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1. Einleitung

Eines der wichtigsten Speisetle unserer Zeit ist Rapsol. Es ist aus den heutigen Kiichen kaum
mehr wegzudenken. Auch in vielen Bereich der Industrie, der Viehzucht und auch als
alternativer Kraftstoff spielt Rapsdl eine grof3e Rolle. Diesen hohen Stellenwert hat Raps aber
erst seit kurzer Zeit inne. Noch vor 60 Jahren gab es in Deutschland nur einen sehr geringen
Bedarf an Raps und seinen Produkten. In der Gesellschaft war Rapsdl sehr unbeliebt, da es
einen sehr kratzigen Geschmack hatte. Wahrend der Nachkriegszeit gab es keine Alternative
zum Rapsodl, so wurde Rapsdl in den spateren Jahren gemieden um sich von der Notsituation
der Nachkriegszeit zu distanzieren (Rébbelen 1973). In der Viehzucht spielte Raps ebenfalls
nur eine untergeordnete Rolle, da das Schrot, welches nach dem Auspressen des Ols (ibrig
blieb, ungenielbar fur das Vieh war und sogar toxische Wirkungen zeigte (Rébbelen 1973). Die
Probleme der Lebensmittelindustrie und der Viehzucht mit dem Rapsdl sind jedoch
unterschiedlicher Herkunft. Fur die ungentugende Eignung des Rapsschrots als Viehfutter war
der hohe Gehalt an Senfdlglycosinolaten verantwortlich. In der Lebensmittelindustrie war der
Hauptnachteil des Rapséls sein hoher Gehalt an langkettig ungesattigten Fettsduren. Auf das
Problem der Senfolglycosinolate soll hier nicht weiter eingegangen werden. Bei den
geschmacksstdrenden, langkettigen ungesattigten Fettsduren handelt es sich hauptsachlich um
Eicosensaure und Erucasaure. Diese Hauptverursacher der Untauglichkeit des Rapsdls als
Speisedl sollen im Rahmen dieser Arbeit genauer vorgestellt werden, wobei die Eicosensaure

hier nur eine untergeordnete Rolle spielen wird.

Der Hauptnachteil der Erucasaure ist nicht allein ihr kratziger Geschmack, sondern auch ihre
Wirkung auf den menschlichen Korper (siehe Kapitel 2.3). Jahrelange zlichterische Arbeit war
noétig, um die unerwiinschte Erucasdure aus den Samen des Raps zu entfernen. Erstmals 1963
fand der kanadische Ziichter Downey eine erucasaurefreie Rapspflanze und legte somit den
Grundstein fur die nachfolgenden zichterischen Bemuhungen (Rébbelen 1973) (siehe Kapitel
2.3). Durch die Entfernung der Erucasaure aus dem Raps6l wurde das komplette
Fettsduremuster des Raps verdndert. Die Zusammensetzung des erucasaurefreien Ols war
nach Ansicht der Lebensmittelindustrie nach der Zichtung erndhrungsphysiologisch sehr
wertvoll. Erucasaurefreies Rapsél enthalt von allen herkdmmlichen Pflanzendlen den geringsten
Anteil an gesattigten Fettsduren und lasst sich fur alle Zubereitungsarten in der Kuche
verwenden (Krist et al. 2008). Innerhalb weniger Jahre verzwanzigfachte sich die
Rapsanbauflache in Deutschland (Rébbelen 1973).

Neben der Lebensmittelindustrie bendtigen auch andere Zweige der Industrie gro3e Menge an
Rapsél. Vor allem in der Waschindustrie, Stahlverarbeitung und im Maschinenbau war Rapsal

gefragt.



In diesen Bereichen ist jedoch nicht das erucasdurefreie Ol das gewiinschte Produkt, sondern
eines aus Samen mit einem héheren Gehalt an Erucasaure als der herkdbmmliche Rapssamen,
sogenannter high erucic acid rapeseed (HEAR). Es ist jedoch nicht leicht, beide Varianten, also
den erucasaurefreien Raps und HEAR parallel anzubauen, da eine einzige erucasaurehaltige
Rapspflanze ein ganzes Feld erucasaurefreien Raps unbrauchbar machen kann (siehe Kapitel
2.2).

Obwohl sich erucasaurefreier Raps und erucasaurehaltiger Raps von der Zusammensetzung
ihres Ols stark unterscheiden, so sind sie in ihrem &uReren Erscheinungsbild jedoch identisch.
Daher war es neben den zlchterischen Bemihungen wichtig, eine schnelle Methode zu
entwickeln, um beide Varianten einfach unterscheiden zu kénnen. Im Rahmen dieser Arbeit wird
die Papierchromatographie als eine solche Methode vorgestellt. Da eine einfache Reproduktion
der Ergebnisse mit Hilfe der Anleitung in einer Diplomarbeit nicht moglich war, ist es das Ziel
dieser Arbeit die Papierchromatographie zur Unterscheidung von erucasaurefreiem und
erucasaurehaltigem Raps im Labor wieder zu etablieren (siehe Kapitel 3). Die Etablierung der
Methode im Labor ist die Grundlage zur Erreichung des eigentlichen Ziels und zwar der
Einarbeitung der Papierchromatographie sowie der Erucasaure als phanotypisches Merkmal im
Genetikunterricht der Schule. Das Potential dieser Methode in diesem Bereich wird im 5.Kapitel
ausfuhrlich beleuchtet und somit die Notwendigkeit der Etablierung der Papierchromatographie

in der Schule begriindet.



2. Biologische und chemische Grundlagen

2.1 Bildung der Erucaséure und ihre Bedeutung in den Samen

Die Synthese der Fettsauren ist einer der wichtigsten metabolischen Prozesse der Pflanzen
(Ohlrogge & Browse 1995). Vor allem fur den Aufbau der Lipiddoppelschicht sind Fettsauren
unerlasslich. Pflanzen kénnen organische Verbindungen nicht aktiv aufnehmen, daher missen
sie die Fettsduren selbst synthetisieren. In allen hoéheren Pflanzen findet die Lipogenese
ausschlielllich in Plastiden statt (Bresinsky et al. 2008). In den meisten Fallen werden die
Fettsauren in den Chloroplasten photosynthetisch aktiver Pflanzenteile synthetisiert (Bresinsky
et al. 2008). Sie kénnen aber auch in den Chromoplasten, den Leukoplasten oder in den
Proplastiden von Speicherzellgewebe gebildet werden (Bresinsky et al. 2008). Grundbaustein
fur die Synthese der Fettsauren ist Acetyl-CoA, an das wiederholt C2-Einheiten angehangt
werden. Spender dieser C2-Einheiten ist Malonyl-CoA, welches zuvor ebenfalls aus Acetyl-CoA
gebildet wurde (Odenbach 1997). Diese wiederholte Elongation des Acetyl-CoAs endet sobald
Fettsaure mit 16-18 Kohlenstoffatomen entstanden sind (Odenbach 1997). Die genauen Ablaufe

der Fettsauresynthese sind in Abbildung 1 gezeigt.

Acetyl-CoA wird entweder aus Acetat oder aus Pyruvat gebildet (Heldt & Heldt 2008). Pyruvat
stammt aus dem Zellplasma, in dem es als Endprodukt der Glykolyse entsteht. Die Herkunft des
Acetats ist indes noch unklar (Heldt & Heldt 2008). Innerhalb der Plastiden wird das Acetat von
der Acetyl-CoA-Synthetase zu Acetyl-CoA umgebaut (Bresinsky et al. 2008). Pyruvat hingegen
wird durch die Pyruvatdehydrogenase zu Acetat oxidiert (Heldt & Heldt 2008). Zum grofiten Teil
ist Acetat das Edukt der Acetyl-CoA-Bildung. Durch die Addition eines
Kohlenstoffdioxidmolekils an ein Acetyl-CoA-Molekul, katalysiert durch die Acetyl-CoA-
Carboxylase, entsteht Malonyl-CoA. Alle weiteren Reaktionen zur Bildung der Fettsduren mit
maximal 18 Kohlenstoffatomen werden von Enzymen des Fettsdure-Synthetase-Komplexes
katalysiert (Bresinsky et al. 2008). Dieser Komplex besteht aus 6 Enzymen und einem leicht
sauren Protein, dem sogenannten Acyl-Carrier-Protein (im weiteren ACP genannt) (Odenbach
1997 und Taiz & Zeiger 2000). Die unterschiedlich langen Acylreste, welche vor Beginn der
Reaktionskette und wahrend dieser auftreten, sind Uber eine Thioesterbindung mit dem Cystein
des ACP verbunden (Odenbach 1997). Das ACP gleicht in seinem Aufbau dem des Coenzyms
A (Heldt & Heldt 2008). Das ACP befindet sich im Zentrum des Enzymkomplexes und hat den
Acyl-Rest an einer kurzen Aminosaurekette gebunden, dem Pantethein, um ihn so von einem
Enzym zum nachsten weiterzugeben (Heldt & Heldt 2008). Alle mit dem ACP verbundenen

Fettsaurereste werden als Acyl-ACPs bezeichnet (Taiz & Zeiger 2000).

In diesem Fettsaure-Synthetase-Komplex findet der Elongationszyklus des Startmolekils
Malonyl-CoA statt.



Im ersten Schritt des Zyklus, katalysiert durch B-Ketoacyl-Synthetase, wird Acetyl-ACP mit dem
Malonyl-ACP verbunden, wobei ein Kohlenstoffdioxidmolekil frei wird und Acetoacetyl-ACP
entsteht. Acetoacetyl-ACP wird in drei Schritten unter Beteiligung von drei Enzymen zu Butyryl-
ACP umgebaut. Dabei wird die Ketogruppe am dritten Kohlenstoffatom reduziert, wobei NADPH
als Reduktionsmittel fungiert (Odenbach 1997). Nach dem Abschluss des ersten Zyklus reagiert
das Butyryl-ACP mit einem weiteren Molekll Malonyl-ACP. Dieser Kreislauf setzt sich weiter
fort, bis Acyl-Ketten mit 16 bis maximal 18 Kohlenstoffatomen also Palmitoyl-ACP oder
Stearoyl-ACP entstanden sind (Bresinsky et al. 2008). Durch eine Thioesterase werden die
beiden Hauptprodukte des Zyklus zu ihren Salzen hydrolysiert und somit vom ACP getrennt.
Grolkere Mengen an freien Fettsduren treten hierbei jedoch nicht auf, da die Hydrolyse der
Acylreste erst unmittelbar vor dem Durchdringen der Plastidenmembran erfolgt und die freien
Fettsduren direkt nach dem Passieren der Hullmembran von einer Acyl-CoA-Synthetase erneut
mit dem Coenzym A verknupft werden (Bresinsky et al. 2008 und Odenbach 1997).
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Abbildung 1: Fettsduresynthese (verdndert nach Sauermost 1994)



Da es wahrend des gesamten Zyklus zu keiner Desaturierung kommt, entstehen in diesem
Kreislauf ausschlieRlich gesattigte Fettsduren. Fir die Pflanzen sind ungesattigte Fettsduren
jedoch von grofer Wichtigkeit, da sie beispielsweise haufig zum Aufbau der Membranlipide
verwendet werden (Odenbach 1997). Das heildt, dass einige der in der plastidaren Lipogenese
entstandenen Fettsduren nachtraglich desaturiet werden mussen, um den Bedarf an
ungesattigten Fettsduren abzudecken. Die Mehrzahl der Desaturasen liegen als
Membranproteine vor, so sind sie beispielsweise in der Membran des endoplasmatischen
Reticulums zu finden (Heldt & Heldt 2008). Daraus folgt, dass der Grofteil der ungesattigten
Fettsauren erst auBerhalb der Plastiden gebildet wird. Eine Ausnahme bildet die Olsaure,
welche durch Desaturierung von Stearoyl-ACP bereits im Plastidenstroma gebildet wird
(Odenbach 1997). Mit Hilfe der im Stroma befindlichen A9-Stearoyl-ACP-Desaturase wird dem
Stearoyl-Rest am neunten Kohlenstoffatom, durch Reduzierung von Sauerstoff eine
Doppelbindung eingefligt (Lindqvist et al. 1996 und Heldt & Heldt 2008). Durch die hohe
Aktivitat der A9-Stearoyl-ACP-Desaturase wird nahezu das gesamte gebildete Stearoyl-ACP zu
Oleoyl-ACP umgesetzt (Heldt & Heldt 2008). Die Hauptprodukte der Fettsauresynthese sind
demnach Oleoyl-ACP und Palmitoyl-ACP und nur in geringem Male Stearoyl-ACP.

Fettsauren, welche mehr als 18 Kohlenstoffatome besitzen, werden nicht mehr in den Plastiden
gebildet, sondern auf der cytosolischen Seite der Membran des Endoplasmatischen Retikulums
sowie des Golgi-Apparats synthetisiert (Ohlrogge & Browse 1997). Die Edukte dieser Synthese
sind die bei der Neusynthese der Fettsduren entstandenen Hauptprodukte Oleoyl-CoA,
Palmitoyl-CoA und Stearoyl-CoA. Die =
Kettenverlangerung der C18- HC

beziehungsweise C16-Fettsauren werden HOOC

von Elongasen katalysiert. Diese sind

kettenlangenspezifisch. So gibt es also fur ¢

jedes Lipogenese-Endprodukt eine eigene

Elongase (Odenbach 1997). Alle diese =
Elongasen sind B-Ketoacyl-CoA-
Synthetasen (Fehling & Mukherjee 1991). HoOC

Die Elongation erfolgt, wie auch bei der

Neusynthese der Fettsdure, Uber C2-

Stufen (Heldt & Heldt 2008). Die im Raps

befindliche Erucasaure wird durch die =
Elongation der einfach ungesattigten He
Olsaure gebildet. Im ersten Schritt wird das ~ Hooc
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(siehe Abbildung 2).



Anschlie3end folgt der zweite Elongationsschritt, katalysiert durch die Eicosoyl-CoA-Elongase,
zur Erucoyl-CoA (Odenbach 1997). Beide Verlangerungen ahneln sich in ihrer Reaktion der
Fettsauresynthese der Fettsauren bis 18 Kohlenstoffatomen in den Plastiden (Fehling &
Mukherjee 1991). Jedoch wird bei der Elongation des Oleoyl-CoA nicht Malonyl-ACP, sondern
Malonyl-CoA als C2-Spender verwendet (Odenbach 1997).

Erucasdure dient der Pflanze im Allgemeinen zum Aufbau der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran sowie der Hullmembranen der Zellorganellen (Bresinsky et al. 2008). Des
weiteren spielen die Fettsduren als Speicherstoff eine grofle Rolle. Im Samen von Brassica
napus L. tritt beispielsweise Erucasaure hauptsachlich als Speicherlipid auf (Schopfer et al.
1999). In den urspringlichen Formen des Rapses stellt sie mit bis zu 50% den gréfiten Anteil

der Fettsauren in den Triglyceriden der Samen dar (Rébbelen 1973).

Die Bildung der Triglyceride kann auf vier verschiedene Wege stattfinden, wobei hier
ausschlielBlich der Weg der Acylierung des stetigen Ausgangssubstrat Glycerin-3-phosphat
angesprochen wird (Heldt & Heldt 2008). Hierbei wird das Glycerin-3-Phosphat durch
Acyltransferasen mit beliebigen Acyl-CoAs acyliert (Liihs & Friedt 1994). Dabei kénnen auf den
auleren Positionen des Glycerin-3-Phosphat alle vorhandenen Acyl-CoAs aus dem
cytosolischen Pool angehangt werden, wahrend auf der mittleren Position meist ein C18-Rest
eingebaut wird (Lihs & Friedt 1994).

In ihrer Funktion als Speicherlipide, dienen die Triglyceride nicht nur der Energiegewinnung. Fir
die Keimung von Samen werden vor allem Kohlenhydrate benétigt, um die anfanglich noch
heterotrophe Ernadhrung des Keimlings zu ermdglichen und somit das Wachstum zu
gewahrleisten (Bresinsky et al. 2008). In fettspeichernden Samen reicht die Konzentration an
Kohlenhydraten aber nicht aus, um die flr den Aufbau nétige Energie bereitzustellen. Deshalb
missen die Lipide schrittweise in Kohlenhydrate umgewandelt werden. Dazu werden die
vorhandenen Speicherproteine in ihre Aminosauren zerlegt um mit Hilfe dieser Aminosauren
fettspaltende Enzyme zu synthetisieren (Heldt & Heldt 2008). Aus den Fetten werden durch
verschiedenen Reaktionen Acetyl-CoA-Molekile gebildet, mit Hilfe derer Uber den

Glyoxalatcyclus Hexosen gebildet werden kdnnen (Heldt & Heldt 2008).

2.2 Vererbung der Erucasaure und ihre Auspragung

Ein Grofteil von Merkmalen in der Natur, wie beispielsweise die menschliche Hautfarbe, wird
nicht nur durch ein Gen vererbt. Die Auspragung dieser Merkmale wird durch ein
Zusammenspiel verschiedener Gene ermdglicht. Die Erucasaure in Brassica napus L. stellt
eines dieser polygenetischen Merkmale dar. Der Gehalt der Erucasaure in den Samen des
Raps wird Uber zwei additiv wirkende Gene bestimmt, welche keine Dominaz zeigen (Harvey &
Downey 1964).



Diese liegen auf den Loci E1 und E2 (Han et al. 2001). Nach Kryzmanski und Downey (1969)
sind insgesamt 5 verschiedene Allele mit den Bezeichnungen e, E?, E®, E° und E®fir den Gehalt
an Erucasdure verantwortlich. Die Allele bewirken jeweils einen unterschiedlichen
Erucaséauregehalt, namlich <1%(e), 3,5% (E®), 10% (E?), 15% (E®) und 30% (E°). Je nach der
Konstellation dieser Allele betragt der Gehalt an Erucasdure zwischen ~1% bis maximal 60 %
(Anand & Downey 1981).

Die Allele kontrollieren den Erucasauregehalt, indem sie mafigeblich an der Auspragung der 3-
Ketoacyl-CoA-Synthetase beteiligt sind, welche flr die Elongation zu Erucasaure verantwortlich
ist (Han et al. 2001). Nach Downey und Harvey (1963) wird der Gehalt an Erucasaure direkt
vom Embryo bestimmt. Das heilt eine Pflanze, die aus einem erucasaurefreien Samen wuchs,
kann erucasaurehaltige Samen bilden, wenn sie von einer aus einem erucasaurehaltigen
Samen gezogenen Pflanzen bestaubt und befruchtet wurde. Hierbei kann aufgrund der
vorliegenden Allele jedoch kein stark erucasaurehaltiger Samen entstehen, denn die
erucasaurefreie Pflanze muss nach Kryzmanski und Downey (1969) eine Genotyp mit den
Allelen eeee haben, um einen Erucasauregehalt <1% zu enthalten. Sie ist demnach fir beide

Gene homozygot.

Wird eine solches Individuum durch einer stark erucasaurehaltige Pflanze befruchtet kdnnen
demnach nur maRig erucasaurehaltige Samen gebildet werden. Hierbei missen die
entstehenden Samen aber nicht homogen in ihrem Erucasauregehalt sein, da der Genotyp der
erucasaurehaltige Pflanze nicht klar festlegbar ist. Werden jedoch zwei doppelt homozygote
Pflanzen gekreuzt, kommt es nach der 1. Mendelschen Regeln zu einem homogen oder auch

uniformen Gehalt an Erucasaure.

Trotz der variablen Anordnung der Allele gibt es keine Rapspflanze in der Natur, die einen
Erucasauregehalt von mehr als 65% aufweist (Liihs & Friedt 1994). Es sind aber durchaus
Allelkonstellationen moglich, die einen Erucasauregehalt von mehr als 65 % bewirken wurden.
Jedoch besteht diese natlrliche Grenze des Erucasauregehalts auf der Grundlage ihrer
Verwendung in den Samen. Bei der Triglyceridbildung werden die Fettsduren durch
Acyltransferasen auf das Glycerin-3-Phosphat Ubertragen (Lihs & Friedt 1994). Da in der
mittleren Position Uber diesen Triglyceridsyntheseweg fast ausschlieRlich C18-Reste eingebaut
werden, konnen lediglich die aueren Positionen von Erucasaure besetzt sein, was in etwa
einem Gehalt von 60% entspricht (Lihs & Friedt 1994 und Heldt & Heldt 2008). Zu den von
Liihs & Friedt (1994) beschrieben 65% kommen weitere 5%, die durch andere Bildungswege

der Triglyceride zustande kommen.



2.3. Die Geschichte der Ziichtung von Brassica napus L. in Bezug auf
den Gehalt an Erucaséure und die Bedeutung dieser fiir den

Menschen

Bis vor 50 Jahren spielte Raps in der europaischen Lebensmittelindustrie nur eine
untergeordnete Rolle (Rébbelen 1973). Der hohe Gehalt an Erucasaure und Glycosinolaten
machte ihn fur die Lebensmittelindustrie sowie fur die Viehzucht nahezu uninteressant
(Rébbelen 1973). Wahrend der Kriegs- und Nachkriegsjahre war Rapsol das einzig verfugbare
Pflanzendl (Rébbelen 1973). Aufgrund seines hohen Erucasauregehalts schmeckte es aber
sehr bitte und kratzig, weshalb es in der Bevdlkerung sehr unbeliebt war (Rébbelen 1973).
DarUber hinaus gilt Erucasaure als gesundheitsschadlich, da bei Experimenten mit Ratten
deutliche histopathologische Veranderungen am Herzmuskel sowie an der Leber, an der Niere
und an der Skelettmuskulatur festgestellt wurden (Abdellatif & Vies 1973). Bei diesen
Experimenten bekamen drei Gruppen von Ratten entweder erucasaurehaltiges Rapsodl,
erucasaurefreies Rapsol oder Sonnenblumendl verabreicht. Nur bei den Ratten, welche das
erucasaurehaltige Rapsol einnahmen, traten histopathologische Veranderungen auf (Abdellatif
& Vles 1973).

Nach dem Downey 1963 in der deutschen Sommerrapssorte ‘Liho™ eine Pflanze ohne
Erucasaure in den Samen fand (Stefansson et al. 1961) veranderte sich die Anbausituation in
Europa deutlich (Rébbelen 1973). Mit Hilfe dieser erucasaurefreien Pflanze wurde eine neue
und erstmals erucasaurefreie Sorte geziichtet. Diese hatte aber noch viele Nachteile. Die
Ertragszahlen der neuen Sorte waren deutlich geringer als die der alten Sorten (Rbbbelen
1973). Darliber hinaus war der Anbau der neuen Sorte schwierig, da im Umkreis der Felder auf
denen die erucasaurefreie Sorte wachst, keine erucasaurehaltige Pflanze wachsen darf, da der
Gehalt des Samens an Erucasaure nur durch den Genotyp des Samens selbst bestimmt wird
(Downey & Craig 1964). Wurde es auf einem Feld mit erucasaurefreien Sorten zur
Fremdbefruchtung durch eine erucasaurehaltige Sorte kommen, so wirden die Samen dieser
Pflanzen erucasaurehaltig werden. Das wohl groRte Probleme bei der gefundenen
erucasaurefreien Pflanze war, dass sie aus einer Sommerrapssorte stammte, in Deutschland
aber Uberwiegend Winterraps angebaut wird. Deshalb mussten die Erbanlagen fir

Erucasaurefreiheit in deutschen Winterraps eingekreuzt werden (R6bbelen 1973).

Bei ersten Versuchen ergaben sich weitere Probleme. Der Ertrag dieser neuen
Winterrapssorten war nochmals geringer ausgefallen als bei der herkdmmlichen
erucasaurehaltigen Sorte. Die Winterfestigkeit der neuen Sorten war ebenfalls geringer als die
der urspringlichen Sorte (Rébbelen 1973). Diese Probleme konnten jedoch in den
nachfolgenden Jahren durch intensive Zlichtungsarbeit behoben werden. Der Ertrag stieg sogar

auf ein hdheres Niveau als bei vergleichbaren erucasaurehaltigen Sorten (Rébbelen 1973).



Um dem Problem der Fremdbefruchtung und der einhergehenden Verunreinigung
erucasaurefreier Pflanzen aus dem Weg zu gehen erfolgte 1974 eine totale Sortenumstellung

zum erucasaurefreien Raps.

Durch die Eliminierung der Erucasdure aus dem Ol des Raps wird Rapsdl aus
ernahrungsphysiologischer Sicht als ein sehr hochwertiges Speisedl angesehen (Odenbach
1997). Diesen Ruf verdankt es hauptsachlich seinem hohen Gehalt an einfach ungesattigten
Fettsduren wie Olséure, sowie seinem niedrigen Gehalt an geséattigten Fettsduren und dem
hohen Anteil an essentiellen Fettsaure, wie zum Beispiel Linolensaure (Odenbach 1997) (siehe
Tabelle 1).

Tabelle 1 Fettsdurezusammensetzung des Samendls ausgewéhlter Pflanzen( Massenprozente
bezogen auf den Gesamtfettsduregehalt, nach den Angaben der Deutschen Gesellschaft fiir
Fettwissenschaften e.V.; absolute Zahlen der alten Rapssorte nach Rébbelen 1993)

C 16:0 C 18:.0 C18:1 C 18:2 C 18:3 C 20:1 C 22:1
Palmitinsdure | Stearinsaure | Olsaure Linolsaure Linolensaure | Eicosensaure | Erucasaure
Leinol 4-6 2-3 10-22 12-18 56-71 NN-0,6 NN
Olivendl 7,5-20 0,5-5 55-83 3,5-21 NN-1 NN-0,4 NN-0,2
Sonnen- |5-7,6 2,7-6,5 14-39,4 48,3-74 NN-0,3 NN-0,3 NN-0,3
blumendl
Weizen- 13-20 NN-2 13-21 55-60 4-10 NN-0,2 NN-0,2
keimol
Rapsol 2,5-7 0,8-3 51-70 15-30 5-14 0,1-4,3 NN-2
(neu)
Rapsol 3,8 1,1 11,2 13,7 8,1 9,6 52,3
(alt)

Neben der ernahrungsphysiologischen Bedeutung spielt Rapsdl auch in anderen technischen
und wirtschaftlichen Bereichen eine wichtige Rolle. Allerdings ist in der Industrie aktuell jenes
Rapsél besonders gewlnscht, welches den hochsten Erucasauregehalt aufweist. Den fur
Erucasaure und ihre Derivate gab es allein in den Jahren 1987-1990 Uber 200 patentierte
Anwendungen in den verschiedensten industriellen Bereichen (Liihs & Friedt 1994). Rapsdl wird
vor allem als Schmierdl verwendet, wobei es allerdings als Motorendl ungeeignet ist (Krist et al.
2008).



Des weiteren wird es, bei der Stahlerzeugung, als Gleit- und Antiblockiermittel, als Rohstoff fir
Farben und in der Erzaufbereitung verwendet (Liihs & Friedt 1994 und Odenbach 1997).

Daruber hinaus gewinnt Rapsdlmethylester als Biokraftstoff immer mehr an Bedeutung
(Odenbach 1997), wobei hier auch auf 00-Sorten, also erucasaurefreie und glucosinolatarme
Sorten, zurlckgegriffen wird. Einer der groften Vorteile des Rapséls als industrielles
Allzweckmittel ist die vollstidndige biologische Abbaubarkeit, sodass das Okosystem nicht
belastet wird (Krist et al. 2008).

Aufgrund des erhéhten Bedarfs an erucasaurehaltigem Raps, welcher in direkter Konkurrenz zu
vergangenen Zichtungsbemiuhungen steht, wird nun vermehrt auf einen hohen
Erucasduregehalt gezlchtet. Sogenannte HEAR (high erucic acid rapeseed)-Sorten sind
allerdings bisher auf einen Anteil von maximal 60-65% Erucasaure beschrankt (Odenbach
1997). Der Grund ist, dass die fur die Veresterung der Erucasaure mit dem Glycerin-3-Phosphat
verantwortliche Acyltransferase Erucasaure nie in die mittlere Position einbaut (Odenbach
1997). An der C2 Position des Glycerin-3-Phosphats werden je nach Syntheseweg entweder
Palmitinsaure oder ein C18-Acylrest unterschiedlichen Desaturierungsgrads eingebaut (Heldt &
Heldt 2008). Genau dieses Problem versuchen die Zlchter zu |6sen, um Trierucin, ein Fett mit
drei Erucasaureketten, zu bilden, damit der hohen Nachfrage der Industrie auch ein Angebot
folgen kann (Lihs & Friedt 1994).

2.4 Papierchromatographie der Fettsauren

Eine einheitliche Definition zur Chromatographie gibt es nicht. Vielfach wird Chromatographie
als ein Begriff definiert, welcher verschiedene Methoden zusammenfasst, bei denen eine
Stofftrennung erfolgt. Die Separierung erfolgt durch die Verteilung eines Stoffgemisches
zwischen einer ruhenden (stationaren) Phase und einer beweglichen (mobilen) Phase (Schwedt
1994 und Kaltenbéck 2008). Allgemein werden die Chromatographiemethoden nach ihren
Trennmechanismen in finf Hauptgruppen unterschieden, von denen hier nur auf die
Verteilungschromatographie eingegangen wird (Kaltenbdck 2008). Bei dieser ist entscheidend,
dass sich die beiden Phasen in ihrer Polaritat deutlich unterscheiden, sodass sie kaum
miteinander mischbar sind (Wollrab 1991). Die Trennung des zu untersuchenden Stoffes erfolgt
durch die unterschiedliche Loslichkeit in den beiden vorliegenden Phasen (Schwedt 1994).
Durch die Chromatographie lassen sich nur Stoffe trennen, welche sowohl in polaren als auch
apolaren Loésungsmitteln begrenzt |6slich sind. Lést man einen solchen Stoff in einem polaren
Losungsmittel und gibt apolare Flissigkeit hinzu, in welcher der Stoff noch nicht enthalten ist, so
gehen Molekile des geldsten Stoffs in die apolare Phase Uber (Hais & Macek 1958 und Wollrab
1991). Je mehr Molekile in die apolare Phase gelangen, desto starker ist die gegenteilige

Wanderung der Molekile aus der apolaren Phase zuriick in die polare Phase (Wollrab 1991).
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In jenem Zeitpunkt, in dem sich das Verhaltnis der Konzentrationen des gelésten Stoffes in
beiden Phasen nicht mehr andert hat sich ein Verteilungsgleichgewicht eingestellt (Hais &
Macek 1958).

Dieses konstante Verhaltnis wird als Verteilungskoeffizient des betrachteten Stoffes bezeichnet
(Schwedt 1994, Wollrab 1991 und Hais & Macek 1958). Sind die Verteilungskoeffizienten fur die
Stoffe eines Stoffgemisches verschieden, so lasst sich dieses Stoffgemisch mit Hilfe der

Verteilungschromatographie sicher trennen (Wollrab 1991).

Die Papierchromatographie stellt eine Unterart der Verteilungschromatographie dar. Die zwei
typischen Phasen sind hierbei nicht auf den ersten Blick zu erkennen. Nach Wollrab (1991)
befindet sich namlich in scheinbar trockenem Papier stets ein wenig Wasser. Mit dieser
Annahme wird klar, das bei der Papierchromatographie nicht das Papier selbst, sondern viel
mehr der Papier-Wasser-Komplex die stationdre Phase darstellt (Schwedt 1994). Die mobile
Phase unterscheidet sich je nach zu trennendem Stoffgemisch. Sie ist dabei stets eine apolare
Ldsung beziehungsweise ein Losungsgemisch, so dass bei der Papierchromatographie beide
Phasen flissig sind (Schwedt 1994).

Das Papier dient im Wesentlichen dazu, die mobile Phase mit dem zu untersuchenden
Stoffgemisch mit Hilfe der Kapillarkrafte aufsteigen zu lassen, sodass eine Verteilung der
Inhaltsstoffe entlang des Papiers stattfindet. Wahrend dieser Wanderung der mobilen Phase
kommt es zum oben beschriebenen Phasenibergang der Stoffmolekile zwischen dem Wasser
und der mobilen Phase (Wollrab 1991). Die Stoffe des Stoffgemisches halten sich je nach
Polaritat unterschiedlich lang in einer der beiden Phasen auf, wobei sie nie vollstandig nur in
einer der beiden Phasen vorhanden sind. Befinden sie sich in der stationaren Phase so kdnnen
sie nicht mit der mobilen Phase aufsteigen. Daraus ergibt sich, dass die Stoffe nur dann entlang
des Papiers transportiert werden, wenn sie sich in der mobilen Phase befinden (Wollrab 1991).
Mit zunehmender Steighthe verringert sich die Masse der mobilen Phase (Cramer 1958).
Polare Stoffe wandern aufgrund ihrer besseren Ldslichkeit in der stationaren Phase deutlich
langsamer als apolare Stoffe, so dass ein Gemisch aus Stoffen mit verschiedener Polaritat auf

dem Papier getrennt werden kann (Wollrab 1991).

Bei der Trennung von langkettigen Fettsduren funktioniert das System, in dem Wasser die
polare Phase reprasentiert, nicht mehr, da die héheren Fettsauren fast unléslich in Wasser sind
(Hais & Macek 1958). Deshalb muss bei der Trennung von Gemischen langkettiger Fettsduren
auf die Methode der Umkehrphasen-Chromatographie zurlckgegriffen werden. Bei dieser
Methode wird das Chromatographiepapier mit Hilfe eines stark apolaren Impragnierungsmittels
hydrophobiert (Wollrab 1991). Hierfur eignen sich besonders Undecan, Dodecan (Kaufmann &
Nitsch 1954) und Paraffindl (Schwedt 1994). Fir die Impragnierung des Papiers muss das
Impragnierungsmittel mit Hilfe eines stark flichtigen Losungsmittels geldst und das Papier in

dieser L6sung getrankt werden (Wollrab 1991).
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Nach dem Abdampfen des fllichtigen Lésungsmittels befindet sich das Impragnierungsmittel im
Papier. Der Impragnierungsgrad, also die Menge an Impragnierflissigkeit in Gramm pro 1 g

Papier, hat groRen Einfluss auf die Trennung der Fettsauren (Kaufmann & Mohr 1958).

Durch die Umkehrung der Phasen kommt es zum Wechsel der Laufstrecken polarer Stoffe.
Polare Stoffe wandern beim Umkehrphasensystem anders als bei der {blichen

Verteilungschromatographie, deutlich weiter als apolare Stoffe.

Die Polaritdt bei Fettsauren wird im Wesentlichen durch die Anzahl ihrer Kohlenstoffatome
sowie durch die Hoéhe ihres Desaturierungsgrads bestimmt. Je grolRer die Anzahl der
Kohlenstoffatome desto geringer ist der Einfluss der polaren Sauregruppe (Carboxygruppe) und
desto apolarer ist die gesamte Fettsaure (Vollhardt & Shore 2012). Fur den Desaturierungsgrad
gilt die gegenteilige Beziehung, das heillt je hdher der Desaturierungsgrad, desto polarer ist die
Fettsdure (Vollhardt & Shore 2012).

Die in Pflanzensamen [Ublicherweise anzutreffenden Fettsauren sind in Tabelle 2

zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 2: Samentypische Fettsduren und die Anzahl ihrer Kohlenstoffatome und
Doppelbindungen nach den Angaben der Deutschen Gesellschaft fiir Fettwissenschaften e.V.

Trivialname der Fettsdauren Anzahl Doppelbindungen Anzahl Kohlenstoffatome
Palmitinsdure 0 16
Stearinsaure 0 18
Olséure 1 18
Linolsaure 2 18
Linolensaure 3 18
Eicosensaure 1 20
Erucasaure 1 21

Fir die Extraktion der Fettsduren aus den Samen ist es nétig, die Samen aufzubrechen und die
Fette mit Hilfe eines apolaren Lésungsmittels zu extrahieren, um dieses anschlielRend durch

Hydrolyse zu trennen, sodass die Fettsduren frei vom Glycerin vorliegen.
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3.Material und Methoden

3.1 Pflanzliches Untersuchungsmaterial

Alle verwendeten Samen (siehe Tabelle 3) von Brassica napus L. wurden freundlicherweise von
der Norddeutschen Pflanzenzucht (Hohenlieth) zur Verfligung gestellt. Die in dieser Arbeit

verwendeten Leinsamen (siehe Tabelle 3) stammen aus dem DM-Drogeriemarkt.

Tabelle 3: Verwendete Pflanzensamen

Art Sorte/ Bemerkung
Wissenschaftlicher Name Deutscher Name Zuchtstamm
Brassica napus L. Winterraps Avatar erucasaurefrei (00)
Brassica napus L. Winterraps SLM 1207 erucasaurehaltig (0+)
Linum usitatissimum L. Lein / Flachs - erucasaurefrei

Die verwendeten Ole stammen aus dem Supermarkt und sind in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4: Verwendete Pflanzendle

(0] Art Bemerkung
Wissenschaftlicher Name Deutscher Name

Rapsoél Brassica napus L. Winterraps erucasaurefrei

Leindl Linum usitatissimum L. Lein erucasaurefrei

3.2 Arbeitsmaterialien und Chemikalien

Da in der Arbeit immer wieder mit stark fliichtigen Chemikalien wie zum Beispiel Aceton oder
Eisessig gearbeitet wird, sollten alle Arbeiten unter einem Abzug durchgefuhrt werden. Darlber
hinaus sind keine weiteren Gerate notwendig. Das fir die Chromatographie nétige Papier
bekamen wir von der Firma Hahnemuhle Fineart GmbH freundlicherweise zur Verfigung
gestellt. Es handelt sich hierbei um das Chromatographiepapier 2043b. Fur die Impragnierung
der Chromatographiepapiere werden zwei Glasplatten (25x20 cm) benutzt. Des weiteren wird
fur die Entwicklung der Chromatogramme je Papier ein mindestens 29 cm hoher Standzylinder
bendtigt. Darlber hinaus werden einige im Labor Ubliche Glasgerate verwendet. Fir die

Befestigung der Chromatographiepapiere werden Nadel, Faden sowie Klebestreifen benutzt.
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Die

zusammengefasst.

in der Arbeit verwendeten Chemikalien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien

sowie ihre Herkunft sind in Tabelle

5

Chemikalie Herkunft / Firma
Aceton Hellweg
Eisessig (Essigsaure) Roth

Ethanol (96%) Roth
Isooctan (2,2,4-Triphenylpentan) Sigma Aldrich
Isopropanol (2-Propanol) Sigma Aldrich
Kaliumhydroxid Merck
Kupferacetat Roth
Methanol Baker
Natriumacetat Roth
Paraffindl OTC Pharma
Propanol Roth
Rubeanwasserstoff Roth
Waschbenzin dm-Drogerie

3.3 Papierchromatographische Trennung von Fettsduren

Fir die Trennung, Unterscheidung und Sichtbarmachung der Fettsduren in den Samen sind
insgesamt flunf Teilschritte noétig. Diese sind angelehnt an die Vorgaben von Thies (1971)
teilweise modifiziert. Im ersten Schritt werden die Fette aus den Samen extrahiert. Danach
werden die Fette mit Hilfe der verwendeten Kalilauge verseift, um die Fettsauren vom Glycerin
zu trennen. Die basische Hydrolyse hat hierbei gegeniber der sauren Hydrolyse den Vorteil,
das sie irreversibel ist. Die Proben werden anschliefiend auf zuvor mit Paraffindl impragniertes
Chromatographiepapier aufgetragen und in Standzylinder gehangt. In den Standzylindern
erfolgt die Entwicklung der Papiere mit Hilfe des essigsauren Aceton-Wasser-Gemischs
(siehe Tabelle 6 Lésung 2).
(siehe Tabelle 6 Lésung 4) gelegt.

Danach werden die Papiere getrocknet und in eine

Kupferacetat-Lésung Die enthaltenen Kupferionen
verdrangen die Kaliumionen, sodass die Kupferseifen der enthaltenen Fettsauren entstehen.
Vor der endgultigen Sichtbarmachung werden die Chromatogramme unter warmem Wasser
gewaschen und im Anschluss erneut getrocknet. Erst nachdem all diese Schritte durchgefihrt
wurden, werden die Chromatogramme mit dem Farbereagenz bespriht, welches mit den
Kupferionen einen griinen Komplex bildet. Die so sichtbar gemachten Flecken werden den in
den Samen enthaltenen Fettsduren zugeordnet, indem die einzelnen Proben miteinander

verglichen werden.
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Die in der Arbeit verwendeten Losungen fir die einzelnen Schritte der Extraktion, der Trennung

sowie der Farbung sind in Tabelle 6 zusammengefasst dargestellt.

Tabelle 6: Verwendete Losungen

Lésungen Inhaltsstoffe

1 Extraktionslosung 9 mL Isooctan

1 mL Isopropanol

2 Extraktionslésung 300 ug Kaliumhydroxid geldst
in: 1,5 mL Aqua dest.

3 mL Methanol

7,5 mL Propanol

3 Laufmittelgemisch Aceton : Aqua dest. :Eisessig
70 : 30 o1
4 Farbeldésung 40 ug Kupferacetat und

100 ug Natriumacetat geldst in
300 mL Aqua dest.

5 Farbereagenz 1,2 g Rubeanwasserstoff
8,8 g Ethanol (96%)
6 Impragnierlésung 15 mL Paraffindl

85 mL Waschbenzin

3.3.1 Extraktion der Fettsduren aus Samen und Pflanzendl

Der erste Schritt ist die Extraktion der Fettséduren aus den Samen des Raps und des Ols. Dazu
wird ein einzelner Samen in ein 1 mL- Reaktionsgefall Uberfihrt und mittels eines kleinen
Pistills zerstoRen. Anschlieliend erfolgt eine Zugabe von 100 pL eines Isooctan-lIsopropanol-
Gemischs (Tabelle 6 Lésung 1) mit einer Mikropipette. Nachdem die Ldsung vollstandig
verdampft ist, werden 50 uL eines alkalischen Methanol-Propanol-Gemischs hinzugegeben
(Tabelle 6 Lésung 2). Fir die Extraktion aus dem Ol wird je 1 uL des jeweiligen Ols in ein
Reaktionsgefall mit Hilfe einer Mikropipette tbertragen. Den Olproben wird keine Isooctan-
Isopropanol-Lésung hinzugegeben, jedoch ebenso wie den Samenproben 50 pL des Methanol-
Propanol-Gemischs. Die weitere Schritte erfolgen bei den Samen und dem Ol in gleicher Weise.

Nach 60 min kénnen die Proben auf die Chromatographiepapiere aufgetragen werden.
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3.3.2 Vorbereitung des Chromatographiepapiers

Die optimale Form der Chromato-
graphiepapiere wurde in einer Testreihe
in Anlehnung an Matthias (1954) ermittelt
(siehe Kapitel 3.5). Abbildung 3 zeigt den
optimalen Zuschnitt der Papiere. Aus
einem A4 Bogen werden 20 cm lange und
4 cm breite Streifen ausgeschnitten. Aus
den Streifen werden 1 cm breite Zungen
ausgeschnitten, welche 2,5 cm lang sind.
Die Zunge wird anschlielRend bis zu einer
Hohe des Papiers von 4 cm auf die Breite
des Papiers verbreitert. Die zwei
entstehenden Zungen sind 1 c¢m

voneinander entfernt.

Wahrend der gesamten Behandlung der

Chromatographiepapiere ist es wichtig,

die Papiere nicht mit fremden Fett in

Abbildung 3: Zugeschnittenes
Chromatographiepapier mit Mafsangaben

Kontakt zu bringen. Um dies zu
gewahrleisten, sollten die Papiere
ausschlieBlich mit einer Pinzette transportiert und bei Wartezeiten auf einer mit Ethanol

gereinigten Glasplatte abgelegt werden.

Nach dem Zuschneiden werden die Papiere auf 2 Stellen nach dem Komma genau gewogen
und das Gewicht wird notiert. In Vorbereitung auf die anschlielende Impréagnierung werden

zwei groRRe Glasplatten (circa 25 cm x 20 cm) gereinigt und eine davon mit Filterpapier belegt.

3.3.3 Impréagnierung der Chromatographiepapiere

Fur die Impragnierung werden die Chromatographiepapiere flr 5 Sekunden in die
Impragnierflissigkeit (Tabelle 6 Ldsung 6) gelegt. Direkt nach der Entnahme aus der
Impragnierlésung werden die Chromatographiepapiere mit Filterpapier zwischen den Handen
kraftig abgepresst. Anschlielend werden sie auf die vorbereitete Glasplatte gelegt und mit einer
weiteren Schicht Filterpapier sowie der Ubrigen Glasplatte abgedeckt und mit circa 4 kg
belastet. Nach 30 Minuten werden die Papiere aus der Abpressvorrichtung entnommen und
erneut gewogen. Aus den Gewichten der Papiere, vor und nach der Impragnierung, lasst sich
der Impragnierungsgrad ermitteln. Die Menge des aufgenommenen Impragnierungsmittels wird

aus der Differenz der Gewichte vor und nach der Impragnierung berechnet.

16



Aus dem Quotienten des Gewichts des aufgenommenen Impragnierungsmittels und des
Gewichts des nicht impragnierten Papiers ergibt sich der Impragnierungsgrad in Gramm

Impragnierungsmittel je Gramm Papier (Kaufmann & Mohr 1958).

3.3.4 Trennung der Fettsdauren

Vor der Entwicklung der Papiere sollte der Standzylinder bereits mit ca. 20 mL des Laufmittels
beflllt und mit einer Petrischale verschlossen werden, damit sich das Innere des Standzylinder

mit dem Laufmitteldampf sattigt.

Fir die Auftragung der Proben auf die Chromatographiepapiere werden aus den
Probenbehaltern je 4 pyL mit Hilfe einer Mikropipette entnommen und auf den durch einen
Bleistiftpunkt markierten Startpunkt (siehe Abbildung 3) aufpipettiert. Da jedes der
Chromatographiepapiere zwei Startpunkte besitzt, kbnnen gleichzeitig
eine erucasaurehaltige und eine erucasaurefreie Probe aufgetragen
werden. Dadurch ist nach der Farbung der Unterschied zwischen
beiden Proben direkt auf einem Papier sichtbar. Das Losungsmittel der s
Fettsaure, die alkalische Methanol-Propanol-Losung (siehe Tabelle 6
Lésung 1), muss verdampfen, bevor mit der Entwicklung des

Chromatogramms begonnen werden kann.

Fir die Entwicklung der Chromatographiepapiere werden diese in
einen 29 cm hohen Standzylinder gehangt. Dazu muss nach der  Abbildung 4:

Auftragung der Probe ein jeweils einzelner 30 cm langer diinner Faden Chromatographie-
papier mit

in die beiden oberen Ecke der Papiere gefadelt werden, welcher als Fadenaufhingung

Aufhangung im Standzylinder dient (siehe Abbildung 4).

Nach 10 Minuten kann mit der Entwicklung der Chromatogramme begonnen werden. Dafur
werden sie an den Faden in die Standzylinder gehangt sodass die Faden jeweils rechts und
links Uber den Rand der Standzylinder hangen und die Papiere nicht tiefer als 2 cm ins
Laufmittel eintauchen. Die Faden werden mit Hilfe von Klebestreifen an der &uferen
Standzylinderwand befestigt. Dabei ist darauf zu achten, dass die Chromatographiepapiere
senkrecht im Standzylinder hangen, da es sonst zum seitlichen Auslaufen der Proben kommt.
Sobald die Laufmittelfront einen halben Zentimeter von der oberen Papierkante entfernt ist,
muss das Chromatogramm aus dem Standzylinder entnommen werden. Danach muss es
entweder Uber Nacht im Abzug trocknen oder bei 80°C fir eine halbe Stunde im

Trockenschrank getrocknet werden.

17



3.4 Farbung

3.4.1 Nachbehandlung der Chromatogramme

Nachdem die Papiere getrocknet sind und die Essigsaure verdampft ist, werden die
Chromatographiepapiere flir 45 Minuten in eine Wanne, gefillt mit einer leicht sauren
Kupferacetat-Losung (siehe Tabelle 6 Lésung 4), gelegt. Nach dem Bad im Kupferacetat
werden die Papiere fur 60 Minuten mit warmem Leitungswasser gewaschen. Hierbei sollte

darauf geachtet werden, dass die Papiere intensiv umspult werden.

Hierflur kénnen die Papiere in eine grofle Glasvase oder einen breiten Standzylinder gehangt
und mit Hilfe eines dinnen Schlauchs mit Leitungswasser von unten Uber die Papiere gespult
werden. Die Papiere dirfen sich dabei nicht berihren. Zum anschlieRenden Trocknen der
Papiere konnen diese entweder Uber Nacht in den Abzug gehdngt oder in einen
Trockenschrank beziehungsweise Ofen bei 80°C flir 45 Minuten getrocknet werden. Wichtig ist

in jedem Fall, dass die Papiere vollstandig getrocknet sind.

3.4.2 Farbung

Fir die Farbung sollte im Abzug ein kleiner Bereich mit Zeitungspapier ausgelegt werden. Mit
einer Pinzette wird jedes Chromatographiepapier einzeln gefasst, um es anschlieRend mit der
Rubeanwasserstofflosung (siehe Tabelle 6 Lésung 5) zu besprihen. Wichtig ist hierbei, eine
maoglichst feine Verteilung des Rubeanwasserstoffs zu erlangen. Nach wenigen Minuten sollten
grune Flecken sichtbar sein. Ist dies nicht der Fall, sollte die Behandlung mit dem Sprihreagenz

wiederholt werden.

3.5 Testreihe zur Optimierung der Form der Chromatographiepapier

Wahrend der gesamten
Untersuchung wurde das
Chromatographiepapier der Firma
Hahnemuhle verwendet. Dieses
liegt in groflen DIN A4 Bdgen vor
und wird je nach Aufbauvariante
unterschiedlich zugeschnitten. Zu
Beginn der Untersuchungen wurde
das Chromatographiepapier nach
der in Abbildung 5 ganz links

dargestellten Form verwendet (im

Folgenden Variante 1 genannt).

Abidung 5: Verwendete Papiervarianten
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Spater wurden die Papiere auf 20 cm verlangert und auf eine Breite von 4 cm gekirzt (im
Folgenden Variante 2 genannt) (siehe Abbildung 5 zweites Papier von links). Diese Form stellt
die ungeschnittene Variante des im Methodenteil beschriebenen Chromatographiepapiers dar.
Die nach Matthias (1954) veranderten Papiere, welche in der Methode beschrieben wurden,
werden im Folgenden Variante 3 genannt (siehe Abbildung 5 Mitte). Einmalig wurden die
Papiere auf 25 cm verlangert. Diese werden im Folgenden Variante 4 genannt (siehe Abbildung
5 zweites Papier von rechts). Zusatzlich wurden die Zungen nochmals stark verschmalert. Die
Papiere dieser Art werden im folgenden Variante 5 genannt. Die Zungen weisen eine Breite von

0,5 cm je Zunge auf (siehe Abbildung 5 ganz links ).
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4.Ergebnisse

4.1 Etablierung der Papierchromatographiemethode von Fettsauren

4.1.1 Vorversuche zur Anfarbung von Fettsauren auf dem

Chromatogramm

Im Verlauf von 3 Monaten wurden wiederholt Papierchromatogramme angefertigt, um zwei

verschiedene Rapssorten mit gleichen morphologischen Merkmalen, aber unterschiedlichen

Fettsduregehalten zu unterscheiden.

Zu Beginn der Untersuchungen war der
Hintergrund stets stark grun verfarbt und
unterschied sich nur wenig von den

auftretenden Flecken (siehe Abbildung 6

oben). Diese Hintergrundfarbung trat

Abbildung 6: Flecken
auf gefirbtem Grund

allerdings durch die Veranderung des
Waschvorgangs nicht mehr auf (siehe Kapitel
4.1.3). Vor der Optimierung der Chromatographiepapiere waren keine
oder nur wenige Fettsaureflecken sichtbar (siehe Kapitel 4.1.2). Je
genauer die Methode verfeinert wurde, desto deutlicher zeigten sich
regelmafig auftretende Flecken. In einem Abstand von 2,5 bis 4,5 cm
von der Startlinie entfernt trat bei der erucasaurehaltigen Probe
regelmafig ein grolRer Fleck auf, der etwa einen Durchmesser von 1
cm hat (siehe Abbildung 7). Darliber hinaus war bei beiden Proben ein
Fettsdurefleck mit einem mittleren Abstand von 8 cm zu sehen.
Abbildung 7 zeigt ein Chromatogramm auf dem erstmals 4
verschiedene Flecken unterscheidbar waren, von denen drei Flecken
bei beiden Proben in etwa gleicher Hohe lagen. Neben dem bereits
vorher sichtbaren Flecken bei 3 und 8 cm, waren dariber hinaus
Flecken bei einem Abstand von 10 bis 11cm und 12 bis 12,5 cm zu
sehen, welche mit zunehmender Steighéhe kleinere Durchmesser

aufweisen.

Nach dem Bespruhen der entwickelten Chromatogramme traten bei

allen Papieren grine bis gringraue Flecken auf (siehe Abbildung 6).

Abbildung 7:
Chromatogramm mit
4 unterscheidbaren
Fettsdureflecken
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4.1.2 Optimierung des Zuschnitts der Chromatographiepapiere

Zur Optimierung des Chromatographiepapiers diente eine Testreihe mit verschiedenen

Papierzuschnitten (siehe Kapitel 3.5). Abbildung 8 zeigt die Ergebnisse der verschiedenen

Papiervarianten.

Abbildung §8: Vergleich der Ergebnisse der verschiedenen Papiervariante. Jeweils links ist die
erucasdurehaltigen Probe und rechts jeweils die erucasdurefreie Probe aufgetragen

Wahrend die kurze rechteckige Form, mit Ausnahme der Auftragungsflecken, keine sichtbaren
Flecken zeigte, waren bei Variante 2 sehr lange und schmale Flecken zu sehen. Sie waren gelb
bis gelb-weil gefarbt. Gegenliber dem dunkelgriinen Hintergrund waren sie nur schwer zu
erkennen. Aulerdem wiesen die Flecken der Variante 2 lange Schweife auf. Eine

differenziertere Trennung, vor allem der C18-Fettsauren, war allerdings nicht moglich.

Nach Einfihrung der Zungenform (Variante 3) konnten erstmals mehrere, gut abgegrenzte

Fettsaureflecken unterschieden werden. Die Schweife dieser Flecken waren deutlich verklrzt.
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Eine Uber 20 cm hinausgehende Verlangerung der Papiere (Variante 4) zeigte keine
Veranderung der Fleckenzahl oder der Qualitat. Lediglich der Abstand des ersten Flecks von
der Startlinie hat sich erhéht, wohingegen der Abstand zwischen den anderen Flecken identisch
war. Die Verlangerung der Papiere hatte vielmehr den Nachteil, dass durch die langere
Laufstrecke auch eine langere Laufzeit nétig war, die sich aufgrund der identischen Ergebnisse

als unndtig erweist.

Die weitere Verengung der Zungen bewirkte massive Anderungen. Bei Variante 5 war eine
kreisbogenférmigen Verteilung der Fettsdure beobachtbar. Die parallele Auftragung von zwei
oder mehr Proben erwies sich als nachteilig, da die Kreisbdgen ineinander Ubergehen. Dadurch

ist eine quantitative Abschatzung der Fettsauren in den einzelnen Proben schwierig.

Die Variante 3 stellt den besten hier beschriebenen Aufbau des Chromatographiepapiers dar,

denn sie brachte die fur die Trennung glnstigsten Ergebnisse hervor

4.1.3 Variation des Waschvorgangs

Nach der Behandlung der Chromatogramme mit Kupferacetat-Losung werden diese
gewaschen. Um das dafiir glinstigste Wasser zu finden wurden die Papiere in verschiedenen
Durchlaufen mit unterschiedlichem Wasser gewaschen. Vor der Verwendung von warmen
Leitungswasser war der Hintergrund stets grin gefarbt, sodass die Auswertung der
Fettsaureflecken stark erschwert wurde. Zwischen kaltem destilliertem Wasser und kaltem
Leitungswasser bestand kein Unterschied in der Hintergrundfarbung. Dadurch ist die
Verwendung von destilliertem Wasser nicht notwendig und es kann mit Leitungswasser
gearbeitet werden. Durch die zusatzliche Erhitzung des Wassers konnte der grune Hintergrund
allerdings entfarbt werden. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Waschungen (siehe Tabelle 7)
zeigen deutlich, dass nur bei Verwendung warmen Leitungswassers der Hintergrund der

Chromatogramme nicht dunkelgrin gefarbt war, sondern nur schwach griin bis weil3.

Tabelle 7: Ergebnisse der Durchldufe mit verschiedenen Wascharten

Art des Wassers Ergebnis

kaltes destilliertes Wasser stark dunkelgrin gefarbter Hintergrund
kaltes Leitungswasser stark dunkelgrin gefarbter Hintergrund
warmes Leitungswasser ( 60°C) schwach griner bis weiler Hintergrund
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4.1.4 Einfluss des Impragnierungsgrades des

Chromatographiepapiers auf die Laufzeit und die Trennschérfe

Je nach Dauer der Impragnierung und des Abpressens der Chromatographiepapiere verandert
sich der Impragnierungsgrad. In Abbildung 9 sind die Laufstrecken und Laufzeiten von Papieren
mit unterschiedlichen Impragnierungsgraden bei sonst gleichen Bedingungen (Papierzuschnitt

nach Variante 3 und Laufstrecke von 17 cm) gegentbergestellit.
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110

Laufzeit in Minuten
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100 |

95
0,1 o011 o012 013 014 015 0,6 0,27 0,18 0,19 0,2

Impréagnierungsgrad in Gramm Impragnierungsmittel je Gramm Papier

Abbildung 9: Abhdngigkeit der Laufzeit vom Imprdgnierungsgrad

Es konnte kein Einfluss des Impragnierungsmittels auf die Trennscharfe der Fettsaureflecken

festgestellt werden.

4.2 Identifikation der Fettsduren

Die Abbildung 10 zeigt nochmals die zuvor beobachteten Ergebnisse. Darlber hinaus ist in
Abbildung 10 der Vergleich zwischen erucasaurehaltigem Raps und Leinsamen sowie zwischen
erucasaurefreiem Raps und Leindl aufgefuhrt. In Abbildung 10 sind bei der erucasaurehaltigen
Probe erstmals 5 unterscheidbare Flecken zu erkennen. Allerdings waren nicht bei allen

erucasaurefreien Probe die drei bisher entdeckten Flecken abgegrenzt erkennbar.
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Linolenséaure

Linolsaure

Olsiure

Eicosensiure

Erucasaure

Abbildung 10: Chromatogramme von Raps und Lein aus Ol und Samenproben

Da die erucasaurehaltige Probe stets einen Fleck in der untersten Position zeigte, welcher bei
der erucasaurefreien Probe nie auftrat, konnte dieser Fleck eindeutig der Erucasaure
zugeordnet werden. Neben der Erucasaure weist der 0+-Raps gegenlber dem 00-Raps einen
héheren Gehalt an Eicosensaure auf (siehe Tabelle 1). Da der zweite Fleck, oberhalb der
Erucasaure, ebenfalls bei keiner erucasaurefreien Probe auftrat, stellt dieser Fleck die
Eicosensaure dar. Der dritte auftretende Fleck reprasentiert die Olséure. Die Auspréagung
dieses Flecks war bei der erucasaurefreien Probe stets kraftiger als bei der erucasaurehaltigen
Probe. Daruber hinaus ist dieser Fleck auch der am deutlichsten ausgepragte Fleck uberhaupt
bei der erucasaurefreien Rapsprobe. Der erucasurefreie Samen beinhaltet sehr viel Olséure,
wahrend der erucasaurehaltige Samen durch die Elongation der Olséure zu Erucasdure nur
sehr wenig Olséure enthalt. Der Fleck in der dritten Position von unten bei der 0+-Probe und der

erste Fleck der 00-Probe ist somit die Olsaure.

Durch den Vergleich zwischen Leinsamen und Rapssamen konnte die Linolsaure identifiziert
werden. Leinsaat hat einen hohen Gehalt an Linolensauren (siehe Tabelle 1) und ihr am
starksten ausgepragter Fleck in der obersten Position, also die Linolensaure, liegt auf gleicher
Hoéhe wie der oberste Fleck bei den Rapssamen. Der verbleibende Fleck kann durch keinen
Vergleich sicher identifiziert werden, es liegt allerdings nahe, dass es sich hierbei um die
Linolsaure handelt. Wie in Kapitel 2 besprochen, hangt die Laufstrecke der Fettsauren von ihrer

Polaritat ab und alle bisherigen Ergebnisse unterstitzen diese Aussage.
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Erucasaure als die langkettigste Fettsdure ist trotz ihrer Doppelbindung die am starksten
apolare Fettsaure, die hier betrachtet wird. Daher wandert sie von allen Fettsauren die kirzeste
Strecke mit der mobilen Phase. Die am weitesten wandernde Fettsaure ist durch ihre im
Vergleich geringe Anzahl an Kohlenstoffatomen und daftr hohe Anzahl an Doppelbindungen die
Linolensaure. Da die Ubrigen Flecken identifiziert sind und demnach nur noch die Linolsaure
Ubrig bleibt, kann diese anhand ihrer Polaritat identifiziert werden. Sie besitzt mit 18
Kohlenstoffatomen genau so viel Kohlenstoffatome wie die Olsaure und die Linolensdure. Da
sie aber mit zwei Doppelbindungen eine Doppelbindung mehr besitzt als die Olséure und eine
Doppelbindung weniger besitzt als die Linolensaure, kann sie zwischen diesen beiden Sauren

auf dem Papier herausgestellt werden.

4.3 Vergleich von Samenproben und Olproben gleicher Pflanzen

In Abbildung 11 ist zu sehen, dass die Rapsélprobe dhnliche Flecken
wie die erucasaurefreie Rapssamenprobe zeigt, einen groflen Fleck
bei 5 bis 5,5 cm, einen Fleck
bei 7,5 bis 8 cm und einen nur
schwach sichtbaren und
deutlich schmaleren Fleck bei
8,5 cm. Bei der
Leinsamenprobe sind stets drei

Flecken zu sehen. Der erste

Fleck ist in 6 cm HOhe zu

Abbildung 11:
erucasdurefreie
Rapssamen und Rapsol  Flecken mit einem Abstand von

auf einem Papier

sehen und zwei weitere

8 bis 9 cm. Die beiden oberen
Flecken der Leinsamenprobe liegen sehr eng

zusammen (siehe Abbildung 12). Die Leindlprobe zeigt

ebenso wie die Rapsdlprobe ahnliche Flecken wie ihre Abbildung 12: Chromatogramme

Samenprobe. mit Leinsamen und Leindl im
Vergleich
Bei der Leindlprobe sind drei unterschiedliche Flecken

erkennbar, einer befindet sich bei 6,5 cm, ein sehr eng liegendes Fleckenpaar liegt dartber
(siehe Abbildung 12). Die Olproben der beiden Pflanzen unterscheiden sich nicht von ihren
Samenproben. In einigen Féllen ist die Form der Fettsaureflecken bei den Olproben weniger
rund als bei den Samenproben (siehe Abbildung 11), aber von der Anzahl der unterscheidbaren
Fettsaureflecken unterscheiden sich Samen- und Olproben nicht. Daher kann anstatt der
Samen auch eine Olprobe verwendet werden, welche erstens leichter in der Handhabung ist

und dariber hinaus einfacher zu erwerben ist.
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5. Diskussion

5.1 Einflussfaktoren auf die Qualitidt der Chromatogramme

5.1.1 Bedeutung des Aufbaus der Chromatographiepapiere

Die verschiedenen Papiervarianten haben einen unterschiedlichen Einfluss auf die Trennung
der Fettsguren. Warum es in Variante 1 zu keiner Trennung der Fettsduren kam ist nicht
eindeutig zu beantworten, jedoch ist klar, dass derart kurze Chromatographiepapiere eine

unzureichende Auftrennung ermdglichen.

Die nach Matthias veranderten Papiere bewirkten erstmals eine Trennung aller C18 Fettsauren
sowie die Abtrennung der Erucasaure. Bei Variante 2 besteht das Problem, dass nur Teile der
mobilen Phase Probensubstanz I6sen und mit sich tragen konnten, wahrend andere Teile nur
an der Probe vorbeiwanderten (Matthias 1954). Dadurch entstehen unregelmalige oder
streifenférmige Flecken. Durch die bei Variante 3 herausgeschnittene Zunge laufen fast alle

Teile der mobilen Phase direkt durch die Probenmitte, wodurch es zu runderen Flecken kommt.

Auf 0,5 cm breiten Zungen wandert das gesamte Laufmittel durch die Probe und tragt somit die
Probensubstanz komplett mit sich. Durch die starke Verbreiterung von der Zunge zur
Gesamtbreite von 4 cm kommt es zur kreisbogenférmigen Verteilung der Fettsduren (Matthias
1954).

5.1.2 Einfluss der Impragnierung auf die Trenndauer

Die Ergebnisse von Kapitel 4.1.4 zeigen deutlich, dass die Geschwindigkeit der mobilen Phase
umso geringer ist je groler der Impragnierungsgrad ist, dass heilt je mehr
Impragnierungsmittel sich auf dem Papier befindet. Da nur ein kleiner Teil des aufgetragenen
Impragnierungsmittels an der multiplikativen Verteilung teilnimmt und der Rest vor der Front der
mobilen Phase hergeschoben wird, lastet demnach bei zunehmender Steighthe eine grofier

werdende Menge an Impragnierungsmittel auf der mobilen Phase.

Somit verringert sich die Steiggeschwindigkeit dieser stark, so dass bei hdherer Impragnierung
geringere Steighdhen erreicht werden kdnnen beziehungsweise konstante Steighdhen spater
erreicht werden (Kaufmann & Mohr 1958).

GroRRe Steighdhen sind fur eine optimale Trennung der hdheren Fettsduren allerdings natig.
Demnach bietet es sich an, geringe Impragnierungsgrade zu erzeugen, um die Trenndauer

nicht unnoétig zu verlangern.
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5.1.3 Einfluss des Spiulvorgangs auf die Farbung der Fettsaure sowie

des Hintergrunds

Fir die Farbung des Hintergrunds sowie der Flecken selbst ist der Komplex aus
Rubeanwasserstoff und Kupferionen verantwortlich (Kaufmann & Ahmad 1964). Wenn durch
das Waschen die Kupferionen nicht vollstandig aus dem Papier entfernt sind, verfarbt sich der
Hintergrund nach dem Besprihung mit der Rubeanwasserstofflosung griin. Das ausgerechnet
bei jenem Waschvorgang, in dem destilliertes Wasser verwendet wurde, der Hintergrund
dunkelgrun gefarbt war, ist nicht zu erklaren. Destilliertes Wasser 16st die Kupferionen besser
als Leitungswasser, da im destillierten Wasser noch keine Kupferionen enthalten sind, sollten
diese aufgrund des vorliegenden Konzentrationsgefalles aus dem Papier ins Waschwasser
diffundieren. Nach Kaufmann und Ahmad (1964) beeinflusst destilliertes Wasser sogar einige

der Kupferseifen, sodass die Fettsdureflecken an Grélie abnehmen.

Der Unterschied zwischen warmem und kaltem Leitungswasser Iasst sich hingegen klaren. Im
warmen Wasser ist die Loslichkeit der Kupferionen erhdht. Dadurch werden mehr Kupferionen
aus dem Papier gelOst als bei kaltem Leitungswasser. Daruber hinaus fanden Kaufmann und
Ahmad (1964) heraus, dass bei einem hohen Calcium-Gehalt des Wassers mehr Kupferionen
geldst werden als bei einem geringen Gehalt an Calciumionen. Da in warmem Leitungswasser
mehr Calcium geldst ist als in kaltem Wasser, steigt demnach die
Kupferionenentfernungsleistung des warmen Leitungswassers deutlich an. Welche gegenseitige
Beeinflussung zwischen Kupferionen und Calciumionen zu diesen Ergebnissen fuhrt, ist noch

nicht geklart.

5.2 Identifikation der Fettsdauren

Die Identifizierung der Fettsduren anhand ihrer Positionen auf dem Chromatogramm konnte
durch den Vergleich mit geeigneten Vergleichsproben erfolgreich durchgefiihrt werden. Die
durch die dargestellte Methode gefundene Reihenfolge entspricht den Angaben aus der
Literatur (vgl. Kaufmann & Mohr 1958 und Kaufmann & Lii3ling 1956). Um absolute Sicherheit
Uber die Richtigkeit der Zuordnung der Fettsduren zu den Flecken zu erhalten misste weitere
Versuchsreihen durchgeflihrt werden. So kénnten beispielsweise noch andere Pflanzendle
verwendet werden. Weizenkeimdl enthalt sehr viel Linolsaure, namlich 55-60 Gewichtsprozent
im Bezug zu den Gesamtfettsauren (siehe Tabelle 1). Mit Hilfe des Weizenkeimdls lie3e sich die
Linolsdure mit ebenso hoher Sicherheit bestimmen wie die Ubrigen Fettsauren. Um alle
Fettsduren zweifelsfrei identifizieren zu kénnen, kdnnten die reinen Fettsduren parallel zur

Rapsprobe auf einem Papier getrennt werden.
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Raps enthalt neben den bereits identifizierten Fettsduren auch Palmitinsdure und Stearinsdure
(Tabelle 1). Diese konnten aber in den Untersuchungen nicht identifiziert werden. Die Ursache
dafir ist, das Palmitinsdure und Olséure aufgrund ihrer ahnlichen Polaritat ein sogenanntes
kritisches Paar bilden, welches auf dem Papier schwer zu trennen ist (Kaufmann & Makus
1960). Stearinsaure bildet zusammen mit Eicosensaure ebenfalls solch ein kritisches Paar,
deshalb ist sie in der erucasaurehaltigen Probe nicht zu identifizieren (Kaufmann & Makus
1960). In der erucasaurefreien Rapsprobe ist jedoch keine Eicosensaure enthalten, somit hatte
in dieser Probe Stearinsaure sichtbar sein missen. Durch den sehr niedrigen Gehalt an

Stearinsaure in Raps konnte diese mit Hilfe dieser Methode jedoch nicht nachgewiesen werden.

Neben den hier untersuchten Fettsduren ist es laut Kaufmann & Deshpande (1958) auch
moglich kurzkettige Fettsduren mit weniger als 16 Kohlenstoffatomen zu trennen. Zu prifen

ware, ob dies mit der hier vorgestellten Methode ebenfalls moglich ist.

5.3 Die Eignung des Merkmals Erucaséduregehalt als Modell fiir den

Genetikunterricht

Wie in dieser Arbeit gezeigt kann Erucasaure in Rapssamen mit Hilfe der
Papierchromatographie nachgewiesen werden. Erucasaure ist als ein phanotypisches Merkmal
nicht so leicht sichtbar wie die Fellfarbe eines Hamsters oder die Blitenfarbe einer Narzisse.
Jedoch ist ihre Auspragung sehr viel schneller bestimmbar als bei allen diesen Merkmalen, da
der Gehalt an Erucasaure direkt vom Embryo bestimmt wird (Harvey & Downey 1964), kann
bereits nach wenigen Tagen eine handbestaubte Pflanze auf ihren Erucasauregehalt untersucht

werden.

Die digenische Vererbung der Erucasaure, bei der sich zwischen den einzelnen Allelen keine
Dominanz zeigt, ist jedoch gerade zu Beginn des Genetikunterrichts nicht trivial. Somit kann sie
nicht ohne Vorbereitung im Unterricht eingesetzt werden. Allerdings kénnen mit Hilfe des
phanotypischen Merkmals Erucasauregehalt, bei doppelt homozygoten Eltern (zum Beispiel
eeee und E®E®ee), gut die Mendelschen Regeln dargestellt werden. Der Vorteil hierbei ist, dass
den Kindern diese Regeln nicht vorgegeben werden miuissen, sondern das sie sie selbst an
einer einzigen Blute des Raps nachweisen kdnnen. Nachteil hierbei ist, dass zumindest die
ersten beiden Mendelschen Regeln fur monogene Erbgdnge angelegt sind, sodass sie im
Normalfall auch mit Hilfe solcher Beispiele erklart werden. Verwendet man aber die im Beispiel
genannten Genotypen, kdnnen die Kinder unter Zuhilfenahme der Papierchromatographie die
erste Mendelsche Regel beweisen. Indem sie zeigen, dass es keinen Samen gibt der keine
Erucasaure enthalt, obwohl ein Elternteil keine enthielt, kdnnen sie, durch geschickte Lenkung
des Lehrers darauf schliefien, dass sich alle Samen in Bezug auf Erucasduregehalt uniform

verhalten.
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Die zweite Mendelsche Regel lasst sich abermals wiederum durch geschicktes Lenken des
Lehrers herleiten. Die Schilerinnen und Schiler beweisen, dass es in der F2 wieder
erucasaurefreie  Samen gibt und dass sich Unterschiede in der Auspragung des

Erucasaureflecks zeigen.

Anhand der Erucasdure kann den Schilerinnen und Schilern eine gewisse Kontinuitat im
Genetikunterricht gegeben werden, da Erucasdure verschiedene Themen des
Genetikunterrichts inhaltlich greifbarer miteinander verknupfen kann. So kann sie wie bereits
beschrieben, zur Erlduterung der Vererbungsgesetze dienen und gleichzeitig den Bogen zur
Pflanzenziichtung schlagen und Uber ihre Elongase kann Erucasaure auch im Themenbereich

der Genexpression als Beispiel dienen.

Somit kénnte den Schiilerinnen und Schiilern ein roter Faden an die Hand gegeben werden,
welcher sie durch den gesamten Genetikunterricht begleitet. Geeignet ist fur derartige
Untersuchungen eine Projektwoche zum Thema "Mendelsche Regeln’. Um die Experimente
auch mit der bendtigten Ruhe einzuleiten, durchzufiihren und auszuwerten ist eine einzelne
Unterrichtsstunde nicht ausreichend. Fur die Untersuchungen der Mendelschen Regeln ist es
von Vorteil, dass die gesamten Klasse sich ausschliellich mit den Samen einer Blite
beschaftigt. Um die stochastische Abweichung der Ergebnisse zu minimieren, kénnten mehrere

Klasse an einer Projektwoche teilnehmen.
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6. Fazit und Ausblick

Im Rahmen dieser Bachelorarbeit konnte die Papierchromatographie als Methode zur
Unterscheidung von erucasaurehaltigem und erucasaurefreiem Rapssamen im Labor etabliert
werden. Uber die Zielsetzung hinaus konnten auch die weiteren Fettsduren im Rapssamen auf
dem Papier getrennt werden und identifiziert werden. Durch die angegebenen Variationen der
Methode, die ausfiihrliche Darstellung der Ergebnisse und deren Diskussion, erscheint eine
Ubertragung auf schulische Verhaltnisse mit geringem Aufwand mdglich. Erucaséure als roter
Faden im Unterricht oder als genetischer Marker zum Beispiel als ein Maf} fur
Fremdbefruchtung und auch die papierchromatographische Nachweismethode der Erucasaure
zeigen, wie bereits in Kapitel 5.3 beschrieben, groRes Potenzial fir den Einsatz im

Biologieunterricht.

Der Einsatz der hier beschriebenen Methode im Schulunterricht gestaltet sich momentan noch
schwierig. Der zeitliche Aufwand der Papierchromatographie ist hoch, vor allem da nach einigen
Arbeitsschritten ldngere Pausen von bis zu einem Tag notwendig sind. Schwierig ist dartber
hinaus auch die zeitliche Eintaktung des Versuch in den Unterricht, da fir das Verstandnis der
Ergebnisse und deren fachliche Auswertung in Hinblick auf die genetischen Hintergrinde
fundiertes Vorwissen notwendig ist. Ist dies nicht der Fall ist eine umfangreiche Leitung der

Lehrkraft gefragt. Es bieten sich also vor allem Projektwochen zur Erarbeitung an.

Wie genau die Methode und auch das Thema Erucasauregehalt im Unterricht eingebaut werden
sollte und wie die Lenkung der Lehrkraft ausgerichtet sein sollte ware die Aufgabe
weiterfiihrender Arbeiten. Thematisch bietet sich die Einordnung in den Themenschwerpunkt

.rier- und Pflanzenziichtung - friiher und heute “ an. Beziige zu den Themenbereichen
,Grundlagen und Anwendungsfelder der Genetik“, sowie ,Grundlagen der Vererbung und ihre

Anwendung“ kénnen hier hergestellt werden (Rahmenlehrpléne Berlin und Brandenburgs).
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