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1 Das Projekt

1.1 Ziele und Aufgabenstellung

Die Regulierung von Pilzkrankheiten stellt ein groBes Problem im 6kologischen Landbau dar.
Die momentan existierenden Moglichkeiten zur Pilzbekdmpfung sind stark beschrinkt, und es
besteht ein groBler Bedarf an Alternativen zu Okologisch bedenklichen kupfer- und
schwefelhaltigen Pflanzenschutzmitteln. Die EG-Oko-Verordnung schreibt vor, dass der
Einsatz schwermetallhaltiger Fungizide in den ndchsten Jahren weiter eingeschrinkt werden
muss. Daher werden dringend alternative Préparate bendtigt, die in ihrer Herstellung,
Anwendung und in ihrem Verhalten im Okosystem den Grundgedanken des 6kologischen
Landbaus entsprechen. Diese Grundgedanken sind das Wirtschaften im Einklang mit der
Natur, die Verwirklichung einer nachhaltigen Entwicklung und das Streben nach
geschlossenen Stoftkreisldufen.

Oliventrester, ein Abfall-Produkt der Olivendl-Produktion, ist aufgrund seiner
antimikrobiellen Inhaltsstoffe schwer kompostierbar und stellt somit ein Entsorgungsproblem
dar. Neben ihren fungiziden und bakteriziden Eigenschaften [10, 18] wirken die Olbaum-
Polyphenole antioxidativ [11, 16]. Aus diesem Grund werden sie fiir die anticancerogene und
kardioprotektive Wirkung der oliven(dl)-reichen mediterranen Didt verantwortlich gemacht
[7, 25, 170]. Phenolische Verbindungen spielen in Pflanzen eine grof3e Rolle bei der Abwehr
gegeniiber Pathogenen [105, 145]; ihnen wird aber auch eine biologische Wirksamkeit
gegeniiber abiotischen Stressfaktoren (UV-B-, Hitzestress) zugesprochen [152].

Ziel des Projektes war es, die phenolischen Inhaltstoffe des Oliventresters zu gewinnen und
einen potentiellen Einsatz als natiirliches fungizides Pflanzenschutzmittel zu evaluieren.

Es musste untersucht werden, in welchem Male sich diese Substanzen freisetzen und
extrahieren lassen. Zu diesem Zweck sollten Rohmaterialeigenschaften ermittelt, Prozesse zur
Freisetzung der Inhaltsstoffe identifiziert und Extraktionsmethoden entwickelt werden. Die
Extrakte sollten hinsichtlich ihrer antimikrobiellen Eigenschaften in in-vitro Versuchen mit
relevanten Mikroorganismen evaluiert werden. In weiteren Untersuchungen galt es, Methoden
zu identifizieren, durch die das Wirkstoffspektrum hinsichtlich der fungiziden Wirksamkeit
optimiert werden kann.

Anfangliche Pflanzenversuche sollten aufzeigen, in wie weit sich die in-vitro Versuche auf
Versuche mit Pflanzenmaterial iibertragen lassen und ob das angedachte Endziel, die
Entwicklung eines Pflanzenschutzmittels, realistisch erscheint.

1.2 Bezug des Projektes zu den forderpolitischen Zielen

Es ist das Ziel der Bundesregierung, den Anteil der 6kologisch bewirtschafteten Flache bis
zum Jahre 2010 von derzeit 3,2% auf 20% zu steigern. Um dies zu erreichen, miissen
Wachstumshemmnisse beseitigt und die Wettbewerbsfihigkeit gesteigert werden. Das
vorgestellte Projekt liefert einen direkten Beitrag zur Erreichung der erkldrten Ziele. Die
Regulierung von Pilzkrankheiten stellt ein grofes Problem im okologischen Landbau dar,
weil bislang kein addquates Fungizid zur Verfiigung steht und der Einsatz von 6kologisch
bedenklichen Kupferpriparaten kiinftig verringert werden muss. Die Entwicklung eines
Pflanzenschutzmittels nach den Anforderungen des 0Okologischen Landbaus wiirde
mengenmaflige  Ertragssteigerungen und die Reduzierung von Qualitits- und



Mengenschwankungen ermoglichen. Somit wire die Wettbewerbsfahigkeit gegeniiber der
konventionellen Landwirtschaft deutlich gesteigert.

Das vorgestellte Projekt verfolgt ein holistisches Konzept der Produktion von Giitern, d.h. die
Wirkstoffe werden in ihrer 6kologischen Vertrdglichkeit vom Rohstoff bis zum fertigen
Produkt betrachtet (Produktlinienkonzept). Als Rohstoff dient Oliventrester, bisher ein
Abfallprodukt der Speisedlproduktion. Die Wertschopfung dieses Produktstromes wird durch
Einbringung in einen neuen Produktionskreislauf gesteigert. Zusitzlich bietet das Konzept
eine Losung fiir die Entsorgungsproblematik der Reststoffe der Olivendlproduktion.

Das Endprodukt wird aufgrund seiner natiirlichen Herkunft vollstdndig biologisch abbaubar
sein und die aufgeschlossenen Oliventrester konnen als Bodenverbesserungsmittel den
Anbauflichen beigegeben werden. Der Kreislauf der Ressourcen ist damit gewahrt.

In dem vorgestellten Projekt wird sowohl bei der Wahl der eingesetzten Materialien als auch
bei der Entwicklung von Prozessen die Umweltvertriglichkeit bertlicksichtigt. Somit ergibt
sich fiir das angestrebte Produkt eine Okobilanz, die den Grundideen des 6kologischen
Landbaus entspricht.

Das Projekt hat demnach einen starken Bezug zu den forderpolitischen Zielen des
,Programms des BMVEL zur Forderung von Forschungs- und Entwicklungsvorhaben sowie
von MaBnahmen zum Technologie- und Wissenstransfer im O6kologischen Landbau® im
Bereich Pflanzenschutz.

1.3 Wissenschaftlicher und technischer Stand, an den angekniipft wurde

Die antimikrobiellen Eigenschaften der Olivenpolyphenole sind schon seit liangerer Zeit
bekannt. Neben fungiziden und bakteriziden Eigenschaften werden ihnen teilweise auch
antivirale Eigenschaften zugesprochen [10, 61, 84, 86, 87, 123]. Allerdings sind die
zugrundeliegenden Wirkmechanismen und bioaktiven Wirkungen noch nicht vollstindig
aufgeklart. Literaturseitig vorhandene Informationen sind grofteils aufgrund der hohen
Spezifitit nicht direkt auf das Vorhaben iibertragbar.

Erheblicher Forschungsaufwand wird derzeit betrieben, um die antioxidativen Eigenschaften
dieser Substanz-Gruppe zu charakterisieren und ihre erndhrungsphysiologischen Wirkungen
zu ergriinden. Diskutiert werden positive gesundheitliche Einfliisse wie z.B.

Schutz vor LDL-Oxidation

anticancerogene Wirkung

blutdruckregulierende Wirkung
immunmodulierende Wirkung
entziindungshemmende Wirkung [7, 25, 26, 170]

Die meisten Forschungen beziehen sich auf die Polyphenole im Olivendl. Es existieren
Methoden fiir deren Aufreinigung zur quantitativen Analyse [1, 54, 60, 109]. Generell ist die
Polyphenolanalytik jedoch hochkomplex wund bedarf zeitintensiver Methodik und
spezialisierter Apparatetechnik.

Es gibt Bemiihungen, die Olivendl-Gewinnung so zu gestalten, dass mehr der wertgebenden
Polyphenole (Gesundheitsaspekt, Haltbarkeitsverlingerung/Oxidationsschutz) in die Olphase
iibergehen [44, 66, 91, 113]. Der GroBteil der Polyphenole verbleibt jedoch aufgrund ihrer
lipophoben Eigenschaften in dem Abfallprodukt Oliventrester und im abgetrennten Frucht-
und Waschwasser [52, 142,143]. Versuche, diese Substanzen aus den Reststoffen zu
gewinnen und einer neuen Verwendung zuzufiithren sind uns nicht bekannt. (Extrakt aus



Olivenblattern ist kduflich erwerbbar und wird z.T. in Nahrungsergdnzungsmitteln und in der
Kosmetik-Industrie eingesetzt.)

Das Projekt konnte also nicht an bestehende gesicherte Kenntnisse und Methoden ankniipfen,
sondern startete von einem sehr anfénglichen Stadium.

1.4 Planung und Ablauf

In der ersten Phase des Projektes wurden die Eigenschaften des Rohmaterials ermittelt. Dies
war notig, um adidquate Vorbehandlungsprozesse fiir das Rohmaterial identifizieren zu
konnen. Hauptaugenmerk lag hierbei auf der chemischen Zusammensetzung des
Oliventresters. Ebenso wurden weitere Aspekte wie Vermahlbarkeit, Adsorptionsverhalten
und andere physikalische Eigenschaften beriicksichtigt. Neben der Bestimmung der Gehalte
an Majorkomponenten wie Fetten, Proteinen und Ballaststoffen galt es, eine
Polyphenolanalytik zur

e Bestimmung des Wirkstoffanteils
e Bestimmung des Wirkstoffspektrums
e Identifikation von Leitsubstanzen

aufzubauen.

Polyphenole sind Minorkomonenten in dem pflanzlichen Gewebe. Damit sich deren
Gewinnung lohnt, miissen diese moglichst effizient freigesetzt und extrahiert werden. Fiir
diesen Zweck wurden unterschiedliche physikalische, chemische und biochemische Prozesse
auf deren Eignung, die Wirkstoffe freizusetzen, untersucht.

Die Extraktion sollte nicht nur hinsichtlich der Ausbeute optimiert werden, sondern es ging
auch darum, dasjenige Substanzen-Spektrum aus dem Oliventrester zu extrahieren, welches
die grofBte fungizide Wirksamkeit aufweist. Deshalb wurde die Extraktionsmittel-Auswahl
hinsichtlich dieses Kriteriums durchgefiihrt.

Literaturseitig findet man Hinweise dafiir, dass die hydrolytischen Spaltprodukte des
mengenmidfig vorherrschenden Oleuropein eine stirkere antimikrobielle Wirksamkeit
entfalten als das Oleuropein selber [63]. Deshalb wurde untersucht, ob sich adidquate Prozesse
fiir diese Modifikation identifizieren lassen und ob hierdurch eine gesteigerte Wirksamkeit
erzielt werden kann.

Die Versuche zur Extraktionsoptimierung und Rohmaterialaufbereitung mussten sowohl mit
der Analytik als auch mit mikrobiologischen Versuchen gekoppelt werden, um eine
Optimierung hinsichtlich Ausbeute und Wirksamkeit durchfiihren zu kdnnen.

Fir die mikrobiologischen Untersuchungen wurde eine Stammsammlung an
Mikroorganismen aufgebaut, an denen die biologische Wirksamkeit in in-vitro Versuchen
getestet werden kann. Die Mikroorganismen sollten einerseits flir die Landwirtschaft
relevante Pflanzenpathogene darstellen und andererseits in-vitro kultivierbar sein. Fiir die
ausgewdhlten Mikroorganismen wurde ein Bearbeitungskonzept entwickelt, das geeignet ist,
die hemmende Wirkung der Extrakte zu messen und zu quantifizieren.

Im weiteren Verlauf des Projektes wurde in ersten Pflanzenversuchen untersucht, ob sich die
polyphenolhaltigen Extrakte phytotoxisch verhalten und ob die hemmende Wirkung auf die
pflanzenpathogenen Pilze auch auf Pflanzenversuche iibertragbar ist.

Basierend auf den gewonnenen Erkenntnissen sollte abgeschitzt werden, ob
Oliventresterextrakte potentiell als fungizides Pflanzenschutzmittel genutzt werden konnen.



2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Rohmaterial

Oliventrester

Der verwendete Trester stammt aus Oliven, die nach dkologischen Richtlinien (Naturland,
DIO-EL-01-BIO) von der Firma Friedrich Blduel Organics in der Anbaugegend Mani bei
Kalamata am Siidpeloponnes (Griechenland) angebaut wurden. Es wurden Oliven der Sorte
Koroneiki aus der Campagne 2002/03 verwendet.

Die Produktion des Olivendls erfolgte wie folgt:

Reinigen der Oliven mit Wasser zum Entfernen von Blittern, Schmutz etc.
Vermahlen, 20-30 Minuten

Malaxieren bei 27-30 °C, ca. 30 Minuten

Zentrifugieren in einem Dekanter zur Trennung von Trester, Wasser und Olivenol

Der Trester wurde am Dekanter gesammelt, direkt nach Deutschland geschickt, nach der
Anlieferung vakuumverpackt und bei 7 °C im Kiihlschrank gelagert. Oliventrester besteht aus
dunkelbraunen Fruchtfleisch- und Schalenpartikeln und helleren Kernpartikeln.

Abb. 1: Oliventrester

Olivenblatterextrakt

EUROCHEM Feinchemie GmbH
Hydro-alkoholischer Extrakt aus den Blattern des européischen Olivenbaumes Olea europaea
Charge Nr. 02K001, Nov. 2002



Zusammensetzung:

Phenolklasse Phenol Gehalt [%]

Oleuropeoside Oleuropein 42,15
Verbaskosid 1,80
Demethyloleuropein 0,38
Hydroxytyrosol 1,84
Tyrosol 0,86
Elenolin-7-O-Glycosidsdure | 0,15

Flavone Luteolin-7-O-Glycosid 0,48
Luteolin 0,16
Apigenin-7-O-Glycosid 0,92
Diosmin-7-O-Glycosid 1,06
Diosmetin 0,05

2.1.2 Geriite

Analysensiebe verschiedener Maschenweiten
Fa.: RETSCH GmbH & Co. KG, Haan

Autoklav
Fa.: WOLF, Geislingen
Bez.: Sanoclav M-ECZ

Brutschrank
GFL 3033

Chlorophyllfluoreszenzmessgerit
Fa.: Walz
Typ: PAM-2000

DC-Platten, Alufolien Kieselgel 60 F,s4, 20 x 20 cm, Schichtdicke 0,2 mm
Fa.: Merck

FEismaschine
Fa.: K.H. SPITZL GmbH, Bonn
Bez.: SCOTSMAN AF-10

Extraktor

Riihrkesselreaktor (batch-Betrieb), 20 1, Riithrer mit 3 Fliigelradern (senkrechte Riihrblitter),
Riihrergeschwindigkeit stufenlos regelbar bis 1000 rpm, 4 Prallbleche, Siebboden mit
Moglichkeit Filtrationsschichten einzuspannen, Extrakt ldsst sich per Vakuumpumpe
abpumpen und gleichzeitig filtrieren, temperierbar

Extraktionshiilsen, 33 x 94 mm und 35 x 150 mm
Fa.: SCHLEICHER & SCHUELL GmbH, Dassel



Filterpapier
Fa.: SCHLEICHER & SCHUELL GmbH, Dassel
Typ: 595, Durchmesser 125 mm

Folien: Polyamid (auf3en) / Polyethylen (innen) 250 x 280 mm
Fa.: Weisser Maschinenbau & GroBkiichentechnik, Sasbach

Fritte, 4er, Porengrofle 10-16 pm
Fa.: Jena Glas Scott Duran Mainz

HPLC

Pumpe: MERCK HITACHI, L-6200 Intelligent Pump

UV-Meter: MERCK HITACHI, 655A Variable Wavelength UV Monitor

Séule: MACHEREY-NAGEL, CC 250/4.6 Nucleosil 100-5 HD Ser.No. 2065317
Schreiber: SHIMADZU, C-R5A Chromatopac

Impfbank
Fa.: GELAIRE FLOW LABORATOIRES
Typ: HF 72

Kugelmiihle
Fa.: RETSCH GmbH & Co. KG, Haan
Typ: S100

Laborwaage

Fa.: SARTORIUS WERKE GmbH, Géttingen
Bez.: SARTORIUS portable

Typ: PT2100-000V]

LC

Model EP-1 Econo Pump von BIO RAD

Model EM-1 Econo UV Monitor und Optics Module von BIO RAD

Model EV-1 Econo Buffer Selector von BIO RAd

Model 1327 Econo Recorder von BIO RAD

Model ES-1 Econo System Controller von BIO RAD

Sdule: Hi LoadTM 16/60 SuperdexTM 76 prep grade

Sephadex: Lipophilic Sephadex LH-20, Bead size: 25-100p, SIGMA-ALDRICH

Lichtmikroskop
Fa.: LEITZ WETZLAR
Typ: Diaplan

pH-Meter
Fa.: KNICK, Deutschland
Bez.: 765 Calimatic

Photometer
Fa.: PERKIN-ELMER GmbH, Diisseldorf
Bez.: LAMBDA 2 UV/VIS SPECTROPHOTOMETER



Porosimeter
Fa.: QUANTACHROME
Typ: Poremaster 60

Prazisionswaage
Fa.: SARTORIUS WERKE GmbH, Géttingen
Bez.: 2842

Rotationsverdampfer
bestehend aus Biichi Waterbath B-480 und Biichi Rotavapor R-114
Fa.: BUCHI LABORATORIUMS-TECHNIK AG, Flawil, Schweiz

Schiitteltisch
Fa.: GERHARDT, Bonn
Typ: RO 10

Siebmaschine
Fa.: RETSCH GmbH & Co. KG, Haan
Typ: Vibrio

Soxhletapparatur (fiir die Olgehaltbestimmung und zum Entélen)
bestehend aus Extraktionseinheit, Riickflusskiihler und Rundkolben, 250 und 500 mL

SPE-Kammer
Fa.: Supelco

Typ: Preppy

SPE-Kartuschen
1. Chromabond C18 6ml/1000mg von Macherey-Nagel (Octadecyl-modifiziertes Gel)
2. Chromabond PA 6ml/1000mg von Macherey-Nagel (Polyamid 6)

Stomacher
Fa.: IUL INSTRUMENTS
Typ: Masticator

Surface Area Analyser
Fa.: MICROMERITICS
Typ: Gemini 2360

Tauchsieder
Fa.: JULABO LABORTECHNIK GmbH, Seelbach
Bez.: julabo PC4

Trockenschrank (zur Wassergehaltsbestimmung und zum Trocknen)
Fa.: HERAEUS GmbH, Hanau
Bez.: T 5042 E

Ultraschallgerét
Fa.: B. Braun Diesel Biotech Inc., Pennsylvania, USA
Bez.: Labsonic U
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Vakuumpumpe
Fa.: SASKIA Hochvakuum- und Labortechnik GmbH, Ilmenau
Typ: MPC 050Z

Vakuumpackgerit
Fa.: VAC-STAR Verpackungsmaschinen AG, Bern, Schweiz
Bez.: VAC-STAR 2000 GST

Wasserbad
Fa.: KOTTERMANN, Hénigsen
Typ: 3044

Zentrifugalmiihle
Fa.: RETSCH GmbH & Co. KG, Haan
Typ: ZM 100

Zentrifuge

Fa.: HERAEUS Kendro Laboratory Products, Osterode
Bez.: BIOFUGE primo R

Zentrifuge

Fa.: HERAEUS SEPATECH GmbH, Deutschland
Bez.: Biofuge A

Zuteilgerét

Fa.: RETSCH GmbH & Co. KG, Haan
Typ: DR 100/15-40

2.1.3 Mikroorganismen

Pilze

Alternaria solani

Systematische Stellung:

Reich: Protista
Abteilung: Eumycota
Unterabteilung: Deuteromycotina
Klasse: Hyphomycetes
Ordnung: Hyphomycetales
Familie: Dematiaceae
Gattung: Alternaria

Art: Alternaria solani

Abb. 2: Alternaria solani

Makroskopische Merkmale :
Griin-graues, gleichmiBig flach wachsendes Mycel

Temperaturoptimum:
25-27 °C



Mykotoxine:
Keine bekannt

Geographische Verbreitung:
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Weltweit, besonders: Stideuropa, Nordweststaaten der USA, Siidaustralien, Indien, Afrika

Wirtskreis:

Arten der Familie der Solanaceae (Tomate, Kartoffel, Paprika und Eierfriichte),

selten Brassica-Arten

Krankheitsbezeichnung:
Diirrfleckenkrankheit an Kartoffel und Tomate

Symptome:

Braune, scharf begrenzte Blattflecken mit konzentrischen Ringen.

Vorzeitiges Absterben des Laubes. Faulige Stellen auf den
Knollen.

Konventionelle Fungizide:

Kartoffel: Kupferoxychlorid (z. B. Fuguran®)
Tomate: Dichlorfluanid (z. B. Euparen®)

[24, 78]

Botrytis cinerea

Systematische Stellung:
Deuteromycotina, Hyphomycetes, Hyphomycetales, Moniliaceae

Makroskopische Merkmale:
Bauschiges, wei3-braun-griinliches Mycel

Temperaturoptimum:
21°C

Mykotoxine:
keine bekannt

Geographische Verbreitung:
Weltweit in kiihlen und wirmeren Regionen

Wirtskreis:
Weinrebe, Erdbeere, Himbeere, Gurke, Salat, Tomate,
Rot- und WeiBlkohl, Acker- und Buschbohne, Hopfen u. a.

Krankheitsbezeichnung:
Grauschimmel

Abb. 3: Alternaria solani - Befall

Abb. 5: B.cinerea-
Befall
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Symptome:
Friichte sind von einem grauen Mycel bedeckt, typische Faulnissymptome an der Pflanze

Konventionelle Fungizide:
Dichlorfluanid (z. B. Euparen®)
[24, 78]

Ceratocystis fimbriata

Systematische Stellung:
Ascomycota, Emdomycetes, Ascomycetiddae, Ophiostomatales

Makroskopische Merkmale:
Flaches, regelméBig schwarzes Mycel

Temperaturoptimum:
25°C

Abb. 6: Ceratocystis fimbriata

Mykotoxine:
Keine bekannt

Geographische Verbreitung:
Tropen und Subtropen (Siidamerika, Westafrika, Australien, Asien)

Wirtskreis:
SiiBkartoffel, Zuckerrohr, Kaffee, Kautschuk

Krankheitsbezeichnung:
Schwarzfiule der SiiBkartoffel, Kaffee- und Kakaokrebs, Platanenwelke

Symptome:

Typische Welke- bzw. Faulnissymptome,

schwarze Flecken auf Blattwerk und Friichten, welche sich
teils im Speichergewebe fortsetzen

Konventionelle Fungizide: .
Keine mit Zulassung in der EU (Stand 05.2003) Abb. 7: Cfimbriata - Befall

Bemerkung:

Dieser Pilz tritt im Pflanzenreich saprophytisch und parasitir, dies jedoch primér in den
Tropen, in Erscheinung. Die Auswabhl als Versuchsobjekt fand in diesem Fall vorrangig aus
praktischen Griinden statt. (Hohe Wachstumsgeschwindigkeit, Sensibilitit gegentiber
Verianderungen des Substrates)

[64, 148]
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Fusarium culmorum

Systematische Stellung:
Detreromycotina, Hyphomycetes, Tuberculariales,
Tuberculariaceae

Makroskopische Merkmale:
WeiB bis rosafarbenes, bauschiges junges Mycel, gelbliches altes
Mycel

Temperaturoptimum:
25°C

Mykotoxine:
Desoxinivalenol, Zearalenon, Trichothecene u. a.

Geographische Verbreitung:
Weltweite Verbreitung

Wirtskreis:
Getreide, Kartoffeln, Spargel, Nelken

Krankheitsbezeichung:

Fusarium-, Simlings-, FuB- und Ahrenkrankheit Abb. 9: F.culmorum-Befall

Symptome:
Schlechte Samenentwicklung (Fehlstellen), allgemein gehemmtes Wachstum, braune
Verfarbungen an Wurzel und Halmbasis, rosa Belag auf den Ahren

Konventionelle Fungizide:

Carboxin + Prochloraz (z. B. Prelude UW®)
[78, 177]

Phytophthora infestans

Systematische Stellung:
Mastigomycotina, Oomycetes, Pernosporales, Pythiaceae

Makroskopische Merkmale:
Weilles, leicht bauschiges Mycel

Temperaturoptimum:
18 °C Abb. 10: Phytophthora infestans

Mykotoxine:
Keine bekannt



14

Geographische Verbreitung:
Weltweit

Wirtskreis:
Arten der Familie der Solanaceae (Tomate, Kartoffel und Eierfriichte),
zudem zahlreiche Kriuter

Krankheitsbezeichnung:
Kraut- und Knollenfdule

Symptome:

Braune Flecken an Blattspitzen, weiller Belag an der Unterseite,
auf den Knollen braune Flecken, welche sich im Speichergewebe
fortsetzen

Konventionelle Fungizide:

Maneb (z. B. Trimangol®) Abb. 11: P.infestans-
[21,24, 78] Befall
Bakterien
Spezies Hersteller Spezifikation
Escherichia coli DSM V517
Klebsiella terrigena DSM 2687
Lactobacillus curvatus LBT 112
Enterococcus durans DSM 20633
Pseudomonas putida DSM 291
Bacillus subtilis DSM 10

2.1.4 Enzyme

Name Hersteller | Enzymart pH- Temperatur- | Zeit | Empfehlung
Optimum | optimum [h] |des
[°C] Herstellers
Olivex NOVO Pektinasen 5,5 35 - -
NORDISK |Hemicellulasen
Cellulasen
Laccase |ASA Phenoloxidase - 30 - -
Spezial-
enzyme
GmbH
Corolase |AB Exo-Proteinase 6-9 bis 70 - Kombination
LAP ENZYMES mit einer
GmbH Endo-
Proteinase
Corolase |AB Endo- 7-8 55 - Kombination
7089 ENZYMES | Proteinase mit anderen
GmbH Proteinasen
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Name

Hersteller

Enzymart

pH-
Optimum

Temperatur-

Zeit

Empfehlung

optimum

[°C]

[h]

des
Herstellers

CM

Rohapect

ROHM
ENZYME
GmbH

Cellulase

8-9

50

Kombination
mit Corolase
7089

CL

Rohament

ROHM
ENZYME
GmbH

Cellulase

4-5

50-60

2-3

Kombination
mit
Pektinasen

CXL

Rohavin

ROHM
ENZYME
GmbH

Pektinase,
Cellulase

3,2

15-50

1-2

MA p

Rohapect

ROHM
ENZYME
GmbH

lus

Pektinase

25-30

1-2

sorgfiltige
Verteilung

VR-C

Rohapect

ROHM
ENZYME
GmbH

Proteasen
Hemicellulase

18-50

Cellulast
1,5L FG

NOVO
NORDISK

Cellulase

35

FLUKA

Laccase (von
Trametes
versicolor)

25-30

FLUKA

a-Amylase (von
Aspergillus
oryzae)

25-30

FLUKA

Amyloglucosidase
(von Aspergillus
niger)

25-30

2.1.5

Chemikalien

Acetonitril (Roth)
Aceton (Merck)

Agar-Agar, Pulver (Roeper)

Aqua bidestillata
Aqua distillata
Borsdure (Merck)

Bromocresol Griin (Merck)
Butanol-(1) pro analysis (Merck)
Calciumcarbonat, CaCO; (Merck)
(+)-Catechin-Hydrat > 98 % (Fluka)
Celite® 545 (Merck)
Chloramphenicol (Fluka)
Citronensdure, wasserfrei, zur Synthese (Merck)



m-Cumarsdure > 98 % (Fluka)

p-Cumarséure > 98 % (Fluka)

Dichlormethan zur Synthese (Merck)

Diethylether zur Analyse (Merck)
3,4-Dihydroxybenzoesdure > 97 % (Fluka)

EDTA (Merck)

Eisen-III-Chlorid krist. rein (Merck)

Epichlorhydrin, rein > 98%

Essigsdure > 99 % (Fluka)

Ethanol 70%, vergillt

Ethanol 96%, vergillt

Ethanol > 99,5 % (Merck)

Ethanol LiChrosolv ® gradient grade (Merck)
Ethylacetat (Merck)

Ferulasédure > 98 % (Fluka)
Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz (Fluka)
Fleischpepton, Pulver, pankreatisch verdaut (Roeper)
Formaldehyd 36,5% (Riedel-de Haén")
Gallussdure-Monohydrat > 98 % (Fluka)

n-Hexan (Merck)

p-Hydroxybenzoesédureethylester > 99 % (Sigma)
4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoesdure > 96% (Merck)
trans-4-Hydroxy-3-methoxyzimtsdure > 99 % (Sigma-Aldrich)
trans-o-Hydroxyzimtsaure > 97% (Aldrich)
trans-p-Hydroxyzimtsaure >98 % (Aldrich)
Kaffeesiure ~ 97 % (Fluka)

Kaliumhydroxid (Merck)

Kjeldahl Tabletten (Merck)
Magnesiumhydroxidcarbonat, MgHCOs (Riedel-de-Haén)
Malzextrakt, Pulver (Extrakt Chemie)

Methanol (Merck)

Methanol Rotisol® HPLC (Roth)

Methylrot (Merck)
2-Morpholinoethansulfonsdure-Monohydrat (MES) (Merck)
Natriumhydroxidpldtzchen, NaOH, rein (Merck)
Natriumcarbonat wasserfrei (Merck)

Natronlauge 1mol/l (Merck)

Natronlauge, Titrisol® 0,1mol/l (Merck)

Oleuropein, ~ CHR (Roth)

Petroleumbenzin, Siedebereich 60-80 °C p.a. (Merck)
1-Propranol zur Analyse (Merck)

2-Propanol purum > 99,0% (Fluka)

Salpetersdure 65% (Merck)

Salzsdure 32% (Merck)

Salzsdure 1mol/l (Merck)

Schwefelsdure 95 — 98%, reinst (Merck)
Schwefelsdure 25% (Merck)

Stickstoff (Air Products)

16
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Synthetische Luft (Air Products)

Tannin p.a. (Fluka)

Toluol p.a. (Merck)

TRIS p.a. (Merck)

Tyrosol > 97 % (Fluka)

Tween 80®* (Polyaethylenglycolsorbitanoleat) (Fluka) (*= Trademark of ICI
Amerika Inc.)

Vanillinsdure >97% (Fluka)

V-8 Gemiisesaft (Krings)

Wasserstoff (Air Products)

Wasserstoffperoxid, H,O», 30 %, stabilisiert, zur Synthese (Merck)

2.2 Methoden
2.2.1 Chemische Rohmaterialeigenschaften

2.2.1.1 Wassergehalts des Oliventresters

Eine genau eingewogene Menge Oliventrester wird in einem Trockenschrank bei 102 £+ 2 °C
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. Nach Abkiihlen im Exsikkator wird der Wassergehalt
durch Differenzwéagung bestimmt [106].

W] = ") 1009 (4.9)

Mg

Wobei: W = Wassergehalt [%]
m, = Gewicht von Keramikschale und Einwaage vor dem Trocknen [g]
m, = Gewicht von Keramikschale und Einwaage nach dem Trocknen [g]
mtp = Gewicht des eingewogenen Tresters [g]

2.2.1.2 Restolgehalt

Ungefdhr 10 g getrockneter Oliventrester werden mit einer Prizisionswaage in eine
Extraktionshiilse eingewogen und fiir ca. 3 Stunden in einer Soxhlet-Apparatur mit
Petrolether extrahiert. AnschlieBend wird das Extraktionsmittel in einem Rotationsverdampfer
entfernt, der Glaskolben getrocknet, im Exsikkator abgekiihlt und mit einer Prazisionswaage
gewogen. Der Restolgehalt O wird nach folgender Formel berechnet

0 [%] = M-IOO%

m TRex
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Wobei: O = Restolgehalt [%]
mg; = Masse des Siedekolbens mit extrahiertem Restol [g]
ms; = Masse des leeren Siedekolbens vor der Extraktion [g]

mtrex = Masse des extrahierten Tresters [g]

[106]

2.2.1.3 Proteingehalt

Chemikalien:
konz. Schwefelsdure, Kjeldahl Tabletten (Merck), 40%ige Natronlauge, 4%ige Borsdure,
0,1M Salzsdure, Indikator (0,3g Bromocresol Griin, 0,165g Methylrot in 500ml Ethanol)

Der Proteingehalt wird nach der Methode nach Kjeldahl ermittelt. Hierbei wird nach einem
Mineralisierungsschritt gefolgt von einer Destillation der Gesamtstickstoffgehalt durch
Titration bestimmt. Uber den Konvertierungsfaktor 6,25 kann hieraus der Proteingehalt
errechnet werden.

Es werden 3g getrockneter Trester zusammen mit 50ml Schwefelsdure und zwei Kjeldahl-
Tabletten in einem 250ml-Rundkolben einer Kjeldahl-Apparatur vorgelegt. Das Gemisch
wird erhitzt und so lange sieden gelassen bis eine klare Losung vorliegt und der Protein-
Aufschluss abgeschlossen ist. Nach dem Abkiihlen auf Raumtemperatur wird die Lésung in
einen 250ml Kolben iiberfiihrt und mit dest. Wasser bis auf 250ml aufgefiillt. Von diesem
Kolben werden 25ml Losung in ein 100ml Kolben {iiberfiihrt und mit 25ml 40%iger
Natronlauge versetzt, was zur Entstehung von Ammoniakgas fiihrt. Dieser Kolben wird an
eine Destillationsapparatur angeschlossen und das Gas wird in ein Auffanggefdl mit 50ml
4%iger Borsdure + Indikatorlosung geleitet. Diese Losung wird mit 0,1M Salzséure titriert,
bis die Farbe von griin nach rosa umschlédgt. Der Stickstoffanteil kann nach folgender Formel
errechnet werden.

N[%]:V-0,0014-%
10

mit V= Volumen an 0,1 molarer HCI
A = Gewicht der Probe

Der Proteinanteil wird nach folgender Formel ermittelt.
Protein[%]= N -6,25

[81, 106, 118]
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2.2.1.4 Ballaststoffgehalt

Chemikalien:

Celite®545, Aceton, Ethanol 95%, Ethanol 78%, 6M Natronlauge, 0,56M Salzsdure,
MES/TRIS-Pufferlosung (pH=8,3)

Der Gehalt an unl6slichen, 16slichen Ballaststoffen und der Gesamtgehalt wird enzymatisch-
gravimetrisch (nach §35 LMBG) ermittelt. Die einzelnen Fraktionen werden isoliert ausgefallt
und gravimetrisch vermessen [6].

1g getrockneter und entfetteter Oliventrester wird mit 40ml MES/TRIS-Pufferlosung versetzt,
mit einem Magnetrithrer gemixt und im Wasserbad auf 96°C erhitzt. Um die Stdrke zu
entfernen wird das Gemisch mit 100ul a-Amylase-Losung versetzt. Nach 30 Minuten wird
die Losung auf 60°C abgekiihlt und es werden 100ul Protease-Losung zur Proteinzersetzung
hinzugegeben. Nach weiteren 30 Minuten Rithren werden S5ml Salzsdure (0,56M)
hinzugegeben und der pH-Wert mit 6 molarer Natronlauge auf einen Wert zwischen 4,0 und
4,7 eingestellt. Verbleibende Stirke wird durch die Zugabe von 300ul Amyloglucosidase-
Losung (bei 60°C) abgebaut.

Nach dem enzymatischen Abbau wird die abgekiihlte Losung mittels Vakuumpumpe durch
einen Filtertiegel gesaugt, der mit 1g getrocknetem (iiber Nacht bei 103°C) Celite®545 befiillt
ist. Das Becherglas wird 2 mal mit 10ml 70°C heilem Wasser nachgespiilt, um
sicherzustellen, dass alle Riickstinde in den Tiegel gelangen. Nachdem die Riickstinde im
Filter 2 mal mit 15ml Ethanol (95%) und 15ml Aceton (78%) gewaschen wurden, wird der
Filtertiegel bei 103°C fiir 16 Stunden getrocknet und erneut gewogen.

Das erhaltene Filtrat wird gewogen und es wird die vierfache Menge an 60°C heilem Ethanol
zugefiigt, um die l6slichen Ballaststoffe auszufdllen. Nach 1 Stunde wird diese Losung
filtriert und der Filterriickstand wird 3 mal mit 15ml Ethanol (78%), 2 mal mit 10ml Ethanol
(95%) und 3 mal mit 10ml Aceton gewaschen. Der Filterriickstand wird {iber Nacht bei 103°C
getrocknet. Das Gewicht des Riickstandes abziiglich des Gewichts an Protein und Asche
machen den Anteil an lslichen Ballaststoffen aus.

Der Gehalt an unloslichen Ballaststoffen kann anhand der folgenden Gleichung ermittelt
werden:

My, + My,
% — DF = -100
m, +m,
2
mit  mg;, Mg> Gewicht des Riickstandes [mg]
mp Gewicht des im Riickstand enthaltenen Protein [mg]
my Gewicht der im Riickstand enthaltenen Asche [mg]
mp Blindwert [mg]
. My e+ Mpy
mit mB — R1-blind R2-blind mp,b]md _ mA,bl,-,,d

2

mj, m; Gewicht der Probe [mg]
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Fraktionierte Extraktion zur Ballaststoff-Analyse

Chemikalien:

0,IM Natriumphosphat-Puffer (pH=7,5), 0,2% EDTA (pH=3,3), Ethanol, 24%iges
Kaliumhydroxid (p.a.>86%), 0,1M Acetat Puffer (pH=4,0), 17,5 %ige Natronlauge, 20%ige
Salzsdure, essigsaure Natriumchlorid-Losung (100ml Wasser, 2g NaCl, Sml Essigsdure)

Der Anteil an Cellulose, Hemicellulose und Lignin wird bestimmt, indem die verdaulichen
Kohlenhydrate und Protein enzymatisch und chemisch in Losung gebracht werden und die
unverdaulichen Riickstinde filtriert und gravimetrisch quantifiziert werden. Fiir diese
Analyse-Methode ist es wichtig mit Probenmaterial zu arbeiten, das gut getrocknet, entfettet
und fein gemahlen ist.

lg Probe wird in einen Erlenmeyerkolben eingewogen, mit 20ml Natriumphosphat-Puffer
(pH=7,5) und 50ul Protease-Losung versetzt und fiir 2 Stunden auf 37°C gehalten. Danach
wird die Losung filtriert und der Protein-freie Riickstand wird mit EDTA versetzt und 1
Stunde lang auf 85°C gehalten, um das 16sliche Pektin zu extrahieren. Danach folgt erneut ein
Filtrationsschritt.

Zu dem erhaltenen Riickstand werden 30ml Acetat-Puffer und 0,2ml Pectinase-Losung
gegeben, um die verbleibenden Pektine zu entfernen. Nach 2,5h bei 25°C wird die Losung
filtriert und der Filterriickstand getrocknet und gewogen.

Um das Lignin zu entfernen werden 40ml essigsaure Natriumchlorid-Lésung zugegeben und
das Gemisch wird eine Stunde bei 75°C geriihrt. Danach wird eine Filtration durchgefiihrt und
der Riickstand wird mit destilliertem Wasser und Ethanol gewaschen bevor er 16 Stunden
lang bei 50°C getrocknet und dann gewogen wird. Aus der Gewichtsdifferenz ergibt sich der
Lignin-Anteil.

Der Lignin-freie Riickstand wird fiir jeweils 2 Stunden bei 15°C mit 15 ml Kaliumhydroxid-
Losung (24%) und mit Natronlauge (17,5%) extrahiert. Der Riickstand der anschlieenden
Filtration ergibt den Cellulose-Anteil (unter Beriicksichtigung des Asche-Gehaltes).

Das Filtrat wird mit 20%iger Salzsdure auf den pH-Wert 5,0 eingestellt und mit dem 5fachen
Volumen an Ethanol versetzt. Die ausfallende Hemicellulose wird abfiltriert, mit 45ml
75%igem Ethanol gewaschen, getrocknet und gewogen [81, 118].

2.2.1.5 Aschegehalt

Die eingewogene Probenmenge wird im Muffelofen bei ca. 525°C verascht, dann im
Exsikkator abgekiihlt und erneut gewogen. Aus der Gewichtsdifferenz ldsst sich der
Aschegehalt errechnen [106].

Asche[%] = W=W 100
w,-W,

2 1

mit W, = Gewicht des leeren Veraschungstiegels
W, = Gewicht des Veraschungstiegels und der Probe vor dem Veraschen
W3 = Gewicht des Veraschungstiegels und der Asche
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2.2.1.6 Gesamtpolyphenolkonzentration

Getrockneter Oliventrester wird in der Zentrifugalmiihle (1 mm Siebeinsatz) vermahlen. 20g
des vermahlenen Tresters werden mit 100ml Wasser-Ethanol-Gemisch (1:1) versetzt und 2
Stunden geriihrt. Danach wird der Extrakt per Filtration von dem Trester getrennt und die
Feststoffe werden sukzessiv 3 weitere Male der Extraktion unterworfen.

Die Polyphenolkonzentrationen der Extrakte werden nach der photometrischen Methode nach
Folin-Ciocalteu ermittelt (sieche Abschnitt 2.2.3.1). Uber die Konzentrationen der 4 Extrakte
lasst sich der Polyphenolanteil im getrockneten Oliventrester ermitteln, indem die absoluten
Mengen der Polyphenole in den Extrakten auf die Trestereinwage bezogen werden.

ici'Vi

Phenolanteil =-=1——
m Trester
mit ¢ = Polyphenolkonzentration im Extrakt der i-ten Extraktion
Vi = Volumen des Extraktionsmittels der i-ten Extraktion

Mrrester = EinWage des Oliventresters

2.2.1.7 pH-Wert

10g getrockneter, gemahlener, entfetteter Oliventrester werden mit 100ml destilliertem
Wasser versetzt und mind. 30 Minuten mit einem Magnetrithrer gemixt. Der pH-Wert wird
mittels pH-Meter bestimmt. Zusédtzlich wird iiberpriift, welche Molmengen an Salzsdure bzw.
Natronlauge notwendig sind, um den pH-Wert dieser Losung um 2 Einheiten zu senken bzw.
zu erhohen. Durch den Vergleich der notwendigen Stoffmengen an Sdure und Lauge mit den
Mengen, die nétig wéren, um denselben pH-Sprung in reinem Wasser zu bewirken kann man
Aussagen liber die Puffereigenschaften des Tresters treffen.

2.2.2 Physikalische Rohmaterialeigenschaften

2.2.2.1 Vermahlung und Fraktionierung

Die Vermahlungseigenschaften des Tresters werden sowohl mit einer Zentrifugalmiihle als
auch mit einer Kugelmiihle untersucht. Der FEinsatz der Kugelmiihle Ildsst eine
Nassvermahlung zu. Anzahl der Mahlkugeln und Drehzahl des Mahlbechers konnen variiert
und deren Einfluss auf das Zerkleinerungsergebnis ermittelt werden.

Fiir den Einsatz der Zentrifugalmiihle muss der Oliventrester getrocknet werden. Um die
thermische Belastung moglichst gering zu halten wird der Trester fiir ca. 24 Stunden bei 65°C
in diinner Schicht im Trockenschrank getrocknet.

Eine auf die Vermahlung folgende Siebklassierung ermoglicht die Aufteilung in definierte
PartikelgroBefraktionen. Diese konnen separat auf ihren Gehalt an Polyphenolen bzw. ihre
Extrahierbarkeit untersucht werden.
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2.2.2.2 Wahre Dichte

Die Dichte von vermahlenem Oliventrester wird pyknometrisch nach der Methode von Gay-
Lussac bestimmt. Hierbei wird die Verdringung von Fliissigkeit durch die eingetauchten
Feststoffe gemessen.

Ein leeres Pyknometer wird gewogen (mp), dann mit Oliventrester befiillt und erneut gewogen
(mp;s). Die Gewichtsdifferenz stellt das Probengewicht mg dar. Das mit Trester befiillte
Pyknometer wird mit Hexan aufgefiillt und nochmals gewogen (mp;s+y). SchlieBlich wird das
Pyknometer lediglich mit Hexan befiillt und gewogen (mp+n).

Die Dichte von Luft (o4 = 0,0012 g/cm?®) und Hexan (py = 0,712 g/cm?) sind bekannt. Somit
kann die Dichte der Probe durch folgende Formel ermittelt werden [106].

mg
Pr =Py —P4)- + 04
mg —(m; —my)

mit My =Mp, g,y —Mpy

My =Mp g —Mp

2.2.2.3 Scheinbare Dichte und Porositit

Die scheinbare Dichte und Porositit wird durch das Porosimeter ,,Poremaster 60 ermittelt.
Das Gerit arbeitet nach dem Quecksilber Intrusions Prinzip nach DIN 66133.

Fir die Analyse werden ca. 0,5 g getrockneter, vermahlener Oliventrester der
PartikelgroBenfraktion von 0,125mm bis 0,355mm Durchmesser benétigt.

2.2.2.4 Wasserbindungskapazitit

Die Wasserbindungskapazitdt wird durch die Zentrifugationsmethode nach Weber ermittelt.
Getrocknetes Probenmaterial (300mg) wird in einem Zentrifugenrhrchen mit 10ml
destilliertem Wasser versetzt und bei Raumtemperatur fiir 24 Stunden auf dem Schiitteltisch
bewegt. Dann werden die Proben bei 8000 upm fiir 20 Minuten zentrifugiert. Nachdem der
fliissige Uberstand vorsichtig entfernt worden ist wird das Gewicht des feuchten
Probenmaterials ermittelt [176].

Die Wasserbindungskapazitit WBC wird ausgedriickt in g Wasser pro g trockenes
Probenmaterial und wird berechnet durch folgende Formel:

m, —m

WBC =

mg

mit  m; = Gewicht des Zentrifugenréhrchens
m; = Gewicht des Zentrifugenrohrchens + geschwollenes Probenmaterial
m; = Gewicht des Probenmaterials
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2.2.2.5 Schwellungskapazitit

Die Schwellungskapazitit wird nach der ,,bed volume* Methode nach Weber ermittelt.

500mg getrocknetes Probenmaterial (Fp) werden in einen Messzylinder gefiillt. Der
Messzylinder wird mit Sml destilliertem Wasser befiillt und tiber Nacht bei Raumtemperatur
stehengelassen. Das Volumen der aufgeschwollenen Probe Vsw wird an der Skala des
Messzylinders abgelesen [176].

Die Schwellungskapazitit SC wird durch die folgende Gleichung berechnet:

2.2.2.6 Spezifische Oberfliche

Zur Bestimmung der spezifischen Oberfliche wird der Surface Area Analyser ,,Gemini 2360
(Micromeritics Instrument Corporation) mit StarDriver Software genutzt. Gemini 2360
arbeitet nach der BET-Methode DIN 66131, wobei die volumetrische Stickstoff-Adsorption
bei 77K gemessen wird. Fiir die Analyse werden ca. 2 g getrocknetes Probenmaterial einer
definierten PartikelgrofBe benétigt [33, 108].

2.2.3 Analytik

2.2.3.1 Gesamt-Polyphenolbestimmung

Fiir die Gesamtphenolbestimmung wird das Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz von Singleton
und Rossi genutzt. Dieses bewirkt bei Vorhandensein phenolischer Substanzen eine
Farbreaktion. Im Spektralphotometer kann die Lichtabsorption gemessen werden, welche mit
der Phenolkonzentration korreliert. Fiir das Projekt wurde die Vorgehensweise nach Tanner
und Brunner modifiziert [127, 159]. Optimierungen wurden hinsichtlich Wellenlénge,
Reaktionszeit und Bezugssubstanz durchgefiihrt. Auf die Optimierungsarbeit wird in diesem
Bericht nicht ndher eingegangen.

Die Vorgehensweise sieht wie folgt aus (bei der Verwendung von 1ml Messkiivetten):

Reagenz Menge
destilliertes Wasser 840 uL
beim Reagenzienblindwert 850 pL
Probe 10 uL
Folin-Ciocalteu-Phenolreagenz 50 uL
Proben sorgfiltig mischen und 3-8 Minuten warten
gesittigte Na,CO;-Ldsung \ 100 pL
Proben sorgfiltig mischen
Messung der Absorption nach einer Stunde Wartezeit bei 720 nm
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Als Bezugssubstanz fiir die Konzentrationsberechnung wurde teils Tannin teils Oleuropein
gewidhlt. Bei der Konzentrationsbestimmung von Standardldsungen (mit bekannten
Konzentrationen) von folgenden phenolischen Substanzen hat die Verwendung von Tannin
als Bezugssubstanz im Mittel sehr genaue Ergebnisse und Wiederfindungen ergeben.

Substanz

Catechin

m-Cumarsiure

p-Cumarsdure
3,4-Dihydroxybenzoeséure
Ferulasiure

Gallussaure
p-Hydroxybenzoesédureethylester
4-Hydroxy-3,5-dimethoxybenzoesédure
trans-4-Hydroxy-3-methoxyzimtsdure
trans-o-Hydroxyzimtsdure
trans-p-Hydroxyzimtsdure
Kaffeesdure

Oleuropein

Olivenblatterextrakt

Tannin

Tyrosol

Vanillinsdure

Aufgrund der guten Wiederfindung wird fiir Versuche zur Extraktionsausbeute-Optimierung
die Tannin Eichkurve zugrunde gelegt.

Laut Literatur kann man davon ausgehen, dass Oleuropein die mengenmadssig vorherrschende
phenolische Substanz im Oliventrester ist. Daher ist es sinnvoll, die Gesamtphenolfraktion des
Oliventresters als Oleuropein-Aquivalenz zu berechnen. Aus diesem Grund wird z.B. bei
mikrobiologischen Versuchen die Oleuropein-Eichkurve zur Konzentrationsbestimmung
genutzt.

Die genannten Eichgeraden und die dazugehérenden Geradengleichungen sind im Folgenden
dargestellt:
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2.2.3.2 Einzelsubstanz-Analytik

2.2.3.2.1 Diinnschichtchromatographie

Mit der Diinnschichtchromatographie lassen sich Substanzen qualitativ nachweisen und es
konnen charakteristische Muster von Substanzspektren identifiziert werden. AuBBerdem wird
die Diinnschichtchromatographie durchgefiihrt, um ein geeignetes Laufmittel fiir die
Sdulenchromatographie zu finden. Die Ergebnisse der DC lassen sich auf diese iibertragen; sie
gilt als Pilot-Technik zur Entwicklung sdulen-chromatographischer Trennungen [150].

Die Proben werden mit einer Kapillare in unterschiedlichen Konzentrationen ein- oder
zweifach im Abstand von 2cm vom unteren Rand der DC-Platten aufgetragen. Bei
zweimaliger Auftragung wird abgewartet, bis das Losungsmittel des ersten Flecks verdampft
ist. Nachdem das gesamte Losungsmittel verdampft ist, wird die Probestelle markiert. Die
Platte wird in eine Glaskammer gestellt, deren Boden mit der mobilen Phase bedeckt und die
mit Losungsmitteldimpfen gesittigt ist. Dabei wird ein direkter Kontakt zwischen
Losungsmittel und Probe vermieden. Die Entwicklung findet bei Zimmertemperatur unter
dem Abzug statt. Die Platte wird aus der Kammer entfernt, wenn die mobile Phase 10 bzw.
12 cm auf der Platte zuriickgelegt hat. Nachdem das Losungsmittel verdampft ist, wird die
Platte mit wéssriger 1%iger Eisen-1II-chloridlosung bespriiht. Dabei ergeben sich dunkle
Flecke. Hergestellt wird diese Losung mit 1 g FeCls, das in einem Glaskolben mit Schliff mit
Aqua bidestillata ad 100 ml aufgefiillt wird. Die Losung wird geschiittelt und danach in eine
Spriihflasche iiberfiihrt.

Als Proben werden 0,03 g Oleuropein in 0,6 ml Ethanol (OE) gelost. 0,02 g werden in 0,4 ml
Methanol (OM) gel0st.

Zur Optimierung des Losungsmittels fiir den Olivenblitterextrakt werden je 0,1 g
Olivenblitterextrakt in je 2 ml Methanol (Met), Ethanol (Eth), vergilltem Ethanol (Ethver)
bzw. Isopropanol (Iso) geldst. Die Isopropanollosung wird anschlieBend filtriert.

Zur Optimierung des Laufmittels fiir die HPLC und LC werden verschiedene mobile Phasen
in unterschiedlichen Zusammensetzungen getestet. Dabei werden die Kammern mit den in der
folgenden Tabelle aufgefiihrten Losungsmitteln geséttigt.
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Losungsmittel A Losungsmittel B
Ethanol

vergillter Ethanol

Isopropanol

1-Propanol

Butanol-1

Methanol

Ethylacetat

Methylenchlorid

80% Wasser 20% Acetonitril*
70% Wasser 30% Acetonitril*
30% Wasser 70% Methanol*
95% Toluol 5% Diethylether
50% Isopropanol 50% Methanol
70% Isopropanol 30% Methanol
80% Isopropanol 20% Methanol
90% Isopropanol 10% Methanol

*Losungsmittel nach CAPASS01992 [36].

Zur Beurteilung der DC wird der Retentionsfaktor (Rp-Wert) herangezogen. Er ist definiert
als Rrp = dr/dm, wobei dg und dy lineare Entfernungen von der Startlinie sind. dg ist der
Abstand des Mittelpunktes des Flecks zur Startlinie, dy; der Abstand der Laufmittelfront zur
Startlinie. Rp-Werte koOnnen variieren zwischen 1 fiir nichtretardierte Substanzen und
anndhernd Null.

Fiir die Laufmittel 1-Butanol, Ethanol, vergillter Ethanol, Isopropanol, Methanol und 1-
Propanol werden je 2 Platten entwickelt. Das Auftragsschema auf die DC-Platten ist wie

folgt:

1. DC-Platte  Is0:2x
2. DC-Platte  Eth:2x

wobei bedeutet:

ferner

OM:2x OM:1x Met:2x Met:1x
OE:2x OE:1x Ethver:2x Ethver:1x

Iso: Olivenblétterextrakt gelost in Isopropanol

OM: Oleuropein gelost in Methanol

Met: Olivenblitterextrakt gelost in Methanol

Eth: Olivenblétterextrakt gelost in Ethanol

OE: Oleuropein geldst in Ethanol

Ethver: Olivenblatterextrakt gelost in vergilltem Ethanol

bedeutet 2x, dass die Probe zweifach aufgetragen wurde
und 1x, dass sie einfach aufgetragen wurde



In der folgenden Tabelle sind die Resultate der DC zusammengestellt:

Laufmittel Lauf- Probe Rp-Werte 1.DC 2.DC
lange u. x
—Dauer g 2424824824829 %
S g = 2 8 B8 £ 5§ @@ z z
HHoozzmmOOEE
1-Butanol 10cm  Eth 0,62 u. 0,91
40h Ethver 0,64 u. 0,93
Iso 0,62 u. 0,90
Met 0,64 u. 0,91 . !
OE 0,67
oM 0,65
Ethanol 12cm  Eth 0,82 u. 0,86
2,3h  Ethver 0,83 u. 0,86 .
Iso 0,87 o ¢ ’
Met 0,86 u. 0,89
OE 0,80
oM 0,86
Vergillter 12cm  Eth 0,84 u. 0,89
Ethanol 24h Ethver 0,86 u. 0,89
Iso 0,83 . ¢ N
Met 0,81 u. 0,87
OE 0,81
oM 0,83
Isopropanol 10 cm  Eth 0,75 u. 0,90
3,0h  Ethver 0,80 u. 0,92
Iso 0,80 u. 0,91 * . po
Met 0,80 u. 0,88
OE 0,74
oM 0,77



Methanol 12cm  Eth
1,2h  Ethver
Iso
Met
OE
oM

1-Propanol  10cm  Eth
2,4h Ethver
Iso
Met
OE
oM

0,78 u.
0,82 u.
0,73 u.
0,77 u.

0,90
0,91
0,94
0,93
0,89
0,95

0,92
0,95
0,91
0,90
0,81
0,74
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Fiir jede Probe liegen zwei dg-Werte vor, da jede Probe ein- und zweifach aufgetragen wurde.
Aus diesen beiden Werten wird jeweils das arithmetische Mittel berechnet und daraus der Rg-

Wert.
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Das Auftragsschema flir Methylenchlorid und Ethylacetat ist wie folgt:

OM:2x OM:1x Iso0:2x Iso:1x

Laufmittel Lauf- Probe Rp-Werte DC
lange u. .
—Dauer 4 = &g X
= = 3 3
o (@) — —
Methylen- 10 cm OM 0
chlorid ~7h Iso 0

Ethylacetat 10 cm OM —
~7h Iso —

Bei dem Laufmittel Methylenchlorid 16st sich die Probe nicht von der Grundlinie ab, d.h. sie

lauft nicht.
Bei dem Laufmittel Ethylacetat laufen die Proben zwar, jedoch lediglich 1,8 bis 2 cm weit

und es kommt zum 7ailing, nicht zur Trennung.



Das Auftragsschema fiir die Gemische aus Wasser/Acetonitril und Wasser/Methanol,

Toluol/Diethylether und Isopropanol/Wasser ist wie folgt:

OM:2x OM:1x Met:2x Met:1x  Trester:2x Trester:1x
Laufmittel- Lauf- Probe Rp-Werte DC
gemisch  lénge u.  x . & F
—Dauer ; ; Sy § §
535 =535 8 ¢
E e
Wasser*: 10 cm oM —
Acetonitril ~5h Met -
80:20 Trester —
Wasser*: 10 cm OM -
Acetonitril ~5h Met —
70:30 Trester —
Wasser*: 10 cm oM 0,97 B ”
Methanol ~ 1,6h  Met 097 ** @
30:70 Trester —
Toluol: 10 cm oM 0
Diethylether 0,6 h Met 0
95:5 Trester 0



Laufmittel- Lauf- Probe Rr-Werte DC
gemisch  lange u.
—Dauer

OM:2x
OM:1x
Met:2x
Met:1x
Trester:2x
Trester:1x

Isopropanol: 10 cm OM 0,87
Methanol 1,8 h Met 0,86 u. 0,94 e ‘
50:50 Trester 0

*Losungsmittel nach CAPASSO [36].

Bei den Laufmittelgemischen aus Wasser und Acetonitril dauert es sehr lange, bis 10 cm
durchlaufen sind, ndmlich etwa 5 h. Ferner kommt es zu keinem Ergebnis, da die Probe
zerlauft, kein Fleck auszumachen und somit auch kein Rg-Wert berechenbar ist.
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Das Auftragsschema fiir verschiedene Gemische aus Isopropanol/Methanol ist wie folgt:

Eth:2x Eth:1x OM:2x OM:1x

Isopropanol:  Lauf- Probe Rp-Werte DC
Methanol  lénge u.
—Dauer § % & =
s £ = =
R B O O
70:30 10 cm Eth 0,91
2,0h OM 0,94 ' RE
80:20 10 cm Eth 0,79 u. 0,91
2,0h oM 0,81
L] L]
90:10 10 cm Eth 0,8 u. 0,95
2,0h OM 0,8
L] .

Getestet wurden also unterschiedliche Losungsmittel. Vollig ungeeignet waren die
Mischungen Wasser:Acetonitril 80:20 und 70:30, da sich dabei keinen auswertbaren Flecke
auf der DC-Platte ergaben. Vielmehr zerlief die Probe, Flecken waren nicht zu erkennen, also
auch keine einzelnen Probenbestandteile auszumachen. Die Laufmittel wurden nach CAPASSO
[36] angewendet, allerdings konnten aus Kostengriinden nicht die entsprechenden Platten
eingesetzt werden. Ebenso ungeeignet waren Methylenchlorid und die Mischung
Toluol:Diethylether 95:5, da sich in diesen Féllen die Proben nicht von der Grundlinie 16sten.
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Im Fall von Ethylacetat 16sten die Proben sich zwar von der Grundlinie, wanderten aber nicht
weit genug und es kam zu Tailing; also ist auch dieses Laufmittel ungeeignet. Im Falle von
reinem Methanol, Ethanol, vergélltem Ethanol und den Mischungen Wasser:Methanol 30:70
sowie Isopropanol:Methanol 70:30 und 50:50 wanderten die Proben zu schnell. So kam es
nicht zu einer Trennung der Olivenblitterextrakt-Bestandteile. Also sind auch diese als
Laufmittel ungeeignet. Zu einer Trennung kam es bei folgenden Laufmitteln: 1-Butanol,
Isopropanol, 1-Propanol sowie den Mischungen Isopropanol:Methanol 80:20 und 90:10. Die
beste Trennung ergab sich bei Butanol, denn die beiden sich ergebenden Flecke liegen weit
auseinander, mithin auch die Rp-Werte. Jedoch hatte es auch die ldngste Laufdauer. Die
Ergebnisse von Isopropanol und 1-Propanol sind vergleichbar gut. Um die Laufzeit zu
verkiirzen, wurde Isopropanol mit Methanol gemischt. Das beste Ergebnis lieferte dabei die
Mischung Isopropanol:Methanol 90:10. Diese Mischung wurde daher als Laufmittel fiir die
Sephadex-Saule (LC) verwendet.

Beim Olivenblitterextrakt kam es mit der DC zwar meist zur Trennung des
Substanzgemisches, jedoch entstanden lediglich zwei Fraktionen. Laut Analysezertifikat sind
aber 14 verschiedene Polyphenole enthalten. Anhand der Rp-Werte kann bestimmt werden,
welcher Fleck das Oleuropein darstellt. Wenn es zu einer Trennung kommt, ist immer der
zweite Fleck das Oleuropein, da dieser einen dhnlichen Rp-Wert besitzt wie das reine
Oleuropein, das als Standard mitlief. Ob das Oleuropein in Methanol oder Ethanol geldst ist,
hat keinen Einfluss auf die Laufldnge, da manchmal das in Methanol geldste weiter ldauft und
manchmal das in Ethanol geloste. In den meisten Fillen war es so, dass die einfach
aufgetragene Probe weiter lief als die doppelt aufgetragene. Dies kann daran liegen, dass
weniger Probenmaterial transportiert werden musste.

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Diinnschichtchromatographie aufgrund der sehr
schlechten Auftrennung der Polyphenole nicht als zufriedenstellende Methode zur
Identifizierung einzelner Substanzen zur Charakterisierung des Polyphenolspektrums genutzt
werden kann.

2.2.3.2.2 HPLC

Die Analyse von Polyphenolen erfolgt heute iberwiegend mit einem Gradientenprogramm an
einer RP-Séule.

Als Laufmittel A wird mit Essigsdure auf pH 3,1 eingestelltes Aqua bidestillata verwendet.
Als Laufmittel B dient reines Methanol. Beide Laufmittel werden in gereinigte Flaschen
abgefiillt und anschlieBend im Ultraschallbad fiir mindestens 15 min behandelt, um
Luftblasen zu entfernen. Das verwendete Gradientenprogramm (nach Montedoro) lautet wie
folgt [109]:

Zeit [min] | Laufmittel A [%] | Laufmittel B [%]
0 95 5
2 95 5
10 75 25
20 60 40
30 50 50
40 0 100
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Nachdem das Gradientenprogramm beendet ist, wird mit Methanol gereinigt, bis die
Grundlinie wieder gerade verlduft, also kein Peak mehr angezeigt wird.

Ferner werden verschiedene isokratische Laufmittel getestet.

Laufmittel A Laufmittel B
100% Wasser*
100% Acetonitril
100% Methanol
50% Methanol 50% Wasser*
10% Methanol 90% Wasser*
5% Methanol 95% Wasser*
2% Methanol 98% Wasser*
21% Acetonitril 79% Wasser*
21% Methanol 79% Wasser*
38% Methanol 62% Wasser mit 1% Essigsdure

*Mit 0,1 M HsPO4 auf pH 3 eingestellt.

Fiir den Aufbau der HPLC-Analytik werden folgende Losungen verwendet:

e Oleuropein-Losung: 0,002 g Oleuropein werden in 10 ml Methanol geldst, davon werden

jeweils 20 pl als Probe eingespritzt.

e Olivenblitterextrakt: 0,02 g Olivenblétterextrakt werden in 40 ml Methanol gelost, durch
einen 0,2 um Membranfilter filtriert und 20 pl davon als Probe in die HPLC eingespritzt.

e wissriger Oliventresterextrakt: 1 Teil Trester wird mit 3 Teilen Wasser bei 100°C
extrahiert. Danach wird der Trester abfiltriert und das Filtrat bei 13 000U/min fiir 10min
zentrifugiert. Die Losung wird mit Unterdruck durch eine 4er Fritte gezogen und 1:1 bzw.
1:4 mit Aqua bidestillata verdiinnt. Es werden je 20 pl als Probe in die HPLC eingespritzt.

Die HPLC Parameter wurden wie folgt eingestellt:

Wellenlidnge: 280 nm
Verstarkung: 0,0025

Flussgeschwindigkeit: 1,0 ml/min

Probenvolumen: 20 ul
Laufmittel: variabel

Beim der Verwendung des Gradientenprogramms kam es zu ,,Geisterpeaks®, die nicht
eliminiert werden konnten. Vor diesem Hintergrund wird die Verwendung eines isokratisches

Laufmittels vorgezogen.

Fiir die Bestimmung des Oleuropeins stellte sich als giinstigste Mischung 38% Methanol und
62% Wasser mit 1% Essigsdure heraus. Wegen der hohen Viskositit dieses Gemischs ist
jedoch der Riickdruck zu hoch, so dass nur langsamere Flussgeschwindigkeiten genutzt
werden konnen. Durch Zumischen von Acetonitril wird der Riickdruck gesenkt. Dabei muss
beachtet werden, dass sich der Polarititsparameter der Mischung nicht &ndert. Dieser ist ein
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MaB fiir die Starke des Losungsmittels. Der Polaritdtsparameter der mobilen Phase berechnet
sich wie folgt [107]:

b b b
P Mischung = P Methanol PMethanol +P Wasser PWasser

mit P’ = Polaritdtsparameter, wobei P’} und P’, die jeweiligen Polaritdtsparameter der beiden
Losungsmittel sind, hier P’; Methanol und P’; Wasser. ¢; und ¢, sind ihre Volumenanteile.

P’ Mischung = 2,6 - 0,38 + 0 - 0,62 = 0,988

Bei Methanol:Wasser 38:62 kann nur eine Flussgeschwindigkeit von hochstens 1 ml/min
eingestellt werden, da bei einer Erhohung der Druck zu hoch wird und die Schliduche
abplatzen bzw. Dichtungen undicht werden. Um die Flussgeschwindigkeit erhohen zu
konnen, wird das Gemisch auf Acetonitril umgerechnet, da Methanol eine héhere Viskositét
hat und diese mit Acetonitril herabgesetzt wird. P’ soll konstant gehalten werden.

D Acetonitril = P,Mischung : P,Acetonitril = 09988 : 372 = 3708 = 391

Es ergibt sich eine Mischung aus 31% Acetonitril und 69% Wasser. Es soll eine Mischung
hergestellt werden, die sowohl Methanol als auch Acetonitril enthédlt. Die mobile Phase ist
somit eine 1:1 Mischung der oben verwendeten Eluenten.

Wasser: 0,5 - 62+ 0,5 - 69 = 65,5 65
Methanol: 0,5 -38 = 19
Acetonitril: 0,5 - 31 =15,5~ 16

Es ergibt sich eine Mischung aus 65% Wasser, 19% Methanol und 16% Acetonitril.

Kontrolle:
P’=0,65-0+2,6-0,19+3,2-0,16
P’ =1,006 ~ 0,988

Als Laufmittel wird ein Gemisch aus 19% Methanol, 65% mit 1% Essigsdure angesduertes
Aqua bidestillata und 16% Acetonitril gewéhlt.

Mit dieser Methode ldsst sich Oleuropein nach 8 Minuten detektieren. Folgende Abbildung
zeigt das HPLC-Chromatogramm einer reinen 0,4%igen Oleuropein-Losung.
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Abb. 14: HPLC-Chromatogramm: 0,4% Oleuropein

Bei der Untersuchung von Olivenblitterextrakt ldsst sich das Oleuropein ebenfalls
wiederfinden. Allerdings gelang es nicht, auch weitere phenolische Komponenten
chromatographisch zu erfassen.

Oliventresterextrakt konnte mit den untersuchten HPLC-Programmen nicht analysiert werden.
Grof3e Probleme bereiten vor allen Dingen Verunreinigungen/Nicht-Polyphenol-Extraktstoffe,
die die Chromatographie storen. Aus diesem Grund wurde versucht, die Extrakte durch
Festphasenextraktion (SPE) aufzureinigen und aufzukonzentrieren. Hierfiir wurden die beiden
SPE-Kartuschen Chromabond C;g und Chromabond PA genutzt. Die Kartuschen werden in
die, an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossene SPE-Kammer eingesteckt. Die SPE-
Kartuschen werden je zweimal mit 5 ml Methanol und danach mit 5 ml Aqua bidestillata
konditioniert. Danach werden je 5 ml der Proben auf die Kartuschen aufgegeben. Nach dem
Durchlauf wird jede Kartusche viermal mit 2 ml Aqua bidestillata gewaschen. Eluiert wird
fiinfmal mit 1 ml Methanol.

Nach dem Durchlauf von 0,3%iger Oleuropeinlésung und von Olivenblitterextrakt mit einer
Oleuropeinkonzentration von 0,3% wurde mittels HPLC tiberpriift, wie viel Oleuropein in den
Wasch- und Elutionsdurchldufen wiederzufinden ist. Die folgende Tabelle zeigt das Ergebnis.

Probe Chromabond C;g Chromabond PA
Olivenblitter-  Oleuropein  Olivenblétter-  Oleuropein
extrakt extrakt

1 Probenwasser — - — _
2 Waschwasser - — _ _
3 Waschwasser - - — _
4 Waschwasser - - ++ et
5 Waschwasser - - ++ ++
6 Elutionsmethanol -+ B - -
7 Elutionsmethanol +++ +++ ++++ ++++
8 Elutionsmethanol ++ ++ - ++
9 Elutionsmethanol - - + _
10 Elutionsmethanol - - - _

wobei + flir eine dreistellige area;om steht, ++ fiir eine vierstellige stehen, +++ fiir
eine flinfstellige usw.
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Bei der Chromabond PA-Kaniile geht Oleuropein ins Waschwasser iiber. Da mit dem
Waschschritt jedoch nur Fremd- bzw. Storkomponenten entfernt werden sollen und dariiber
hinaus das Oleuropein iiber einen relativ langen Zeitraum eluiert wird, ist diese Sdule negativ
zu beurteilen. Bei der Chromabond C;g-Kaniile geht im Waschschritt kein Oleuropein ins
Waschwasser tiber; es wird in drei Elutionsschritten eluiert. Da die Extraktion relativ schnell
gelingt, ist diese Sdule positiv zu beurteilen.

Allerdings konnte auch nach dem Einsatz der SPE-Kartuschen keine verwertbare HPLC-
Analytik des Oliventresterextraktes erreicht werden.

2.2.3.2.3 Priparative LC

Die priparative LC kann genutzt werden, um einzelne Fraktionen/Substanzen in gréferem
Malfistab zu isolieren und auch um Proben fiir die HPLC aufzubereiten.
Als Sdulenmaterial findet das Dextrangel Sephadex LH-20 Verwendung. Die amphiphilen
Eigenschaften dieses Materials fithren dazu, dass Sephadex LH-20 sowohl in schwach-,
mittel- als auch in stark polaren Losungsmitteln quillt. Es zeigt sowohl in Wasser und
wissrigen Salzlosungen als auch in vielen organischen Losungsmitteln wie Methanol,
Ethanol, Chloroform das gleiche Quellungsvermogen. Das Laufmittel besteht aus 10%
Methanol und 90% Isopropanol. Etwa 10 g Sephadex LH-20 werden in 200 ml Laufmittel
gequellt. Die senkrecht eingespannte Sdule wird etwa zu einem Drittel mit Laufmittel gefiillt.
AnschlieBend wird das gesamte suspendierte Gel in die Sdule gegossen. Das untere
Sdulenende ist gedffnet, so dass das tiiberschiissige Laufmittel abliuft. Das Gel wird
kontinuierlich aufgegeben, damit eine regelmiflige Packung gewéhrleistet ist. Andernfalls
wiirde das durchscheinende Gel Zonen unterschiedlicher Dichte aufweisen, die sich als helle
und dunkle Stellen zeigten. Eine solche unregelmifBlige Packung wiirde das Trennergebnis
beeinflussen.
Die Bedingungen der Chromatographie sind wie folgt:

Verstiarkung: 0,5 AUFS

Wellenldnge: 280 nm

Flussgeschwindigkeit: 0,7 ml/min

Spannungsbereich: 1 V

Blattvorschub: 6 cm/h

Probenvolumen: 1 ml

Als Flussgeschwindigkeit werden 0,9 ml/min, 1,1 ml/min, 1,3 ml/min, 1,5 ml/min,
1,7 ml/min, 1,9 ml/min bzw. 2,1 ml/min gepriift.

Eine 5%ige Losung von Olivenblitterextrakt in Laufmittel kann in drei Fraktionen
aufgetrennt werden.

Abb. 15: LC-Chromatogramm: Olivenblatterextrakt
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In der ersten Fraktion kann per HPLC Oleuropein nachgewiesen werden, wie in der folgenden
Abbildung zu erkennen ist.

1 i 1 1

e [xu] g o
—

Abb. 16: HPLC-Chomatogramm der LC-Fraktion 1

Dies bedeutet, dass durch die Verwendung der priparativen LC eine Aufkonzentrierung von
Oleuropein moglich ist.

Allerdings konnte auch nach der Verwendung der LC das Polyphenolspektrum nicht weiter
aufgegliedert werden. Weiterhin bereiteten Verunreinigungen in den Extrakten auch bei der
LC Probleme, was zu hdufigen Verstopfungen fiihrte.

2.2.4 Optimierung der Extraktionsausbeute

Anhand des modifizierten Gesamtpolyphenoltest nach Folin-Ciocalteu sollen effiziente
Methoden zur Erhohung der Extraktionsausbeute identifiziert werden. Da die
Extraktkonzentrationen untereinander verglichen werden, miissen die Extraktionen unter
standardisierten Bedingungen durchgefiihrt werden. Nur die jeweils untersuchte,
ausbeuteerh6hende MaBBnahme wird variiert.

Die Standard-Bedingungen sind:

einstufige, diskontinuierliche Extraktion

Trester-Extraktionsmittel-Verhéltnis von 1:3 (w/v)

Extraktionsmittel: destilliertes Wasser

Riithrgeschwindigkeit: schnell genug, um alle Tresterpartikel in der Schwebe zu halten
Extraktionstemperatur: 20°C

Extraktionsdauer: 4 Tage (Zeitdauer, die ndtig ist, um bei der Extraktion von
unbehandeltem Trester unter den gegebenen Bedingungen eine nicht mehr
zunehmende Endkonzentration im Extrakt zu erzielen (siehe Punkt 3.3).)
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Nach Ablauf der Extraktionen wird der Extrakt filtriert und das klare Filtrat bis zur
Polyphenolkonzentrationsbestimmung bei 7°C kiihl gelagert.

In diesen Versuchen wird die Gesamtpolyphenolkonzentration ausgedriickt in Tannin-
Aquivalenten. Alle Versuche und Konzentrationsbestimmungen werden (mindestens) im
doppelten Ansatz durchgefiihrt.

2.2.4.1 Physikalische Prozesse zur Wirkstofffreisetzung

Temperatureinfluss

Die Extraktionen werden aus praktischen Griinden in verschlossenen Erlenmeyerkolben
durchgefiihrt, die ins temperierte Wasserbad positioniert werden und mittels Magnetriihrer
geriihrt werden. Die Extrakte bei 121°C werden im Druckautoklaven ohne zusdtzliches
Riihren hergestellt. Das Extraktionsmittel wird bereits vor der Zugabe temperiert. Zusdtzlich
zum Einfluss auf die Extraktionsausbeute wird der Temperatureinfluss auf die
Extraktionsdauer ermittelt.

Trocknen
Oliventrester wird fiur ca. 24 Stunden bei 65°C in diinner Schicht im Trockenschrank
getrocknet. Bei der Einstellung des Trester-Extraktionsmittel-Verhdltnis wird der zuvor

ermittelte Wassergehalt bzw. Trockenmasseanteil (sieche Punkt 3.1.1) des Oliventresters
beriicksichtigt. Der getrocknete Trester wird dann unter den Standardbedingungen extrahiert.

Vermahlung und Fraktionierung

Zentrifugalmiihle

Vor der Zerkleinerung mit der Zentrifugalmiihle muss der Oliventrester getrocknet werden
(ca. 24 Stunden bei 65°C in diinner Schicht im Trockenschrank). AnschlieBend wird er mit
einem 1 mm-Siebeinsatz vermahlen. Durch Siebklassierung mit dem Vibrio-Klassierer der
Firma Retsch lassen sich die entstehenden Partikel in definierte PartikelgroBefraktionen
aufteilen (siehe Punkt 3.2.1). Die einzelnen Fraktionen werden getrennt und in ihrer
Gesamtheit auf die Extrahierbarkeit hin untersucht.

Kugelmiihle

Durch Vorversuche werden zunichst die Parameter Vermahlungszeit, Geschwindigkeit und
Anzahl der Mahlkorper festgelegt. Hierzu wird unbehandelter Oliventrester zusammmen mit
Wasser unter Variation der oben benannten Parameter in der Kugelmiihle zerkleinert.
AnschlieBend wird der Gesamtpolyphenolgehalt des Extraktes bestimmt. Nach den
Vorversuchen, auf die in diesem Bericht nicht nidher eingegangen wird, wurden folgende
Bedingungen als Vermahlungsparameter gewihlt:
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e Drehzahl: 500 rpm
e Anzahl der Mahlkorper: 5
e Vermahlungszeit: 15 Min

Unbehandelter Oliventrester und das Extraktionsmittel Wasser werden im Verhéltnis 1:2
(w/v) in den Mahlbecher gefiillt und der Oliventrester unter den oben bestimmten Parametern
in der Kugelmiihle zerkleinert. AnschlieBend wird der Inhalt des Mahlbechers entnommen
und ein Trester-Extraktionsmittel-Verhiltnis von 1:3 (w/v) eingestellt. Der auf diese Weise
vorbehandelte Trester wird bis zur Vollendung der Extraktionszeit von vier Tagen extrahiert.

Ultraschall-Extraktion

Unbehandelter Oliventrester wird mit dem Extraktionsmittel Wasser im Verhéltnis 1:3 (w/v)
in ein 600 mL Becherglas eingewogen. Um eine Erwdrmung der Probe wihrend der
Ultraschallbehandlung zu vermeiden, wird sie mit Eis gekiihlt. Aus dem gleichen Grund
erfolgt die Ultraschallextraktion unter Intervallbehandlung; d. h. die Probe wird eine Minute
unter direkter Beschallung bei einer Frequenz von 20kHz und bei der Maximalleistung von
350 Watt extrahiert, worauf eine einminiitige Pause folgt. Die Behandlung wird insgesamt 20
Minuten durchgefiihrt. Danach wird das Becherglas entleert und der Trester wird weitere vier
Tage unter Standardbedingungen extrahiert.

Einfrieren

Vorversuche haben ergeben, dass unbehandelter Trester durch Einfrieren nicht beeinflusst
wird. Dies wird auf den Restgehalt an Ol zuriickgefiihrt, das wahrscheinlich die
Kristallbildung einschrinkt und den pflanzlichen Zellen mehr Elastizitit verleiht. Daher wird
Oliventrester vor dem Einfrieren getrocknet und ent6lt. Um geniigend Wasser zur
Kristallisation zur Verfligung zu stellen, wird der Trester mit Wasser angespriiht, in
Kunststofffolien in moglichst dicker Schicht vakuumverpackt und bei —18 °C und bei —70 °C
fiinf Tage lang eingefroren. Vor der viertdgigen Extraktion wird der Trester in einem
Trockenschrank bei 65 °C fiir 24 h aufgetaut und aus Griinden der Bilanzierung gleichzeitig
getrocknet.

2.2.4.2 Biochemische Prozesse zur Wirkstofffreisetzung

Vorversuche haben gezeigt, dass die Wirkung der Enzyme wahrscheinlich durch den
Restdlanteil im Oliventrester unterbunden wird. Der enzymatische Aufschluss wird daher mit
entdltem Trester durchgefiihrt. Eine Ubersicht iiber die einzelnen Ansitze und Kombinationen
mit den entsprechenden Temperaturen und pH-Werten gibt die nachstehende Tabelle. Bei den
Kombinationen werden Herstellerempfehlungen  berilicksichtigt.  Oliventrester und
Extraktionsmittel werden im Verhéltnis 1:3 (w/v) in 300 mL Erlenmeyerkolben eingewogen
und der pH-Wert mit Essigsdure oder 0,1 M Natronlauge eingestellt. Zu jeder Probe muss
eine entsprechende Nullprobe in gleicher Weise ohne Enzympréparat-Zugabe erstellt werden,
da ein Temperatur- und pH-Wert-Einfluss auf das Extraktionsergebnis wahrscheinlich ist.
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Enzym/e pH-Wert Temperatur |Menge

Olivex 5,5 35°C 1 mL

Laccase 30 °C 1 Spatelspitze
Rohavin CXL + Rohapect MA plus 4,0 35°C 0,5 mL + 0,5 mL
Rohapect VR-C 7,0 35°C 1 mL

Corolase 7089 + Rohapect CM 7,0 50 °C 0,5 mL + 0,5 mL
Corolase 7089 + Corolase LAP 8,0 50 °C 0,5 mL + 0,5 mL
Rohament CL + Rohavin CXL 4,5 50 °C 0,5mL + 0,5 mL

Jeweils zwei Enzymproben und zwei Nullproben pro Ansatz werden in einem Wasserbad 2
Stunden auf Optimaltemperatur gehalten, ab und zu bewegt, und anschlieBend vier Tage
extrahiert.

2.2.4.3 Chemische Prozesse zur Wirkstofffreisetzung

Extraktion im alkalischen Milieu

Dem Extraktionsmitte] Wasser werden unterschiedliche Mengen Natriumhydroxid-pldtzchen
zugesetzt, 0,5; 1 und 2 % (w/v). Vor der Bestimmung des Gesamtphenolgehalts werden die
gewonnenen Extrakte mit Essigsdure auf den pH-Wert 6,5 eingestellt, um eine Beeinflussung
des Tests durch einen verdnderten pH-Wert zu verhindern. Die zugegebene Menge an
Essigsdure wird als Verdiinnungsfaktor in die Berechnung der Konzentration miteinbezogen.

Extraktion im sauren Milieu

Das Extraktionsmittel Wasser wird mit Essigsdure auf die pH-Werte, pH=2 und pH=4,
eingestellt. Vor der Bestimmung des Gesamtphenolgehalts werden die gewonnenen Extrakte
mit verdiinnter Natronlauge auf den pH-Wert pH 6,5 eingestellt, um eine Beeinflussung des
Tests durch einen verdnderten pH-Wert zu verhindern. Die zugegebene Menge an
Natronlauge wird als Verdiinnungsfaktor in die Berechnung der Konzentration
miteinbezogen.

Ethanolisches Extraktionsmittel

Reines Ethanol, sowie 90-, 80-, 70-, 60-, 50-, 40-, 30-, 20- und 10-%iges Ethanol wird als
Extraktionsmittel eingesetzt und dessen Einfluss auf die Polyphenolausbeute ermittelt. Fiir
diese Extraktionen wird entdlter Trester benutzt, weil ansonsten auch groBere Mengen Ol
mitextrahiert wiirden. Das Trester-Extraktionsmittel-Verhéltnis betragt 1:3 (w/v).
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2.2.5 Modifikation des Wirkstoffspektrums

2.2.5.1 Losungsmittelauswahl

Verschiedenen Extraktionsmittel vermdgen sowohl unterschiedliche Mengen als auch
unterschiedliche Spektren an Polyphenolen aus dem Oliventrester zu 16sen.
Die Eignung folgender Losungsmittel zur Polyphenolextraktion wird untersucht:

Wasser

Ethanol

Methanol

Acetonitril

Aceton

Ethylacetat

Wasser-Ethanol (1:1) Gemisch, pH=9

Aufgrund der Schwierigkeiten beim Autfbau der Polyphenolanalytik konnen die Extrakte zwar
hinsichtlich ihrer biologischen Wirksamkeit, nicht aber hinsichtlich ihrer chemischen
Zusammensetzung untersucht werden.

Der Oliventrester wird vor der eigentlichen Polyphenolextraktion aus mehreren Griinden
getrocknet und entolt:

e Die ausgewihlten Extraktionsmittel 16sen zum Teil auch das Ol aus dem Trester,
welches dann einen Grof3teil der Extraktstoffe ausmacht.

e Das Entolen beschleunigt die hydrophile Polyphenolextraktion.

e Die Trocknung erleichtert den Entdlungsprozess, weil das Wasser das Eindringen des
hydrophoben Extraktionsmittels erschwert.

e In Vorversuchen hat sich das Entolen als ausbeuteerhohende Mallnahme erwiesen.

Fiir die Versuche miissen groBere Mengen Oliventrester entdlt werden, weil fiir die
nachgeschalteten mikrobiologischen Untersuchungen viel Extrakt zur Verfligung stehen muss.
Dies ist nicht mit einer Soxhlet-Apparatur durchfithrbar. Deshalb werden 3 sukzessive,
diskontinuierliche Extraktionen im Batch-Extraktor durchgefiihrt. Die Extraktions-Parameter
fiir diese lipophile Extraktion lauten:

Extraktionsmittel: Hexan
Trester-Extraktionsmittel-Verhiltnis 1:4 (w/v)
Extraktionstemperatur: 20°C

Extraktionszeit (pro Batch): 2 Stunden

Nach dem letzten Extraktionsdurchgang wird das Hexan, das nach der Filtration noch im
Trester ist per Druckluft ausgetrieben.
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Die gewihlten Betriebsparameter fiir die Polyphenolextraktion lauten:

Trester-Extraktionsmittel-Verhaltnis 1:4 (w/v)
Extraktionstemperatur: 20°C

2 sukzessive, diskontinuierliche Extraktionen
Extraktionszeit (pro Batch): 2 Stunden

Von den abfiltrierten Extrakten wird sowohl die Gesamtpolyphenolkonzentration
(ausgedriickt in Oleuropein-Aquivalenten) als auch die Gesamtextraktstoffkonzentration
(Trockenmasse) bestimmt.

Die Extraktstoffe miissen fiir die nachgeschalteten mikrobiologischen Untersuchungen in die
wiassrige Phase tiberfiihrt werden. Hierfiir werden die Extrakte mit einer definierten Menge
Wasser gemischt und aus dem Gemisch wird das Losungsmittel unter Vakuum abdestilliert.
Um sicher zu gehen, dass hochstens vernachldssigbare Reste an Extraktionsmittel in der
wissrigen Phase zuriickbleiben wird ein grofleres Fliissigkeitsvolumen verdampft als das
vorliegende Extraktionsmittelvolumen. So wird erreicht, dass alle Extraktstoffe im Wasser
gelost und/oder fein dispergiert sind. Nachtriglich wird der pH-Wert der resultierenden
Losung gemessen und ggfls. mit konzentrierter Natronlauge oder Schwefelsdure auf einen
Wert von pH=6 eingestellt. Durch die Kenntnis der Polyphenolkonzentration in den Extrakten
kann man die Polyphenolkonzentration in der zuriickbleibenden wissrigen Phase errechnen.
Trotzdem wird diese nochmals durch den Folin-Ciocalteu-Test ermittelt.

Die so in die wéssrige Phase {iberfilhrten Hemmstoffe konnen nun in gewiinschter
Konzentration in die Nihrbdden fiir die Schimmelpilze eingebracht und auf ihr fungizides
Potential untersucht werden (vgl. Punkt 2.2.6.1).

2.2.5.2 Saure und alkalische Hydrolyse

Mit einem Anteil von ca. 42% ist das Secoiridoid Oleuropein Hauptbestandteil des kéauflich
erworbenen Olivenblétterextraktes. Laut Literatur ist diese Substanz auch das im Oliventrester
mengenmifig am hiufigsten vorkommende Polyphenol. In der Literatur gibt es Hinweise
darauf, dass die hydrolytischen Spaltprodukte des Oleuropein, die Elenolsdure und das
Hydroxytyrosol stirkere antimikrobielle Wirkungen aufweisen als das Oleuropein selbst [63].
Es wird untersucht, ob sich durch die Anwendung extremer Bedingungen (pH, Temperatur)
eine solche Spaltung herbeifiihren ldsst und ob sich hierdurch verdnderte antimikrobielle
Eigenschaften ausmachen lassen.

Waissriger Olivenblétterextrakt mit definierter Konzentration wird auf vier beheizbare Gefalle
mit Riickflusskiihler aufgeteilt. Mit konzentrierter Schwefelsdure bzw. Natronlauge wird der
Extrakt in den einzelnen Gefdllen auf den pH-Wert 1, 3, 10 und 12 eingestellt. AnschlieBend
werden alle Proben eine Stunde lang bis zum Sieden erhitzt, dann abgekiihlt und der pH-Wert
wieder auf pH = 6 eingestellt. Die so behandelten Proben kénnen mikrobiologisch evaluiert
werden (vgl. Punkt 2.2.6.1).

Weiterhin werden die gleichen Untersuchungen durchgefiihrt mit dem Unterschied, dass die
Extrakte den besagten pH-Werten fiir 24 Stunden bei 20°C ausgesetzt werden.
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2.2.5.3 Enzymatische Modifikation

B-Glukosidase

1%iger, wassriger Olivenblitterextrakt wird mit B-Glukosidase-Enzympriparat versetzt und
fiir 12h bei 37°C geriihrt. Die Kontrolle wird genauso behandelt, jedoch ohne den Zusatz des
Enzympréparats. Beide Extrakte werden im mikrobiologischen Hemmtest (vgl. Punkt 2.2.6.1)
miteinander verglichen.

Laccase

Waissriger Oliventresterextrakt wird mit Laccase-Enzympréparat versetzt und fiir 12h bei
25°C geriihrt. Die Kontrolle wird genauso behandelt, jedoch ohne den Zusatz des
Enzympréparats. Beide Extrakte werden im mikrobiologischen Hemmtest (vgl. Punkt 2.2.6.1)
miteinander verglichen.

2.2.5.4 Ultraschall-Behandlung

Waissriger Oliventresterextrakt wird 10 Minuten lang einer Ultraschallbehandlung bei einer
Frequenz von 20kHz und bei einem Leistungseintrag von 350 Watt unterzogen. Um ein
Erwirmen der Probe zu verhindern wird diese mit Eis gekiihlt und die Ultraschallbehandlung
wird in 1-Minuten-Intervallen mit einminiitigen Pausen durchgefiihrt. Die Hemmwirkung des
ultraschallbehandelten Extraktes wird verglichen mit der Hemmwirkung von unbehandeltem
Extrakt.

2.2.6 Mikrobiologie

2.2.6.1 Schimmelpilze

Nihrmedien

Als Kulturmedium fiir die unter Punkt 2.1.3 genannten Schimmelpilze wird Malzextrakt-Agar
(MEA) der folgenden Zusammensetzung benutzt:

30g Malzextrakt

20g Agar
3g Fleischpepton (pankreatisch verdaut)
11 Aqua dest.

Der pH-Wert des Mediums liegt zwischen 5,5 und 6. Nach 20miniitigem Autoklavieren bei
121°C wird das auf ca. 60°C abgekiihlte Néhrmedium unter sterilen Bedingungen in
Petrischalen (Durchmesser: 9cm) gegossen.
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Der Oomycet Phytophthora infestans bildet eine Ausnahme. Er wird auf V-8-Agar folgender
Zusammensetzung kultiviert.

200ml V-8-Gemiisesaft
20g Agar
3g CaCO;
800ml Aqua dest.

Stammbhaltung

Die Anzucht der Schimmelpilze erfolgt im Brutschrank (ohne Beleuchtung) bei 25°C. Zur
Inokulumgewinnung werden fiinf bis acht Tage alte, sporulierende Kulturen verwendet.

Um die Pathogenitit von Phytophthora infestans zu erhalten wird er monatlich einmal auf
eine diinne Kartoffelscheiben iiberimpft. Diese werden zuvor mit Ethanol
oberfldchendesinfiziert. Nach dem Bewachsen der Kartoffelscheiben kann Mycel wieder auf
V-8-Agar libertragen werden.

Hemmtest

Das jeweilige Nédhrmedium wird mit der gewiinschten Menge an Extraktstoff/Hemmstoff
versetzt. In dem Fall, dass es sich bei den Extraktstoffen um hydrophobe Fliissigkeiten
handelt, werden diese unter Zusatz von 1% Tween 80 mit Hilfe eines Ultraturrax in dem
Medium emulgiert. Handelt es sich bei dem Hemmstoff um eine hitzelabile Substanz, so wird
diese in einer kleinen Menge Fliissigkeit gelost und erst nach dem Autoklavieren durch
Sterilfiltration dem Nihrmedium zugefligt. Diese Technik wird auch genutzt, um zu
untersuchen, ob das Autoklavieren einen Einfluss auf die Wirksamkeit hat.

Die Agar-Platten werden mit einem kreisformigen, mycelbewachsenen Agar-Stiick beimpft.
Das Inokulum wird mit Hilfe eines ausgegliihten Korkbohrers (Durchmesser: 1cm) aus einer
bewachsenen Agar-Platte der Stammhaltung ausgestochen und mittels ausgegliihter
Impfnadel zentral auf die hemmstoffhaltige Agar-Platte platziert.

Abb. 17: Beimpfen der Agar-Platte
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Der Durchmesser d des Mycels wird durch mindestens zwei Messungen wie in der folgenden
Abbildung demonstriert ermittelt.

Die Wachstumsinhibierung ldsst sich prozentual ausdriicken, indem der Myceldurchmesser in
Relation zum Myceldurchmesser auf den hemmstofffreien Kontrollplatten gesetzt wird.

Inhibierung[%] = (%J -100
—lem

mit:  d(P) = durchschnittlicher Myceldurchmesser [cm] der Probe
d(K) = durchschnittlicher Myceldurchmesser [cm] der Kontrolle

von dem ermittelten Durchmesser wird lcm subtrahiert, da das Inokulum bereits diesen
Durchmesser hat.

Weitere Moglichkeiten, die Effekte zu quantifizieren sind die Angabe

e des prozentualen Wachstums: Wachstum [%] = 100 % — Inhibierung [%]
e der Wachstumsgeschwindigkeit [mm/h]
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2.2.6.2 Bakterien

Nihrmedien und Kultivierung

Die Mikroorganismen liegen als Mikrobank™™ vor. Dies ist ein steriles Kryogefil mit pordsen
Keramik-Kiigelchen, die als Triger der Mikroorganismen die Lagerung und Kultivierung
erheblich erleichtern. Die Kiigelchen mit den immobilisierten Bakterien werden bei —70°C
gelagert. Zum Ansetzen einer Arbeitslosung werden 100ml sterile Boullion mit einem
Kiigelchen inokuliert und anschlieBend inkubiert. Die resultierende Bakteriensuspension kann
fiir alle weiteren Versuche eingesetzt werden.

Die ubiquitdr vorkommenden Bakterien E. coli, K. terrigena, P. putida und B. subtilis haben
keine besonderen Néhrstoffanspriiche. Sie werden auf dem Minimalmedium ,,Plate-Count-
Medium* (PC-Medium) kultiviert.

Zusammensetzung des PC-Mediums:

Chemikalie g/l
Casein-Pepton (Trypton) |5
Hefeextrakt 2,5
D(+)-Glucose-Monohydrat | 1
Agar 20

E. coli und K. terrigena werden bei 37°C mind. 48 Stunden lang inkubiert, P. putida und B.
subtilis bei 30°C ebenfalls mind. 48 Stunden lang.

Zur Kultivierung der Milchsdurebakterien werden aufgrund ihrer hohen Néhrstoffanspriiche
Vollmedien verwendet. Ein geeignetes Nahrmedium stellt das MRS-Medium dar (nach DE
MAN, ROGOSA und SHARPE). Die Rezeptur fiir das verwendete MRS-Medium ist in der
folgenden Tabelle dargestellt.

Chemikalie g/l
Pepton aus Fleisch 20
Fleischextrakt 8
Hefeextrakt 4
D(+)-Glucose-Monohydrat |20
Di- 2
Kaliumhydrogenphosphat
Natriumacetat 5
Ammonium Citrate, dibasic |2
Magnesiumsulfat- 0,2
Heptahydrat
Mangan (II)-sulfat-1-hydrat | 0,05
Agar-Agar 1
ml
Tween 80" 20
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Auf diesem Medium wird L. curvatus bei einer Bruttemperatur von 30°C und einer Brutzeit
von 48 Stunden kultiviert.

E. durans wird auf TSB-Medium bei 37°C fiir 48 Stunden inkubiert. Die Zusammensetzung
des TSB-Mediums ist in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Chemikalie g/L
Casein-Pepton (Trypton) [17.,5
Sojapepton 3,5
Natriumchlorid 5
D(+)-Glucose-Monohydrat | 2,5
Di- 35
Kaliumhydrogenphosphat
Hefeextrakt 3
Agar 20

Alle beschriebenen Medien konnen durch den Wegfall des Agar auch als Bouillon genutzt
werden.

Hemmtest: Antibiotikablittchentest

Hemmstofflosungen der gewiinschten Konzentration werden angesetzt und 15 Minuten bei
121°C autoklaviert.

0,1ml der jeweiligen Bakteriensuspension werden auf erkaltete Agarplatten pipettiert und mit
dem Drigalski-Spatel ausgestrichen. Antibiotikatestbldttchen (Durchmesser: 12,7mm) werden
fiir wenige Sekunden in die Wirkstofflosung einer definierten Konzentration getaucht und
dann auf die beimpften Agarplatten gelegt. Auf jede Platte wird als Kontrolle ein
Testbldttchen gelegt, das zuvor lediglich in steriles und destilliertes Wasser getaucht wurde.
Der Durchmesser der um die Testblattchen entstandenen Hemmzone wird nach einer
Inkubationszeit von 48 Stunden gemessen. Von dem gemessenen Durchmesser wird der
Durchmesser des eigentlichen Plittchens (d=1,27cm) subtrahiert, da auch unter den
hemmstoftfreien Kontrollplattchen kein Bakterienwachstum stattfindet.
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2.2.7 Pflanzenversuche

2.2.7.1 Chlorophyllfluoreszenz-Test

Der Chlorophyllfluoreszenz-Test wird an 20 Bohnenpflanzen im 2-Blatt-Stadium mit Hilfe
des Chlorophyllfluoreszenz-Messgerits PAM-2000 der Firma Walz durchgefiihrt. Fiir diese
Untersuchung wird Oliventresterextrakt durch die Extraktion mit einem Wasser-Ethanol-
Gemisch (1:1) bei dem pH-Wert von pH=9 gewonnen. Das Ethanol wird verdampft und die
zuriickbleibende wissrige Losung auf den pH-Wert pH=6 und einen Gesamtphenolgehalt von
300mg/100ml eingestellt. 20ul dieses Extraktes werden gleichmidfig auf eine runde
Blattfliche von ca. 1,75cm’ aufgetragen. Der Chlorophylifluoreszenz-Test wird 1 Tag nach
der Extraktapplikation durchgefiihrt. Die Messung der Fluoreszenz geschieht nach einer
30miniitigen Dunkeladaptation. Ermittelt werden die minimale Fluoreszenz F, die maximale
Fluoreszenz F,, und die relative Fluoreszenz Fv/F,.

2.2.7.2 Protektive Wirkung gegeniiber Botrytis cinerea-Befall

Die Schutzwirkung von Oliventresterextrakt gegeniiber einem Botrytis cinerea-Befall bei
Apfel- und Tomatenpflanzen wird untersucht. Fiir diese Versuche wird Oliventresterextrakt
durch die Extraktion mit einem Wasser-Ethanol-Gemisch (1:1) bei dem pH-Wert von pH=9
gewonnen. Das Ethanol wird verdampft und die zuriickbleibende wissrige Losung auf den
pH-Wert pH=6 und einen Gesamtphenolgehalt von 300mg/100ml eingestellt.

Jeweils 10 Tomaten- und Apfelpflanzen im 6- bis 8-Blatt-Stadium werden bis zur Tropfnésse
mit Extrakt bespriiht, wihrend jeweils 10 weitere Tomaten- und Apfelpflanzen als Kontrollen
unbehandelt bleiben. 24 Stunden nach der Applikation werden sowohl die behandelten
Pflanzen als auch die unbehandelten Kontroll-Pflanzen mit Botrytis cinerea -
Sporensuspension (ca. 3'10° Sporen/ml) inokuliert. Alle Pflanzen werden fiir 48 Stunden bei
80% relativer Luftfeuchte inkubiert. Nach 7 Tagen wird die Stirke des Befalls anhand
folgenden Boniturschemas ermittelt.

0 = kein Befall

1 = leichter Befall
2 = mittlerer Befall
3 = starker Befall
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3 Ergebnisse

3.1 Chemische Rohmaterialeigenschaften

3.1.1 Wassergehalts des Oliventresters

Der Wasseranteil des Oliventresters betragt:
W=532%

Somit enthdlt Oliventrester einen betrachtlichen Wasseranteil. Wenn das Trocknen des
Tresters fiir die Rohmaterialaufbereitung oder die Extraktion fiir notig empfunden wird, dann
sollte dies zu einem frithen Zeitpunkt erfolgen. Somit werden Transportkosten eingespart und
die mikrobiologische und chemische Stabilitit des Tresters wird verbessert. Die
Temperaturstabilitit der wirksamen Inhaltsstoffe ist uns nicht bekannt. Polyphenole kdnnen
teilweise mit Proteinen und auch Kohlenhydraten reagieren und an diese gebunden werden.
Um solche Reaktionen zu vermeiden, sollte fiir eine Trocknung ein schonender
Trocknungsprozess gewéhlt werden, bei dem hohe Temperaturen vermieden werden.

3.1.2 Restolgehalt

Der hohe Wassergehalt des Tresters macht es notig, dass der Trester vor der Bestimmung des
Olgehaltes getrocknet wird. Das Wasser wiirde das Eindringen des lipophilen Losungsmittels
in das Rohmaterial erschweren.

Nach Doppelbestimmung hat sich fiir den Trester folgender Olgehalt ergeben:

0=13,7%(i. Tr.)

Der Olan‘geil erscheint hoch. Dieser Wert bezieht sich jedoch auf die Trockenmasse. Bezieht
man den Olgehalt auf das Feuchtgewicht, so liegt er bei

0=6,4%

und liegt somit im Rahmen der normalen Ausbeute bei der Olivendlproduktion.

3.1.3 Proteingehalt

Der Proteingehalt des Oliventresters liegt bei ca. 6,2%.

3.1.4 Ballaststoffgehalt

Unlosliche Ballaststoffe machen ca. 65,3% des getrockneten Oliventresters aus, wihrend die
16slichen Ballaststoffe lediglich einen Anteil von ca. 5,5% darstellen. Somit besteht die
Gesamtballaststofffraktion zu ca. 92% aus unloslichen Ballaststoffen.
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Diese Fraktion wurde in ihrer Zusammensetzung weiter aufgeschliisselt. Das folgende
Diagramm zeigt die Zusammensetzung der unldslichen Ballaststofte.

Sonstige 26,20% Hemicellulose
34,30%

Lignin 15,10%

Cellulose 24,40%

Abb. 19: Zusammensetzung der unldslichen Ballaststoffe

Hauptanteile der Ballaststofffraktion sind Hemicellulose und Cellulose. Es kann davon
ausgegangen werden, dass es sich um Pflanzenzellen mit einer stabilen Zellwand handelt.

3.1.5 Aschegehalt

Aschegehalt = 4,0%

3.1.6 Gesamt-Polyphenolkonzentration

Die Polyphenolkonzentrationen (berechnet als Tannin) der 4 aufeinanderfolgend gewonnen
Extrakte sind in der folgenden Abbildung dargestellt.

160
140
120 -
100
80 -
60
40 |
20 - *

Polyphenolkonz. [mg/100ml]

Extraktion

Abb. 20: Phenolkonz. 4 sukzessiv gewonnener Extrakte
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Die Grafik verdeutlicht, dass 4 sukzessive Extraktionen unter den gewéhlten Bedingungen
ausreichend sind, um die Polyphenole mit hinreichender Genauigkeit zu quantifizieren.

Aus diesen Extrakt-Konzentrationen ldsst sich die Gesamt-Polyphenolkonzentration im
Oliventrester berechnen. Diese betrédgt ca. 1,2% (berechnet als Tannin).

Polyphenole stellen somit eine Minor-Komponente im Oliventrester dar. Damit sich deren
Gewinnung lohnt, miissen diese moglichst effizient freigesetzt und extrahiert werden.

Die chemische Zusammensetzung des Rohmaterials (bezogen auf die Trockenmasse) wird im
folgenden Diagramm noch mal zusammenfassend dargestellt.

Insoluble Fibre
65,30%

Soluble Fibre
5,5%
Ash 4.0% Polyphenols
’ 1.2%

Moisture 3,5% Protein 6,2% Fat 13,7%

Abb. 21: chemische Zusammensetzung des Oliventresters

3.1.7 pH-Wert

10g Trester regulieren den pH-Wert von 100ml destilliertem Wasser auf einen Wert von pH =
4,8. Um den pH-Wert dieser Trester-Suspension um 2 pH-Einheiten zu senken bzw. zu
erhohen, bendtigt man folgende Mengen an 0,25 molarer Salzsdure bzw. Natronlauge:

4,8 2> 2,8: 7,5ml HCI (entspricht 1,875'10'3m01)
48> 6.8:  3,5ml NaOH (entspricht 8,75:10*mol)

Um die gleiche pH-Anderung in reinem Wasser zu erzielen sind folgende Mengen bzw.
Stoffmengen notig:

4,8 2> 2,8: 6,276ml HCI (entspricht 1,569'10'3m01)
4,8 2 6,8: 0,063ml NaOH (entspricht 1,569'10'5m01)

Das bedeutet, dass fiir den Fall der pH-Wert-Senkung 1,22ml mehr Siure, bzw. 3,06'10*mol
mehr Hydroniumionen zugesetzt werden miissen, als in reinem Wasser. Fiir die pH-Wert-
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Erhohung um 2 Einheiten musste im Vergleich zu reinem Wasser 3,44ml mehr Lauge bzw.
8,59'10™*mol mehr Hydroxidionen zugesetzt werden.

Somit {ibt der Oliventrester im Wasser Puffereigenschaften aus. Diese sind in fiir eine pH-
Wert-Anderung in den alkalischen Bereich ca. 2,8 mal stirker ausgeprigt als fiir eine
Anderung zum Sauren hin. Fiir diese Eigenschaften konnten Reaktionen mit
Zellwandpolymeren verantwortlich sein, wodurch die Hydroxid- bzw. Hydroniumionen
abgefangen werden. Diese Annahme wird dadurch bestitigt, dass besonders im alkalischen
Bereich Zellwandbestandteile aufgeschlossen werden kdnnen.

3.2 Physikalische Rohmaterialeigenschaften

3.2.1 Vermahlung und Fraktionierung

Der Einsatz der Zentrifugalmiihle erfordert ein vorheriges Trocknen des Oliventresters. Nach
der Vermahlung mit Imm Siebeinsatz konnte das resultierende Mahlgut in einer
nachfolgenden Siebklassierung in folgende PartikelgroBefraktionen aufgetrennt werden.

<125um
125pm - 250pum
250um - 355um
355um - 500pm
500pm - 710pm
>710pm

Der Gewichtsanteil der einzelnen Fraktionen ist in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

O <125
W 125-250
0250-355
0355-500
W 500-710
a>710

18%

17%

Abb. 22: Gewichtsanteile der unterschiedlichen Partikelfraktionen

Der Einsatz der Miihle ohne Siebeinsatz ermdglicht eine Separierung der Steinfraktion von
der Fruchtfleischfraktion. Durch die unterschiedlichen Vermahlungseigenschaften bleiben die
Kernpartikel wéhrend der gemeinsamen Vermahlung grofler als die Fruchtfleischpartikel, so
dass durch eine nachtrigliche Siebung mit einem 1mm Analysesieb eine reine Olivenstein-
Fraktion gewonnen werden kann. Die Fraktion <710pm kann als nahezu reine Fruchtfleisch-
/Schalenfraktion betrachtet werden. Die Fraktion zwischen 710um und 1000pum stellt eine
Mischfraktion dar.
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Abb. 23: Auftrennung in Kerne und Fruchtfleisch

(oben: Kernfraktion, unten links: Mischfraktion, unten rechts: Fruchtfleischfraktion)

Abb. 24: gemahlene Fruchtfleischfraktion (links) und Kernfraktion (rechts)

Der Gewichtsanteil dieser drei Fraktionen ist in der folgenden Grafik dargestellt.

22%

43% O Stone

B Pulp
O Mixed fraction

Abb. 25: Gewichtsanteile der getrennten Fraktionen
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Der Einsatz der Kugelmiihle zur Zerkleinerung des Tresters erwies sich als ungeeignet. Zwar
bietet die Kugelmiihle die Mdglichkeit der Nassvermahlung; jedoch ist der feuchte Trester so
zah und elastisch, dass die Prallkrifte der Kugelmiihle nicht ausreichen, um eine effiziente
Zerkleinerung zu erzielen.

3.2.2 Wabhre Dichte

Nach Siebklassierung von getrocknetem und vermahlenem Oliventrester wurde die Fraktion
mit den PartikelgroBen von 0,125mm bis 0,250mm Durchmesser fiir die gravimetrische
Bestimmung der wahren Dichte genutzt. Die ermittelte Dichte betrégt

pw = 1,35 g/em’

3.2.3 Scheinbare Dichte und Porositit

Die scheinbare Dichte und die Porositit werden automatisch durch die Poremaster Software
ermittelt. Bestimmt wurden sie fiir die Oliventresterfraktion der Partikelgroflen von 0,125mm
bis 0,250mm Durchmesser.

Die scheinbare Dichte betrigt ps= 0,8 g/cm’
Die automatisch ermittelte Porositét betrigt 44%.

Dieser, durch das Porosimeter ermittelte Wert stimmt sehr gut mit dem Wert iiberein, den
man iiber die zuvor bestimmte Wahre Dichte berechnen kann.

3
Porositcit=1-| 75 |.100% = 1-| 2887 | 1000, ~ 41%
o 1,35g/cm

w

Der Trester besitzt eine hohe Porositit. Dies ist eine gute Voraussetzung fiir eine effiziente
Extraktion. Es ermdglicht eine gute Penetration des Extraktionsmittels in die Partikel hinein
und bietet viel Austauschfldche fiir den Stoffiibergang an.

3.2.4 Wasserbindungskapazitit

Fir die Ermittlung der Wasserbindungskapazitit nach der Zentrifugationsmethode nach
Weber wurde die Partikelfraktion 125 — 250um genutzt. Zusitzlich zur normalen
,Mischfraktion“ wurden die reine Fruchtfleisch- und die Kernfraktion (ebenfalls 125 —
250um) auf ihre Wasserbindungsfihigkeit hin untersucht.
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Trester- Wasserbindungskapazitit
Fraktion [mL/g]
125 —250pum 1,73
Fruchtfleisch 125 — 250pm 2,10
Kerne 125 —250um 1,39

Oliventrester weist eine relativ grole Wasserbindungskapazitit auf. Dies ldsst sich durch die
hohe Porositét von iiber 40% erkldren. In den Poren des Tresters kann viel Wasser an polare
Zellwandbestandteile gebunden werden. Es ist zu erkennen, dass die Bindungskapazitit fiir
das Fruchtfleisch deutlich hoher ist als fiir die Kerne. Das Ergebnis fiir die Mischfraktion
liegt, wie zu erwarten, zwischen diesen beiden Werten.

3.2.5 Schwellungskapazitit

Fiir die Versuche wurde sowohl die 125 — 250um Fraktion als auch die 250 — 355pum Fraktion
des Oliventresters genutzt. Weiterhin wurden Fruchtfleisch- und Kernfraktion getrennt
voneinander auf ihre Schwellungseigenschaften hin untersucht.

Trester- Schwellungskapazitit
Fraktion [mL/g]
125 —250pum 3.3
250 —355um 3,05
Fruchtfleisch 125 — 250um 3,9
Fruchtfleisch 250 — 355um 3.4
Kerne 125 —250pm 2,8
Kerne 250 — 355um 2,4

Die Schwellungskapazitit des Oliventresters ist partikelgroBenabhingig. Eine kleinere
PartikelgroBe fithrt zu einer stdrkeren Schwellung. Durch den stirkeren Zellaufschluss
ergeben sich mehr Anlagerungsstellen fiir das Wasser. Die Schwellungskapazitit des
Fruchtfleischs ist deutlich grofer als die der Kerne.

Die PartikelgroBenabhingigkeit der Wasserbindungs- und Schwellungskapazitit gibt
Implikationen fiir die Extraktion des Tresters. Eine moglichst kleine Partikelgrof3e
beschleunigt aufgrund der groBen Fest-fliissig-Grenzfliche und der verkiirzten
Diffusionswege die Extraktion und erhdht evtl. die Ausbeute. Andererseits verschlechtert eine
sehr kleine PartikelgroBe die Separierung der Feststoffe von dem Extraktionsmittel (=2
Verlust an Extraktstoffen) und erschwert die gesamte Handhabung und Prozessfiihrung (z.B.
Verstopfung von Filterschichten, Staubentwicklung). Daher muss beziiglich der Partikelgrof3e
ein Kompromiss gefunden werden.
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3.2.6 Spezifische Oberfliache

Oliventrester der PartikelgroBe 125 - 355um wurde fiir die Ermittlung der spezifischen
Oberflidche (Sger) genutzt. Der Surface Area Analyser ,,Gemini 2360 hat fiir die Besetzung
der Oberflache von 1,97g Trester folgende Stickstoffmenge ermittelt.

Trester- | Einwaage | adsorbierter N, | adsorbierter N, qm Sm(N2) SBET
2 2
Fraktion | [g] [mg] [mol] [molg] | [m’] | [m%g]
125-355 1.97 0.0383 2.7-]0_6 1.39.10—6 16.2 - 10—20 0.14

Mit Kenntnis der adsorbierten Menge Stickstoff und des Gewichts des Tresters kann die
spezifische Oberfldche nach folgender Gleichung berechnet werden:

SBET = NA .Qm .Sm
mit N, = Avogadro-Zahl (6.022 - 10* mol™)

S,, = Fliche, die von einem adsorbierten Stickstoffmolekiil belegt wird (16.2 -102° m?)
gn = Stoffmenge des adsorbierten Stickstoffs

2710 mol

=1.39-10"mol - g™
1.97¢g

G

Somit ergibt sich fiir die spezifische Oberflache:

S per =6.022-10" mol ™ -1.39mol - g™ -16.2-10° m* =0.14m> - g~

Bei einer Porositit von iiber 40% ist die spezifische Oberfliche des Tresters mit 0,14 m*/g
sehr gering (Aktivkohle kann eine spezifische Oberfliche von mehreren hundert
Quadratmetern pro Gramm erreichen). Dies indiziert, dass in dem Trester kein stark
verzweigtes Porensystem bestehend aus Makro-, Meso-, und Mikroporen vorliegt. Denkbar ist
auch, dass der Olanteil des Tresters (vgl. Punkt 3.1.2) die Poren belegt und somit
Stoffaustauschfldche fiir die Polyphenolextraktion unzugidnglich macht. Somit wire das
Entolen des Tresters eine sinnvolle Probenaufbereitung vor der Polyphenolgewinnung.
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3.3 Optimierung der Extraktionsausbeute

Die Optimierung der Extraktionsausbeute stellt einen wichtigen Aspekt dar. Gerade weil es
sich um die Extraktion von Minor-Komponenten handelt, entscheidet die Ausbeute stark tiber
die Rentabilitit des Vorhabens. Mit welchem Aufwand man welche Ausbeute erreicht
determiniert nicht nur die Wirtschaftlichkeit, sondern auch die Auswirkungen auf die Umwelt.
So héngt die bendtigte Menge an Energie, Extraktionsmitteln, Chemikalien, usw. stark von
den Anforderungen an die Extraktionsausbeute ab.

Eine einstufige diskontinuierliche Extraktion von unbehandeltem Oliventrester bei 20°C, mit
Wasser als Extraktionsmittel und bei einem Trester-Extraktionsmittel-Verhdltnis von 1:3
(w/v) dient als Referenz fiir die untersuchten ausbeuteerhohenden MalB3nahmen.

Der Verlauf dieser Extraktion iiber einen Zeitraum von 12 Tagen ist in der folgenden Grafik
dargestellt. Die Phenolkonzentration ist berechnet als Tannin-Aquivalente.

0,7
0,6
0,5 1 .
040 *
0,3
0,2
0,1
0,0 e —

K [mg mL™]

tEx [d]

Abb. 26: Konzentration-Zeit-Verlauf

Erst nach einer Extraktionszeit von 4 Tagen wird eine maximale Konzentration von 0,542
mg-mL™" erreicht, die sich im weiteren Verlauf praktisch nicht mehr verindert. Dieser Wert
wird in den weiteren Untersuchungen als Vergleichswert zur Beurteilung der angewandten
Prozesse herangezogen.
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3.3.1 Physikalische Prozesse zur Wirkstofffreisetzung

Temperatureinfluss

Vorversuche haben gezeigt, dass eine erhohte Extraktionstemperatur die Extraktion stark
beschleunigt.

0,9 /‘_-——-‘———l—
0,8 /

i 7/
0,7 A

g:: //,' ----- - Rl Rk . - ®--50°C

0a | // — A — 70°C

03+

02

0.1 1

0 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0

15 30 45 60 75 90 105

Extraktionszeit [min]

K [mg/ml]

Abb. 27: Konzentration-Zeit-Verlauf bei 50°C und 70°C

Bereits nach ca. 30 Minuten wird eine anndhernd maximale Phenolkonzentration erreicht.
Dies geschieht bei der Referenz-Extraktion (bei 20°C) erst nach ca. 4 Tagen. Aus diesem
Grund und um den Versuchsaufwand zu reduzieren wurden die Extraktionen zur Beurteilung
des Temperatureinflusses abweichend von den Standardbedingungen bereits nach jeweils 30
Minuten abgebrochen.

Die nachfolgende Grafik zeigt die Phenolkonzentrationen der bei unterschiedlichen
Temperaturen gewonnenen Extrakte.
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Abb. 28: Temperatureinfluss auf die Extraktion
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Durch eine Erhohung der Extraktionstemperatur ldsst sich die Phenolkonzentration stark
vergroBern. Die Konzentrationen bei 20, 30 und 40°C liegen unter dem Vergleichswert von
0,542 mgmL". Dies ist einfach dadurch zu erkliren, dass hier nach den 30 Minuten
Extraktionszeit noch nicht die Maximalkonzentration erreicht wurde. Hier ist der
beschleunigende Effekt einer erhohten Temperatur noch nicht stark genug. Bei einer
Temperatur von 50°C erzielt man bereits nach 30 Minuten eine Konzentration, die auch nach
sehr langer Extraktion bei 20°C nie erreicht wird. Ab der Temperatur von 50°C nimmt die
Konzentration mit steigender Temperatur bis zur hochsten, untersuchten Temperatur nahezu
linear zu.

2,0
y = 0,0165x - 0,2227
R%=0,9919

1,6
T 1,2 -
€
(@)]
E 08
X

0,4

0,0 T T T T T T T T

40 50 60 70 80 a0 100 110 120 130
Tw[°C]

Abb. 29: linearer Konzentrationsanstieg in Abhéngigkeit von der Temperatur

Die verbesserte Extraktstoffausbeute ist auf verschiedene Effekte zuriickzufiihren. Die
Eigenschaften des Extraktionsmittels, des Extraktstoffs und des Tragers dndern sich bei
erhohter Temperatur. Aus dem Nernstschen Verteilungssatz geht hervor, dass die Verteilung
des Extraktstoffs auf Trager und Extraktionsmittel temperaturabhédngig ist [137, 166].

NERNST-Verteilungssatz: - k(p,T)

Crr

Die Wasserstoffbriickenbindungen der Wassermolekiile werden bei hoéherer Temperatur
zunehmend getrennt. Dichte und Viskositit des Extraktionsmittels Wasser sinken, und die
Energie, die zum Ldsen der Phenole aufgewandt werden muss, ist geringer [8, 162].

Durch die verdnderten Eigenschaften des Extraktionsmittels steigt die stoff- und
temperaturabhéngige  Grenzflichenkonzentration. = Damit  vergroBert  sich  das
Konzentrationsgefille an der Phasengrenze, das treibende Gefille der Diffusion. Nach dem
FICK schen Gesetz lauft diese somit schneller ab [166].

FICK’sches Gesetz: Me _ -D-F-—
t ds

Die in der Zeit, ¢ diffundierende Extraktstoffmasse, mg ist proportional zur Austauschflache,
und zum Konzentrationsgefille, dc/ds.
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Neben den Eigenschaften des Extraktionsmittels wirkt sich eine Temperaturerhdhung auch
auf die Eigenschaften des Extraktstoffs, die Phenole, aus. Der Diffusionskoeffizient, D ist
direkt proportional zur Temperatur, 7 [141, 166].

T
D~——

n-r

Bei hoherer Temperatur steigt die Molekiilgeschwindigkeit und das Molekiil entkommt den
anziehenden Kriften der Nachbarmolekiile leichter. Der Diffusionskoeffizient, D steigt
infolgedessen und die Diffusion verlduft schneller. Auf der anderen Seite bewirkt auch die
Abnahme der Viskositdt, # des Extraktionsmittels eine VergroBerung des
Diffusionskoeffizienten [8].

Weiterhin werden durch hohere Temperaturen mehr Polysaccharide aus den Zellwénden
geldst, wodurch sich ebenfalls eine bessere Ausbeute an Inhaltsstoffen ergibt. Unter erhohter
Temperatur wird das unl6sliche Protopektin der Pflanzenzelle in 16sliches Pektin {iberfiihrt.
Dabei 16sen sich die Bindungen zwischen den Pektinmolekiilen untereinander und die
Bindungen mit Cellulose und Hemicellulose auf. Eine Zerstorung des Zellverbandes ist die
Folge. Teilweise geht auch Hemicellulose in Losung. Cellulose ist gegeniiber Erhitzen
weitgehend inert. Bei hoherer Temperatur werden zusitzlich Zellwandproteine denaturiert
[161].

Aus den Versuchen kann abgeleitet werden, dass die Polyphenolextraktion unter erhéhter
Temperatur durchgefiihrt werden sollte. Die Ausbeute kann deutlich gesteigert werden.
Weiterhin verkiirzt sich die Extraktionszeit sehr stark. Aufgrund der starken Zeitverkiirzung
ist es wahrscheinlich trotz des Energieaufwandes fiir die Erwdrmung wirtschaftlicher und
umweltfreundlicher, wenn unter erhohter Temperatur extrahiert wird. Ein Nachteil der
erhohten Temperatur ist, dass auch andere Substanzen des Tresters vermehrt in das
Extraktionsmittel {ibergehen und somit einen noch groBeren Anteil des Gesamtextraktstoffs
ausmachen. Eine optimale Extraktionstemperatur kann ohne weiterfithrende Untersuchungen
noch nicht empfohlen werden. Hierfiir muss iiberpriift werden, ab welcher Temperatur
unerwiinschte Reaktionen auftreten und ab wann zu viele Nicht-Polyphenol-Extraktstoffe aus
dem Trester gelost werden.

Trocknen

Getrockneter Oliventrester wurde in dem gleichen Trestertrockenmasse-Extraktionsmittel-
Verhiltnis wie bei der Standardextraktion extrahiert.

K [mg-mL"]
unbehandelt 0,542
Einwaage entsprechend der 0.678
Trockenmasse

Alleine durch das Trocknen des Rohmaterials kann die Ausbeute um ca. 25% gesteigert
werden. Durch den Trocknungsprozess scheint das Zellgewebe sproder und pordser zu
werden, so dass die Phenole vermehrt freigesetzt werden konnen. Evtl. ist eine Denaturierung
von Zellmembranproteinen fiir eine erhohte Durchléssigkeit verantwortlich [161].
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Der Trocknungsprozess ist energieaufwindig. Allerdings bringt eine Trocknung mehrere
Vorteile mit sich:

e Ausbeuteerhohung um ca. 25%
e verbesserte Lagerstabilitit

e Transport wird 6konomischer und umweltfreundlicher (Gewichtsreduktion um mehr
als die Hilfte)

Aus diesen Griinden wird eine moglichst schonende Trocknung des Oliventresters
vorgeschlagen.

Vermahlen und Fraktionierung

Zentrifugalmiihle

Oliventrester wurde mit einer Zentrifugalmiihle vermahlen. Zum einen wurde die gesamte
Mahlgutfraktion extrahiert; zum anderen wurde das Mahlgut durch eine Siebklassierung in
unterschiedliche Partikelgrofefraktionen aufgeteilt und diese wurden getrennt voneinander
extrahiert. Die Gesamtphenol-Konzentrationen der resultierenden Extrakte sind in der
folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 30: Extraktion von Trester unterschiedlicher Partikelgrof3e

Weiterhin wurde die Kernfraktion des Tresters von der Fruchtfleischfraktion getrennt (vgl.
2.2.2.1). Von den getrennten Fraktionen wurde wiederum jeweils die Fraktion der
Partikelgrofe von 0,355 bis 0,25 mm einer Extraktion unterworfen.

Trester- Partikel- K
bestandteil |gréofie [mm]| [mg-mL"]
Kerne 0,355-0,25 10,548
Fruchtfleisch [0,355-0,25 [2,66
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Die Vermahlung ist eindeutig eine ausbeuteerhohende Maflnahme. Bei den Konzentrationen
der einzelnen PartikelgroBefraktionen iiberlagern sich jedoch zwei Effekte, die den Einfluss
der PartikelgroBe groBer erscheinen lassen als er eigentlich ist. Die Steine haben andere
Vermahlungseigenschaften als das Fruchtfleisch. Sie lassen sich schwerer und langsamer
vermahlen. Daher wird bei der anschlieBenden Siebklassierung der Kernanteil bei jeder
weiteren Klassierung abgereichert. Somit enthalten die feineren Fraktionen weniger
Kernanteile als die grofleren, was auch mit bloBem Auge anhand der Farbe zu erkennen ist.

A

Abb. 31: unterschiedliche PartikelgroBefraktionen des vermahlenen Tresters

Der hohere Kernanteil in den groberen Fraktionen ist an der groBeren Anzahl hellbrauner
Partikeln zu erkennen.

Das Fruchtfleisch hat einen anndhernd fiinf mal hoheren Polyphenolgehalt als die Kerne.
Somit sind die sehr hohen Ausbeuten der feinen Fraktionen nicht nur auf die Zerkleinerung
sondern auch auf die Abreicherung des Kernanteils zurtickzufiihren.

Dennoch ist eine Vermahlung eine wichtige und gleichzeitig wenig aufwindige Maflnahme.
Zu kleine PartikelgroBen bringen jedoch Nachteile fiir Handhabung und Prozessfiihrung mit
sich. So kann beispielsweise bei kleinen Partikelgroen aufgrund der stirkeren Schwell- und
Wasserbindungseigenschaften das Extraktionsmittel schwerer und unvollstindiger abgetrennt
werden und folglich verbleiben mehr Extraktstoffe in dem Trester.

Kugelmiihle

Nach einer Nassvermahlung mit der Kugelmiihle kann die Extraktstoffausbeute um ca.15%
gesteigert werden.

K [mg-mL™"]
unbehandelt 0,542
Kugelmiihle 0,636

Diese Art der Vermahlung bietet den Vorteil, dass das Rohmaterial nicht getrocknet werden
muss. Allerdings ist das Zerkleinerungsresultat nicht gut (vgl. 3.2.1). Auflerdem ist das
Prinzip einer Kugelmiihle im industriellen Mal3stab nicht praktikabel (kleine Mahlbecher,
keine kontinuierliche Arbeitsweise). Des Weiteren stellt die Trocknung des Tresters eine
empfehlenswerte Ma3nahme dar, so dass der Vorteil einer Nassvermahlung relativiert wird.
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Ultraschall-Extraktion

Ultraschall zerstort Zellen, verteilt das Extraktionsmittel und erhitzt es gleichzeitig. Der
Einfluss, den das Verteilen des Extraktionsmittels durch Ultraschall auf das
Extraktionsergebnis hat, ist in dem vorliegenden Fall aufgrund der Extraktionsdauer von vier
Tagen zu vernachldssigen. Es konnte gezeigt werden, dass bei der Extraktion unter héherer
Temperatur eine hohere Extraktstoffkonzentration erreicht wird. Bei der Ultraschallextraktion
wird dieser Effekt durch Kiihlen in einem Eisbad und durch die Intervallbehandlung
unterbunden. Ohne Kiihlen ist aufgrund der hoheren Temperatur mit einer erhdhten
Phenolkonzentration zu rechnen.

K [mg-mL"]
unbehandelt 0,542
Ultraschall 0,523

Die Ergebnisse zeigen, dass durch Ultraschall keine Steigerung der Extraktstoffausbeute
erzielt werden kann. Eine Ultraschallbehandlung unter den gewihlten Bedingungen
(Frequenz: 20kHz, Leistung: 350W) ist demnach nicht geeignet, die stabile Zellstruktur des
Tresters zu zerstoren.

Einfrieren

Durch die Bildung von Eiskristallen konnen pflanzliche Zellen zerstort und Inhaltsstoffe
freigesetzt werden. In Vorversuchen hat sich jedoch gezeigt, dass dies bei unbehandeltem
Trester, vermutlich durch seinen Restgehalt an Ol, nicht der Fall ist. Bei zunichst
getrocknetem, dann entdltem und anschlieBend wiederbefeuchtetem Trester konnte durch
Einfrieren eine starke Ausbeuteerhohung erreicht werden. Die Gefriergeschwindigkeit und
somit die GroBe der sich bildenden Eiskristalle macht hierbei keinen Unterschied aus.

T [°C] K[mg-mL™"]
unbehandelt 0,542
-70 1,02
-18 1,06

Durch die Abfolge von notwendigen Behandlungsschritten ist dieser Prozess allerdings als
unpraktikabel und sehr energieaufwendig abzulehnen.
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3.3.2 Biochemische Wirkstofffreisetzung

Die Ansédtze mit den Enzympréparaten Olivex, Rohavin CXL + Rohapect MA plus, Rohapect
VR-C und Rohament CL + Rohavin CXL zeigen keinen Einfluss auf die Phenolkonzentration
im Extrakt. Die Konzentrationen der Extrakte, bei denen durch die Wirkung von Enzymen
eine Verdnderung der Extraktstoffkonzentration erreicht wurde, sind mit den entsprechenden
Kontrollen in der folgenden Tabelle dargestellt.

K AK
Probe ) bezogen auf die
g Kontrolle [mg-mL'l]
Kontrolle Laccase 0,929
Laccase 0,471 -0,458
Kontrolle Corolase 7089
+ Rohapect CM 1,22
Corolase 7089 +
Rohapect CM 1,34 0,120
Kontrolle Corolase 7089 193
+ Corolase LAP ’
Corolase 7089 +
Corolase LAP 1,39 0,160

Das Enzympriparat OLIVEX, eine Mischung aus Pektinasen, Hemicellulasen und Cellulasen,
fiihrt im Vergleich mit dem Kontrollansatz ohne Enzymzugabe nicht zu einer hdheren
Phenolkonzentration im Extrakt. Da das Enzymprdparat in der Lage ist, isolierte
Olivenpolysaccharide zu 90% in Oligomere und Monomere zu spalten, kann man davon
ausgehen, dass die Enzyme durch die Phenole des Oliventresters inaktiviert werden. Dies ist
durchaus denkbar, weil Proteindenaturierung eine typische Eigenschaft von einigen Phenolen
ist [167].

Durch die Kombination der Pektinasen Rohavin CXL und Rohapect MA plus und die
Kombination der Cellulase Rohament CL mit der Pektinase Rohavin CXL ist ebenfalls keine
Erhohung der Extraktstoffausbeute gegeniiber der Kontrolle zu erreichen. Bei dem
Enzymansatz und der Kontrolle kann optisch eine Zelldesintegration beobachtet werden. Da
diese Auflosung des Zellverbandes bei Ansatz und Kontrolle auftritt, ist sie auf die teilweise
Auflosung des Pektins der Mittellamellen wihrend der Behandlung bei 50 °C im Wasserbad
zuriickzufiihren und nicht auf die Wirkung der Pektinasen [14, 161]. Ein Abbau der primiren
und sekunddren Zellwand sowie der Cellulosemembran der Vakuolen durch die Cellulase
Rohament CL findet trotz Zelldesintegration nicht statt, was ebenfalls auf die Hemmung der
Enzyme durch die Phenole zuriickgefiihrt wird [46, 167].

Die Anwendung der Laccase fiihrt zu einer Verringerung der Phenolkonzentration im
Vergleich zur Kontrolle. Ziel des Einsatzes der Laccase ist die Spaltung von Lignin. Damit
sollen Zellinhaltstoffe aus den ligninreicheren Olivenkernzellen verfiigbar werden [126].
Anscheinend oxidiert die Laccase (Phenoloxidase) jedoch auch die Olivenpolyphenole, die
hierdurch chemisch modifiziert werden und somit auch nicht mehr von dem Folin-Ciocalteu-
Test erfasst werden [139].
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Lediglich mit der Endo-Proteinase Corolase 7089 kann in Kombination mit der Exo-
Proteinase Corolase LAP eine leichte Erhohung der Phenolausbeute um 13 % und in
Kombination mit der Cellulase Rohapect CM um 9,8 % im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollen erreicht werden.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass nicht der Rest6lanteil, wie zunichst angenommen,
eine Schutzschicht um die Oliventresterpartikeln bildet und die Enzyme hemmt. Nach
enzymatischem Aufschluss von entdltem Trester kann nachgewiesen werden, dass die
verwendeten Enzyme keinen bzw. nur geringen Einfluss auf die Phenolkonzentration und
damit auf die Struktur der Zellwdnde ausmachen, da sie durch die Phenole im Oliventrester
gehemmt werden.

Ein enzymatischer Aufschluss ist aufgrund dieser Ergebnisse nicht geeignet, die Extraktion
von Phenolen aus Oliventrester zu férdern.

3.3.3 Chemische Wirkstofffreisetzung

Extraktion im alkalischen Milieu

Die folgende Grafik zeigt die Konzentrationen der Extrakte, die durch unterschiedliche
Mengen an Natriumhydroxid (NaOH) im Extraktionsmittel gewonnen wurden, im Vergleich
zu einem wassrigen Extrakt aus unbehandeltem Trester.

20 1,93
1,6 1
- |
€ 1.2 Ounbehandelt
g 0,5 % NaOH
X 081 0542 m1 % NaOH
i W2 % NaOH
0,4
0,0

Abb. 32: Extraktion im alkalischen Milieu

Durch Extraktion mit 2 %iger Natronlauge (w/v) kann eine sehr hohe Phenolkonzentration
von 1,93 mg'-mL™" erreicht werden. Dies entspricht einer Steigerung um 256 % gegeniiber
einem Extrakt aus unbehandeltem Oliventrester.

Dieser Effekt ist wahrscheinlich auf die Zerstorung der Olivenzellwdnde durch die
Natronlauge zuriickzufiihren. Insbesondere Pektin ist in alkalischem Milieu nicht stabil und
wird schon bei Raumtemperatur in Oligomere gespalten. Auch Hemicellulose kann durch
starke Basen extrahiert werden [8, 15, 85, 161].
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In wissrigen Extraktionsmitteln ist die Zugabe von Alkali sehr zu empfehlen. Es muss
allerdings iiberpriift werden, ob die Polyphenole alkalistabil sind und nicht ihre Wirksamkeit
verlieren.

Extraktion im sauren Milieu

Die nachfolgende Tabelle zeigt die Extraktionsergebnisse mit angesduertem Wasser als
Extraktionsmittel.

H-Wert K [mg-mL"|
2 0,844
4 0,599

Auch durch Extraktion im sauren Milieu kann die Phenolausbeute gesteigert werden. Die
Phenolkonzentration ist umso hoher, je niedriger der pH-Wert liegt.

Beim chemischen Zellaufschluss durch Sédure 16st diese die Bindungen zwischen den
Monomeren der Polysaccharide, insbesondere des Pektins. Dabei werden bei der Abspaltung
von Rhamnose-Molekiilen innerhalb des Pektins gleichzeitig Polysaccharid-Seitenketten, die
an Rhamnose gebunden sind, abgetrennt [161]. Bei pH 3,0 - 4,0 ist Pektin stabil. Erst bei
weiterem Absenken des pH-Werts werden die Bindungen der Pektinmonomere hydrolysiert
[15]. Durch Extraktion bei einem pH-Wert von 2,0 kann die Phenolausbeute um 55,7 %
erhoht werden. Dieser Effekt der Zellschddigung wird nur bei diesem geringen pH-Wert
erreicht. Die geringe Konzentrationserhohung um 10,5 % bei pH 4,0 ist evtl. auf eine
teilweise Denaturierung von Zellwandproteinen, aber nicht auf eine Spaltung von Pektin
zuriickzufiihren [15, 157].

Allerdings ist der Effekt der Zellschddigung weniger stark als bei der Verwendung von
Natronlauge. Oliven besitzen einen hohen Gehalt an Cellulose und Hemicellulose. Diese
Polysaccharide konnen nur durch starke Laugen aber nicht durch Sduren gespalten werden.

Ethanolisches Extraktionsmittel

Die Extraktion mit unterschiedlichen Ethanolanteilen im Extraktionsmittel wurde mit
entdltem Trester durchgefiihrt. Die nachfolgende Grafik zeigt die Gesamtphenolkonzentration
der Extrakte in Abhédngigkeit vom Ethanolanteil des Extraktionsmittels, E.
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Abb. 33: Extraktion mit unterschiedlichen Anteilen an Ethanol

Durch die Zugabe von Ethanolanteilen kann die Ausbeute stark erhoht werden, wobei ein
Wasser-Ethanol-Verhidltnis von 1:1 die hochste Konzentration erbracht hat. Durch die
Ethanolanteile dndern sich die Eigenschaften des Extraktionsmittels, wie z.B. die Polaritit,
Dichte und Viskositit. Hierdurch werden nicht nur unterschiedliche Mengen an Phenolen aus
dem Trester gelost, sondern auch ein unterschiedliches Spektrum an Substanzen. Welches
Phenol-Spektrum im Sinne des Projektes die stirksten antimikrobiellen Eigenschaften ausiibt
kann auf Grund dieses Versuches nicht gesagt werden. Es kann jedoch gezeigt werden, dass
durch die Variation des Extraktionsmittels auch die Ausbeute entscheidend veridndert werden
kann.

Aus Griinden der Wirtschaftlichkeit, Betriebssicherheit und Umweltvertriaglichkeit ist Wasser
als Extraktionsmittel anderen organischen Ldsungsmitteln vorzuziehen. Wenn aber andere
Extraktionsmittel ein wirksameres Phenolspektrum aus dem Trester zu extrahieren vermogen,
dann ist dies im Sinne des Projektes ein sehr wichtiger Aspekt, so dass die genannten
Nachteile in Kauf genommen werden miissen.

3.4 Modifikation des Wirkstoffspektrums

3.4.1 Extraktionsmittelauswahl

Die Wahl des Extraktionsmittels ist der wichtigste Parameter einer Extraktion. Hierdurch wird
das Spektrum an Substanzen bestimmt, die aus den Feststoffen herausgelost werden.
Weiterhin werden durch die Wahl des Extraktionsmittels Parameter wie Selektivitit,
Aufnahmekapazitdt fiir Extraktstoff, Ausbeute, aber auch Aspekte wie Wirtschaftlichkeit,
Toxizitdit und Betriebssicherheit festgelegt. Weitere, generelle Anforderungen an ein
Extraktionsmittel sind

e chemische und thermische Bestindigkeit, um Verunreinigungen des Extraktstoffes
und Extraktionsmittelverluste zu vermeiden

e niedrige Viskositdt zur Erleichterung des Stofftransports

e geringer Dampfdruck bei  Extraktionstemperatur zur Vermeidung von
Extraktionsmittelverlusten
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e leichte Abtrennbarkeit des Extraktionsmittels aus dem Extrakt, zur Erleichterung der
Gewinnung des extraktionsmittelfreien Extraktstoffs und der Riickgewinnung des
Extraktionsmittels

e geringer Preis und geringe Korrosionsneigung

In diesem Projekt geht es darum, das Spektrum an Substanzen aus dem Oliventrester zu
extrahieren, welches die hochste fungizide Wirksamkeit aufweist. Deshalb wurden mit
unterschiedlichen Losungsmitteln, die fiir eine Polyphenolextraktion in Frage kommen,
Extrakte hergestellt und diese untereinander in ihrer antimikrobiellen Wirksamkeit verglichen.
Die untersuchten Losungsmittel sind

Wasser

Ethanol

Methanol

Aceton

Ethylacetat

Acetonitril

Wasser-Ethanol-Gemisch (1:1), pH=9

Die Extraktion mit einem Wasser-Ethanol-Gemisch (1:1) bei einem pH-Wert von pH=9 ist
eine Schlussfolgerung aus den Versuchen zur Optimierung der Ausbeute. Die Optimierung
des Extraktionsmittels ist noch nicht abgeschlossen. Hierzu werden noch weitere
Untersuchungen durchgefiihrt werden.

Vor den eigentlichen Polyphenolextraktionen wird der Oliventrester getrocknet und es wird
mit Hexan eine lipophile Extraktion durchgefiihrt, um den Restolanteil des Tresters zu
entfernen. Hierfiir wird der Trester zunichst getrocknet. Das erleichtert das Eindringen des
hydrophoben Hexans in den Oliventrester. Das Entolen ist notwendig, weil die ausgewéhlten
Extraktionsmittel zum Teil auch das Ol aus dem Trester 16sen wiirden, welches dann einen
Grofteil des Gesamtextraktstoffs ausmachen wiirde. Auflerdem hat sich das Trocknen und
Entdlen als ausbeuteerhohende MafBnahme erwiesen.

Eine 4-stufige, lipophile Hexanextraktion (4 sukzessive Extraktionen fiir jeweils 1 Stunde,
Trester-Losungsmittel-Verhaltnis 1:4 (w/v), T = 20°C) hat nachfolgende Ergebnisse gebracht.
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Extraktstoff-Masseanteil des Tresters
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ADD. 34: Verlauf Extraktstoff-Masseanteil bei 4 sukzessiven Hexanextraktionen

Der Extraktstoff-Masseanteil im Feststoff u errechnet sich wie folgt:

= Mg — Mgg
mp

mit mg = Masse des Extraktstoffes
mgs = Masse des Extraktstoffes im Losungsmittel
mg = Masse des Riickstands/Trégerstoffs

Der Extraktionsgrad ¢ dient als Bewertungsgrofle der Extraktionsergebnisses. Er errechnet
sich wie folgt:

Mgy Mg r

¢ = =
mg Mg p + Mg,

mit mgr = Masse des Extraktstoffs im Riickstand
msr = Masse des im Riickstand verbleibenden Losungsmittels
ms; = Masse des abgetrennten Extraktionsmittels
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Der Extraktionsgrad verlduft fiir die Hexan-Extraktion wie folgt:
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Abb. 35: Verlauf des Extraktionsgrads bei 4 sukzessiven Hexanextraktionen

Aufgrund dieser Ergebnisse wurde entschieden, dass drei sukzessive Extraktionen den
Restolanteil auf ein ausreichend kleines Maf reduzieren.

Bei einer industriellen Anwendung dieses Prozesses kann das Hexan zu einem sehr hohen
Prozentsatz zuriickgewonnen werden. Das anfallende Olivendl kann als Tresterdl zum
menschlichen Verzehr verwendet werden. Allerdings muss es zuvor raffiniert werden.

Die Polyphenolextraktionen wurden als 2-stufige, diskontinuierliche Extraktionen
durchgefiihrt. Die Gesamtpolyphenolkonzentration, der Gesamttrockenmassegehalt, der
prozentuale Anteil der Phenole am Gesamtextraktstoff, das Verhiltnis zwischen der
Phenolkonzentration des Extraktes 1 zu der Konzentration des Extraktes 2 und das Verhiltnis
zwischen den Trockenmassekonzentrationen der 2 Extrakte sind in der folgenden Tabelle
aufgefiihrt.
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Extrakt Gesamtphenolkonz. | Tr.masse | Phenolanteil am Gesamt- Verhiltnis Verhiltnis
[mg/100ml] [% (wW/v)] Extraktstoff [%] Extr 1/Extr 2 | Tr.m 1/Tr.m 2
Wasser 1 112,6 0,84 13,4
Wasser 2 57,6 0,30 19,2 1,95 2,80
Ethanol 1 102,9 1,29 8,0
Ethanol 2 24,3 0,27 9,0 4,23 4,78
Methanol 1 138,3 1,30 10,6
Methanol 2 41,7 0,27 15,5 3,31 4,81
Aceton 1 63,8 0,83 7,7
Aceton 2 18,4 0,25 0,0 3,47 3,32
Ethylacetat 1 16,2 0,06 27,0
Ethylacetat 2 15,7 0,04 39,3 1,03 1,50
Acetonitril 1 67,3 0,25 26,9
Acetonitril 2 16,7 0,10 16,7 4,03 2,50
H20:EtOH 1:1 pH=9 1 346,0 1,40 24,7
H20:EtOH 1:1 pH=9 2 145,4 0,64 22,7 2,38 2,19

Es ist eindeutig zu erkennen, dass der Einfluss auf die Polyphenolausbeute sehr hoch ist.
Wihrend beispielsweise das Wasser-Ethanol-Gemisch erwartungsgemifl (vgl. 3.3.3) hohe
Ausbeuten erzielt, ist die Polyphenolausbeute bei der Extraktion mit dem unpolareren
Ethylacetat sehr niedrig. Der Phenolanteil an der Trockenmasse ist ein Mal} fiir die erzielte
Selektivitit. Sie ist bei Ethylacetat am besten; jedoch ist diese Extraktion trotz der guten
Selektivitdt aufgrund der geringen Ausbeute unbefriedigend. Die Verwendung des Wasser-
Ethanol-Gemisches im alkalischen Milieu fiihrt zu einer hohen Trockenmassekonzentration.
Das war zu erwarten, weil in diesem Milieu ansonsten unldsliche Zellwandbestandteile geldst
werden konnen. Aufgrund der gleichzeitig sehr guten Ausbeute an Polyphenolen ist die
Selektivitét trotzdem als gut zu bewerten. Wenn das Verhiltnis der Phenolkonzentrationen
grof} ist (wie zum Beispiel bei Ethanol), dann kann eine anndhernd vollstdndige Extraktion
dieser Stoffe in wenigen aufeinanderfolgenden Extraktionen erreicht werden. Hohe Werte
sind also vorteilhaft und bedeuten, dass nur geringe Mengen an Extraktionsmittel benotigt
werden. Wenn das Verhéltnis der beiden Trockenmassekonzentrationen grofer ist als das
Verhiltnis der Phenolkonzentrationen, dann bedeutet dies, dass der Ubergang der Nicht-
Phenol-Extraktstoffe ins Losungsmittel schneller und leichter abliuft als der Ubergang der
Phenole. In diesen Fillen ist der Phenolanteil am Gesamtextraktstoff in dem 2. Extrakt héher
als im ersten. Dieses Kriterium kann man ebenfalls zur Bewertung der Selektivitit nutzen. In
dieser Hinsicht ist Acetonitril ein gutes Extraktionsmittel fiir die Olivenpolyphenole.

Die Ausbeuten sind bei den nachgeschalteten mikrobiologischen Untersuchungen nicht von
Belang, da hier alle Extraktstoffe in Wasser tiberfiihrt werden und auf die gleichen Phenol-
Konzentrationen eingestellt werden.

Aufgrund des sehr groBen Aufwandes und Umfanges der Versuche konnten diese
mikrobiologischen Untersuchungen nur mit drei Organismen, bei Extrakten mit sehr geringer
Ausbeute nur mit 2 Organismen durchgefiihrt werden. Leider war bei den Versuchen ein
Grofiteil der hemmstofffreien Kontrollplatten wegen Kontaminationen nicht auswertbar.
Deshalb konnten nicht die prozentuale Wachstumsinhibierung berechnet werden. Stattdessen
wird der Myceldurchmesser der Pilze auf den unterschiedlichen Platten direkt miteinander
verglichen.

Die folgenden Grafiken zeigen den direkten Vergleich der Hemmwirkung auf Fusarium
culmorum. Die Phenolkonzentrationen wurden bei diesen Versuchen jeweils auf die Werte
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150mg/100ml, 120mg/100ml, 90mg/100ml und 60mg/100ml eingestellt. Der wéssrig-
ethanolische Extrakt wurde nur in der Konzentration 90mg/100ml eingesetzt.

Fusarium culmorum : 150mg/100ml

Myceldurchmesser [cm]

0 20 40 60 80
Zeit [h]

100

120

—e— Wasser
—— Ethanol
Methanol
Aceton
—¥— Ethylacetat
—&— Acetonitril

Abb. 36: Wachstum von F.culmorum bei 150mg/100ml Gesamtphenolkonzentration

Fusarium culmorum: 120mg/100ml
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Abb. 37: Wachstum von F.culmorum bei 120mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
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Fusarium culmorum: 90mg/100ml
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Abb. 38: Wachstum von F.culmorum bei 90mg/100ml Gesamtphenolkonzentration

Fusarium culmorum: 60mg/100ml
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Abb. 39: Wachstum von F.culmorum bei 60mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
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Die nichsten Diagramme zeigen die unterschiedlichen Hemmwirkungen auf Phytophthora

infestans.
Phytophthora infestans: 150mg/100ml
4,5
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Abb. 40: Wachstum von P.infestans bei 150mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
Phytophthora infestans: 120mg/100ml
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Abb. 41: Wachstum von P.infestans bei 120mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
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Phytophthora infestans: 90mg/100ml
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Abb. 42: Wachstum von P.infestans bei 90mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
Phytophthora infestans: 60mg/100ml
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Abb. 43: Wachstum von P.infestans bei 60mg/100ml Gesamtphenolkonzentration

Die nachfolgenden Abbildung zeigen die Hemmwirkung auf Botrytis cinerea. Hier konnten
allerdings aus Griinden des Versuchsaufwandes der Ethylacetat- und Acetonitrilextrakt nicht
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verwendet werden (die Phenolkonzentrationen dieser Extrakte waren so klein, dass sehr viel
Extrakt notwendig war, um die angegebenen Konzentrationen einstellen zu konnen).

Botrytis cinerea: 150mg/100ml
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Abb. 44: Wachstum von B.cinerea bei 150mg/100ml Gesamtphenolkonzentration

Botrytis cinerea: 120mg/100ml
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Abb. 45: Wachstum von B.cinerea bei 120mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
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Myceldurchmesser [cm]
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Abb. 46: Wachstum von B.cinerea bei 90mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
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Abb. 47: Wachstum von B.cinerea bei 60mg/100ml Gesamtphenolkonzentration
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In den Vergleichen zeigt sich ein eindeutiger Trend hinsichtlich der unterschiedlichen
Wirksamkeiten der verschiedenen Extrakte. Der bei pH=9 gewonnene wissrig-ethanolische
Extrakt weist den untersuchten Pilzen gegeniiber die stirkste Wirksamkeit auf. Ahnlich
effektiv ist auch der Ethylacetat-Extrakt. Dieser ist aber aufgrund der sehr kleinen
Polyphenolausbeute fiir einen reellen Einsatz eher ungeeignet. Gute Hemmwirkungen, die
sich ebenfalls von allen weiteren Extrakten absetzen erreicht man mit den Ethanolextrakten.
Acetonitrilextrakte liegen im Mittelbereich und sind wirksamer als Methanol- und
Acetonextrakte. Diese sind von ihrer Hemmwirkung sehr vergleichbar. Beide hemmen immer
noch besser als die wiéssrigen Extrakte, die in diesem Vergleich eindeutig am schlechtesten
abschneiden. Aus Kosten-, Umwelt- und Betriebssicherheitsgriinden wiren wissrige Extrakte
eindeutig vorzuziehen. Allerdings kann die Verwendung von reinem Wasser als
Extraktionsmittel nach diesen Untersuchungen nicht empfohlen werden.

Generell ist zu erkennen, dass sich die Hemmwirkungen in den hohen Konzentrationen
deutlich unterscheiden, wihrend sie sich bei kleiner werdenden Konzentrationen angleichen.
Das ist einfach dadurch zu erkldren, dass die wirksameren Extrakte in diesem
Konzentrationsbereich an ihre untere Wirksamkeitsgrenze sto3en und diese sich somit an die
Hemmergebnisse der Extrakte anpassen, bei denen die untere Wirksamkeitsgrenze schon
unterschritten ist. Dies ist auch zu erkennen, wenn man die Hemmungen innerhalb der
Konzentrationsreihe eines Extraktes vergleicht. Bei den stirker wirksamen Extrakten zeigt
sich eine eindeutige Konzentrationsabhidngigkeit der Hemmung, wihrend die
Wachstumskurven bei den unwirksameren Extrakten nahe beieinander liegen. Dieser Effekt
wird in den folgenden drei Abbildungen veranschaulicht. Beispielhaft wurde Ethanolextrakt
als gut wirksamer Extrakt, Acetonitrilextrakt als durchschnittlich wirksamer und wissriger
Extrakt als schlecht wirksamer Extrakt gewahlt.

Fusarium culmorum: Ethanolextrakt
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Abb. 48: Konzentrationsabhingige Hemmung von F.culmorum durch Ethanolextrakt
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Fusarium culmorum: Acetonitrilextrakt
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Abb. 49: Konzentrationsabhéngige Hemmung von F.culmorum durch Acetonitrilextrakt
Fusarium culmorum: Wasserextrakt
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Abb. 50: Konzentrationsabhéngige Hemmung von F.culmorum durch Wasserextrakt
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Die Bewertung des Extraktionsmittels richtet sich nach der der Wirksamkeit und der
Ausbeute. Anhand dieser Kriterien ist zum jetzigen Stand der Untersuchungen eindeutig die
Extraktion mit einem Wasser-Ethanol-Gemisch (1:1) bei dem pH-Wert von pH=9
vorzuziechen. Mit diesem Extraktionsmittel erzielt man sehr gute Polyphenolausbeuten und
erhilt ein Substanzspektrum, das eine gute fungizide Wirksamkeit aufweist. Im Hinblick auf
Wirtschaftlichkeit, Sicherheit und Umweltvertraglichkeit ist ein Wasser-Ethanol-Gemisch
ebenfalls vertretbar.

3.4.2 Saure und alkalische Hydrolyse

Oleuropein, das mengenmifig vorherrschende Olivenpolyphenol kann hydrolytisch gespalten
werden. Den Spaltprodukten Hydroxytyrosol und Elenolsdure werden stirkere antimikrobielle
und antioxidative Eigenschaften zugesprochen als dem Oleuropein selbst.
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Es sollte untersucht werden, ob es gelingt, eine solche Spaltung herbeizufiihren und ob
hierdurch die Hemmwirkung auf die Pilze verstirkt werden kann.

Fiir diese Untersuchungen wurde kduflich zu erwerbender Olivenblatterextrakt benutzt, weil
dieser einen sehr hohen, standardisierten Gehalt an Oleuropein aufweist. Vorversuche mit
Olivenblatterextrakt zeigen, dass auch mit diesem eine konzentrationsabhingige
Wachstumshemmung erzielt wird. Die nachfolgenden Diagramme zeigen beispielhaft die
durchschnittliche Hemmung bzw. Wachstumsgeschwindigkeit bei Phytophthora infestans und
Alternaria solani.

Hemmung von Phytophthora infestans durch Olivenblatterextrakt
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Abb. 51: Konzentrationsabhéngige Hemmung von P.infestans durch Olivenblatterextrakt
Phytophtora infestans
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Abb. 52: Konzentrationsabhéngige Wachstumsgeschwindigkeit bei P.infestans
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Hemmung von Alternaria solani durch Olivenblatterextrakt
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Abb. 53: Konzentrationsabhéngige Hemmung von A.solani durch Olivenblatterextrakt

Alternaria solani
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Abb. 54: Konzentrationsabhidngige Wachstumsgeschwindigkeit bei 4.solani

Aus diesen Ergebnissen ist eindeutlich ersichtlich, dass der Einsatz von Olivenblatterextrakt
eine konzentrationsabhingige Wachstumshemmung bewirkt. Allerdings ist auch ersichtlich,
dass die notwendigen Konzentrationen deutlich héher liegen als bei Oliventresterextrakt. Der
eigentliche Polyphenolgehalt des kéduflich erworbenen, pulverféormigen Olivenblitterextraktes
liegt bei 50%, wobei Oleuropein alleine ca. 42% des Pulvers ausmacht. Also liegen die
eigentlichen Polyphenolkonzentrationen bei 0,25%, 0,5%, 1%, 2,5%. Dies sind aber immer
noch deutlich hohere Konzentrationen als in den untersuchten Oliventresterextrakten.

Es wurde untersucht ob sich diese Hemmleistungen steigern lassen, wenn die Extrakte vor
den mikrobiologischen Versuchen extremen Bedingungen hinsichtlich pH-Wert und
Temperatur ausgesetzt werden. Diese Bedingungen konnen potentiell geeignet sein eine
Spaltung des Oleuropein und somit eine Anderung der Wirksamkeit zu bewirken.
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Extrakte der Konzentration 1% und 5% wurden auf unterschiedliche pH-Werte eingestellt und
zum einen 1 Stunde bei 100°C geriihrt und zum anderen 24h bei 20°C geriihrt, bevor sie
neutralisiert und in den mikrobiologischen Versuchen eingesetzt wurden.

Die Ergebnisse flir Fusarium culmorum sind in den zwei folgenden Abbildungen dargestellt.
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Abb. 55: Inhibierung von F.culmorum durch modifizierte Extrakte
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Abb. 56: Inhibierung von F.culmorum durch modifizierte Extrakte



86

Die nédchsten beiden Abbildungen zeigen die Ergebnisse fiir Ceratocystis fimbriata.
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Abb. 57: Inhibierung von C.fimbriata durch modifizierte Extrakte
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Abb. 58: Inhibierung von C.fimbriata durch modifizierte Extrakte

Die Ergebnisse zeigen, dass das Ansduern auf den pH-Wert von pH=1 eine geeignete
MafBnahme ist, um die Wirksamkeit zu erhdhen. Der Effekt ist stiarker ausgeprigt, wenn die
Sdurezugabe mit Hitze kombiniert wird. Uber die anderen untersuchten Bedingungen lésst
sich keine eindeutige Aussage treffen.

Die 1%igen Losungen wurden mittels HPLC auf ihren Oleuropeingehalt hin untersucht. Die
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengefasst.
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Probe Behandlung area
Kontrolle 1 Std. 100°C 23 655
pH 1 1 Std. 100°C —

pH3 1 Std. 100°C 17 478
pH 10 1 Std. 100°C 12 903
pH 12 1 Std. 100°C —
pH 1 24 Std. 20°C 9596
pH3 24 Std. 20°C 18 743
pH 10 24 Std. 20°C —
pH 12 24 Std. 20°C —
Kontrolle 0,4% Oleuropein | unbehandelt 27172

Diese HPLC Ergebnisse zeigen, dass auch bei den stark alkalisierten Proben kein Oleuropein
mehr nachweisbar ist. Bei diesen Proben hat diese Verdnderung allerdings nicht zu einer
erhohten Fungizitidt gefiihrt. Es konnte analytisch nicht nachvollzogen werden, was die
Reaktionsprodukte dieser Behandlungen sind. Ohne weiterfiihrende Untersuchungen ldsst sich
keine ndhere Aussage/Interpretation machen.

Weiterhin ist aus den Ergebnissen ersichtlich, dass die blofe thermische Behandlung nur zu
einer geringen Abnahme des Oleuropeingehaltes fiihrt. Oleuropein ist demnach relativ
temperaturstabil.

Zusétzlich zu dem Olivenblatterextrakt wurde reine, 2%ige Oleuropeinlosung den gleichen
Behandlungen unterworfen und anschlieBend mittels HPLC analysiert. Die Ergebnisse sind in
der folgenden Tabelle dargestellt.

Probe Behandlung area
Kontrolle 1 Std. 100°C 31 089
pH 1 1 Std. 100°C —
pH 3 1 Std. 100°C 6 307
pH 10 1 Std. 100°C 37 830
pH 12 1 Std. 100°C 6 234
pH 1 24 Std. 20°C —

pH 3 24 Std. 20°C 63 486

pH 10 24 Std. 20°C 49 720

pH 12 24 Std. 20°C 3059
Kontrolle 24 Std. 20°C 81 229
Kontrolle unbehandelt 124 133

In diesen Versuchen wurde nur in den Proben mit dem pH-Wert 1 das gesamte Oleuropein
gespalten. Starkes Alkalisieren hat aber auch zu einer sehr deutlichen Konzentrationsabnahme
gefiihrt. In diesem Reinstoffversuch wurde das Oleuropein durch die ausschlieBlich
thermische Behandlung auf ein Viertel der Anfangskonzentration reduziert. Hier erscheint das
Oleuropein weniger temperaturstabil als in den Versuchen mit Olivenblétterextrakt.

Das starke Ansduern in Kombination mit Hitzeeinwirkung ist eine gute Moglichkeit der
Spaltung des Oleuropein. Mit dieser Anderung geht eine verbesserte Wirksamkeit einher. Die
Versuche wurden mit Olivenblétterextrakt durchgefiihrt. Dieser hat eine sehr hohe
Konzentration an Oleuropein. Es ist davon auszugehen, dass der Oleuropeinanteil in der
Polyphenolfraktion des Oliventresters bei weitem nicht so hoch ist. Folglich diirfte hier die
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Steigerung der Wirksamkeit weniger stark ausgeprigt sein. Dies muss noch in weiteren
Versuchen untersucht werden. Bei einer erfolgreichen Anwendung dieses Prozesses wire dies
eine einfache und billige Methode, die Effizienz des Fungizids zu steigern und somit
Anwendungskonzentrationen zu senken.

3.4.3 Enzymatische Modifikation

B-Glukosidase

Das Enzym [-Glukosidase ist geeignet, den glykosidisch gebunden Glukoserest des
Oleuropeins abzuspalten. Somit ldsst sich untersuchen, ob das resultierende Oleuropein-
Aglycon antimikrobiell wirksamer ist.

Die folgenden Abbildungen zeigen den Einfluss dieser enzymatischen Modifikation auf das
Hemmergebnis.

Fusarium culmorum

B-Glykosidase OBE-Kontr. (1%) Kontrolle

Abb. 59: Einfluss der enzymatischen Behandlung auf das Wachstum von F.culmorum



89

Ceratocystis fimbriata

Wachstumsgeschwindigkeit [mm/h]

B-Glykosidase OBE-Kontr. (1%) Kontrolle

Abb. 60: Einfluss der enzymatischen Behandlung auf das Wachstum von C.fimbriata

Die Ergebnisse zeigen sehr eindeutig, dass diese Malnahme keinen Einfluss auf die
Fungizitdt des Extraktes hat.

Laccase

Das Enzym Laccase ist eine Phenoloxidase. Es wire sehr aufwendig zu untersuchen, welche
Olivenpolyphenole durch dieses Enzym oxidiert werden, und welche Oxidationsprodukte
genau entstehen. Deshalb wurde lediglich untersucht, in wie weit sich die Modifikationen, die
durch dieses Enzym katalysiert werden auf das Hemmergebnis auswirken.

Die Ergebnisse sind in den nachfolgenden Tabellen zusammengestellt.

Fusarium culmorum
Durchschnittliche
Hemmung [%]
1%, Laccase-behandelt 13,1
1% Kontrolle 29,9
Ceratocystis fimbriata
Durchschnittliche
Hemmung [%]
1%, Laccase-behandelt 28,5
1% Kontrolle 40,9

Die Laccasebehandlung fiihrt zu einer eindeutigen Reduktion der Fungizitit. Diese
Malnahme ist demnach im Sinne der Zielsetzung als vollig ungeeignet zu bewerten.



90

3.4.4 Ultraschall-Behandlung

Schallwellen oberhalb des menschlichen Horvermogens im Frequenzbereich zwischen 20 kHz
und 10 MHz werden als Ultraschall bezeichnet. Diese Schallwellen bewirken in Wasser das
Phénomen der Kavitation. Durch die periodischen Zyklen von Kompression und Expansion
entstehen in der Fliissigkeit wihrend der Expansionsphase sogenannte Kavitationsblasen.
Diese wachsen im Verlauf mehrerer Zyklen an, bis sie eine kritische Grof3e erreichen, bei der
sie die Ultraschallenergie besonders gut absorbieren. An diesem Punkt implodieren die Blasen
schlagartig und es entstehen sogenannte ,,Hot Spots®“. Das bedeutet, dass wéhrend des
Kollabierens der Blase auf kleinstem Raum extreme Bedingungen herrschen. In den Blasen
werden Temperaturen um ca. 5500°C und Driicke von ca. 500 atm geschdtzt. Diese
Bedingungen fiihren zur Bildung von OH-Radikalen durch sonolytische Spaltung des
Wassers. Aufgrund dieser Vorgénge bewirkt Ultraschall die sogenannte Aquasonolyse, d.h.
die Spaltung/Abbau von Substanzen im Wasser [102].

Es wurde untersucht, ob Ultraschall geeignet ist, die Olivenpolyphenole zu modifizieren und
in ihrer antimikrobiellen Wirkung zu beeinflussen.

Fusarium culmorum
Durchschnittliche
Hemmung [%]
1%, Ultraschall-behandelt 26,3
1% Kontrolle 29,9
Ceratocystis fimbriata
Durchschnittliche
Hemmung [%]
1%, Ultraschall-behandelt 37,0
1% Kontrolle 40,9

Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass die Ultraschallbehandlung unter den gewihlten
Bedingungen (Frequenz, Leistung, Behandlungsdauer, Temperatur) keinen Einfluss auf die
Hemmleistung der Extrakte hat.
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Die Wirkung von Olivenblétterextrakt auf die Bakterienspezies

wurde im Antibiotikabléttchentest ermittelt.

Escherichia coli (Enterobacteriaceae, gram -)
Klebsiella terrigena (Enterobacteriaceae, gram -)
Pseudomonas putida (Pseudomonadaceae, gram -)
Bacillus subtilis (Bacillaceae, gram +)
Enterococcus durans (Streptococcaceae, gram +)
Lactobacillus curvatus (Lactobacteriaceae, gram +)

Bei Extraktkonzentrationen bis zu 10% wurden die Bakterien Enterococcus durans,

Pseudomonas putida und Klebsiella

terrigena

iiberhaupt nicht gehemmt. Die

Hemmergebnisse bei den iibrigen drei Spezies ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abb. 61: Hemmwirkung von Olivenblatterextrakt auf B.subtilis, E.coli, L.curvatus

Unterschiedliche Bakterien reagieren sehr verschieden auf Olivenpolyphenole. Die meisten
untersuchten Organismen sind auch hohen Konzentrationen gegeniiber unempfindlich. Das
eindeutig beste Hemmergebnis konnte bei E.coli erzielt werden. Die zugrundeliegenden
Hemmmechanismen sind nicht bekannt und aus den Ergebnissen lassen sich auch keine
Schliisse hieriiber ziehen. Beispielsweise gehoren sowohl E.coli als auch K.terrigena zu der
Gruppe der gram-negativen Enterobacteriaceae; E.coli wird jedoch eindeutig gehemmt,
wihrend K.terrigena auch hohen Konzentrationen gegeniiber vollig unempfindlich ist.

Generell scheint der Einfluss auf Bakterien demnach relativ klein zu sein. Es kann davon
ausgegangen werden, dass bei einem Einsatz als Pflanzenschutzmittel die Bakterienflora auf
der Pflanze und im Boden nicht stark beeinflusst wird.
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3.6 Pflanzenversuche

3.6.1 Chlorophyllfluoreszenz-Test

Mit Hilfe des Chlorophyllfluoreszenz-Tests konnen Aussagen 1iiber eine mogliche
Phytotoxizitdt der Extrakte getroffen werden. Die Ergebnisse des Tests sind in der folgenden
Abbildung und Tabelle dargestellt.
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Abb. 62: Chlorophyllfluoreszenz-Test

min. Fluoreszenz | max. Fluoreszenz | rel. Fluoreszenz
FO Fm Fv/Fm
mit Extrakt behandelt 0,347 1,166 0,702
Standardabweichung 0,034 0,036 0,029
unbehandelt 0,413 1,208 0,657
Standardabweichung 0,038 0,034 0,034

Die Messwerte der behandelten Pflanzen unterscheiden sich nur in sehr geringem Malle von
denen der unbehandelten Kontrollpflanzen. Somit hat die Applikation von
Oliventresterextrakt mit einer Polyphenolkonzentration von 300mg/100ml keine negativen
Auswirkungen auf die Photosyntheseleistung der Pflanzen. Weiterhin konnten keine
Nekrosen auf den behandelten Blattstellen festgestellt werden.

Diese Ergebnisse indizieren, dass sich Oliventresterextrakt in der genannten Konzentration
nicht phytotoxisch verhilt.
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3.6.2 Protektive Wirkung gegeniiber Botrytis cinerea — Befall

Der Botrytis cinerea — Befall bei jungen Apfel- und Tomatenpflanzen wurde 7 Tage nach der
Inokulation mit Hilfe des folgenden Boniturschemas ermittelt.

0 = kein Befall

1 = leichter Befall
2 = mittlerer Befall
3 = starker Befall

Die Spritzapplikation des Oliventresterextraktes (300mg/100ml) erfolgte protektiv 24 Stunden
vor der Inokulation mit Sporensuspension.
Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Befall bei Apfelpflanze | Befall bei Tomatenpflanze
behandelt | unbehandelt | behandelt | unbehandelt
Pflanze 1 0 3 0 2
Pflanze 2 0 3 0 2
Pflanze 3 0 3 0 2
Pflanze 4 0 3 0 2
Pflanze 5 0 3 0 1
Pflanze 6 0 3 0 1
Pflanze 7 0 3 0 1
Pflanze 8 0 3 1 1
Pflanze 9 0 2 1 1
Pflanze 10 1 2 1 0
Mittelwert 0,1 2,8 0,3 1,3

Die Behandlung mit Oliventrester-extrakt hat die Pflanzen sehr gut vor einer Botrytis cinerea
— Infektion geschiitzt. Bei den Apfelpflanzen ist das Ergebnis besonders beeindruckend, weil
die behandelten Pflanzen nach 7 Tagen fast vollstindig symptomfrei waren, wiahrend fast alle
unbehandelten Kontrollen massiv erkrankt waren.

Der Extrakt wurde in den Versuchen ohne Formulierungshilfsstoffe appliziert. So war
beispielsweise die Benetzung der Blattflichen bei der Spritzapplikation noch stark
verbesserungsbediirftig. Durch den Einsatz von Formulierungshilfsstoffen konnen nicht nur
Parameter wie die Blattbenetzung verbessert, sondern auch die biologische Wirksamkeit der
aktiven Substanzen verstirkt werden. Somit kann erwartet werden, dass es durch weitere
Optimierungsarbeiten moglich sein wird, ein effektives Fungizid zu entwickeln.
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3.7 Nutzen und Verwertbarkeit der Ergebnisse

Diese Studie beschiftigt sich mit der Entwicklung eines natiirlichen Fungizids mit potentieller
kurativer Wirkung. Durch die Verwendung des Rohstoffs Oliventrester aus dkologischem
Landbau ist dieser Wirkstoff besonders fiir den 6kologischen Landbau geeignet.

Das entwickelte Praparat aus Oliventrestern ist dazu bestimmt Pflanzen vor Schadorganismen
zu schiitzen und kann somit nach §2 des Pflanzenschutzgesetzes den Pflanzenschutzmitteln
zugeordnet werden. Fiir eine Zulassung muss gemdfl der Richtlinien der Biologischen
Bundesanstalt BBA nachgewiesen werden, dass

e das Mittel hinreichend wirksam ist, und

e das Mittel bei bestimmungsgeméfBer und sachgerechter Anwendung oder als Folge
einer solchen Anwendung

- keine schidlichen Auswirkungen auf die Gesundheit von Mensch und Tier
und auf das Grundwasser hat

- keine sonstigen Auswirkungen, insbesondere auf den Naturhaushalt, hat, die
nach dem Stand der wissenschaftlichen Erkenntnisse nicht vertretbar sind.

In Absprache mit der BBA wurde der Versuchsaufbau der Studie so modifiziert, dass er den
Anforderungen an wissenschaftliche Untersuchungen im Vorfeld zur Zulassungsbeantragung
entspricht. Es wurden Leitsubstanzen ausgewdhlt, fiir diese wurden Dosis-Wirk-Beziehungen
ermittelt. Die Wirksamkeit des Priaparats wurde anhand von Laborversuchen an ausgewéhlten
pilzartigen Schadorganismen nachgewiesen. Daran anschlieBend wurden erste Versuche an
Pflanzen durchgefiihrt.

Die in dieser Studie hergestellten Wirkstofflosungen sind fiir eine Zulassungsbeantragung als
Pflanzenschutzmittel geeignet. Dazu notwendige weiterfithrende Untersuchungen, vor allem
was die Entwicklung stabiler Tdgermaterialien, die Auswirkungen auf den Naturhaushalt, die
im Boden verbleibenden Riickstandsmengen und die Langzeitauswirkungen anbelangt,
kénnen nur in Zusammenarbeit mit einer in diesem Bereich tdtigen Firma durchgefiihrt
werden. Das ist besonders in Anbetracht einer mdglichen Patentierung des Wirkstoffes
sinnvoll. Seitens der Industrie besteht dazu ein grof3es Interesse.

3.8 Moglichkeiten der Anwendung der Ergebnisse fiir eine Ausdehnung des

okologischen Landbaus

Im 6kologischen Landbau stellt der Bereich des Pflanzenschutzes ein auch weiterhin starkes
Hemmnis dar. Insbesondere die Pilzerkrankungen sind aufgrund fehlender Mittel zur ihrer
Bekdmpfung ein groBes Problem. Zudem entwickeln speziell im Getreide- und Weinbau
bestimmte Pilzstimme gegeniiber den wenigen universell eingesetzten Mitteln Resistenzen.
Strategien wie héaufiger Wechsel des Wirkstoffes, Verwendung von Gemischen
unterschiedlicher Fungizide, und vor allem die Entwicklung neuer Wirkstoffe konnen das
Problem bedingt 16sen. Die hier vorgestellte Wirkstoffkombination, als natiirliches Gemisch
der Olive gegeniiber pflanzenpathogenen Schimmelpilzen, geht iiber diese Strategien noch
hinaus.

Das vorgestellte Projekt verfolgt ein holistisches Konzept der Produktion von Giitern, d.h. die
entstehenden Wirkstoffe werden in ihrer 6kologischen Vertriglichkeit vom Rohstoff bis zum
fertigen Produkt betrachtet (Produktlinienkonzept). Als Rohstoff dient Oliventrester, ein
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bisheriges Abfallprodukt der Olindustrie. Die Wertschopfung diese Produktionsstromes wird
durch Einbringung in einen neuen Produktionskreislauf gesteigert.
Dabei werden die wertgebenden Inhaltsstoffe wie Oleuropein/ Flavonoide technologisch
bearbeitet ohne die zusitzliche Einbringung naturfremder Betriebsstoffe. Das Projekt
verzichtet auf

- komplizierte chemische Synthesen mit 6kotoxischen Spalt- und Endprodukten,

- neue Hochleistungstechnologie,
- und kostenintensive Bearbeitung.

Das vorgestellte Bearbeitungskonzept ist
- einfach und nachvollziehbar,

- modular,

- baut ausschlieBlich auf vorhandener Technologie auf,

- und kostengiinstig, d.h. kann in jedem okologischen Betrieb angewendet
werden.

Der Kreislauf natiirlicher Ressourcen ist gewahrt. Es werden vorhandene Rohstoffe bearbeitet
und fiir neue Anwendungen erschlossen. Das natiirliche Gleichgewicht der Bodenmikroflora
wird geschiitzt, die Wirkstofflosungen regulieren zu Gunsten der "Niitzlinge".

Das Prinzip des 6kologischen Landbaus ist vollstindig gewahrt.

Die Ergebnisse der Studie sind vielversprechend und lassen eine Anwendung im 6kologischen
Pflanzenbau realistisch  erscheinen. Unter der Voraussetzung, dass geeignete
Tragermaterialien entwickelt werden und weitere Pflanzenversuche im Gewéchshaus und
Freilandanbau sich anschliessen, ist eine Beantragung als Pflanzenschutzmittel sehr zu
empfehlen.

4 Bisherige und geplante Aktivititen zur Verbreitung der Ergebnisse

Die Ergebnisse dieser Studie wurden in Form von mehreren Presseberichten einem nationalen
als auch internationalen Publikum zuganglich gemacht. Des weiteren sind Veroffentlichungen
auf entsprechenden Kongressen (sowohl in Richtung Reststoffverwertung, gezielte Nutzung
von Inhaltsstoffen der Olive, als auch Pflanzenschutz und Synergismen) und Fachtagungen
(griine Woche, Biotechnika, Biofach) geplant. Zwei Verdffentlichungen in wissenschaftlichen
Fachzeitschriften sind in der Vorbereitung.

Die Internetdarstellung des Instituts wurde um eine entsprechende Leitseite erweitert. Dies
erfolgte schon zu Beginn des Projektes, um in grosseren Abstinden den Fortgang der Studie
verfolgen zu konnen.

Im Rahmen des Studienganges Lebensmitteltechnologie wurden die Veranstaltung ,,spezielle
Fragestellungen der biotechnologischen Forschung® (2SWS) mit speziellen Lehrmodulen zur
Thematik ausgestattet.

Ein Lehrmodul des Leonardoprojektes "Vocational training in Production of healthy sound
bioproducts" wurde ebenso mit den Projektergebnissen ausgestattet.

Das ILT verfiigt tiber langjdhrige Projekterfahrungen im Bereich der wirtschaftlich und
okologisch sinnvollen Reststoffverwertung. Dariiber hinaus bestehen zahlreiche Kontakte zu
potentiellen =~ Abnehmern der neuen  Technologie und darauf aufbauenden
Produktentwicklungen, welche im Rahmen dieses Projektes entstanden. Dies stellt optimale
Voraussetzungen fiir die erfolgreiche Vermarktung des Projektes dar.
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5 Zusammenfassung

Die Regulierung von Pilzkrankheiten stellt im 6kologischen Landbau ein immenses Problem
dar. Es besteht ein grofer Bedarf an Alternativen zu 6kologisch bedenklichen kupfer- und
schwefelhaltigen Fungiziden.

Oliventrester, ein Abfallprodukt der Olivendlproduktion, enthdlt Polyphenole, die sich
einerseits durch antimikrobielle Eigenschaften auszeichnen und die zum anderen fiir die
antikanzerogene und kardioprotektive Wirkung von Oliven(6l)-reicher Erndhrung
verantwortlich sind.

Ziel des Projektes war es, diese Substanzen zu gewinnen und einen potentiellen Einsatz als
natiirliches fungizides Pflanzenschutzmittel zu evaluieren.

In der ersten Phase des Projektes wurden umfassend die chemischen und physikalischen
Rohmaterialeigenschaften des Tresters ermittelt. Der anfallende Oliventrester zeichnet sich
durch einen hohen Anteil an unloslichen Ballaststoffen aus, was ihm ecine zdhe, stabile
Zellstruktur verleiht. Mit einem Anteil von iiber 50% liegt der Wassergehalt des Tresters
relativ hoch. Eine frithzeitige Trocknung bietet sich aus mehreren Griinden an:

e Die chemische und mikrobiologische Stabilitdt wird verbessert.

e Der Transport wird durch die starke Gewichtsreduktion ©konomischer und
okologischer.

¢ Die Extraktionsausbeute wird um ca. 25% erhoht.

e Die Trocknung ist notwendig fiir die nachfolgenden Prozesse Vermahlung und
Entolung.

Polyphenole stellen eine reaktive Substanzgruppe dar. Deshalb sollte ein mdglichst
schonender Trocknungsprozess gewihlt werden, um ungewollte Reaktionen zu vermeiden.
Oliventrester weist mit 44% eine relativ hohe Porositit auf, was das FEindringen des
Losungsmittels in das Extraktionsgut erleichtert und damit eine gute Voraussetzung fiir die
Extraktion darstellt. Die spezifische Oberfliche, an der der Stoffiibergang bei der Fest-
Fliissig-Extraktion erfolgt, fallt jedoch klein aus. Es wird somit eine Vermahlung des Tresters
empfohlen, um die Oberfliche zu vergroBern, die Diffusionswege zu verkiirzen und um die
Zellen aufzuschlieBen. Es sollte jedoch keine zu kleine Partikelgrofle angestrebt werden, weil
mit sinkender Partikelgrofe die Schwellungs- und Wasserbindungskapazitit zunimmt. Dies
erschwert und verschlechtert die Fest-Flissig-Trennung und fiihrt so zu Verlust an
Extraktstoffen und hoherem Energiebedarf. AuBerdem erschwert eine zu kleine Partikelgrof3e
die gesamte Handhabung und Prozessfiihrung. Es hat sich gezeigt, dass eine Nassvermahlung
des Tresters aufgrund der zdh-elastischen Zellstruktur nur schlecht moglich ist. Getrockneter
Trester wird jedoch sprode und Iésst sich gut z.B. mit einer Zentrifugalmiihle vermahlen.

Es konnten umfangreiche Erkenntnisse gesammelt werden, wie sich die Extraktionsausbeute
erhohen lésst. Dies stellt einen wichtigen Aspekt dar, weil die Polyphenole mit einem Anteil
von ca. 1,2% (i. Tr., berechnet als Tannin) Minorkomponenten in dem Trester sind. Die
Ausbeute entscheidet somit stark iiber die Rentabilitit des Vorhabens. Eine Mallnahme
sowohl zur Erhohung der Ausbeute als auch zur drastischen Verkiirzung der Extraktionszeit
ist die Extraktion unter erhohten Temperaturen. Allerdings miissen hier Auswirkungen auf die
Selektivitit und ein eventuelles Auftreten von unerwiinschten Reaktionen beriicksichtigt
werden. Die Vermahlung des Tresters bringt die gleichen Vorteile mit sich wie die Extraktion
unter erhohten Temperaturen. Hierbei sind jedoch die oben genannten Aspekte zu beachten.
Als sehr effektive und 6konomische Methode zur Optimierung der Ausbeute hat sich die
Extraktion im alkalischen Milieu erwiesen. Die Zellwénde des Tresters werden hierdurch
aufgelost und die Wirkstoffe effizient freigesetzt. Vollig erfolglos hingegen blieben sowohl



99

die Versuche, die Wirksubstanzen enzymatisch freizusetzen als auch der Einsatz der
Ultraschallextraktion.

Die Wahl des Extraktionsmittels ist der wichtigste Parameter einer Extraktion. Hierdurch wird
das Spektrum an Substanzen bestimmt, das aus den Feststoffen herausgeldst wird. Weiterhin
werden durch die Wahl des Extraktionsmittels Parameter wie Selektivitit, Ausbeute,
Aufnahmekapazitét fiir die Extraktstoffe, aber auch Aspekte wie Wirtschaftlichkeit, Toxizitét
und Betriebssicherheit festgelegt. Es wurde untersucht, welches Losungsmittel dasjenige
Spektrum an Substanzen aus dem Oliventrester extrahiert, welches die hochste fungizide
Wirksamkeit aufweist. Die Extraktion mit einem Wasser-Ethanol (1:1) Gemisch bei dem pH-
Wert pH=9 ergibt die wirksamsten Extrakte. Auch Ethylacetat extrahiert ein sehr wirksames
Wirkstoffspektrum; allerdings ist die Polyphenolausbeute hier ca. 20 mal geringer als bei den
Wasser-Ethanol-Extrakten. Die Verwendung von Wasser als Extraktionsmittel wére die
O0konomischste, umweltfreundlichste und sicherste Methode. Die wéssrigen Extrakte haben
sich in den Untersuchungen jedoch als die unwirksamsten erwiesen.

Vor der eigentlichen Polyphenolextraktion wird eine lipophile Extraktion mit Hexan
durchgefiihrt. Das vorzeitige Entfernen des Olanteils ist notwendig, weil ansonsten neben den
Polyphenolen auch Ol aus dem Trester geldst werden wiirde, welches dann einen GroBteil des
Gesamtextraktstoffs ausmachen wiirde. Das anfallende Olivendl kann als Trester6l zum
menschlichen Verzehr verwendet werden. Allerdings muss es zuvor raffiniert werden.

Es konnte gezeigt werden, dass pflanzenpathogene Schimmelpilze wie Fusarium culmorum,
Botrytis  cinerea, Phytophthora infestans, Alternaria solani durch polyphenolhaltige
Tresterextrakte in in-vitro-Versuchen gehemmt werden. Der Inhibierungseffekt auf
untersuchte Bakterien ist im Vergleich hierzu deutlich schwécher ausgeprigt.

In Untersuchungen mit kduflich erworbenem Olivenblatterextrakt wurde herausgefunden,
dass durch die gleichzeitige Anwendung von hoher Temperatur und starker Siure die
fungizide Wirksamkeit erhoht werden kann. Die HPLC-Analytik hat aufgezeigt, dass unter
diesen Bedingungen das Hauptpolyphenol Oleuropein in stirker antimikrobiell wirksame
Reaktionsprodukte gespalten wird. Ob sich dieser Effekt auch auf die Tresterextrakte
iibertragen ldsst, muss noch iiberpriift werden. Bemiihungen, das Wirkstoffspektrum und
somit die fungizide Aktivitidt enzymatisch zu modifizieren, blieben erfolglos.

Der Aufbau der Polyphenolanalytik hat sich als sehr problembehaftet herausgestellt. Zwar
kann der Gesamtphenolgehalt photometrisch ermittelt werden, jedoch ist die Identifizierung
und Quantifizierung von Einzelsubstanzen trotz intensiver Arbeiten mit DC, HPLC, LC, SPE
nicht hinreichend zufriedenstellend gelungen. Somit konnte bisher das Wirksubstanzspektrum
nicht charakterisiert und keine Leitsubstanzen festgesetzt werden.

Erste  Pflanzenversuche haben gezeigt, dass Oliventresterextrakte Apfel- und
Tomatenpflanzen vor dem Befall durch Botrytis cinerea (Grauschimmel) schiitzen.
Chlorophyllfluoreszenz-Messungen indizieren, dass sich die Extrakte in bereits wirksamen
Anwendungskonzentrationen nicht phytotoxisch verhalten.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass nach den bisherigen Untersuchungen die
Entwicklung eines Pflanzenschutzmittels realistisch erscheint. Die Wirkstoffe des Tresters
konnen durch praktikable Prozesse effizient freigesetzt und gewonnen werden. Alle
untersuchten Fungi lassen sich in in-vitro-Versuchen durch diese Wirkstoffe hemmen, wobei
fortfiihrende Optimierungsarbeiten an dem Wirkstoffspektrum noch weiteres Potential zur
Maximierung der antimikrobiellen Wirksamkeit bieten. Die ersten Pflanzenversuche zeigen
eine gute Schutzwirkung der Extrakte bei zwei Pflanze-Pathogen-Systemen ohne
phytotoxische Effekte zu bewirken. Somit sind die Ergebnisse zum jetzigen Stand des
Projektes als sehr vielversprechend zu bewerten.

Der Prozessablauf, wie er nach bisherigen Untersuchungsergebnissen vorgeschlagen wird, ist
in dem nachfolgenden Flussdiagramm dargestellt.
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6 Geplante und erreichte Ziele, weiterfithrende Fragestellungen

Wihrend der Laufzeit des Projektes konnten viele Ergebnisse gesammelt werden und die
geplanten Ziele wurden zufriedenstellend erreicht. In einigen Projektteilen iibertrafen die
durchgefiihrten Untersuchungen die Vorgaben des urspriinglichen Arbeitsplanes. So wurden
detaillierte Rohmaterialeigenschaften ermittelt, wobei die Analyse der chemischen
Zusammensetzung ergdnzt wurde durch die Ermittlung relevanter physikalischer
Eigenschaften. Fiir die mikrobiologische Bearbeitung des Projektes wurde, wie vorgesehen,
eine Stammsammlung relevanter Mikroorganismen aufgebaut. Es konnte ein
mikrobiologisches Bearbeitungskonzept entwickelt werden, das geeignet ist, die inhibierende
Wirkung der Extrakte zu quantifizieren. Die geplanten Versuche zur mechanischen,
thermischen und biochemischen Freisetzung der Wirkstoffe wurden abgearbeitet. Aus diesen
Untersuchungen konnten eindeutige Erkenntnisse tiiber eine effiziente Freisetzung der
Polyphenole gewonnen werden. Die im Arbeitsplan vorgesehenen Untersuchungen zur
Extraktion wurden in ihrem geplanten Ausmall {ibertroffen. Die Optimierung der
Extraktionsparameter, insbesondere die Wahl des Extraktionsmittels, ist eine komplexe und
wichtige Aufgabe. So haben diese Parameter einen direkten Einfluss auf die Wirksamkeit, die
Ausbeute, die Gestaltung der nachgeschalteten Prozesse, die Wirtschaftlichkeit und
Umweltvertriaglichkeit des Projektes. Dementsprechend bietet dieser Projektteil noch
weiterfithrende Bearbeitungsmoglichkeiten.

Eine Abweichung von dem Arbeitsplan ergibt sich durch Schwierigkeiten bei dem Aufbau der
Polyphenolanalytik. Zwar konnte eine photometrische Methode zur Bestimmung des
Gesamtphenolgehaltes erfolgreich implementiert werden. Es gelang jedoch trotz intensiver
Bemiihungen nicht, eine zufriedenstellende Einzelsubstanzanalytik aufzubauen. Somit
konnten Wirkstoffspektren bislang nicht ndher aufgeschliisselt und charakterisiert werden.
Auch Modifikationen an den Substanzen wie zum Beispiel die hydrolytische Spaltung des
Oleuropeins konnten demnach analytisch nicht zufriedenstellend nachvollzogen werden.

Die praktischen Untersuchungen zur Formulierungsentwicklung wurden bis auf einige
Vorversuche noch nicht gestartet. Daher konnten in diesem Bericht noch keine Ergebnisse zu
diesem Projektteil priasentiert werden. Die zeitliche Verzogerung liegt darin begriindet, dass
zundchst noch vermehrt an einer Optimierung der Extraktion und des Wirkstoffspektrums
gearbeitet wird. So lange nicht festgelegt wurde, welche Extrakte als Ausgangspunkt fiir die
Formulierungsentwicklung genutzt werden, machen detaillierte Untersuchungen hierzu noch
keinen Sinn. AuBerdem sollten Arbeiten zur Konzentrierung und Standardisierung der
Extrakte der Formulierungsentwicklung vorangehen.

Die Versuche mit Pflanzenmaterial waren bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht sehr
umfangreich. Es konnten trotzdem schon wichtige und im Sinne des Projektes sehr positive
Schliisse gezogen werden, die eine optimistische Einschédtzung des Vorhabens rechtfertigen.
Das Projekt befindet sich demnach an einem Punkt, der zwar noch weit von entfernt ist von
der Fertigstellung eines marktreifen Pflanzenschutzmittels, aber die bisherigen Ergebnisse
zeigen, dass das angedachte Endziel realistisch ist.

Die Entwicklung eines Pflanzenschutzmittels ist eine komplexe, umfangreiche Aufgabe.
Aufgrund der Kiirze der bisherigen Projektlaufzeit bleiben noch viele Fragestellungen offen
und es stehen noch viele weiterflihrende Untersuchungen aus. Die fortzufiihrenden
Arbeitsgebiete sind:
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Optimierung der Extraktion und des Wirkstoffspektrums
- Optimierung der Wirksamkeit

- Optimierung der Ausbeute

- Optimierung der Selektivitit

Polyphenolanalytik

- Bestimmung des Wirkstoffspektrums

- Bestimmung des Wirkstoffanteils

—> Identifikation und Quantifizierung von Leitsubstanzen

Rohextraktaufbereitung
—> Aufreinigung

- Konzentrierung

—> Standardisierung

Entwicklung der Pflanzenschutzmittelformulierung

—> adidquate Benetzungs-, Filmbildungs-, Hafteigenschaften
- Unterstiitzung der Wirksamkeit

—> Lagerstabilitit

—> Okologische Unbedenklichkeit

Pflanzenversuche

- pflanzenphysiologische Untersuchungen

—> Untersuchungen zu unterschiedlichen Wirt-Pathogen-Systemen
- Anwendungskonzentrationen und —zeitpunkte

- Freilandversuche
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