierten Qualitadtsparametern teilweise Werte grofder 0,8
aufwiesen.

Die Peroxidzahlen korrelierten gut mit den fir konventionelles und high-oleic
Rapsdl identifizierten Indikatorverbindungen (Propanal, E,E-2,4-hexadienal, E-
2-heptenal, Octanal und 3-Octanon; vgl. paper Il) (Tabelle 6). Die mittels PCA
getroffene Auswahl an Indikatorverbindungen spiegelt sich in diesen
Korrelationen wider. Hexanal wies ebenfalls eine gute Korrelation mit den
Peroxidwerten auf (R? = 0,8086), jedoch sind die Korrelationskoeffizienten der
durch die Untersuchung als Indikatoren identifizierten flichtigen Verbindungen
groler. Es ist zu prufen, ob bei der Untersuchung des Indikatorprofils zur
Einschatzung des oxidativen Status eines Speisedls neben den neuen
Indikatoren auch Hexanal als bekanntes fllichtiges Lipidoxidationsprodukt mit in
das Profil aufgenommen werden sollte.

Es konnten keine Korrelationen mit der Anisidinzahl festgestellt werden.
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Tabelle 6: Korrelationskoeffizienten einer linearen Regression zwischen Peroxidzahl (PV) und den
ausgewahlten Indikatorverbindungen zur Einschatzung des oxidativen Status von konventionellem und
high-oleic Rapsol (paper II)

RO HORO

PV PV
propanal 0,9941 *
E,E-2,4-hexadienal 0,8581 0,8749
E-2-heptenal 0,8692 0,8593
3-octanone 0,9259 0,9052
octanal * 0,9928
hexanal 0,8086 0,8164
E,E-2,4-heptadienal 0,9109 0,8905

* . keine ausreichende Anzahl an Messwerten zur
Berechnungeiner Korrelation vorhanden

Bei der Korrelationsanalyse der Frittierdle (paper Ill) wurde eine schwachere
Korrelation zwischen den fur konventionelles Rapsol und high-oleic Rapsol
identifizierten Indikatorverbindungen und den Peroxidzahlen festgestellt
(R2<0,8). Dies lasst sich mit der geringeren thermischen Stabilitat der
Hydroperoxide bei Frittiertemperaturen erklaren. Ferner wurde eine gute
Korrelation zwischen einigen Indikatorverbindungen (E,E-2,4-Heptadienal, E-2-
Decenal, 3-Octanon, Hexanal) und den TPM sowie PTG Gehalten ermittelt
(paper lll).Ebenso wie beim gelagerten Rapsdl (Tabelle 6) zeigte auch bei den
Frittierqualitatsparametern neben Hexanal auch E,E-2,4-Heptadienal und 3-
Octanon gute Korrelationskoeffizienten (paper lll). Dies deutet darauf hin, dass
neben Hexanal auch diese beiden Substanzen geeignete Indikatoren fur die
Bewertung des oxidativen Status eines thermisch belasteten Speisedls

darstellen.

Qualitatsbeurteilung von Speisedlen
Die in dieser Arbeit angewendete Kombination aus HS-SPME-GC/MS-Analytik
der entstehenden flliichtigen Lipidoxidationsprodukte mit multivariater statischer

Datenanalyse ermdglichte es, geringe Anderungen des oxidativen Status der
Speisedle zu detektieren, welche mittels sensorischen Analysemethoden nicht
erfasst werden kdnnen (paper Il). Um im Rahmen von qualitatssichernden
MaRnahmen méglichst friihzeitig eine Anderung des oxidativen Status eines
Ols feststellen zu kdnnen, ist die Analyse der hier aufgezeigten

Indikatorverbindungen eine interessante Alternative und Erganzung zur
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sensorischen Analyse. In weiterfuhrenden Studien sollten fur dlspezifische
Indikatorsubstanzen Schwellenwerte abgeleitet werden, die mit einer
sensorischen Abweichung der Olprobe korrelieren. Hierdurch wére eine
objektivierte sensorische Bewertung der Verzehrsfahigkeit von Speisedlproben
moglich.

Zur weiteren Verbesserung der in dieser Arbeit dargestellten Methoden wurde
zur ldentifizierung der Indikatorsubstanzen die olfaktometrische Analyse der
flichtigen Lipidoxidationsprodukte herangezogen (vgl. weitere Ergebnisse). Van
Ruth et al. (2000) haben zur Beurteilung der Relevanz der von ihnen
ausgewabhlten Indikatorverbindungen fur das Aroma einer Probe ebenfalls GC-
olfaktometrische Methoden eingesetzt [118]. Es zeigte sich, dass sich Olproben
von vergleichbarem oxidativen Status (konjugierter Diene) bezlglich der Art und
Anzahl der detektierten aroma-aktiven Substanzen stark unterschieden [118].
Die gute Korrelation der in dieser Arbeit mittels GC-O ermittelten flavor score-
Werte mit den sensorischen Geruchsprofilen (vgl. weitere Ergebnisse) legt
nahe, dass aus den mittels HS-SPME-GC/MS detektierbaren fllichtigen
Lipidoxidationsprodukten diejenigen von besonderer sensorischer Relevanz als
maogliche Indikatorverbindungen ausgewahlt wurden.

Die in der vorliegenden Arbeit vorgeschlagene HS-SPME-GC-MS/O Methodik
in Verbindung mit geeigneten statistischen und sensorischen Analysen kann
ferner zur Auswahl von aromarelevanten Indikatorverbindungen zur
Optimierung von selektiven elektronischen Nasen genutzt werden, um diese

effektiv in der Qualitatskontrolle von Speisedlen einzusetzen.

Neuartige Speiseole als alternative Frittiermedien

Aufgrund der hohen oxidativen Stabilitat sind gerade die high-oleic Speisedle
fur die Verwendung bei hohen Temperaturen, beispielsweise dem Frittieren,
interessante Alternativen(vgl. Aladedunye und Przybylski 2013 [4] und Crosa et
al. 2013 [23]). Bezlglich der Qualitatsbeurteilung von Frittierdlen werden von
der Deutschen Gesellschaft flir Fettwissenschaft Referenzwerte von 12%
polymerisierter Triglyceride (PTG) sowie 24% polare Materialien (TPM)
angegeben [12]. Diese Richtwerte wurden im Rahmen der Untersuchungen
(paper lll) nicht Uberschritten, nur eine Probe (konventionelles

Sonnenblumendl) wies am Ende des Versuches einen nicht mehr akzeptablen
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PTG-Wert von 12,6 £ 0,6% auf (paper Ill). Bezuglich der TPM-Werte konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den untersuchten konventionellen und
high-oleic Speisedlen festgestellt werden. Bei den Ergebnissen der PTG-
Analyse zeigte sich keine eindeutige Tendenz ab, high-oleic Sonnenblumendl
wies niedrigere, high-oleic Rapsdl hingegen hohere PTG-Werte als die jeweilige
konventionelle Variante auf (paper IlI).

Aladedunye und Przybylski (2013) konnten in ihrer Frittierstudie mit high-oleic
Sonnenblumendlen mit unterschiedlichen Gehalten an Antioxidantien nach
sieben Stunden Frittierzeit TPM- und PTG-Gehalte feststellen, welche die
empfohlen Richtwerte Uberschreiten [4]. Jedoch wurde in ihrer Studie bei einer
Temperatur von 185 °C frittiert, was deutlich Gber der von der Deutschen
Gesellschaft fir Fettwissenschaft empfohlenen Temperatur von 160-175°C
liegt, welche in der vorliegenden Arbeit angewendet wurde (paper Ill) [33]. Dies
kann eine Erklarung fur die hohen Werte der Qualitatsparameter der high-oleic
Sonnenblumendle sein. Romano et al. (2013) stellten in ihrer Fritterstudie fest,
dass high-oleic Sonnenblumendl den TPM-Richtwert spater Gberschreitet als
konventionelles Sonnenblumendl (nach 32 Stunden Frittierzeit gegenuber 24
Stunden) [100]. Dies unterscheidet sich gegenuber der vorliegenden Arbeit
(paper lll), jedoch ist nicht angegeben, bei welcher Temperatur die Frittierstudie
von Romano et al. durchgeflihrt wurde. Eine hdhere Frittiertemperatur konnte
die Vergleichbarkeit der Studien beeintrachtigen.

Zusammenfassend kann bezuglich der Frittierqualitatsparameter gesagt
werden, dass die neuartigen Speisedle vergleichbare oder bessere
Eigenschaften als die konventionellen Varietaten zeigten. Im Vergleich zu
anderen gebrauchlichen Frittiermedien wie Palmolein, welche aufgrund des
Fettsaurespektrums mit hohen Gehalten an gesattigten Fettsauren ebenfalls
eine hohe oxidative Stabilitat aufweisen, sind die high-oleic Speisedle
hinsichtlich der PTG-Werte als etwas weniger stabil einzuschatzen (paper Ill),
haben aber ernahrungsphysiologisch gesehen ein vorteilhafteres
Fettsaurespektrum [23].

In weiteren Studien zu frittierten Backwaren konnte festgestellt werden, dass in
den untersuchten Frittierfetten gerade in handwerklichen Backereibetrieben
noch hohe Gehalte an trans-Fettsauren (insbesondere trans9-C18:1)

nachgewiesen werden konnten, was wahrscheinlich auf die Verwendung von
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teilgeharteten Pflanzenfetten in den Frittierfetten zurtickzufuhren ist
(vlg.Fritsche et al. 2010 [50]). Die neuartigen Speisedle, wie beispielsweise
high-oleic Ole, kénnen hier erndhrungsphysiologisch vorteilhafte Alternativen
darstellen, deren Verwendung in weiteren Forschungsarbeiten untersucht
werden sollte.

In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich, dass besonders beim
Frittieren groRe, sensorisch wahrnehmbare Unterschiede zwischen den
verschiedenen Speiseolen festgestellt werden konnten. Die Rapsdle waren
schon nach kurzer Zeit (konventionelles Rapsdl nach 3 Stunden, high-oleic
Rapsol nach 15 Stunden) deutlich am fur Rapsole typischen fischig-tranigen off-
flavor von den anderen untersuchten Speisedlen zu unterschieden (paper lIll).
Es zeigte sich, dass dieses off-flavor beim high-oleic Rapsdl erst spater und
auch weniger intensiv gebildet wurde, was auf eine hdhere oxidative Stabilitat
dieses Ols im Vergleich mit der konventionellen Variante hinweist. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass das high-oleic Sonnenblumendl die hdchste
Stabilitat, gemessen am sensorischen Geruchseindruck, aufwies (paper lll).
Matthaus et al. (2009) untersuchten Kartoffelchips, welche in unter anderem
auch in high-oleic Rapsdl und high-oleic Sonnenblumendl frittiert und
anschlieRend gelagert wurden. Dabei zeigte sich, dass die in high-oleic
Sonnenblumendl frittierten Kartoffelchips in den ersten acht Wochen der
Lagerung die besten sensorischen Eigenschaften verglichen mit alle
untersuchten Olen aufwiesen [81].

Im Rahmen der weiterfuhrenden GC-O-Analytik wurde auch das sensorische
Geruchsprofil von konventionellem und high-oleic Sonnenblumendl aus
Frittieranwendungen erstellt (vgl. paper Ill). Dabei zeigte sich, dass das Attribut
,deep-fried/frittiert* bei den high-oleic Sonnenblumendlen weniger ausgepragt
war als bei konventionellen Sonnenblumendl. Dieses Phanomen wurde schon
zuvor in der Literatur von Warner et al. (1997) und Warner et al. (1994)
beschrieben [128, 129]. Warner et al. (2001) untersuchten die flichtigen
Komponenten aus erhitztem Triolein und begriindeten das geringer
wahrgenommene Frittieraroma mit der geringeren Konzentration und der
geringeren Geruchsintensitat der hierflr charakteristischen fliichtigen
Verbindungen [127]. Warner und Fehr (2008) konnten zeigen, dass bei einem

geeigneten Fettsaureprofil mit erhdhtem Gehalt an Olséure bei gleichzeitiger
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Minimierung der Linolensaureanteils das erwunschte Frittieraroma erzielt wird
[122].
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5. Zusammenfassung & Ausblick

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde eine Methode zur instrumentell-
analytisch-sensorischen Differenzierung von Raps- und
Sonnenblumendlvarietaten mit unterschiedlichem oxidativen Status entwickelt.
Mithilfe der Kombination der HS-SPME-GC/MS/O Analysen fllichtiger
aromaaktiver Lipidoxidationsprodukte und multivariater statistischer Analysen
(beispielsweise Principal Component Analysis, agglomerative hierarchische
Clusteranalyse, Partial Least Square Regression) war es moglich, sensitive und
Olspezifische Indikatorsubstanzen zu identifizieren, anhand derer bereits
geringfigige Anderungen des oxidativen Status der Speisedle detektiert werden
konnten. Ferner konnte eine zuverlassige Olsortendifferenzierung (Raps- vs.
Sonnenblumendl und high-oleic vs. konventionelle Olvarietét) vorgenommen
werden. Als sensitive Indikatorverbindungen konnten Propanal, E,E-2,4-
Hexadienal, E-2-Heptenal, 3-Octanon und Octanal flr Rapséle und Hexanal, E-
2-Heptenal, E-2-Decenal und E,E-2,4-Nonadienal fir Sonnenblumendle

identifiziert werden.

In das kombinierte Analysenkonzept wurde ferner das flavor-score Konzept zur
Relevanzbewertung der analysierten flichtigen Indikatorverbindungen der
Lipidoxidation erfolgreich integriert. Hierfir wurden neben umfangreichen
sensorischen Analysen auch zahlreiche GC-O Analysen mit Frittierdlproben
durchgefiihrt. Korrelationsanalysen zeigten gute Ubereinstimmungen zwischen
den Gehalten der identifizierten 6lspezifischen Indikatorverbindungen und den
sensorischen Profilierungsdaten bzw. den konventionellen Fettkennzahlen,
insbesondere den TPM- und PTG Gehalten.

Erwartungsgemaf konnte die vergleichsweise hdohere thermische Stabilitat der
high-oleic Pflanzendle sowohl in Lagerungsversuchen als auch in
Frittierversuchen bestatigt werden. Fortgeschrittene sensorische Verfahren
(beispielswese ein balanced incomplete block design) zeigten ferner eine
vergleichsweise gute sensorische Frittiertauglichkeit der high-oleic Raps- und
Sonnenblumendle, mit denen trans-Fettsaurereduzierte Frittierwaren mit

niedrigen Gehalten an gesattigten Fettsauren hergestellt werden kénnen.
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Mit Hilfe der entwickelten kombinierten instrumentell-analytischen, sensorischen
und statistischen Verfahren kdnnen weitere sensitive aromarelevante
Indikatorverbindungen in weiteren Pflanzendlen (z.B. Soja-, Palm, Olivendl)
identifiziert werden. Ferner kdnnen diese Erkenntnisse fur die
Weiterentwicklung von olspezifischen elektronischen Nasen verwendet werden,
um ein empfindliches und selektives Verfahren fur die Qualitatsbewertung von
Pflanzendlen zur Verfigung zu stellen. Hierbei wird auch in Zukunft die
sensorische Bewertung des oxidativen Status von Pflanzendlen als

Referenzmethode notwendig sein.
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6. Summary

In the present work a method for the analytical and sensory differentiation of
rapeseed oil and sunflower oil samples with varying oxidative status was
developed. Applying HS-SPME-GC/MS/O analysis of volatile aroma-active lipid
oxidation products and multivariate statistical analysis (such as principal
component analysis, agglomerative hierarchical cluster analysis, partial least
square regression) revealed the identification of sensitive and oil-specific
indicator substances. By means of these indicators even small changes in the
oxidative status of edible oils were detected. Furthermore, a reliable
differentiation of oil samples (rapeseed oil vs. sunflower oil and high-oleic vs.
conventional oil) was achieved. In particular, propanal, E,E-2,4-hexadienal, E-2-
heptenal, 3-octanone and octanal for rapeseed oils and hexanal, E-2-heptenal,
E-2-decenal and E;E-2,4-nonadienal for sunflower oil samples were identified
as indicators for thermally stressed oils (non-frying conditions). Moreover, the
flavor-score concept was successfully integrated in order to assess the
relevance of the analyzed volatile compounds. For this purpose numerous GC-
O analyzes were carried out with frying oil samples. Comprehensive correlation
analysis showed a reasonable correlations between the contents of the
identified oil- specific indicator compounds and the sensory profiling data as
well as the conventional fat parameters, in particular the TPM and PTG levels.
As expected, the higher thermal stability of high-oleic vegetable oils is
confirmed both in storage and in frying experiments. Applying an advanced
sensory method (e.g. sample comparison by balanced incomplete block design)
revealed a comparatively good sensory frying performance of high-oleic
rapeseed oil and of high-oleic sunflower oils comprising low amounts of trans
fatty acids and saturated fatty acids.

With the help of the developed combined analytical, sensory and statistical
methods relevant aroma-relevant indicators may be identified in other vegetable
oils as well (e.g. soybean oil, palm oil, olive oil). Furthermore, these findings are
applicable for the development of oil-specific electronic noses to provide a
sensitive and selective method for the quality assessment of vegetable oils.
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