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Zusammenfassung

Die thermische Gelbildung des Eigelbs ist eine technologische Schliisselfunktion und konnte
aufgrund der komplexen Zusammensetzung des Eigelbs bisher nur unzureichend erforscht
werden. Ein neuer Ansatz sollte das Zusammenwirken von Proteinen (insbesondere der Lipo-
proteine geringer Dichte) und Phospholipiden bei der thermischen Gelbildung nidher charakte-
risieren. Dafiir wurden die Phospholipide des Eigelbs enzymatisch mit Phospholipasen modi-
fiziert und die chemischen und rheologischen Verdnderungen untersucht. Die enzymatische
Behandlung bewirkte einen starken Anstieg des Gehalts an Lysophosphatidylcholin (LPC)
von ca. 0,3 auf 5,7 g/100 g Eigelb i. Tr. und eine signifikante Verschiebung des ersten Visko-
sitdtsmaximums von ca. 79 auf 97 °C. Es wird daher angenommen, dass LPC, als starker
hydrophiler Emulgator, die hydrophoben Bereiche der LDL-Mizellen vor Wechselwirkungen
mit den Livetinen schiitzen kann.

Eine bisher nur unzureichend untersuchte Klasse der polaren Lipide ist die der Glyce-
rophosphonolipide. Uber die genaue biologische Funktion oder einen mdglichen technologi-
schen Nutzen ist bisher nur wenig bekannt. Da jedoch die Anwesenheit von Glycerophospho-
nolipiden auch fiir Eigelb beschrieben wurde, sind weitere Studien erforderlich. Die Analytik
der Glycerophosphonolipide gestaltet sich duerst schwierig, da zum einen Referenzsubstan-
zen nicht kommerziell erhiltlich sind und zum anderen eine starke chemische Ahnlichkeit zu
den in biologischen Matrizes in erheblich hoheren Gehalten vorkommenden Phospholipiden
besteht. Durch Synthese von 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat als Refe-
renzsubstanz fiir Phospho-no-Analoge von Phosphatidylethanolamin (PnE) konnte schlie8lich
eine  HPLC/ELSD-Methode zur Trennung von Phosphatidylethanolamin und dessen
Phosphono-Analogen entwickelt werden. Weiterhin wurde ein charakteristisches Fragmentie-
rungsmuster fiir PnE mittels ESI-MS? erstellt, wodurch eine massen-spektrometrische Identi-
fizierung auch in anderen biologischen Systemen moglich ist. Im negativem Modus dominier-
ten Fragmente, welche auf die Abspaltung einer Fettsdure [M — H — RCH,OOH] und einer
Fettsdure als inneres Anhydrid (Keten) [M — H — RCH=C=0]" zuriickzufiihren sind. Im posi-
tiven Modus zeigte sich die selektive Abspaltung der Kopfgruppe [PO3;H,-C,H,-NH;]" durch
den charakteristischen Massenpeak des sogenannten ,,Diacylglycerol-like-fragment-ions*

[DAGT".
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Abstract

Thermal gelation is a key function concerning the functional properties of egg yolk. But it is
due to the complex composition of egg yolk rather difficult to characterize. Therefore, a new
approach for a better understanding of the interactions between plasma proteins and phos-
pholipids was made. Modifying yolk phospholipids to lysophospholipids by incubation with
phospholipases revealed specific effects for the temperature-dependent behavior of the appar-
ent viscosity (shear rate: 26 s™), offering a way to enhance understanding of the mechanism
of heat-induced gelation. On the one hand fermentation of native egg yolk with phospholi-
pases led to a dramatic increase in the amount of lysophosphatidylcholine (LPC) from ap-
proximately 0.3 to 5.7 g/ 100 g (dried matter) and on the other hand to a significant shift of
the first viscosity maximum from 79 to 97 °C, indicating that LPC as a strong hydrophilic
emulsifier is able to shield the hydrophobic areas at the surface of the LDL micelles.
Glycerophosphonolipids are a rather unknown class among the polar lipids. Only few infor-
mation is available on a special biological function or the possibility of a specific technologi-
cal use. But since the presence of glycerophosphonolipids in egg yolk was described earlier,
further studies are necessary. Analysis of those lipids is rather difficult due to the lack of
commercially available reference substances and the chemical similarity to phospholipids.
Therefore, 1,2-dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethyl-phosphonate as reference substance for
phosphono-analogs of phosphatidylethanolamine (PnE) has been synthesized. With this a
HPLC/ELSD method could be developed to separate phosphatidylethanolamine from its
phosphono-analogue. Furthermore, a characteristic ESI-MS? fragmentation pattern for PnE
was established, which can be used as an identifying “fingerprint” for the analysis of phos-
phonoethanolamine in other biological systems. In the negative mode the loss of a fatty acid
fragment as an internal anhydride (ketene) [M — H — RCH=C=O0] and of the whole fatty acid
fragment [M — H — RCH,OOH] was found to be characteristic. In the positive mode the so-
called “Diacylglycerol-like-fragment-ion” [DAG]" has been observed, which is a result of the
loss of the phosphonolipid's head group [PO;H,-C,H,-NH;]".
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2 Einleitung

Hiihnereier sind fiir die menschliche Erndhrung von grofler Bedeutung. Sie enthalten
zum einen eine Reihe von hochwertigen Nihrstoffen, in konzentrierter und leicht re-
sorbierbarer Form, und finden zum anderen im Haushalt und in der Lebensmittelindu-
strie vielfach Verwendung. Der technologische Nutzen von Eigelb beruht im Prinzip
auf drei technofunktionellen Eigenschaften: Emulsions- und Schaumbildungsvermo-
gen sowie thermische Gelbildung. Dariiber hinaus spielen noch die Farbe und das
Aroma eine wichtige Rolle. Laut dem Statistischen Amt der Europdischen Gemein-
schaften (Eurostat) hat sich der Umsatz an Eigelbprodukten in Deutschland in den
letzten Jahren kontinuierlich erhoht: von 114 Millionen Euro (2005), iiber 155 Millio-
nen (2006), auf 189 Millionen Euro (2007). Demnach ist der allgemeine Trend hin
zum Fertiggericht ungebremst. Hierfiir werden jedoch haltbare und mikrobiologisch
sichere Zutaten benoétigt, welche sich in ihrer technologischen Funktionalitit von fri-
schen Zutaten moglichst kaum unterscheiden.

Eigelb wird bisher {iberwiegend mittels Spriihtrocknung haltbar gemacht. Dem Vor-
teil geringer Kosten stehen jedoch auch deutliche Verluste hinsichtlich der techno-
funktionellen Eigenschaften gegeniiber. Durch die dramatische VergroBerung der
Oberflache und der thermischen Belastung bei Temperaturen zwischen 50 und 60 °C
ist eine beginnende Denaturierung der Eigelbproteine unvermeidlich (Belitz et al.,
2001). Dariiber hinaus kommt es zur Bildung von Fehlaromen, welche die Einsatz-
moglichkeiten von sprithgetrocknetem Eigelb weiter einschridnken. Einen Ausweg
hierfiir bietet die Gefriertrocknung. Durch die Entwicklung eines neuen Verfahrens
konnten die Probleme hinsichtlich der gefrierinduzierten Gelbildung weitestgehend
gelost werden (Jaekel et al., 2008).

Die analytische Erfassung der technofunktionellen Eigenschaften erfolgte dabei mit-
tels rheologischer und penetrometrischer Methoden. Einen Schwerpunkt stellte hier-
bei die ndhere Erforschung der thermischen Gelbildung von Eigelb dar. Zum einen
wurde mit dem Relativen Viskositdtsmaximum ein neuer Parameter zur Beurteilung
der technofunktionellen Eigenschaften von Eigelb eingefiihrt; zum anderen wurden
die komplexen Zusammenhénge bei der thermischen Gelbildung durch Modifizierung
der Phospholipide des Eigelbs mit Phospholipasen ndher untersucht. Die Verdnderun-
gen innerhalb der Klasse der Phospholipide wurden dabei mittels HPLC/ELSD be-
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stimmt. In diesem Zusammenhang wurde auch die Frage nach den Phosphonolipiden
im Eigelb aufgeworfen. Uber Vorkommen und Funktion dieser Substanzklasse gibt es
bisher nur unzureichende Informationen, da aufgrund fehlender Referenzsubstanzen
die Analytik der Phosphonolipide nur unter Schwierigkeiten moglich ist. Am Beispiel
eines selbst synthetisierten Phosphono-Analogen von Phosphatidylethanolamin soll-
ten schlieBlich die Phosphonolipide des Eigelbs der Analytik zugidnglich gemacht
werden. Zur Anwendung kamen dabei neben chromatographischen Techniken wie
DC und HPLC/ELSD auch spektroskopische (ATR/FT-IR) und massenspektrometri-
sche Methoden (LC/MS?).
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2.1 Inhaltsstoffe des Eigelbs

Eigelb ist eine komplex zusammengesetzte fliissige Suspension, welche durch Zentri-
fugation in verschiedene Fraktionen unterteilt werden kann. Der Bodensatz enthélt die
wasserunldslichen Bestandteile des Eigelbs und wird als Granula bezeichnet, wihrend
der Uberstand die wasserldslichen Bestandteile enthilt und als Plasma bezeichnet

wird. (Abb. 2-1).

Eigelb
I
I I
Granula Plasma
25% 75 %
I I
I I I |
LDL Komplex Livetine Lipovitellenine
6 % 19% 10 % 65 %
I
I I
Lipovitelline Phosvitin
15% 4%

Abb. 2-1: Fraktionierung von Eigelb mittels Zentrifugation und Chromatographie

Die Trockenmasse des Eigelbs betrdgt ca. 50 % und besteht zu etwa zwei Drittel aus

Lipiden und zu einem Drittel aus Proteinen.

2.1.1 Proteine der Granula

Wie in Abb. 2-1 ersichtlich, lassen sich die Proteine der Granula in drei Fraktionen
unterteilen: Lipovitelline, Phosvitin und LDL (Low Density Lipoproteins), wobei
Phosvitin und Lipovitelline jedoch einen stabilen Komplex (Verhiltnis 2:1) bilden

und nur chromatographisch getrennt werden kénnen.
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Bei den Lipovitellinen handelt es sich um Lipoproteine hoher Dichte (High Density
Lipoproteins, HDL) mit einem Lipidanteil von 22 % 1. Tr. (vorwiegend Phospholipi-
de). Die Lipovitelline konnen in zwei Untereinheiten, das a- und p-Lipovitellin, un-
terteilt werden, die sich vor allem in ithrem Phosphorgehalt unterscheiden. Au3erdem
zeichnen sich die Lipovitelline durch eine hohe Hitzestabilitdt aus. Werden den Lipo-
vitellinen jedoch die Lipidkomponenten entzogen, so weist das erhaltene Apolipopro-
tein eine deutlich hohere Hitzeempfindlichkeit auf. Es kann daher davon ausgegangen
werden, dass die Lipide einen wichtigen Beitrag zur Struktur und damit zur Hitzesta-
bilitit der Lipovitelline leisten (Belitz et al., 2001).

Das Phosvitin ist ein sehr phosphorreiches Glycoprotein und enthélt ca. 60 % des im
Eigelb gebundenen Phosphors. Es kann weiter in die Untereinheiten a- und f3- Phos-
vitin unterteilt werden. Beim Phosvitin handelt es sich ebenfalls um ein sehr hitzesta-

biles Protein, welches zudem in der Lage ist, mehrwertige Kationen zu binden.

2.1.2 Proteine des Plasmas

Das Plasma des Eigelbs setzt sich aus zwei Proteingruppen zusammen: Livetine und
Lipovitellenine. Die Livetine konnen weiter in drei Untergruppen unterteilt werden:
a-, B- und y-Livetine, und weisen ein Molekulargewicht von 80, 45 und 150 kDa auf.
Bei den Livetinen handelt es sich um wasserldsliche und eher temperaturempfindliche
Proteine. Die Lipovitellenine stellen eine flotierende Fraktion dar, die sich beim Zen-
trifugieren nach Zusatz von Kochsalz ergibt. Aufgrund ihrer geringen Dichte wird sie
als ,,Low-Density-Lipoproteinfraktion” (LDL) bezeichnet. Diese ist auf den hohen
Anteil an Lipiden in der Fraktion zuriickzufiihren, der bis zu 90 % 1. Tr. betragen
kann und sich zu etwa drei Vierteln aus Triacylglyceriden und nur einem Viertel aus
Phospholipiden zusammensetzt. Die LD-Lipoproteine sind im Grunde sphérische Mi-
zellen mit einem Kern aus Neutrallipiden (Triacylglyceride, Cholesterol und Chole-
sterylester), die von einer hydrophilen Membran aus Apolipoproteinen und Phospho-

lipiden umgeben sind (Martin et al., 1964).

13



2.1.3 Lipide des Eigelbs

Die Lipide machen etwa zwei Drittel der Trockenmasse des Eigelbs aus und liegen
fast vollstindig an Proteine gebunden vor. Davon sind ca. zwei Drittel Triacylglyceri-
de und ein Drittel Phospholipide. Die Fettsdurezusammensetzung der Lipide ist dabei

variabel und stark von der Fiitterung abhéngig.

CH,-0-CO-R, CH,-0-CO-R,
| |
R,-CO-0-CH o CH, R,-CO-0-CH O
| I ®! | I C)
CH,-O0-P-0-CH,-CH,-N-CH;, CH,-0-P-0-CH,-CH,- NH;
| |
|
o O
® CH; ®
Phosphatidylcholin (PC) Phosphatidylethanolamin (PE)
CH,-0-CO-R;
I
R,-CO-0-CH (6]
OH 0 CH, 2 | I OH
| I @®! CH,-0-P-0
Rl—CH—CH—CHZ—O—lP—O—CHZ—CHZ—N—CH3 |
| | (6]
R,- CO-NH 0 5 CH, © OH
Sphingomyelin (SM) Phosphatidylinositol (PI)

Abb. 2-2: Strukturformeln der Phospholipide des Eigelbs

Die Phospholipide des Eigelbs bestehen zu 73 % aus Phosphatidylcholin (Lecithin),
zu 15,5 % aus Phosphatidylethanolamin, zu 2,5 % aus Sphingomyelin und zu 0,6 %
aus Phosphatidylinositol. Strukturell handelt es sich bei den Phospholipiden um eine
Veresterung des Glycerols oder des Sphingosins mit zwei Fettsdureresten und einer
iiber eine Phosphatbriicke verbundenen Kopfgruppe (siche Abb. 2-2). PC und PE sind
bei pH 7 Zwitterionen. Da die Phospholipide sowohl iiber unpolare Fettsdurereste, als
auch iiber einen polaren Phosphatrest verfiigen, haben diese eine grenzflichenaktive
Wirkung. Sie sind deshalb am Aufbau von Membranen in biologischen Systemen
beteiligt. Als Emulgatoren spielen die Phospholipide aber auch im Haushalt oder der
Industrie eine grofle Rolle (Belitz et al., 2001).

Weiterhin weist Eigelb mit einem Gehalt von 180 mg Cholesterol pro Eigelb einen
deutlich hoheren Cholesterolgehalt als alle anderen Lebensmittel auf und wird des-
halb herangezogen, um Riickschliisse auf den Eigehalt in einem Lebensmittel (z. B.

Eierteigwaren) zu ziehen. Das Sterin-Derivat Cholesterol ist mit einem Anteil von 96
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% der Hauptbestandteil der Sterine des Eigelbs. Weitere Sterine sind z. B. Campeste-
rin oder 7-Cholestanol (Ternes et al., 1994).

2.1.4 Andere Inhaltsstoffe

Eigelb enthilt ca. 1 % Kohlenhydrate in der Trockenmasse. Fiir technologische Pro-
zesse ist hierbei vor allem der Glucose-Anteil entscheidend, da es durch Reaktionen
mit Aminokomponenten (Proteine, PE) wihrend der Trocknung zu Verfarbungen und
zu Fehlaromen (off-flavour) kommen kann.

Weiterhin enthidlt Eigelb eine Reihe von Mineralstoffen und essentiellen Vitaminen.
Hierbei sind vor allem Phosphor (= 0,7 %), Kalium (= 0,3 %) und Calcium (= 0,2 %)
sowie die fettloslichen Vitamine E (= 5 mg/100 g) und A (= 1 mg/100 g) und die was-
serlosliche Pantothensdure (= 4 mg/100 g) zu nennen (Belitz et al., 2001).

Die Farbe des Eigelbs gilt als Qualitdtsmerkmal und wird technologisch in vielen Le-
bensmitteln genutzt (vor allem Teig- und Backwaren). Hierbei handelt es sich um
Carotinoide, welche aus dem Futter stammen. Resorbiert werden dabei bevorzugt

Xanthophylle (z. B. Lutein aus griinen Blittern und Zeaxanthin aus Mais).
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2.2 Technofunktionelle Eigenschaften von Eigelb

Neben Farbe und Aroma wird Eigelb vor allem aufgrund von drei technofunktionellen
Eigenschaften im Haushalt oder in der Lebensmittelindustrie eingesetzt: dem

Schaumbildungsvermdgen sowie den bindenden und emulgierenden Eigenschaften.

2.2.1 Schaumbildungsvermogen

Eigelb bildet im Gegensatz zu Eiklar beim Aufschlagen bei Raumtemperatur nur sehr
instabile Schdaume. Erst bei Temperaturen oberhalb von 70 °C bildet sich ein stabiler
Schaum. Dazu wird Eigelb in der Wérme solange aufgeschlagen bis die Konsistenz
einen optimalen Punkt erreicht (Punkt der Rose). Dieser Punkt ist durch ein Maxi-
mum im Wasserbindevermogen der Plasmaproteine des Eigelbs charakterisiert. Die
Freisetzung von Wasser aus dem Schaum (Drainage) erreicht somit ein Minimum
(Ternes et al., 1994). Weiterhin ist am Punkt der Rose eine sehr feinporige Schaum-
struktur zu beobachten. Nach Uberschreiten des Temperaturoptimums nimmt die
GroBe der Poren im Schaum zu. Weisen die Proteine aber thermische Schadigungen
(z. B. durch den Pasteurisationsprozess) auf, so hat dies Einfluss auf ihre Fihigkeit,
einen Eigelbschaum zu stabilisieren.

Das Schaumbildungsvermdgen von Eigelb spielt vor allem bei der Herstellung von

Saucen und Schiumen eine Rolle (z. B. Sauce Hollandaise oder Sabayon).

2.2.2 Bindende Eigenschaften

Die Proteine des Eigelbs beginnen bei Temperaturen oberhalb von 65 °C zu koagulie-
ren. Durch Aggregation und Assoziation der denaturierten Proteine bildet sich beim
Kochen ein dreidimensional vernetztes, schnittfestes Gel aus. Durch Zusatz von Ei-
gelb kann somit eine bindende Wirkung im erhitzten Lebensmittel erzielt werden. Die
Festigkeit des thermisch erzeugten Eigelbgels hat dabei direkten Einfluss auf die Bin-
dungswirkung.

Durch Erniedrigung des pH-Wertes, z. B. durch Zusatz von Essigsdure oder durch

enzymatische Behandlung mit Phospholipasen kann die Denaturierung der Proteine
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entscheidend verzogert werden. Fiir kochstabile Saucen und Schédume ist das von gro-
fer Bedeutung. Limitierender Faktor ist jedoch die Verdnderung des Geschmacks,
hervorgerufen durch die Sdaurezugabe und durch Freisetzung freier ungesittigter Fett-
sduren. In Wasser emulgierte, ungesittigte Fettsduren haben einen bitteren Ge-

schmack. Zudem ist der Schwellenwert sehr gering (z. B. 9-12 mmol /L fiir Olséure).

2.2.3 Emulgierende Eigenschaften

Emulsionen sind disperse Systeme von zwei oder mehreren miteinander nicht misch-
baren Fliissigkeiten (Belitz et al., 2001). Da sie thermodynamisch instabil sind, muss
zu ihrer Bildung Arbeit gegen die Grenzflichenspannung der beiden Phasen geleistet
werden. Emulsionen konnen durch grenzflichenaktive Verbindungen stabilisiert wer-
den, indem durch Bildung von Grenzflichenfilmen das Zusammenflieen der disper-
sen Phase verhindert wird. Diese Verbindungen werden als Emulgatoren bezeichnet.
Bei den Emulgatoren handelt es sich um Molekiile, welche sowohl hydrophobe, als
auch hydrophile Gruppen besitzen. Neben den Phospholipiden sind auch die Proteine
an der Bildung einer Emulsion durch den Zusatz von Eigelb beteiligt. Aus thermody-
namischer Sicht ist es fiir wasserlosliche Proteine (z. B. Livetine) sogar giinstig, sich
an der Grenzfliche eines Oltrdpfchens anzulagern, da so deren hydrophoben Amino-
sdurereste dem Geflecht aus Wasserstoffbriicken der sie umgebenden Wassermolekii-
le entkommen konnen. Entscheidend fiir die Eignung als Emulgator ist dabei die Ge-
schwindigkeit, mit der die Proteine an die Grenzfliche diffundieren, und deren Kon-
formationsstabilitdt. Diese Eigenschaften werden vor allem durch das Molekularge-
wicht, die Temperatur und das Aminosdureprofil (durch Anzahl der intramolekularen
Disulfidbriicken ect.) bedingt.

Werden diese Bestandteile des Eigelbs, z. B. durch thermische Belastung geschédigt,
hat dies Einfluss auf die Fahigkeit der einzelnen Komponenten des Eigelbs, eine
Emulsion zu stabilisieren. Die emulgierenden Eigenschaften des Eigelbs werden u. a.

bei der Herstellung von Mayonnaisen ausgenutzt (Ternes et al., 1994).
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2.3 Eiprodukte

Eigelb findet in der Lebensmittelindustrie vielféiltige Anwendung. Um jedoch den
Erfordernissen der Lebensmittelproduktion zu geniigen, muss Eigelb keimfrei und
lagerfdhig sein. Hierflir haben sich vor allem die Pasteurisation in Kombination mit
Kiihlung (Temperaturen unter 8 °C) und das Spriihtrocknungsverfahren bewihrt.
Konventionelle Tiefkiihlung (Temperaturen unter -7 °C) ist aufgrund der gefrierindu-
zierten Gelbildung beim Eigelb nur sehr begrenzt moglich. Dies ist auch der Grund,
warum die Gefriertrocknung beim Eigelb bisher noch keine gro3e Rolle spielt. Erst
die Kombination aus Vorkristallisation und Kontaktplattengefrierverfahren macht es
moglich, gefriergetrocknetes Eigelb unter weitestgehendem Erhalt der technofunktio-

nellen Eigenschaften herzustellen (Jaekel et al., 2008).

2.3.1 Pasteurisation von Eigelb

Aufgrund der groBen Néahrstoffdichte ist Eigelb ein sehr gutes Nahrmedium fiir Mi-
kroorganismen. Zwar ist rohes Eigelb, solange es sich innerhalb der unged6ffneten
Schale befindet, nahezu keimfrei, kann aber leicht beim Aufschlagen der Schale mit
Mikroorganismen kontaminiert werden. Eine Keimverminderung mittels Pasteurisati-
on ist daher unumgénglich. Dies kann entweder durch eine hohe Temperatur oder eine
lange HeiBhaltezeit gewahrleistet werden. Somit muss nach einer optimalen Kombi-
nation der Heilhaltezeit mit der Pasteurisationstemperatur gesucht werden. Die Pa-
steurisationsbedingungen miissen dabei so gewahlt werden, dass eine sichere Abto-
tung der Salmonellen und des ,,Avian influenza virus*“ H5N1 erreicht werden kann,
ohne dass die thermischen Schidigungen der Bestandteile des Eigelbs zu gravierend
werden.

Bei Temperaturen oberhalb von 65 °C beginnt Eigelb zu koagulieren. Nach der Lite-
ratur ist bei Eigelb bei einer Temperatur von 61 — 62,3 °C und einer HeiBBhaltezeit von
210 — 240 Sekunden keine Verdnderung der Emulsionseigenschaften festgestellt wor-

den (Ternes et al., 1994).
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2.3.2 Spriihtrocknung

Fiir die Lebensmittelproduktion wird Eigelbpulver bislang liberwiegend durch Spriih-
trocknung hergestellt. Aufgrund der hohen Trockenmasse kann Eigelb direkt getrock-
net werden. Hierfiir wird es nach der Pasteurisation mittels Zentrifugalzerstiuber
sprithgetrocknet. Der Wassergehalt des Eigelbs sinkt dabei auf 4 - 5 %. Die Tempera-
tur der Luft betrdgt hierbei bis zu 60 °C.

Durch das Spriihtrocknungsverfahren treten thermische Schiadigungen an den Eigelb-
proteinen auf, wodurch bedeutende technofunktionelle Eigenschaften des Eigelbs
verdndert werden. Daher findet sprithgetrocknetes Eigelbpulver bei Lebensmitteln nur

begrenzten Einsatz.

2.3.3 Konventionelles Tiefgefrieren

Im Gegensatz zu Eiklar fiihren Gefrier- und Auftauprozesse beim Eigelb zu einer ir-
reversiblen Erhohung der Viskositit. Es bildet sich eine gelartige Konsistenz, welche
bei der Weiterverarbeitung (Dosier- und Mischprozesse) erhebliche Probleme erzeugt.
Die gefrierinduzierte Gelbildung und die daraus resultierende Erhohung der Viskosi-
tdt nehmen mit der Lagerungsdauer im gefrorenen Zustand zu. Beim Einfrieren ober-
halb des kritischen Temperaturbereiches kristallisiert vor allem das im Eigelb enthal-
tene Wasser aus. Dies fiihrt zu einer Konzentrierung der 16slichen Bestandteile des
Eigelbs (z. B. Salze, wasserldsliche Proteine) im noch nicht auskristallisierten Was-
ser. Dementsprechend nimmt die Konzentration des freien, ungefrorenen Wassers in
der Eigelbsuspension ab. Dies fiihrt zu einem teilweisen Verlust der Hydrathiille der
Proteine. Durch Umlagerungen der Lipoproteine erfolgt eine weitere Dehydratisie-
rung der Proteine. Die dehydratisierten Proteine aggregieren, so dass sich ein dreidi-
mensionales Netzwerk der Proteine ausbildet (Chang et al., 1977; Miyawaki, 1992).
Beim langsamen Einfrieren bilden sich groBle Eiskristalle, welche die suspendierten
Bestandteile des Eigelbs angreifen. Dieser Prozess fiihrt zu einer Denaturierung der
Lipoproteine, wodurch die gefrierinduzierte Gelbildung noch verstéarkt wird.

Die irreversible Erhohung der Viskositdt kann nur durch hohe Dosen an wasserldsli-

chen Zusitzen, wie bis zu 10 % an Kochsalz oder bis zu 40 % an Zucker, verhindert
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werden. Durch die geschmackliche Verdanderung dieser Produkte ist ihr Einsatz in der

Lebensmittelindustrie jedoch stark begrenzt.

2.3.4 Gefriertrocknung

Aufgrund der gefrierinduzierten Gelbildung fand die Gefriertrocknung ebenfalls
kaum Anwendung. Jedoch konnten durch die Entwicklung einer Kombination aus
Vorkristallisation und Kontaktplattengefrierverfahren die technofunktionellen Eigen-
schaften von Eigelb wihrend der Gefriertrocknung weitestgehend erhalten werden
(Jaekel et al., 2008).

In Abb. 2-3 sind die einzelnen verfahrenstechnischen Grundoperationen fiir die Ge-

friertrocknung von Eigelb dargestellt.

Phospho-
lipasen

Eigelb

@

Mischen =

% Fermenter

j

Abstreifen
(bis 3 mm Dicke)

Vorkristallisation bei -5,5 °C bis -7,0 °C;
im Gefrierschrank Dauer: ca. 12 h

f

bei -42 °C, zwischen zwei

Kontaktplatten-
waagerechten Metallplatten

gefrierverfahren

Zerkleinerung bei-20°C
] bei -20 °C;
Zwischenlagerung] wenige Tage

bei -35 °C bis -20 °C;

Gefriertrocknung Dauer: ca. 5 h

Eigelbgranulag Restfeuchte ca. 3 - 4 %

V

Abb. 2-3: FlieBschema der technologischen Verfahrensschritte fiir die Gefriertrocknung
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Nach dem Mischen des Eigelbs mit evtl. zugesetzten Zutaten wird das Eigelb in diin-
nen Schichten auf Teflon®-Platten aufgetragen. Die ebene Oberfliche ist ndtig, um im
spateren Kontaktplattengefrierverfahren eine schnelle Temperaturerniedrigung zu
gewihrleisten. Fiir die anschlieBende Vorkristallisation wird das Eigelb innerhalb von
zwei Stunden auf eine konstante Temperatur von ca. -6,3 = 0,5 °C herunter gekiihlt.

Laut Riedel (1972) gefrieren etwa 81 % des im Eigelb enthaltenen Wassers bei einer
Temperatur von -6 °C aus. Bei einem Wassergehalt von 51 % werden, unter Beriick-
sichtigung der spezifischen Warmekapazitit aller Hauptinhaltstoffe, etwa 151 kJ zur
Kiihlung von 1 kg Eigelb von 0 auf -6 °C benétigt. Wird das Eigelb weiter auf Tem-
peraturen unter -14 °C gekiihlt, gefriert jedoch nur noch 5 % des im Eigelb enthalte-
nen Wassers zusitzlich aus. Hierfiir werden lediglich 24 kJ benétigt. Somit kénnen
mit der Vorkristallisation bereits 86 % der benétigten Warmeenergie abgefiihrt wer-
den, ohne dass die gefrierinduzierte Gelbildung einsetzt. Die restlichen 14 % konnen
dann leicht mittels Kontaktplattengefrierverfahren entzogen werden. Dabei wird er-
reicht, dass der fiir die gefrierinduzierte Gelbildung kritische Temperaturbereich in

weniger als 5 Sekunden durchschritten werden kann (Abb. 2-4).
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Abb. 2-4: Schnelles Durchschreiten des fiir die gefrierinduzierte Gelbildung kritischen Temperaturbe-
reiches mittels Kontaktplattengefrierverfahren (< 5 s), nach der Vorkristallisation bei -6 °C

beginnend (Jackel et al. 2008)

Die anschlieBende Gefriertrocknung reduziert den Wassergehalt des Eigelbs unter 6
%, damit beim Wiederauftauen die Proteine im Glaszustand stabilisiert vorliegen und

die gefrierinduzierte Gelbildung nicht einsetzen kann.
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2.3.5 Enzymatische Behandlung mit Phospholipasen

Durch den Einsatz von Phospholipasen kénnen die technofunktionellen Eigenschaften
von Eigelb verdndert werden. Hierfiir kommen vor allem die Enzyme des A-Typs in
Frage. Diese spalten selektiv die Fettsdure in Position sn-1 (Phospholipase A;) bzw.
sn-2 (Phospholipase A;) des Phospholipids ab. Aufgrund dieser Spaltung entstehen
Lysophospholipide, welche eine erhohte Emulgierkapazitit gegeniiber den Phospho-
lipiden aufweisen (Abb. 2-5).

Phosphollpase Aq
Phosphollpase Ao

l
O—P—O @
\/\/
Snf)’/ O@ |\

Phospholipase C
Abb. 2-5: Angriffsorte der Phospholipasen A; und A, beim Phosphatidylcholin

Durch enzymatische Behandlung mit Phospholipasen kann weiterhin die thermische
Denaturierung der Proteine entscheidend verzogert werden. Fiir kochstabile Saucen
und Schiume ist das von grofler Bedeutung. Limitierender Faktor ist jedoch die Frei-
setzung freier ungesittigter Fettsduren, welche einen bitteren Geschmack aufweisen
(Schwellenwert' fiir Linolsdure: 4-6 mmol/L). Ungesittigte Fettsduren sind bevorzugt
an der Position sn-2 des Glycerolgeriistes verestert, weshalb die geschmacklichen
Veranderungen durch die Verwendung einer Phospholipase vom Typ A, nicht so gra-

vierend sind.

! Belitz et al., 2001
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2.4  Analytik der technofunktionellen Eigenschaften von Eigelb

2.4.1 Uberblick

Zur Analytik der technofunktionellen Eigenschaften von Eigelb haben sich eine Reihe
von physikalischen und elektrophoretischen Methoden bewéhrt. Die bedeutendste
analytische Technik ist hierbei jedoch die Rheologie. Durch rheologische Messungen
konnen sowohl FlieBeigenschaften und Mechanismen der thermischen Gelbildung, als
auch das Verstindnis der Zusammenhinge zwischen molekularen Strukturen und dem

makroskopischen FlieBverhalten der Stoffe ndher charakterisiert werden.

Rheologie

Als Rheologie wird die Wissenschaft bezeichnet, welche sich mit dem Verformungs-
und FlieBverhalten von Materie beschiftigt. Zur Bestimmung der Viskositdt finden
verschiedene Ansitze Verwendung. Grundsitzlich wird zwischen drei Arten der Vis-
kositdtsmessung unterschieden: Kugelfall-, Kapillar- und Rotationsviskosimetrie.
Beim Kugelfallviskosimeter wird aus der stationdren Sinkgeschwindigkeit einer Ku-
gel die Viskositdt bestimmt. Da die Schergeschwindigkeit vom vorderen zum hinteren
Staupunkt hin jedoch stark abnimmt, ist das Kugelfallviskosimeter nur fiir Newton-
sche Fliissigkeiten geeignet. Disperse Systeme wie Eigelb konnen somit nicht mit
dieser Methode rheologisch untersucht werden.

Eine weitere Moglichkeit zur Bestimmung der Viskositédt bietet das Kapillarviskosi-
meter. Hierbei lassen sich durch Messung des Druckabfalls und des Volumenstroms
die Schubspannung und die Scherrate ermitteln. Voraussetzung fiir genaue Messun-
gen ist jedoch eine laminare Durchstromung der Kapillare, was besonders bei hetero-
genen Systemen problematisch ist.

Die meiste Anwendung finden jedoch Rotationsviskosimeter. Sie ermdglichen die
Einstellung definierter Werte fiir die Scherrate bzw. Schubspannung. Das Grundprin-
zip besteht aus der Translationsbewegung zweier paralleler Platten. Die Schubspan-
nung lésst sich dabei durch das zur Drehung erforderliche Moment und die Scherrate
aus der Winkelgeschwindigkeit ermitteln. Neben dem Platte/Platte-Messsystem  fin-

den auch Messgeometrien mit Kegel/Platte und koaxialen Zylindern Verwendung.
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Die Kegel/Platte-Geometrie hat den Vorteil, dass im Gegensatz zur Platte/Platte-
Geometrie die Schergeschwindigkeit unabhidngig vom Radius ist. Sie wurde speziell
fiir hohe Scherraten (bis zu 10°s™) entwickelt und kann auch fiir hoch viskose Proben
verwendet werden. Weitere Vorteile dieser Messgeometrie sind, dass zum einen even-
tuell vorhandene Luftblasen nach auflen gedriickt werden und zum anderen nur relativ
geringe Probenmengen fiir die Messung noétig sind. Bei der Messgeometrie mit ko-
axialen Zylindern werden nach der Antriebsmdoglichkeit zwei Systeme unterschieden:
Couette- und Searle-System. Rotiert der duflere Zylinder wird vom Couette-System
und rotiert der innere Zylinder wird vom Seale-System gesprochen. Die koaxiale Zy-
linder-Geometrie eignet sich vor allem fiir niedrig- bis mittelviskose Proben. Dabei
wird bei niedrigviskosen Proben die Doppelspalt-Variante verwendet und bei mittel-

viskosen Proben der innere Zylinder ausgefiillt.

Bei der Rotationsviskosimetrie wird prinzipiell zwischen zwei Arten der Messung
unterschieden: Rotation und Oszillation. Bei Rotationsmessungen wird ein Stoff einer
statischen Scherung mit der Schergeschwindigkeit bzw. Scherrate y ausgesetzt. Dies
fiihrt zu einer messbaren Reaktion des Stoffes, der sogenannten Schubspannung t.
Der Quotient aus Schubspannung und Schergeschwindigkeit ist eine wichtige Kenn-

grofe, welche als dynamische Viskositét 1 bezeichnet wird (Formel: 2-1):

n= r n = dynamische Viskositit
4 T =  Schubspannung
Formel: 2-1 y =  Scherrate

Bei dynamischer Scherung bzw. Schubspannung ergeben sich Viskositétsverldufe, die
auch als FlieBkurven bezeichnet werden und zur Charakterisierung des FlieBverhal-
tens dienen. Es wird hierbei im Allgemeinen zwischen Newtonschem- (linearer Zu-

sammenhang zwischen T und y ) und nicht-Newtonschem Verhalten unterschieden.

Obwohl in der Vergangenheit das FlieBverhalten von Eigelb mit dem Modell von
Newton beschrieben wurde (Rao, 1977; Scalzo et al., 1970), hat sich inzwischen die
Ansicht durchgesetzt, dass Eigelb ein scherverdiinnendendes (pseudoplastisches) und

damit ein nicht-Newtonsches Verhalten aufweist (Ibarz und Sintes, 1989; Mohr und
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Simon, 1992). Unterhalb einer Grenzschergeschwindigkeit von 100 s zeigt Eigelb
ein ausgepragtes pseudoplastisches Verhalten, das bei Zunahmen von y in Newton-

sches Flieen iibergeht (Mohr und Simon, 1992). Als Modell zur Beschreibung der
FlieBkurve eignet sich daher die Herschel-Bulkley-Beziehung (Formel: 2-2):

. K = Konsistenzfaktor
T=7,+K"y
n = FlieBindex
Formel: 2-2 7, = FlieBgrenze
y =  Scherrate

Der Konsistenzfaktor K steht synonym fiir die Viskositédt (innere Reibung) und lésst
Riickschliisse auf die Konzentration von Inhaltsstoffen zu. Der FlieBindex » gestattet
in Hinblick auf das Strukturverhalten von Stoffen folgende wichtige Unterscheidung
(Senge et al., 2004): Gilt 0 < n < 1, liegt scherverdiinnendes Verhalten vor, gilt je-
doch 1 < n < oo, handelt es sich um scherverdickendes Verhalten. Nahert sich » dem
Wert eins an, zeigt die Fliissigkeit Newtonsches FlieBverhalten. In Dispersionen wie
dem Eigelb, kann der Schervorgang zu einer Orientierung der Partikel in die Scher-
richtung und in die Richtung des Schergradienten fiihren. Weiterhin konnen Agglo-
merate von Partikeln zerstort und damit Strukturen verdndert werden. Die Folge ist
eine Verringerung der Wechselwirkungen zwischen den Partikeln und damit auch der
Viskositit. Es liegt somit scherverdiinnendes Verhalten vor.

Bei der rheologischen Beurteilung von Stoffen kommt der FlieBgrenze eine besondere
Bedeutung zu. Unterhalb von 1) kann der Stoff als Festkorper charakterisiert werden.
Er ist in der Lage Energie zu speichern und zerfliet nicht unter Einwirkung der
Schwerkraft. Erst bei T > 7, tritt plastisches Flieen ein.

Fiir die rheologischen Messungen wird verdiinntes Eigelb verwendet (40 %, v/v). Die
Verdiinnung ist notwendig, um Randeffekte aufgrund des hohen Lipidgehaltes von
Eigelb zu vermeiden. Bei verdiinntem Eigelb tendiert die FlieBgrenze jedoch gegen
null, wodurch dieser Parameter bei der Beschreibung des FlieBverhaltens vernachlés-

sigt werden kann. In diesem Fall (7,— 0) geht der Herschel-Bulkley-Ansatz in die

Gleichung von Ostwald/De Waele iiber (Formel: 2-3):
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T=K-y" K = Konsistenzfaktor
FlieBindex

S
Il

Formel: 2-3 y =  Scherrate

Da sich bei strukturviskosen Fliissigkeiten das Verhiltnis von Schubspannung zur
Scherrate mit den Scherraten dndert, wird hierbei von der effektiven oder scheinbaren
Viskositdt gesprochen (DIN 53214). Um die Werte fiir die Viskositit exakt angeben
zu konnen, muss daher bei nicht-Newtonschen Fliissigkeiten mit der scheinbaren
Viskositdt auch immer die Scherrate angegeben werden.

Die Viskositédt hdngt aber auch von der Temperatur ab. Daher ist bei der Bestimmung
von FlieBkurven die Temperatur von groer Bedeutung (Telis-Romero et al., 2006).
Besonders interessant in diesem Zusammenhang sind Messungen der Viskositét in
Abhidngigkeit von der Temperatur. Bei Stoffen mit einem einfachen thermo-
rheologischen Verhalten, d. h. ohne grundsitzliche Strukturdnderung wéhrend der
Temperaturdnderung, kann dabei das Modell von Arrhenius angewandt werden, wel-
ches den funktionalen Zusammenhang zwischen der Viskositdt und der Temperatur

ndherungsweise beschreibt (Formel: 2-4).

¢; und ¢, = Materialkonstanten mit ¢, = E¢o/Rg
nT)=c,-e=" Eo = Aktivierungsenergie
R = Gaskonstante

Formel: 2-4
T = absolute Temperatur

Ein einfaches thermo-rheologisches Verhalten zeigen vor allem Polymere. Die Tem-
peraturkurven komplexer Dispersionen wie Eigelb konnen jedoch nicht mit dem
Arrhenius-Modell beschrieben werden. Hierbei dienen allein die Viskosi-
tat/Temperatur-Kurven zur Charakterisierung des thermo-rheologischen Verhaltens.
Im Temperaturbereich zwischen 55 und 95 °C zeigt verdiinntes Eigelb zwei unter-
schiedliche Viskositdtsmaxima (Ternes und Werlein, 1987a). Das erste Maximum der
scheinbaren Viskositit (26 s™) liegt bei Temperaturen zwischen 75 und 80 °C und ist
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durch eine homogene gelartige und doch flie3fdhige Struktur gekennzeichnet (Abb.
2-6). Aufgrund der fiir viele Saucen und feine Desserts optimalen Konsistenz wird das
Viskosititsmaximum auch als Punkt der Rose bezeichnet (Ternes, 1988). Die Erho-

hung der Viskositédt korreliert dabei mit der Stirke der thermoinduzierten gelartigen

i
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Abb. 2-6: Viskositit/Temperatur-Kurve von nativem Eigelb, Ausbildung einer flieBfdhigen, gelarti
gen Struktur am Punkt der Rose (1) und eines dreidimensional vernetzten, schnittfesten

Gels (2)

Bei Temperaturen oberhalb von 85 °C zeigt sich ein zweites Maximum bzw. Plateau
der scheinbaren Viskositit (bei konstanter Scherrate von 26 s). Dieses ist durch Bil-
dung eines dreidimensional vernetzten schnittfesten Gels gekennzeichnet. Durch die
Rotation wéhrend der Viskositdtsmessung wird diese Struktur jedoch irreversibel zer-
stort. Aufgrund dessen ist diese Methode nicht fiir die Bestimmung der hitzeinduzier-
ten Gelstabilitdt geeignet. Weitere Moglichkeiten zur ndheren Charakterisierung des
rheologischen Verhaltens sind Messungen der Viskositdt in Abhdngigkeit der Zeit
und die Bestimmung des Strukturabbaus bzw. des Wiederautbaus (Thixotropie). Letz-
teres wird durch eine stufenweise Verdnderung der Scherrate bewirkt. Hierfiir dienen
Profile, welche eine Ruhephase (mit geringer Scherrate), eine Scherphase (mit hoher
Scherrate) und eine Erholungsphase (mit geringer Scherrate) beinhalten. Das Haupt-

augenmerk liegt dabei auf der Erholungsphase. Die Flache unter der Erholungskurve
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wird als Thixitropiefliche bezeichnet und gilt als wichtiger rheodynamischer Parame-
ter. Je groBer die Flache ist, desto grofler ist auch die Strukturstabilitidt der Probe.
Aber auch die Bestimmung von Viskositétsdifferenzen zwischen Scher- und Erho-
lungsphase oder der Zeitspanne bis zur Regeneration der Viskositdt sind {ibliche Me-
thoden zur Bestimmung der Strukturstabilitit. Neben den Rotationsmessungen sind
auch oszillierende Messungen mit Rotationsrheometern, sogenannte dynamische
Messungen moglich. Der Drehkorper wird hierbei nicht wie bei den Rotationsmes-
sungen kontinuierlich in eine Richtung gedreht, sondern mit einem kleinen Auslen-
kungswinkel abwechselnd in beide Richtungen bewegt. Die Probe im Messspalt wird
dadurch zu sinusartigen Verformungen gezwungen. Die Reaktion der Probe wird als
Schubspannung gemessen und ist zudem zeitlich variabel. Die Amplitude ist dabei
materialspezifisch. Die Phasenverschiebung & zwischen Verformung und Reaktion
(Schubspannung) variiert zwischen 0 ° (rein elastischer Korper) und 90 ° (Newton-
sche Fliissigkeit). Aus der Schubspannung und der Amplitude lassen sich komplexe
Module berechnen: G’ und G’’. Das Speichermodul G’ reprisentiert den Gesamtwi-
derstand der Probe gegen die Verformung. Die jeweilige Verformungsenergie wird
wiéhrend eines Schwingungszyklus temporér gespeichert und kann zuriick gewonnen
werden, wenn die Verformung zuriick genommen und danach in Gegenrichtung auf-
gebaut wird. Beim Verlustmodul G’ wird die zu einem viskosen FlieBen aufgewen-
dete Energie in Scherwirme umgewandelt und ist verloren. Rein-viskose Materialien
sind somit durch einen Phasenverschiebungswinkel von 90 ° und einem Wert von G’
=0 fiir das Speichermodul charakterisiert, wihrend rein-elastische Materialen durch
einen Phasenverschiebungswinkel von 0 © und durch G> = 0 gekennzeichnet sind.
Bei der Oszillation gibt es vier verschiedene Arten der Messung: Amplitudentest,
Frequenztest, Zeittest und Temperaturtest.

Beim Amplitudentest wird bei gleichbleibender Frequenz die Amplitude des Defor-
mationssignals variiert. Interessant ist hierbei lediglich der Bereich in dem G’ und G’
nicht von der Amplitude abhingig sind. Dieser Bereich wird als linearer viskoelasti-
scher Bereich bezeichnet, da hier die Einfliisse der Deformation reversibel sind. Nach
der Ermittlung des linearen Amplitudenbereiches koénnen auch die anderen Tests
durchgefiihrt werden. Beim Frequenztest wird die Amplitude (mit einem Wert aus
dem linearen Bereich) konstant gehalten und nur die Frequenz variiert. Dieser Test

dient zur Bestimmung des Relaxationsverhaltens, wobei durch die Wahl kleiner Fre-
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quenzen, welche einen Zeitraum von Tagen oder Monaten beschreiben, ein deutlicher
Zeitvorteil entsteht. Der Zeittest wird ebenfalls bei konstanter Amplitude und bei
konstanter Winkelgeschwindigkeit durchgefiihrt. Er dient, analog zum Thixitropietest,
dazu Strukturverdnderungen und Verdnderungen der Materialeigenschaften zu ermit-
teln. Ein Beispiel fiir die Anwendung von Zeittests ist die Charakterisierung von Ge-
lierungsvorgéngen bei der Herstellung von Gelen. Ein weiterer Test dynamischer
Messungen ist der Temperaturtest. Hierbei wird bei konstanter Amplitude und Win-
kelgeschwindigkeit eine Temperaturrampe angelegt. Der Temperaturtest dient vor
allem zur Bestimmung der Kristallisations- und Glastemperatur von Polymeren.

Dynamische Messungen finden besonders bei der Charakterisierung von Gelierungs-
prozessen Anwendung, da durch Oszillation keine irreversible Zerstérung der Struk-
tur stattfindet. Um dies zu gewdahrleisten, miissen jedoch die Amplitude und die Fre-
quenz moglichst klein gehalten werden (Aguilera, 1995; Ferry, 1980). Mit dynami-
schen Messungen ist es zudem moglich zwischen Gelen auf Basis fester Quervernet-
zungen und auf Basis von Verschlaufungen zu differenzieren. Feste (,,kovalente®)
Gele sind im Gegensatz zu einem Netzwerk aus Verschlaufungen unabhingig von der
Frequenz und zeigen eine G’-G’’-Uberschneidung. Zusitzlich wurde eine dritte Art
von Gel beschrieben, welche zwar eine Frequenzabhdngigkeit aber keine G’-G’’-
Uberschneidung zeigen. Diese werden als ,,physikalische* Gele bezeichnet (Stading

und Hermansson, 1990; Clark, 1992).

Penetrometrie

Um die Stabilitdt von festen dreidimensional vernetzten Gelen zu bestimmen eignet
sich besonders die Penetrometrie. Hierbei wirkt ein Stempel mit einer konstanten
Kraft auf die Oberflache des Gels ein und penetriert dieses. Je grofler die Eindringtie-
fe des Stempels in das Gel ist, desto instabiler sind die Quervernetzungen innerhalb
der Gelstrukturen. Die Geometrie des Stempels und die einwirkende Kraft sind je
nach Anwendung variabel. So eignet sich zur Untersuchung von Eigelbgelen eher ein
leichter, aus Aluminium gefertigter, kegelformiger Stempel, wihrend fiir Backwaren
ein aus Kupfer gefertigter, zylinderformiger Stempel notwendig ist. Die Penetrometrie

vereint die Vorteile einer robusten Methode mit einer einfachen Handhabung.
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Spektroskopie

Mit Hilfe von Infrarot- und Ramanspektroskopie kann u. a. die Struktur von Proteinen
ndher untersucht werden. Besonders die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie
(FT-IR) findet hierbei Verwendung. Im Gegensatz zu herkdmmlichen IR-Geréten
erreichen alle von der Lichtquelle ausgesandten Frequenzen simultan den Detektor,
was neben einer erheblichen Zeitersparnis auch das Signal/Rausch-Verhéltnis ent-
scheidend erhoht. Zudem zeigen FT-IR-Gerdte eine um Grofenordnungen erhohte
Intensitdt. Routinemdfig werden vor allem Transmissions-Messungen durchgefiihrt.
Aufgrund von charakteristischen Absorptionsfrequenzen bzw. -wellenzahlen lassen
sich dabei qualitative Aussagen iiber bestimmte funktionelle Gruppen in einer unbe-
kannten Probe machen. Da fiir einige Proben wie Pasten, Kunstfasern und wéssrige
Losungen die Transmissions-Technik ungeeignet ist, wurde die ATR-Technik (Abge-
schwichte Total-Reflexion) entwickelt. Hierfiir dient ein sogenanntes Reflexionsele-
ment (Kristall mit einem hohen Brechungsindex wie Germanium oder Silberchlorid),
in dem Mehrfachreflexionen moglich sind. Hinter der reflektierenden Grenzfliche
bilden sich abklingende (evaneszente) Wellen aus, welche mit der Probe wechselwir-
ken konnen. Die resultierenden wellenldngenabhéngigen Absorptionen konnen dann
am Detektor gemessen werden. Hierbei ist jedoch zu beachten, dass die Probe und die
Oberfliache des Kristalls moglichst engen Kontakt haben. Neben der einfacheren und
schnelleren Handhabung (KBr-Pressling entfillt) besitzt die ATR-Technik den Vor-
teil, dass auch nicht homogenisierbare Substanzen messbar sind. Zudem kann die
Empfindlichkeit {iber die Eindringtiefe sowie iiber die Anzahl der Reflexionen einge-
stellt werden.

Probe

/

Detektor
Infrarot-Strahl

ATR-Kristall

Abb. 2-7: Prinzipieller Aufbau einer ATR-Messzelle mit ATR-Kristall und Mehrfachreflexion des
IR-Strahls
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Studien mittels FT-IR-Spektroskopie in Kombination mit der ATR-Technik dienten u.
a. der Aufklarung von Zusammenhédngen zwischen der Konformation von B-Lacto-
globulin in Losung und im Gelzustand (Allain et al., 1999).

Wihrend die IR-Spektroskopie auf dem Messprinzip der Absorption beruht, wird bei
der Raman-Spektroskopie die Streuung der Strahlung ausgenutzt. In beiden Féllen
werden jedoch im Wesentlichen die Grundschwingungen von Molekiilen oder Mole-
kiilrotationen angeregt. Ein wesentlicher Vorteil der Raman-Technik ist die Méglich-
keit der Verwendung von Glaskiivetten. Die Raman-Spektroskopie kann zudem zur
Untersuchung des Peptid-Geriistes von Proteinen, selbst bei hohen Konzentrationen
(wie z. B. in Gelen) angewandt werden (Li-Chan, 1996). Hierbei ist aulerdem die

Unempfindlichkeit gegeniiber Wasser ein entscheidender Vorteil.

2.4.2 Analytische Fragestellung und Methodenauswahl

Die analytische Fragestellung bestand im Wesentlichen darin die technofunktionellen
Eigenschaften von Eigelb mit empfindlichen und sicheren Methoden mdéglichst um-
fassend zu beschreiben, um selbst geringe Verdnderungen durch die technologischen
Prozesse zu erfassen. Ein Schwerpunkt war der Nachweis der technofunktionellen
Eigenschaften von Eigelb nach Anwendung eines neu entwickelten Gefriertrock-
nungsverfahrens. Im rehydratisierten gefriergetrockneten Eigelb sollten demnach die
technologischen Schliisselfunktionen weitestgehend erhalten bleiben.

Ein weiterer Schwerpunkt war die gezielte Verdnderung der technofunktionalen Ei-
genschaften durch die enzymatische Behandlung mit Phospholipasen. Hierbei sollte
der Einfluss der verschiedenen Phospholipase Typen, A; und A, sowohl auf die
Phospholipide, als auch auf die thermische Gelbildung von Eigelb ndher untersucht
werden. Im Fokus standen vor allem die in diesem Zusammenhang bisher noch nicht
untersuchten verschiedenen thermisch induzierten Viskosititsmaxima von Eigelb.

Die technofunktionellen Eigenschaften von Eigelb bestehen vor allem in der Féhig-
keit, Schaum und Emulsionen zu bilden und durch thermische Koagulation der Pro-
teine eine Viskositdtserhohung zu bewirken. Diese Eigenschaften stehen in einem
direkten Zusammenhang zueinander. So bewirkt die Ausbildung eines flieBfahigen

Gels am Punkt der Rose eine Stabilisierung des Eigelbschaums (Ternes et al., 1994).
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Die Viskosititserhohung an diesem Punkt ist somit ein entscheidender Parameter so-
wohl fiir die thermische Gelbildung als auch fiir die Schaumstabilitidt und kann durch
rheologische Methoden sicher bestimmt werden. Durch Messungen der Viskositit in
Abhingigkeit von der Temperatur mittels Rotationsviskosimeter ergeben sich duflerst
interessante Verldufe mit zwei unterschiedlichen Maxima. Da es bisher in der Litera-
tur nur wenige Informationen iiber deren Ursachen und Zusammenhénge gibt, wurde
ein Schwerpunkt auf die Erforschung dieser Viskositdtsmaxima gelegt. Fiir diesen
Zweck wurden die Phospholipide des Eigelbs mit verschiedenen Phospholipasen mo-
difiziert. Durch die Beobachtung von Verdnderungen bei der thermischen Gelbildung
sollten dabei neue Erkenntnisse hinsichtlich der zugrundeliegenden Mechanismen
gewonnen werden. Mittels Rotationsviskosimeter kann zudem das FlieBverhalten be-
stimmt werden. Dieses liefert wichtige Hinweise auf mogliche Strukturverdnderungen
wiéhrend der technologischen Prozesse, wie z. B. Aggregation von Proteinen.

Eine weitere technologische Schliisselfunktion stellt die hitzeinduzierte Gelbildung
dar. Mit der Ausbildung eines festen dreidimensionalen Netzwerks beim Erhitzen
wirkt Eigelb bindend in Lebensmitteln. Diese Eigenschaft korreliert dabei mit der
hitzeinduzierten Gelstabilitit, welche mittels Penetrometrie bestimmt werden kann.
Die Gelstabilitét gibt zugleich auch Auskunft iiber den Grad der Quervernetzungen im
Netzwerk, wovon entscheidende Hinweise auf strukturelle Verdnderungen bei den
Proteinen abgeleitet werden konnen. Die emulgierenden Eigenschaften hingen neben
den Phospholipiden vor allem von den Proteinen ab. Da aber auch die thermische
Gelbildung und das FlieBverhalten ma3igeblich von den Proteinen abhéngen und dies-
beziigliche Verdnderungen bereits erfasst werden, konnte auf eine zusitzliche Be-
stimmung der emulgierenden Eigenschaften durch die Laserstreuung oder elektrische

Leitfahigkeitsmessungen verzichtet werden.
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2.5  Analytik der Phospho- und Phosphonolipide

2.5.1 Uberblick

Die Bestimmung der Phospho- und Phosphonolipide erfolgt in erster Linie mit chro-
matographischen Methoden (DC und HPLC). Ferner spielen bei der Identifikation
aber auch die Produkte nach saurer oder basischer Hydrolyse sowie spektralanalyti-

sche Methoden (IR, NMR) und Massenspektrometrie (LC/MS, GC/MS) eine Rolle.

DC

Fiir die Trennung der polaren Lipide (inklusive der Phospholipide) hat sich bisher
besonders die Diinnschichtchromatographie (DC) auf Kieselgelbasis bewéhrt. Eine
Verbesserung der Trennung der Phospholipidklassen wurde mittels chemischer Modi-
fizierung des Kieselgels mit Magnesiumsilikat -oder oxalat erreicht (Singh und Jiang,
1995). Der Zusatz von Ethylendiamintetraacetat (EDTA) oder Ammoniumsulfat
konnte die Auflosung der Phospholipide mit sauren Resten (Phosphatidylserin von
Phosphatidylinositol) entscheidend verbessern (Ando und Saito, 1987; Kaulen, 1972).
Borsédure- und Silbernitratzusédtze konnten ebenfalls zur Erhéhung der Auflosung bei-
tragen (Myher und Kuksis, 1995).

Als mobile Phase wurde zumeist ein Gemisch aus Chloroform, Methanol und Wasser
verwendet. Triethylamin, Ethanol, Hexan und Isopropanol fanden jedoch ebenfalls
Anwendung. Eine signifikante Verbesserung der Trennung der Phospholipide konnte
durch 2-dimensionale Diinnschichtchromatographie erreicht werden (Singh und Jiang,
1995). Durch den deutlich gestiegenen Zeitaufwand wurde aber auch die Gefahr der
Autoxidation durch Luftsauerstoff erhoht. Erst die Einfiihrung der HPTLC (High Per-
formance Thin-Layer Chromatography) erlaubte durch geringere Schichtdicken und
kleinere Platten eine hohere Effizienz in der Phospholipidtrennung (Sherma und Jain,
2000). Jedoch wird hiermit keine Trennung der Phospho- von den Phosphonolipiden
erreicht. Eine Trennung von 1-O-alkyl-2-acetyl-sn-glyceryl-3-phosphonocholin von
dessen Phosphoryl-Analogen beschreiben schlieBlich Moschidis und Demopoulos
(1983) mittels priaperativer NP-DC und einem FEluenten, bestehend aus Metha-

nol/Wasser (2:1, v/v). Mit Hilfe dieser Methode werden in einer Reihe von pflanzli-
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chen und tierischen Proben (Ziegenmilz, Hiithnereigelb, Aprikosenkerne, Schaf-, Zie-
gen- und Rinderhirn, Baumwoll- und Kenafsamen) Phosphonolipide nachgewiesen
(Moschidis, 1983; Moschidis et al., 1984; Moschidis, 1984; Moschidis, 1986; Muk-
hamedova et al., 1985; Tolibbaev et al., 1989, Mukhamedova und Glushenkova,
2000).

Zur Detektion der Phospholipide haben sich besonders Spriihreagenzien auf Basis von
Molybdinsdure bewéhrt (Iorio et al., 2003; Zhong et al., 2000): das ,,Vaskovsky-
Reagenz* (Vaskovsky und Kostetsky, 1968; Vaskovsky und Svetashev, 1972;
Vaskovsky et al., 1975) und das Dittmer’s Reagenz (Dittmer und Lester, 1964).
Durch den Erhitzungstest von Stillway und Harmon (1980) ist dariiber hinaus eine
spezifische Detektion von Phosphonolipiden moglich. Aber auch Rhodamin 6G oder
Berberin kénnen zur UV-Detektion der Phospholipide verwendet werden (Helmy,
2004; Moe et al., 2004; Sommerer et al., 2004; White et al., 1998). Da die Phospholi-
pide in der Regel ungesittigte Fettsduren enthalten, finden auch zuweilen Jodkam-
mern Verwendung (Berczi und Horvath, 2003; Jansen et al., 1999).

Insgesamt stellt die Diinnschichtchromatographie eine schnelle und kostensparende
Methode zur Trennung der Phospholipidklassen dar. Jedoch besteht durch Luftein-
wirkung die Gefahr eines hydrolytischen und/oder oxidativen Angriffes, welcher die
Struktur der Phospholipide zerstért (Guan et al., 2001; Pulfer und Murphy, 2003).
Dartiber hinaus ist die Reproduzierbarkeit, im Vergleich zur HPLC oder GC, eher
gering (Breton et al., 1989). Die Griinde hierfiir liegen in der starken Abhéngigkeit
der Methode von Temperatureinfliissen, der Luftfeuchtigkeit und der mobilen Phase.
Sensitivitdt und Auflésung sind ebenfalls geringer verglichen mit HPLC, GC und
LC/MS (Wang et al., 2003). SchlieBlich ist der Arbeitsaufwand durch fehlende Au-

tomatisierungsmoglichkeiten relativ hoch.

GC

Da die Phospholipide nicht fliichtig sind, ist eine gaschromatographische Analyse
intakter Phospholipide nicht méglich. Deshalb werden die Proben zuvor einer Hydro-
lyse mit nachgeschalteter Umesterung unterzogen. Die resultierenden Fettsdureme-
thylester (FAME) konnen dann per GC untersucht werden (Tserng und Griffin, 2003).

Zur Detektion wird meist ein Flammen-Ilonisations-Detektor (FID) verwendet, wel-
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cher jedoch den Nachteil der Zerstérung der Probe besitzt (Lima, 2002). Zur Verkiir-
zung des Zeitaufwandes wurde eine ,,fast-GC*“-Methode unter Verwendung von Mi-
crobore-Kappillarsdulen entwickelt, welche die Auflosung signifikant erhoht (Mon-
dello et al., 2004). Hierbei stehen jedoch den Vorteilen einer geringeren Bandenbreite,
hoheren Signal/Rausch-Verhéltnissen und einer erh6hten Empfindlichkeit, dem Nach-
teil einer erheblich verringerten Analyten-Kapazitit gegeniiber (Bondia-Pons et al.,
2004).

Einen limitierenden Faktor hinsichtlich der Anwendbarkeit der GC in der Phospholi-
pidanalytik stellt der Derivatisierungsschritt dar. Neben einer moglichen Modifizie-
rung der Struktur mehrfach ungesittigter Fettsduren (Eder, 1995) besteht die Mdog-
lichkeit der Entstehung von Artefakten, welche mit FAME-Peaks iiberlappen konnen
(Malavolta et al., 2004). Zusétzlich besteht die Gefahr, dass kurzkettige FAME wegen
ithrer Fliichtigkeit bei der Derivatisierung verloren gehen (Lima, 2002). Aufgrund des
hohen Zeitaufwandes, verbunden mit einer verringerten Sensitivitdt und des Bedarfs
an Derivatisierungsreagenzien, liberwiegen bei der Analytik der Phospholipide alter-

native Techniken wie HPLC oder LC/MS.

HPLC

Die erste Trennung von Phospholipiden mittels HPLC wurde von Jungalwala et al.
(1975) beschrieben. Die HPLC besticht vor allem durch Schnelligkeit, einer guten
Auflosung sowie einer hohen Sensitivitidt und Spezifitit (Lima, 2002). Aufgrund der
geringeren Temperaturen im Vergleich zur GC wird das Risiko der Isomerisation von
ungesittigten Fettsduren zudem entscheidend verringert. Einen weiteren direkten Vor-
teil besitzt die HPLC gegeniiber der DC durch den verminderten Kontakt mit Luft-
sauerstoff, was die Bestdndigkeit der Phospholipide hinsichtlich Autoxidation erhoht
(Pulfer und Murphy, 2003). Zusétzlich konnen Fraktionen zur weiteren Untersuchung
gesammelt werden (Robins und Patton, 1986). Die Trennung der Phospholipide mit-
tels HPLC erfolgt ausschlielich unter Verwendung von Sdulen auf Kieselgelbasis
(Peterson und Cummings, 2006). Der innere Durchmesser der verwendeten HPLC-
Sdulen variiert dabei zwischen 2,0 und 4,6 mm wéhrend die Lange zwischen 100 und
250 mm betrdgt. Die Lange der Sdule korreliert dabei mit der Auflosung (Breton et
al., 1989). Der Trennungsmechanismus der Phospholipide beruht auf der Adsorption
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der polaren Kopfgruppe an der stationdren Phase. Die Polaritit der Phospholipide
korreliert dabei mit der Retentionszeit (Andrikopoulos, 2002). Die Folge ist eine fiir
Phospholipide typische Elutionsreihenfolge: Phosphatidylglycerol, -ethanolamin, -
inositol, -serin und -cholin. Um die Polaritit der stationdren Phase zu optimieren,
wurden diverse Versuche mit chemisch modifiziertem Kieselgel (Diol, Cyanopropyl
oder Aminopropyl) durchgefiihrt (Carunchio et al., 1984; Guan et al., 2001; Holland
et al., 2003; Néron et al., 2004; Perona und Ruiz-Gutierrez, 2004; Samet et al., 1989;
Stith et al., 2000). Jedoch wurden besonders bei den Aminopropyl-Séulen Schwierig-
keiten bei der Elution acider Lipide beobachtet (Christie, W. W., 2007).

Obwohl die Trennung der Phospholipidklassen mittels HPLC bisher ausfiihrlich un-
tersucht worden ist, gibt es kaum Informationen {iber Methoden zur Trennung der
Phospho- von den Phosphonolipiden. Lediglich Moschidis und Andrikopoulos (1987)
beschreiben eine HPLC-Methode zur Trennung der Phospholipide von deren
Phosphono-Analogen mittels einer mit Benzolsulfonsédure modifizierten Kieselgelsdu-

le und UV-Detektion.

Die Wahl der mobilen Phase hdngt vor allem von der Art der Detektion ab. Zur
HPLC-Bestimmung der Phospholipide werden folgende Detektoren beschrieben: Re-
fraktionsindex-Detektor (RI), Ultraviolett-Detektor (UV), Fluoreszenz-Detektor und
Lichtstreudetektor (Evaporative Light-Scattering Detector, ELSD). Durch die starke
Abhingigkeit des Brechungsindices von der Temperatur, dem Druck, der Flussrate
und dem Losemittel zeichnet sich der RI-Detektor durch eine geringe Sensitivitit und
Robustheit aus (Stith et al., 2000). RI-Detektion ist somit nur bei isokratischer Elution
moglich. Zur vollstindigen Trennung aller Phospholipidklassen ist jedoch eine Gra-
dientenelution notig (Hoving, 1995), was die Anwendbarkeit des RI-Detektors weiter
einschrankt. Die UV-Detektion zdhlt zu den &ltesten Detektionstechniken in der
HPLC. Die meisten Phospholipide absorbieren UV-Licht im Bereich von 190 — 210
nm. Obwohl UV-Detektoren eine hohe Empfindlichkeit aufweisen, besitzen diese
doch den Nachteil, dass aufgrund starker Absorptionseigenschaften Losemittel wie
Chloroform, Ethylether und Aceton als Eluent ungeeignet sind (Singh und Jiang,
1995). Da neben den Carbonylgruppen nur die (C=C)-Doppelbindungen UV-Licht
absorbieren (Hoving, 1995), zeigen Phospholipide mit {iberwiegend geséttigten Fett-
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sdureresten im Vergleich zu denen mit liberwiegend ungesittigten Fettsdureresten
eine signifikant geringe Signalstirke (Bunger und Pison, 1995), was sich nachteilig
auf die Quantifizierung auswirken kann. Zur Optimierung der Absorptionseigenschaf-
ten im UV konnen Phospholipide jedoch mit Benzoat, Dinitrobenzoat, Pentafluoro-
benzoat oder Nicotinsdure derivatisiert werden (Dobson und Deighton, 2001).

Da Phospholipide nicht fluoreszieren, miissen diese mit Coumarin oder Anthracen
derivatisiert werden, um eine Fluoreszenzdetektion zu ermdoglichen (Kramer et al.,
2002; Thevenon et al., 1998). Obwohl dadurch eine hohe Sensitivitit erreicht werden
kann (Lima, 2002), findet der Fluoreszenz-Detektor nur wenig Anwendung in der
Analytik der Phospholipide. Da der ELSD unempfindlich gegeniiber Flussrate und
Temperatur ist (Stith et al., 2000), nicht vom Grad der Sattigung von Fettsdureresten
abhéngig ist (Bunger und Pison, 1995) und Gradientenelution erlaubt, ist dieser sehr
gut fiir die Analytik der Phospholipide geeignet. Als nachteilig hat sich jedoch die fiir
jede Phospholipidklasse variable Response herausgestellt (Seppanen-Laakso et al.,
2001). Zur Quantifizierung muss demnach jede Lipidklasse separat kalibriert werden.
Typischerweise zeigen Phospholipide mit sauren Resten (Phosphatidylserin, -inositol)
geringere Detektorsignale. Zusitzlich besteht besonders bei kleinen Konzentrationen
kein linearer Zusammenhang zwischen Konzentration und Detektorsignal (Wilkes et
al., 1996). Erst mittels post-column Additiven wie Silbernitrat konnte ein linearer
Zusammenhang hergestellt werden, was sich positiv auf die Genauigkeit der Quantifi-
zierung ausgewirkt hat (Heron et al., 2004). Zur Bestimmung von Phospholipiden in
biologischen Proben mittels HPLC/ELSD wurde die Methode von Becart et al. (1990)
mehrmals modifiziert (Avalli und Contarini, 2005; Breton et al., 1989; Bunger und
Pison, 1995; Olsson et al., 1996; Seppanen-Laakso et al., 2001; Silversand und Haux,
1997, Stith et al., 2000). Die Methoden zur Trennung der Phospholipide beruhen da-
bei auf einer Gradientenelution mit einem bindren oder tertidren Losemittelsystem.
Durch Erh6éhung der Polaritit wihrend eines Laufes ist eine gute Trennung aller
Phospholipidklassen moglich (Breton et al., 1989). Hierfiir haben sich besonders zwei
Losemittelsysteme bewédhrt: zum einen eine Kombination aus Chloro-
form/Methanol/Wasser und zum anderen eine Kombination aus He-
xan/Isopropanol/Ethanol/Wasser und Acetonitril (Peterson und Cummings, 2005).
Zur Verbesserung der Trennung von Phosphatidylinositol hat sich ein Zusatz von

Ammoniak bewidhrt, welcher als Puffer wirkt und gleichzeitig den pH-Wert des

37



Eluenten erhoht (Gunnarsson et al., 1997). Zusétzlich helfen Ammoniumsalze einer
vorzeitigen Sdulenalterung vorzubeugen (Guan et al., 2001). Zusétze an Trifluoressig-
sdure sind ebenfalls moglich, um freie Ladungen der Phosphatgruppe zu neutralisie-
ren und damit storende sekundire Wechselwirkungen mit den aciden Silanol-Gruppen
der stationdren Phase zu unterbinden (Suchocka et al., 2003).

Obwohl die HPLC hauptsichlich zur Trennung der Phospholipidklassen genutzt wur-
de, sind auch Versuche zur Bestimmung molekularer Spezies mittels Umkehrphasen
(Reverse-phase HPLC, RP-HPLC) unternommen worden (Bunger und Pison, 1995;
Olsson und Salem, 1997). Die Trennung basiert hierbei auf der Stérke der lipophilen
Eigenschaften, resultierend aus der Kettenldnge und der Anzahl an Doppelbindungen
im Fettsdurerest (Perona und Ruiz-Gutierrez, 2003). Kiirzere Kohlenstoff-Ketten be-
deuten dabei auch kiirzere Retentionszeiten (Pacetti et al., 2004). Zusétzlich zihlt jede
Doppelbindung als Aquivalent zu ca. 2 Methylengruppen, welche von der C-
Kettenldnge abgezogen werden miissen (Andrikopoulos, 2002). Das fiihrt jedoch zur
Coelution kritischer Paare (z. B. 16:0 und 18:1), was dementsprechend beachtet wer-
den muss. Zu den Moglichkeiten der Optimierung der Trennleistung gehort u. a. der
Gebrauch von Temperaturprogrammen. Myher und Kuksis (1995) beschreiben, wie
durch Verdnderung der Temperatur wéihrend eines Laufes die Auflosung erhoht wer-
den kann. Ein anderer Ansatz besteht darin die Phospholipidklassen zuerst durch DC
zu trennen, um anschlieBend bei der RP-HPLC deren Coelution zu unterbinden (Pul-
fer und Murphy, 2003). Eine Entfernung der polaren Kopfgruppe mittels vorgeschal-
teter enzymatischer Hydrolyse durch Phospholipase C ist ebenfalls mdglich (Zhang et
al., 2002).

Zusammenfassend gilt, dass eine Bestimmung der Phospholipide mittels DC, GC oder
HPLC zwar moglich ist, jedoch durch die bendtigten Konzentrationen im nanomola-
ren Bereich limitiert sind (Peterson und Cummings, 2006). Einen analytischen Aus-

weg bieten hierfiir massenspektrometrische Methoden.

MS

Grundlegend wird bei der Vielzahl an verfligbaren massenspektrometrischen Metho-

den nach Art der Ionenerzeugung und nach Prinzip der Massentrennung unterschie-

38



den. Bei der Ionenerzeugung wird dann weiter unterschieden zwischen ,,weicher und
,harter” Ionisation. ,,Weiche* lonisationstechniken produzieren weniger Fragmente
und ermdoglichen somit in der Regel Riickschliisse auf das gesamte Molekiil bzw. Mo-
lekiil-Ton. Da viele Phospholipide die gleichen Fettsdurereste besitzen und sich ledig-
lich in der Kopfgruppe unterscheiden, ist die Bestimmung molekularer Spezies und
eine sichere Identifizierung nur mittels Pseudo-Molekiil-lonen méglich. ,,Weiche*
Ionisationstechniken erlauben somit eine Bestimmung der molekularen Spezies der
Phospholipide (Myher und Kuksis, 1995). Elektronen-Ionisation (EI) als ,,harte* Ioni-
sationstechnik eignet sich jedoch hierfiir nur bedingt. Neben der starken Fragmentie-
rung besteht ein wesentlicher Nachteil darin, dass EI nur in der Gasphase moglich ist.
Da Phospholipide jedoch nicht fliichtig sind, kann diese Form der Ionisation nur in
Kombination mit GC nach Hydrolyse und Derivatisierung Verwendung finden.

Zu den ,,weichen Ionisationsarten gehdren: ,,Fast Atom Bombardment* (FAB), ,,Ma-
trix-Assisted Laser Desorption Ionisation* (MALDI) und ,,Electro-Spray Ionisation‘
(ESI). FAB gehort zu den iltesten ,,weichen* Ionisationstechniken und benétigt eine
fliissige, nicht-fliichtige Matrix. Da die Ionisationsenergie indirekt durch diese Matrix
auf den Analyten tlibertragen wird, hiangt die Empfindlichkeit der Methode sogleich
von der Effizienz der Energieiibertragung ab. Dariiber hinaus ist der Grad der Frag-
mentierung im Vergleich zu den anderen ,,weichen* lonisationstechniken deutlich
hoher.

Obwohl der Prozess der Ionisation mittels MALDI sehr empfindlich und schonend
auf den Analyten wirkt, ist die bendtigte Matrix abermals der limitierende Faktor (de
Hoffmann und Stroobant, 2003). Nur eine homogene Verteilung des Analyten in der
Matrix gewahrleistet, dass die Ionisation auch repriasentativ zum Gehalt des Analyten
verlduft. Als Matrixbestandteil findet meist 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) Ver-
wendung. DHB ist aufgrund des sauren Charakters jedoch nur im positiven lonen-
Modus besonders effektiv. Im negativen lonen-Modus verursacht DHB ein intensives
Hintergrundrauschen (Estrada und Yappert, 2004; Lessig et al., 2004). Einen Ausweg
bietet hierbei p-Nitroanilin (PNA). PNA zeichnet sich durch ein héheres Absorptions-
vermdgen aus und ermdglicht somit eine gesteigerte Empfindlichkeit fiir Proben mit
einem hohen Salzgehalt (Rujoi et al., 2004). Ein Zusatz an Trifluoressigsédure (TFA)
kann dariiber hinaus das Signal/Rausch-Verhéltnis erh6hen. Eine Folge davon ist je-

doch der Angriff auf Alkenyl-acyl-PC (Schiller et al., 2003). Die Vorteile von MAL-
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DI sind: Schnelligkeit, geringe Probenvorbereitung, eine gute Reproduzierbarkeit und
eine hohere Empfindlichkeit als ESI (Schiller et al., 2004; Sommerer et al., 2004). Zu
den Nachteilen zdhlen Einschrankungen hinsichtlich quantitativer Bestimmungen und
die Notwendigkeit einer Vortrennung bei komplexen Proben.

Der grofite Vorteil von ESI gegeniiber MALDI und FAB ist das viel hohere Si-
gnal/Rausch-Verhéltnis, welches sich positiv auf die Empfindlichkeit auswirkt (Han
und Gross, 2005; Ho et al., 2003). Ein weiterer Vorteil ist die Moglichkeit einer
Kopplung mit der HPLC, was die Geschwindigkeit und Effizienz der gesamten Ana-
lyse begiinstigt. ESI wurde 1989 von der Arbeitsgruppe um John Fenn entwickelt
(Fenn et al., 1989). Obwohl der exakte Mechanismus dieser Art der lonisation noch
nicht vollig geklart ist, so entstehen doch die Ionen, je nach angelegtem elektrischem
Potential, durch Verlust oder Anlagerung von Protonen. Die erste Kopplung von
HPLC und ESI-MS zur Bestimmung molekularer Spezies von Phospholipiden wurde
von Kim et al. (1994) beschrieben. Hierbei konnte gegeniiber Thermospray-
Techniken eine um 50fach erhohte Empfindlichkeit erzielt werden. Taguchi et al.
(2000) kombinierte erstmals ESI-MS mit Kapillarsdulen, was geringere Flussraten
und eine erhohte Hintergrund-Unterdriickung ermoglichte. Als Folge davon konnten,
selbst die in Zellextrakten nur in geringen Konzentrationen vorkommenden Phospho-
lipide, als individuelle molekulare Spezies bestimmt werden. Die Trennung der
Phospholipidklassen erfolgte dabei mit einer Normalphasen-Kieselgelsdule (150 x 0,3
mm). Uber 500 molekulare Spezies, von 10 verschiedenen Phospholipidklassen konn-
ten letztlich so bestimmt werden; bei Probenmengen von nur 5 pmol.

Jedoch wurden auch Verdnderungen bei den molekularen Spezies durch die chroma-
tographische Trennung beobachtet (DeLong et al., 2001). Es traten hierbei Verluste
bei molekularen Spezies mit weniger als 3 Doppelbindungen auf.

Es werden im Wesentlichen drei Typen von Massenspektrometern unterschieden:
Quadrupol-, Ionenfallen- und Flugzeitmassenspektrometer. Bei den ersten beiden
Typen werden die unterschiedlichen Massen, nach Ladung, durch Variation der RF-
und DC-Potentiale getrennt bzw. gefiltert. Bei Letzterem beruht die Trennung darauf,
dass die Geschwindigkeit von Molekiilen mit gleicher Energie im feldfreien Raum,
allein vom Molekulargewicht abhédngt (de Hoffmann und Stroobant, 2003).

Nach Ionisation intakter Phospholipide ist die Ladung entweder an der polaren Kopf-

gruppe oder am Phosphatrest lokalisiert (Peterson und Cummings, 2006). Phosphati-
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dylcholin ist ein Zwitterion mit einer positiven Ladung an der quartiren Ammonium-
gruppe und einer negativen Ladung am Phosphatrest. Aus diesem Grund ist nur ein
einwertiges Kation notwendig, um ein positives Pseudomolekiil-Ion zu erhalten. Da
die Bildung eines negativen Pseudomolekiil-lons nicht moglich ist, kann die Analyse
von PC erheblich vereinfacht werden, indem Addukte mit Cdsium (Cs') produziert
werden (Estrada und Yappert, 2004). Aus der Verschiebung des
Masse/Ladungsverhéltnisses von 132,91 (Molekulargewicht von Cs) kdnnen dann die
Phosphatidylcholinpeaks identifiziert werden. Die anderen Phospholipidklassen beno-
tigen mehr als ein Cs-Ion, um positiv geladene Addukte zu bilden, was sich wiederum
in Verschiebungen zu hoheren m/z-Werten bemerkbar macht (Estrada und Yappert,
2004). Eine andere Moglichkeit bietet der Vergleich der Ergebnisse aus den Untersu-
chungen im positiven und negativen lonen-Modus. Phosphatidylcholin zeigt im posi-
tiven lonen-Modus Molekiilpeaks mit starker Intensitdt aber keine im negativen lo-
nen-Modus. Aufgrund der starken Intensitét der Phosphatidylcholinpeaks besteht zu-
dem die Gefahr, dass Peaks mit schwicheren Intensitidten (wie z. B. Phosphatidy-
lethanolamin) nicht erkannt werden. Aus diesem Grund ist es ratsam, die Phospholi-
pidklassen vor der MS-Analyse mittels HPLC zu trennen (Ivanova et al., 2001; Lessig
et al., 2004; Sowa und Subbaiah, 2004).

Die Phospholipide mit aciden funktionellen Gruppen (Phosphatidylglycerol, -inositol,
-serin) werden am besten im negativen lonen-Modus detektiert. Dariiber hinaus be-
steht der Vorteil im negativen Ionen-Modus, dass weniger Storungen aufgrund indivi-
dueller Addukte mit der Probenmatrix bestehen (Schiller et al., 2004; Zink und Man-
gelsdorf, 2004). Obwohl eine Identifizierung der molekularen Spezies aufgrund der
theoretischen Molekularmassen prinzipiell méglich ist (Taguchi et al., 2000; Uran et
al., 2001) konnen dennoch keine sicheren Aussagen iiber die Fettsdurereste getroffen
werden. SchlieBlich sind bei zwei Fettsdureresten pro Phospholipidmolekiil mehrere
Kombinationen moglich um in Summe auf ein und dasselbe Molekulargewicht zu
kommen. Aus diesem Grund sind fiir die Strukturaufklarung massenspektrometrische
Methoden mit Tandem MS nétig. Im ersten MS wird ein Vorlaufer-Ion gebildet, wel-
ches in weiteren Schritten fragmentiert und im zweiten MS analysiert wird. Fiir die
gezielte Fragmentierung kommen entweder ,,Collision Induced Dissociation* (CID)
oder spontane Dissoziation in Frage (de Hoffmann und Stroobant, 2001). Im Ver-

gleich zu FAB haben mit ESI generierte lonen eine geringe innere Energie, was ihre
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Stabilitit bei MS* Analysen betrichtlich erhht. Aber auch der MS-Typ beeinflusst
die Art der Fragmentierung. So wurden bei MS-Gerédten mit einer Ionenfalle vor-
zugsweise Lysophospholipid-lonen beobachtet, wihrend bei Triple Quadropole MS-
Geriten Carboxylat-Anionen gehéuft auftraten (Larsen et al., 2001). Zur Identifizie-
rung der Phospholipide anhand der charakteristischen Kopfgruppe dienen MS* Appli-
kationen mit dem Fokus auf Neutralverlusten. Neben dem Verlust von m/z 184 wur-
den bei Phosphatidylcholin auch Neutralverluste mit [M - 15], [M - 60] und [M - 86]
beobachtet (Griffiths, 2003). Phosphatidylserin zeigt neben dem Verlust von m/z 185
im negativen Ionen-Modus ein [M - 87] Ion, welches auf den Verlust des Serinrestes
zuriickzufiihren ist. Neben dem charakteristischen Verlust von m/z 260 wurden im
MS? Spektrum von Phosphatidylinositol noch Anionen mit m/z 233, 241, 259, 279,
und 315 beobachtet (Hsu und Turk, 2000b). Phosphatidylethanolamin kann im positi-
ven Ionen-Modus an folgendem charakteristischen Ion identifiziert werden [M + H —
141]" (Kerwin et al., 1994). Allgemein betrachtet, verlieren PC und PE durch CID
hauptsichlich ihre polare Kopfgruppe, wihrend bei PG und PI eher Alkylreste ab-
gespalten werden (Zink und Mangelsdorf, 2004). Durch Zusatz von Metallionen zur
Matrix konnen im Allgemeinen die Intensitdt der Fragmente erhoht werden. Cobalt
(II) iiberzeugte bei den Ubergangsmetallen fiir diesen Zweck am meisten (Ho et al.,
2003). Aber auch Komplexe mit Lithium (Li") konnten zur Erhéhung der Intensitit
der Fragment-lonen von Phosphatidylethanolamin beitragen (Hsu und Turk, 2000a).
Bei Phosphatidylcholin ist der Zusatz von Ubergangsmetallen zur Matrix fiir eine
verbesserte Strukturaufkldrung aufgrund einer geringen Neigung zur Fragmentierung
eher limitiert.

Eine Moglichkeit zur Strukturaufkldrung der Fettsaurereste, hinsichtlich der Position
der Doppelbindungen mittels CID, bietet die Oxidation ungesdttigter Fettsduren zu
vicinal hydroxylierten Derivaten (Moe et al., 2004).

Allgemein besteht die Moglichkeit der Quantifizierung der Phospholipide mittels MS
in der Korrelation zwischen Intensitdt des Ionensignals und der Konzentration in der
Probe (de Hoffmann und Stroobant, 2001). Jedoch besteht bei ESI-MS eine Abhén-
gigkeit der Intensitdt des Signals von der Kettenldnge und vom Grad der Sattigung
des Fettsdurerestes sowie von der polaren Kopfgruppe des Phospholipids. Im positi-
ven lonen-Modus wird Phosphatidylcholin aufgrund seines Zwitterionen-Charakters
bevorzugt ionisiert und zeigt somit bei gleicher Konzentration hohere Signalintensita-
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ten als andere Phospholipide. Zusétzlich steigt die ESI Response mit der Anzahl der
Doppelbindungen aber sinkt mit zunehmender Kettenldnge der Fettsdurereste (Kakela
et al., 2003). Aus diesem Grunde sollte sich der Arbeitsbereich im picomolaren Kon-
zentrationsbereich (oder kleiner) bewegen (Koivusalo et al., 2001). In diesem Kon-
zentrationsbereich wurde ndmlich ein linearer Zusammenhang zwischen der Konzen-
tration des Analyten und des Detektorsignals festgestellt. Die Frage, warum dies nicht
auch fiir hohere Konzentrationen gilt, konnte noch nicht zufriedenstellend beantwortet
werden. Es wurde lediglich vermutet, dass sich eine Zunahme der zwischenmolekula-
ren Wechselwirkungen mit der Konzentration negativ auf die Response auswirken
kann (Han und Gross, 2005). Im negativen Ionen-Modus konnte kein linearer Zu-
sammenhang zwischen Detektorsignal und Konzentration festgestellt werden. Als
Ausweg bietet sich eine doppelt logarithmische Auftragung der Konzentration gegen
die Intensitit an (Zacarias et al., 2002).

Bei der Quantifizierung haben sich interne Standards zur Kontrolle fiir die Effizienz
der Extraktion und zur Bestimmung der Response fiir die Ionisation einer bekannten
Probenkonzentration bewiahrt. Aufgrund der unterschiedlichen Effizienz der Ionisati-
on innerhalb der Phospholipidklassen ist es jedoch notwendig, fiir jede Klasse einen
separaten internen Standard zu verwenden. Dariiber hinaus ist es aullerdem ratsam,
auch jeweils einen geséttigten und einen ungeséttigten internen Standard zu verwen-
den (Koivusalo et al., 2001). Als geeignet haben sich hierbei besonders deuterierte
Standards erwiesen (Hsu und Turk, 2000b; Isaac et al., 2003; Ma und Kim, 1995;
Wen und Kim, 2004). Ein Nachteil dieser Standards ist der hohe Preis. Eine giinstige-
re Moglichkeit bieten da synthetische Phospholipide wie: 12:0-12:0 PE bzw. PC
(Hayakawa und Okabayashi, 2004; Ishida et al., 2004), 14:0-14:0 PE und PC (Ishida
et al. 2004; Lehmann et al., 1997) und 15:0-15:0 PS, PE und 14:1-14:1 PC (Han und
Gross, 2005). Bei der Verwendung von internen Standards fiir die Quantifizierung
sind jedoch zwei Korrekturen fiir den *C-Isotopen Effekt zu beachten. Der erste Kor-
rekturfaktor beriicksichtigt die Differenz in der Anzahl der Kohlenstoffatome zwi-
schen der zu bestimmenden molekularen Spezies und dem internen Standard. Der
zweite Korrekturfaktor ergibt sich aus der Uberlappung von [M + 2] Isotopenpeaks
mit anderen Molekiilpeaks des gleichen m/z-Wertes. Han und Gross (2001) haben

Naherungen fiir diese Isotopen-Korrekturfaktoren ermittelt und zusammengestellt.
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Obwohl sich die ESI-MS? als effektive Methode zur Quantifizierung erwiesen hat,
miissen jedoch Probenkonzentrationen und Kollisionsenergie beriicksichtigt werden
(DeLong et al., 2001). So ergaben sich signifikante Unterschiede im Verlust von Car-
boxylat-Anionen. Je nach Hohe der Kollisionsenergie wurde entweder an Position sn-
1 (bei hoherer Kollisionsenergie) oder an Position sn-2 (bei niederer Kollisionsener-
gie) bevorzugt vom ungeladenen Phospholipidmolekiil abgespalten (Hvattum et al.,
1998). Da die Position sn-2 im Gegensatz zur Position sn-1 im Phospholipidmolekiil
im allgemeinen mit ldngeren, ungesittigten Fettsdureresten verestert ist (Olsson und
Salem, 1997), resultieren bei geringerer Kollisionsenergie eher Fragmente mit einem
hoheren Masse/Ladungsverhiltnis und umgekehrt.

Bei der Untersuchung der Struktur intakter Phosphonolipidspezies haben sich beson-
ders massenspektrometrische Methoden verdient gemacht. Wihrend fiir die Klasse
der Sphingophosphonolipide bereits eine Reihe von MS-Daten existieren (Jayasimhu-
lu et al., 2007; Kariotoglou und Mastronicolis, 2003; Liebisch et al., 1999), gibt es
noch deutlichen Bedarf an MS-Daten und Fragmentierungsmustern fiir die Klasse der

Glycerophosphonolipide.

Spektroskopie

Zur Identifikation von Phosphonolipiden in biologischen Proben wurden iiberwiegend
spektralanalytische Methoden herangezogen. Im IR-Spektrum sind hierfiir Banden bei
680 cm™ bzw. 735 cm™ fiir die (P-C)-Bindung und bei 1180 cm™ fiir die (O-P-C)-
Bindung beschrieben (Mukhamedova et al., 1985, Dembitskii, 1988). Jedoch ist der
Unterschied zwischen Phospho- und Phosphonolipiden im NMR-Spektrum deutli-
cher, da die (P-CH;) Protonen im Unterschied zu den (P-O-CH;) Protonen zu tiefem
Feld verschoben sind (Baer und Basu, 1969). Laut Benezra et al. (1970) erzeugen die
(P-CH,) Protonen im 'H-NRM-Spektrum ein Multiplett bei 2,72 ppm und die (P-O-
CH;) Protonen ein Singulett bei 0,89 ppm.

Sonstige Methoden

Dartiber hinaus ist eine Identifikation von Phospho- und Phosphonolipiden durch en-

zymatische oder saure bzw. basische Hydrolyse mdglich. Hierbei werden Fettsduren,
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Glycerin und vor allem die entsprechenden Phosphor- bzw. Phosphonsiurederivate
frei, welche getrennt voneinander untersucht werden konnen. Da die (P-C) Bindung
der Phosphonolipide wesentlich stabiler als die (P-O-C) Bindung der Phospholipide
ist, werden bei einer sauren Hydrolyse keine Aminoalkohole (Ethanolamin, Cholin)
frei, was zur Unterscheidung von Phospho- und Phosphonolipiden dienen kann
(Mukhamedova und Glushenkova, 2000). Mittels sdurekatalysierter Methanolyse
wurde die Struktur von Sphingophosphonolipiden untersucht, wobei Fettsduren,
Phosphonsdurederivate und Sphingosinbasen freigesetzt wurden (Baer und Stanacev,
1966, Itasaka et al., 1973; Moschidis, 1983; Thompson, 1969). 2-Methyl- und 2-
Dimethylderivate von Aminoethylphosphonsidure wurden ebenfalls nach der Hydroly-
se von Sphingophosphonolipiden beobachtet (Kittredge et al., 1967 und 1969). Eine
gute Moglichkeit zur Identifikation von Hydrolyseprodukten bietet die Untersuchung
mittels GC bzw. GC-MS nach Hydrolyse und Derivatisierung mit TMS (Itasaka et
al., 1973, Matsubara, 1975). Das Massenspektrum enthielt hierbei charakteristische
Ionen mit m/z 58, 72 und 225.

2.5.2 Analytische Fragestellung und Methodenauswahl

Die analytische Fragestellung bestand grundsitzlich darin, eine sichere und effiziente
Methode zur Bestimmung der bisher nur unzulénglich erforschten Glycerophospho-
nolipide zu entwickeln. Ferner soll diese Methode dann zur Untersuchung der Glyce-
rophosphonolipide im Eigelb dienen.

Das erste Problem auf dem Weg zur Bewiltigung dieser Aufgabe war, dass keine
Referenzsubstanzen fiir diese Lipidklasse kommerziell erhéltlich sind. Somit mussten
diese selbst synthetisiert werden. Zur Synthese von Phosphono-Analogen von
Phosphatidylethanolamin und -cholin existiert ein Reihe von Publikationen (Baer und
Stanacev, 1964; Baer und Basu, 1968; Chacko und Hanahan, 1969; Mucha et al.,
1995, Rosenthal und Pousada, 1968; Turner et al., 1968; Yamauchi et al., 1986). Auf-
grund der vereinfachten Prozedur und der hohen Ausbeute (60 %), wurde die Metho-
de von Yamauchi et al. (1986) zur Synthese einer Referenzsubstanz fiir Glyce-
rophosphonolipide verwendet (siche Abb. 4-9). Nicht beschrieben war dabei jedoch
die Synthese der 2-N-Benzyloxycarbonyl-aminoethylphosphonsédure als Schutz der
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Aminogruppe (der Aminoethylphosphon-sdure) bei der Veresterung. Einen Ausweg
boten hierbei Mucha et al. (1995) mit einer vereinfachten Methode zur Synthese einer
N-geschiitzten Aminoalkylphosphonsédure (siche Abb. 4-8). Da laut Moschidis et al.
(1984) die Eigelb-Phosphonolipide zu 98,1 % aus den Phosphono-Analogen von
Phosphatidylethanolamin bestehen, wurde auf die sehr aufwendige Synthese von
Phosphono-Analogen des Phosphatidylcholins verzichtet.

Das nichste analytische Problem bestand aus der Trennung der chemisch sehr &hnli-
chen Phospho- und Phosphonolipide mit chromatographischen Methoden. Neben den
DC-Methoden von Moschidis et al. (1984) und Kapoulas (1969) gibt es hierfiir in der
Literatur bisher nur wenige Ansitze. Ein grofer Nachteil der DC-Methode von Ka-
poulas (1969) besteht zudem in der Gefahr eines hydrolytischen Angriffs, aufgrund
des hohen Anteils an Essigsdure im Eluenten sowie in der Lipid-Autoxidation durch
Luftsauerstoff.

Einen Ausweg bietet die HPLC, welche zudem eine hohere Auflésung und Empfind-
lichkeit sowie eine bessere Reproduzierbarkeit aufweist. Die zur Trennung der
Phospho- von den Phosphonolipiden bisher beschriebene HPLC-Methode (Moschidis
und Andrikopoulos, 1987) beruht auf einer stark aciden Ionenaustauschersdule Partisil
SCX (mit Benzolsulfonsdure modifiziertes Kieselgel) mit einem Gradienteneluenten-
System aus Methanol/Wasser (4:1, v/v) und Acetonitril sowie UV-Detektion. Ein
grofler Nachteil der SCX-Séaule ist die von Nakamura et al. (1979) beschriebene ge-
ringe Lebensdauer (< 2 Monate bei tdglichem Gebrauch). Daher sollen zunichst robu-
stere HPLC-Séulen (z. B. auf Basis von unmodifiziertem Kieselgel) auf ihre Eignung
zur Trennung der Phospho- von den Phosphonolipiden hin untersucht werden. Wei-
terhin ist die Quantifizierung von Lipiden mit UV-Detektion aufgrund der unter-
schiedlichen Response von gesittigten und ungesittigten Fettsdureresten eher pro-
blematisch (Hoving, 1995). Da der ELSD vom Sittigungsgrad der Lipide unabhéingig
ist, stellt dieser fiir die Detektion der Phospho- und Phosphonolipide die Methode der
Wabhl dar.

Aufgrund der sehr geringen zu erwartenden Konzentrationen sollen zur Identifizie-
rung der Phosphonolipide vor allem massenspektrometrische Methoden zum Einsatz
kommen. Da ESI-MS hierbei eine schonende und effiziente Methode darstellt, eignet
sich diese besonders zur Identifikation intakter Molekiile. Das analytische Problem

der fehlenden MS-Daten, hinsichtlich eines charakteristischen Fragmentierungsmu-
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sters fiir Glycerophosphonolipide, kann somit mittels ESI-MS? ebenfalls beseitigt

werden

2.5.3 Probenvorbereitung

Die Probenvorbereitung ist notwendig um die Phospholipide aus der Probenmatrix zu
extrahieren und storende Inhaltsstoffe wie Proteine und Kohlenhydrate weitestgehend
vor der chromatographischen Trennung zu entfernen. Grundsétzlich wird zwischen
Fliissig-fliissig- und Festphasenextraktion unterschieden.

Bei der Fliissig-fliissig-Extraktion (FFE) wird die Probe zu zwei nicht-mischbaren
Fliissigkeiten gegeben, welche zwei Phasen bilden. Fiir gew6hnlich wird hierfiir ein
lipophiles, organisches Losemittel in Kombination mit Wasser verwendet. Da die
Phospholipide aufgrund der funktionellen Kopfgruppe zu den polaren Lipiden geho-
ren, eignen sich polare Losemittel wie Methanol oder Ethanol am besten fiir die Ex-
traktion. Die Standardmethode zur Extraktion von Lipiden aus biologischen Proben
wurde von Folch et al. (1957) beschrieben. Bei dieser Methode wird ein Gemisch aus
Chloroform und Methanol (2:1, v/v) als Extraktionsmittel verwendet. Eine Modifizie-
rung zur Vereinfachung dieser Methode wurde von Bligh und Dyer (1959) entwickelt.
Durch eine zusétzliche Verwendung von Wasser ist die Trennung der Lipide in einem
Schritt moglich. Generell wird die Folch-Methode eher bei Gewebeproben und die
Bligh & Dyer-Methode eher bei fliissigen biologischen Proben angewandt (Schiller et
al., 2004). Eine umweltfreundlichere Methode wurde von Radin (1981) verdftentlicht.
Statt des giftigen Chloroform/Methanol-Gemisches wird auf ein Hexan/Isopropanol-
Gemisch zuriickgegriffen. Neben den Methoden von Bligh & Dyer und Folch zur
Extraktion der Gesamtlipide konnen die Phospholipide des Eigelbs auch selektiv mit
Ethanol und Aceton extrahiert werden (Kivini et al., 2004; Schneider, 1989). Hierbei
werden zuerst mit Aceton die Triacylglyceride und das Cholesterol und anschlieBend
die Phospholipide mit Ethanol extrahiert. Diese Methode bedient sich der Tatsache,
dass Phospholipide zwar sehr gut in Ethanol, aber kaum in Aceton 16slich sind (Niel-
sen, 2007).

Obwohl sich FFE-Methoden bei der Lipidanalytik bewidhrt haben, sind der immense

Verbrauch an gesundheitsschddlichen organischen Losemitteln sowie der hohe Zeit-
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aufwand nicht zu vernachldssigen. Die Festphasenextraktion (SPE) kann da Abhilfe
schaffen. Das Prinzip der SPE besteht darin, dass der Analyt an einer stationdren Pha-
se adsorbiert wird und erst gezielt durch bestimmte Losemittel wieder freigesetzt
wird. Als Festphase haben sich besonders Sédulen aus Kieselgel sowie aus mit Cyano-
propyl- oder Aminopropylgruppen modifiziertem Kieselgel bewahrt (Ruiz-Gutierrez
und Perez-Camino, 2000). Zur Elution eignen sich Losemittelsysteme aus Methanol,
Chloroform oder Hexan. Trotz der Vorteile einer schnellen und verbrauchsarmen Me-
thode, wird die FFE bei der Extraktion der Phospholipide {iberwiegend angewandt.
Denn bei groflen Probenmengen werden die Festphasen schnell iiberladen und die
Folge ist eine verminderte Wiederfindung. Zudem muss bei quantitativer Bestimmung
die Geschwindigkeit der Extraktion aufgrund der substanzspezifischen Adsorption am
Festphasenmaterial zeitaufwendig ausgetestet werden. Grof3e Sorgfalt sollte auch hin-
sichtlich der Gefahr der Autoxidation der Phospholipide aufgebracht werden. Aus
diesem Grund sollten die Lipidproben vor Sauerstoff, Licht und héheren Temperatu-
ren weitestgehend geschiitzt werden. Als Lagerungstemperatur fiir die extrahierten
Proben wurden -70 °C empfohlen (Singh und Jiang, 1995). Zusétzlich sollen zur
Vermeidung von Kontaminationen auf Labormaterialien aus Kunststoffen verzichtet
und nur ,high-grade*“-Losemittel verwendet werden. Ein Zusatz von Antioxidations-
mitteln wie butyliertes Hydroxytoluol wurde aullerdem beschrieben (Hoving, 1995).
Jedoch sollte darauf geachtet werden, dass die verwendeten Reagenzien die UV-

Detektion nicht beeintridchtigen (Patton und Robins, 1990).
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3 Material und Methoden

3.1 Allgemeine Angaben

Referenz- und Probelosungen wurden bei -18 °C in braunen Gefidflen (5 mL) aufbe-
wahrt.

Alle verwendeten organischen Ldsemittel hatten HPLC-Qualitit und wurden von
Acros (Geel, Belgien) bezogen.

HPLC-Eluenten wurden nach dem Mischen im Ultraschallbad unter Vakuum entgast.

Das verwendete Wasser hatte Millipore 18 MQ Qualitit (Schwalbach/Ts., Deutsch-
land).

3.2 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Samtliche Ergebnisse wurden als Mittelwert aus mindestens sechs Wiederholungs-

messungen (n = 6) angegeben.

Zur Entscheidung, ob statistisch signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen
Ergebnissen vorliegen, wurden die mittels Grubbs-Test von Ausreilern bereinigten
Messreihen dem F- und Mittelwert-t-Test unterzogen. Die Varianzanalyse (ANOVA)
wurde mittels Excel® 2003 von Microsoft (UnterschleiBheim, Deutschland) durchge-
fiihrt. Wenn der berechnete Priifwert dabei kleiner als die Suchgrof3e aus der t-Tabelle
ist, liegt kein signifikanter Unterschied vor und umgekehrt (Hillebrand, 2000).

Der Linearititstest nach Mandel wurde mittels SigmaPlot 10 von Systat (Erkrath,
Deutschland) und mittels ,,Analyse-it“ von Statcon (Witzenhausen, Deutschland)

durchgefiihrt.
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3.3  Probenaufarbeitung

3.3.1 Eigelb-Proben

Die untersuchten Schaleneier wurden beim Discounter Penny im 10er-Pack bezogen
und bei 8 °C im Kiihlschrank bis zur Verwendung aufbewahrt (jedoch nicht langer als
10 Tage). Das Eigelb wurde durch Aufschlagen der Schaleneier gewonnen und manu-
ell vom Eiklar getrennt. AnschlieBend wurde das Eigelb mit destilliertem Wasser ge-
waschen und mit Papier getrocknet. Der Wassergehalt wurde mit der Trockenschrank-
Methode (6 h, 103 °C) gravimetrisch bestimmt. Der resultierende Wassergehalt des
Eigelbs betrug 47,2 (= 0,6) %.

3.3.2 Kaltextraktion

Zur Extraktion der Phospho- bzw. Phosphonolipide wurden 50,0 g Eigelb homogeni-
siert und in Anlehnung an die Methoden von Kivini et al. (2004) und Folch et al.
(1957) extrahiert. Hierbei wurden zuerst das Wasser und ein Teil der Neutrallipide
mit 4 x 50 mL Aceton entfernt und anschlieBend mit 4 x 100 mL Chloro-
form/Methanol (2:1, v/v) die polaren Lipide extrahiert. Wahrend der Extraktion wur-
den die Eigelb/Losemittel-Suspensionen jeweils 15 min im Ultraschallbad behandelt.
Das abfiltrierte Losemittel aus den 4 Extraktionsschritten wurde anschlieBend zu-
sammengeflihrt, abrotiert und der Riickstand in 10 mL Chloroform/Methanol (2:1,

v/v) aufgenommen.

3.3.3 Festphasenextraktion zur Fraktionierung des Eigelblipid-Extraktes

Zur Aufreinigung der Phospho- bzw. Phosphonolipide wurden die Neutrallipide mit-
tels Festphasenextraktion abgereichert. Ferner sollten die Phospho- bzw. Phosphono-
lipide durch Fraktionierung angereichert werden. Hierfiir wurden Glaskartuschen (15
x 150 mm) mit jeweils 8 g Kieselgel 60 (5 — 17 um) befiillt und mit Chloroform kon-
ditioniert. Nach Aufgabe von 1 mL Lipid-Extrakt (siehe 3.3.2) wurden zuerst die

Neutrallipide mit 5 x 10 mL Chloroform abgereichert und anschlieBend die Phospho-
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bzw. Phosphonolipide mit jeweils 5 x 10 mL Chloroform/Methanol-Gemischen (mit
ansteigendem Methanol-Gehalt) fraktioniert. Das Losemittel wurde anschlieend ab-

rotiert und der Riickstand in 5 mL Chloroform/Methanol (2:1, v/v) aufgenommen.

3.3.4 Enzymatische Behandlung von Eigelb mit Phospholipasen

Fiir die Fermentation des Eigelbs wurden folgende Enzyme verwendet: Lecitase® Ul-
tra, eine Phospholipase A; (mikrobiellen Ursprungs) wurde dankenswerter Weise zur
Verfligung gestellt von Novozymes (Bagsvaerd, Ddnemark) und Sternenzym PLP,
eine Phospholipase A, (aus der Bauchspeicheldriise von Schweinen) wurde dankens-
werter Weise zur Verfligung gestellt von SternEnzym (Ahrensburg, Deutschland). Die
Aktivitit wurde von den jeweiligen Unternehmen mit 10.000 U/g fiir Lecitase® Ultra

und mit 1.000 fiir Sternenzym PLP spezifiziert.

Die enzymatische Behandlung des Eigelbs erfolgte bei einer konstanten Temperatur
von 50 (x 0,1) °C im Wasserbad Typ 3041 (Ko6ttermann, Deutschland) fiir 3 Stunden.
Zum Abbruch der enzymatischen Reaktion wurde das fermentierte Eigelb auf 72 (=
0,1) °C aufgeheizt und fiir 5 Minuten bei dieser Temperatur gehalten. Der Ausgleich
der unterschiedlichen Aktivititen der verwendeten Enzyme erfolgte iiber die Dosie-

rung im Eigelb: 0,1 % Phospholipase A; und 0,75 % Phospholipase A, (siche 4.2.2).
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3.4  Analytische Methoden

3.4.1 Rheologische Messungen

Die rheologischen Messungen wurden unter Verwendung eines Physica UDS 200
(Anton Paar, Deutschland) durchgefiihrt. Zum Zubehor gehorten ein Platte/Platte-
System (DIN 53018-1, Radius 50 mm, Spalt 0,6 mm) und ein TEK 150/UDS Peltiere-
lement (Anton Paar, Deutschland), welches eine direkte Temperierung der Probe
(max. dev. 0,2 °C) wéhrend der Messung ermoglichte.

Das temperaturabhédngige Viskositdtsverhalten wurde in Anlehnung an die Methode
von Ternes und Werlein (1987a) bestimmt. Hierbei wird nach Probenzugabe (ca. 1,5
mg) und Einstellung des Messspalts die Temperatur linear erhoht (von 30 — 70 °C um
4 °C/min und von 70 — 100 °C um 2 °C/min) und die scheinbare Viskositét (konstante
Scherrate von 26 s™) kontinuierlich gemessen und aufgezeichnet (ein Messwert alle
10 Sekunden). Um eine Koagulation von Proteinen an der Proben-Oberfliche und
einen Verlust von Wasser wihrend der Messung zu vermeiden, wurde ein Uberzug
aus einem niedrigviskosen Paraffindl (25 — 80 mPa*s) verwendet. Der Einfluss des
Paraffindls auf die scheinbare Viskositit war dabei zu vernachlédssigen.

Das FlieBverhalten des verdiinnten Eigelbs (40 %, v/v) wurde durch Messung der
Schubspannung bei Erhéhung der Schergeschwindigkeit von 1 auf 500 s und kon-
stanter Temperatur (30 °C) bestimmt. Da FEigelb ein strukturviskoses nicht-
Newtonsches FlieBverhalten aufweist (Telis-Romero et al., 2006), wurden die FlieB3-
parameter durch Regression der FlieBkurven nach dem Modellansatz von Ostwald/De

Waele ermittelt.
Die Uberpriifung der Messgenauigkeit des Rheometers wurde mit mittels Kalibrierdl
»dtandard 2000 AW (ZMK-Analytik GmbH, Deutschland) bei verschiedenen Tem-

peraturen (20 °C, 30 °C, 40 °C) durchgefiihrt.

Die eingestellten Messparameter sind in folgender Tabelle nochmals zusammenge-

fasst (Tab. 3-1):
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Tab. 3-1: Messparametereinstellungen fiir die Rheologie

Messparameter FlieBkurve Punkt der Rose
Messsystem MP 31 (50 mm, 0 °) MP 31 (50 mm, 0 °)
Messzelle TEK 150P TEK 150P
Messspalt [mm] 0,6 0,6
Schergeschwindigkeit [s'] 1 — 500 26

Temperatur [°C] 30 30-100
Vorscherung [s] 60 (bei 100 s™) -

Ruhephase [s] 30 -

Messzeit [s] 60 1200

3.4.2 Penetrometrische Messungen

Die hitzeinduzierte Gelstabilitdt wurde mittels Penetrometer (OFD, Deutschland) be-
stimmt, welcher mit einem Metall-Stempel in der Form eines umgedrehten Kegel-
stumpfes (Durchmesser Grundfldache: 1,9 cm, Durchmesser Deckflache: 1,0 cm) ver-
sehen war. Der Stempel wurde manuell auf die erhitzte Probe (Durchmesser: 2,7 cm)
gefiihrt und entsichert, wodurch dieser mit einer konstanten Kraft auf das Eigelbgel
einwirken konnte. Die gemessene Eindringtiefe verhélt sich dabei umgekehrt propor-
tional zur Gelstabilitidt der Probe. Zur Messung wurde verdiinntes Eigelb (1:1, v/v)
zuerst in einem temperierten Wasserbad 3041 (Kottermann, Deutschland) fiir 20 Mi-
nuten auf 80 °C erhitzt und dann auf 20 °C abgekiihlt. AnschlieBend erfolgte die pe-

netrometrische Bestimmung der Probe.

343 DC

Die Trennung der Phospho- von den Phosphonolipiden mittels Diinnschichtchroma-
tographie erfolgte an Kieselgelplatten (0,2 mm Schichtdicke) ALUGRAM® SIL G
(Roth, Karlsruhe, Deutschland) nach den Methoden von Moschidis et al. (1984) und
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Kapoulas (1969). Die Detektion der Phospho- und Phosphonolipide wurde mit Hilfe
der Methode von Stillway et al. (1980) realisiert. Fiir das Spriihreagenz wurden fol-
gende Substanzen verwendet: Molybdén(VI)-oxid (Sigma, Nr.: 69850), Molybdén-
pulver (Aldrich, Nr.: 203823) von Sigma-Aldrich (Miinchen, Deutschland) und 95 —
98 % Schwefelsiure ROTIPURAN® von Roth (Karlsruhe, Deutschland).

3.44 HPLC/ELSD

Die chromatographische Bestimmung der Phospholipide des Eigelbs erfolgte unter
Verwendung eines WellChrom HPLC-Systems (Knauer, Berlin, Deutschland). Das
HPLC-System bestand aus einer K1001 Pumpe, einem K1500 Solvent-Organizer und
einem 3-Wege Injektor mit 20 uL Injektionsschleife. Zur Detektion wurde ein Sedex
75 Lichtstreudetektor von S.E.D.E.R.E (Alfortville, Frankreich) verwendet. Die Geré-

teeinstellungen wurden in folgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 3-2):

Tab. 3-2: ELSD-Geréteeinstellung

ELSD-Parameter Einstellung
Nebuliser gas (N;) pressure [bar] 2,2
Drift tube temperature [°C] 50

Die Trennung erfolgte mittels Kieselgel-Saule (LiChrosorb 60 — 5, 150 x 4 mm, 5 wm
Partikelgrofle) von Knauer (Berlin, Deutschland) und Gradienten-Elution, bei einer
Flussrate von 1 mL/min. Eluent A bestand aus Chloroform/Methanol/30 % Ammoni-
umhydroxid (80:19,5:0,5, v/v/v) und Eluent B aus Chloroform/Methanol/30 % Am-
moniumhydroxid/Wasser (60:34:0,5:5,5, v/v/v/v). Die Gradienten-Elution erfolgte
nach folgendem Schema (Abb. 3-1):
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Abb. 3-1: Schema der Gradienten-Elution fiir die HPLC-Trennung der Phospholipide, Eluent A:
Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid (80:19,5:0,5, v/v/v), Eluent B: Chloro-
form/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid/Wasser (60:34:0,5:5,5, v/v/v/v)

Die qualitative und quantitative Bestimmung der Phospholipide erfolgte nach der Me-
thode von Avalli und Contarini. (2005). Die Ergebnisse der Kalibrierung fiir PC, PE
und LPC sind im Anhang zusammengefasst (siche 8.1.1). Die Wiederfindungen nach
der Probenaufbereitung wurden fiir die untersuchten Phospholipide mit 86 + 3 %
(PE), 91 £2 % (PC) und 84 £+ 6 % (LPC) bestimmt (n = 6).

3.4.5 LC-MS’

Die Untersuchung der Lipidfraktionen erfolgte unter Verwendung eines ,,LCQ Ion
trap* Massenspektrometers mit ESI-Interface Kopplung (Thermo Finnigan, USA).
Die Optimierung (Tuning) der Ionisation wurde mit Hilfe von Referenzsubstanzen
(401 mg/L PnE, 323 mg/L PE, 440 mg/L PC, 513 mg/L LPC) vorgenommen. Dabei
gelangte die Referenzlosung iiber eine Spritzenpumpe mit einer Flussrate von 0,25
mL/min in das ESI-Interface. Als ,,Sheat gas* wurde mittels Stickstoffgenerator be-
reitgestellter Stickstoff verwendet. Die zur Trennung verwendeten Parametereinstel-

lungen sind in folgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 3-3):
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Tab. 3-3: MS-Geriteeinstellung

MS-Parameter Einstellung

Spray needle voltage [kV] 4,5

Sheat gas flow [units] 80

Aux gas flow [units] 20

Capillary temperature [°C] 270

Source current [uA] 80 (pos); 100 (neg)
Normalised collision energy [%] 55

Das verwendete HPLC-System war von Waters (Milford MA, USA), bestehend aus
einer 616 Pumpe, einem 600S Controller und einem 717 Plus Autosampler. Die ana-
lytische Trennung erfolgte mit einer Kieselgel-Séule (LiChrosorb 60 — 5, 150 x 2 mm,
5 um Partikelgréf3e) von Knauer (Berlin, Deutschland). Die Flussrate betrug dabei 0,4
mL/min. Die Methode wurde in Anlehnung an die HPLC-Methode von Avalli und
Contarini (2005) entwickelt. Aufgrund der geringeren Flussrate musste der Chloro-
form-Anteil des Eluenten A auf 90 % erhoht und der Anteil an Eluent B bereits inner-

halb der ersten fiinf Minuten linear auf 100 % gesteigert werden (Abb. 3-2).
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Abb. 3-2: Schema der Gradienten-Elution fiir die LC-MS-Trennung der Phospholipide, Eluent A:
Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid (90:9,5:0,5, v/v/v), Eluent B: Chloro-
form/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid/Wasser (60:34:0,5:5,5, v/v/v/v)

56



3.4.6 ATR/FT-IR

Die Untersuchung des synthetisierten Phosphonolipids wurde mittels Tensor 27 FT-
IR System von Bruker (Ettlingen, Deutschland) durchgefiihrt. Die Auswertung erfolg-
te dabei mittels Opus 6.5 Software. Zur Messung wurde eine MIRacle ATR-Zelle von
PIKE Technologies (Madison WI, USA) verwendet. Hierbei handelt es sich um einen
ZnSe-Kristall, welcher auf einer QuickLock Grundplatte montiert ist. Die verwende-

ten Paramater wurden in folgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 3-4):

Tab. 3-4: ATR/FT-IR Geriteeinstellung

Parameter Einstellung
Phasenkorrekturmodus Mertz
Apodisationsfunktion Blackmann-Harris (3-Term)
Auflosung [em™] 4

Messzeit [scans] 16 (Probe, Hintergrund)
Apertur [mm)] 6

Spiegelgeschw. [kHz] 20
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3.5 Synthese von PnE

Die Synthese von PnE (1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonséure)
wurde in 3 Schritten durchgefiihrt (siche 4.3.1):
1. Synthese von N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonat (Mucha et al.,
1995)
2. Kondensation von N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonat mit 1,2-
Dioctadecanoyl-glycerol (Yamauchi et al., 1986)
3. Hydrogenolyse zur Entfernung der N-Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe (Ya-
mauchi et al., 1986).

3.5.1 Synthese von N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonat

Zum Schutz der Aminogruppe wurde die Aminoethylphosphonsédure mit einer N-
Benzyloxycarbonyl-Gruppe versehen. Die Synthese von N-Benzyloxycarbonyl-
aminoethylphosphonat erfolgte dabei gemil3 Mucha et al. (1995). Die dafiir erforder-

lichen Einwaagen sind in folgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 3-5):

Tab. 3-5: Einwaagen der zur Synthese von N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonat eingesetzten

Chemikalien
Chemikalie Einwaage [g]
Aminoethylphosphonsdure (Aldrich, Nr.: 324817) 1,00
Trimethylchlorosilan (Aldrich, Nr.: C72854) 2,60
Triethylamin (Aldrich, Nr.: 471283) 2,40 in 32 mL CHCl;
Triethylamin (Aldrich, Nr.: 471283) 1,60 in 8 mL CHCl;
Benzylchloroformat (Aldrich, Nr.: 119938) 1,60
Natriumhydroxid (Sigma, Nr.: S5881) 20,00 in 500 mL H,O
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3.5.2 Synthese von PnE

Die Synthese von 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat erfolgte in
Ubereinstimmung mit Yamauchi et al. (1986). Hierfiir wurden folgende Chemikalien

verwendet:

Tab. 3-6: Einwaagen der zur Synthese von PnE verwendeten Chemikalien

Chemikalie Einwaage [g]
1,2-Dioctadecanoyl-glycerol (Sigma, Nr. D8519) 0,51
2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlorid (Aldrich, Nr. 119490) 0,26
N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonat (synthetisiert) 0,33
Natriumsulfat (Sigma, Nr. 238597) ~1
Palladium-Kohle 10 % (Aldrich, Nr. 205699) 0,11

3.5.3 Aufreinigung von PnE mittels SPE

Die Aufreinigung von 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat bzw.
Abreicherung der Neutrallipide erfolgte mittels Festphasenextraktion. Dabei wurden
Glaskartuschen (15 x 150 mm) mit jeweils 6 g Kieselgel 60 (5 — 17 um) von Roth
(Karlsruhe, Deutschland) befiillt und mit Chloroform konditioniert. Nach Aufgabe des
synthetisierten und recrystallisierten PnE wurde die Sdule zuerst mit 4 x 10 mL Chlo-
roform und weiter mit 4 x 10 mL Chloroform/Methanol (16:1, v/v) extrahiert. An-
schlieBend konnte das aufgereinigte PnE mit 4 x 10 mL Chloroform/Methanol (2:1,
v/v) von der Séule geldst, das Losemittel abrotiert und der Riickstand 24 h im Exsik-

kator getrocknet werden.
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4 FErgebnisse und Diskussion

4.1 Nachweis technofunktioneller Eigenschaften von Eigelb

Um die Verdnderungen der technofunktionellen Eigenschaften von Eigelb wahrend
technologischer Prozesse wie Pasteurisation, Trocknungs- und Gefriervorgingen si-
cher und ohne einen zu groBlen personellen, apparativen und finanziellen Aufwand
beschreiben zu kénnen, sind physikalisch-analytische Methoden wie Rheologie oder

Penetrometrie von besonderem Interesse.

4.1.1 Bestimmung des Relativen Viskosititsmaximums

Das Relative Viskosititsmaximum (RVM) ist ein neuer Parameter, welcher zur Beur-
teilung der hitzeinduzierten Gelbildung und damit auch der technofunktionellen Ei-
genschaften des Eigelbs dienen kann. Die Grundlage fiir die Bestimmung des Relati-
ven Viskosititsmaximums bilden Messungen der scheinbaren Viskositdt in Abhén-
gigkeit von der Temperatur. Laut Ternes (1988) erreicht warm geriihrtes Eigelb einen
Punkt optimaler Konsistenz, den Punkt der Rose, welcher sich durch Bildung einer
Rosenbliiten-dhnlichen Form auf einem mit Eigelb versehenem, angeblasenem Koch-
l16ffel bemerkbar macht. Dieser Punkt der Rose resultiert aus der hitzeinduzierten
Auffaltung der Livetine, welche mit den LDL-Mizellen des Plasmas wechselwirken
konnen (Ternes et al., 1994). Die Folge davon ist die Bildung einer hitzeinduzierten,
gelartigen Struktur, welche in der Lage ist Eigelbschdume zu stabilisieren (Ternes und
Werlein, 1987b). Aufgrund des grof3en technologischen Nutzens in einer Vielzahl von
Lebensmitteln, wie Saucen und feinen Desserts, kann die Ausbildung dieser flieBfdhi-
gen gelartigen Struktur zu den technofunktionellen Eigenschaften des Eigelbs gezéhlt
werden. Die Ausbildung der gelartigen Struktur korreliert dabei mit der Viskositét
und kann durch Messung der scheinbaren Viskositit in Abhéngigkeit von der Tempe-
ratur bestimmt werden. In der Temperaturspanne zwischen 30 und 100 °C zeigt ver-
diinntes Eigelb (40 %, v/v) ein Minimum und zwei Maxima der scheinbaren Viskosi-

tit (bei konstanter Scherrate von 26 s™) (Abb. 4-1).
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Abb. 4-1: Messung der scheinbaren Viskositit von verdiinntem Eigelb (40 %, v/v) in Abhdngigkeit
von der Temperatur bei konstanter Scherrate von 26 s™', A, = Differenz zwischen dem Mi-
nimum und dem erstem Maximum der scheinbaren Viskositit (Relatives Viskositdtsmaxi-
mum), Ar), = Differenz zwischen dem Minimum und dem zweitem Maximum der scheinba-

ren Viskositit

Das erste Viskositdtsmaximum (Abb. 4-1) ergibt sich dabei aus der Erhohung der
Viskositdt am Punkt der Rose. Demnach kann die Differenz zwischen dem Minimum
und dem ersten Maximum der scheinbaren Viskositdt (An;), das Relative Viskosi-
tdtsmaximum, zur Bestimmung der Starke der hitzeinduzierten gelartigen Struktur am
Punkt der Rose herangezogen werden.

Besonders niitzlich hat sich die Bestimmung des Relativen Viskosititsmaximums
beim Nachweis der technofunktionellen Eigenschaften von gefriergetrocknetem FEi-

gelb mit einer selbstentwickelten, neuartigen Methode gezeigt.
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Abb. 4-2: Verdnderungen hinsichtlich des Relativen Viskositdtsmaximums von nativem Eigelb, kon-
ventionell tiefgefrorenem/wieder aufgetautem Eigelb und gefriergetrocknetem Eigelb mit

n=06 (Jackel et al., 2008)

In Abb. 4-2 ist zu sehen, dass das Relative Viskosititsmaximum von konventionell
tiefgefrorenem/wiederaufgetautem Eigelb im Vergleich zu nativem Eigelb dramatisch
abnimmt. Dies trifft auf das handelsiiblich pasteurisierte Eigelb noch in besonderem
Malle zu. Die Verluste hinsichtlich des Relativen Viskositdtsmaximums von gefrier-
getrocknetem/rehydratisiertem Eigelb sind dagegen deutlich geringer und unterschei-

den sich nicht signifikant von denen des handelsiiblich pasteurisierten Eigelbs.
Auch bei der fiir die Gefriertrocknung entwickelten Vorkristallisation konnten die

Verdnderungen der technofunktionellen Eigenschaften mit Hilfe der Bestimmung des

Relativen Viskositdtsmaximums weiter verfolgt werden (Tab. 4-1).
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Tab. 4-1: Veridnderungen hinsichtlich des Relativen Viskosititsmaximums (RVM) von nativem und

pasteurisiertem Eigelb in Abhingigkeit von der Vorkristallisation mit n = 6 (Jackel et al.,

2008)
Eigelb nativ vorkristallisiert pasteurisiert pasteurisiert und
vorkristallisiert
RVM [Pa*s] 2,5+0,12 2,5+0,12 2,0+0,13 2,0 =0,09

Obwohl, wie in Tab. 4-1 gezeigt, ein signifikanter Unterschied zwischen nativem und
pasteurisiertem Eigelb hinsichtlich des Relativen Viskositdtsmaximums besteht, so
gilt dies jedoch nicht fiir die Vorkristallisation. Durch Bestimmung des Relativen
Viskosititsmaximums konnte hierbei gezeigt werden, dass die Vorkristallisation von
nativem und handelsiiblich pasteurisiertem Eigelb keinen messbaren Einfluss auf die

Féhigkeit zur Ausbildung der hitzeinduzierten gelartigen Struktur hat.

4.1.2 Bestimmung des FlieBverhaltens mittels Rheologie

Das FlieBverhalten spielt bei vielen Prozessen in der Lebensmittelindustrie wie bei
der Verarbeitung oder beim Transport eine wichtige Rolle. Durch Kenntnis der FlieB3-
parameter kann gezielt Einfluss auf die Arbeitsweise der Prozesstechnik wie hydrauli-
scher Transport mittels Pumpen, Mischprozesse, Trenntechnik bis hin zur Produktab-
fiillung genommen werden. Ferner dient die Bestimmung der FlieBparameter der Cha-
rakterisierung von Strukturverdnderungen durch technologische Prozesse wie Pasteu-
risation, Gefrier- oder Trocknungsvorgingen.

In der folgenden Tabelle (Tab. 4-2) wurden die FlieBparameter von nativem und pa-
steurisiertem Eigelb in Abhéngigkeit von der Vorkristallisation zusammengefasst. Der
Konsistenzfaktor K steht synonym fiir die Viskositdt der Probe. Ein hoher Wert fiir K
zeigt eine zdhe Konsistenz fiir das in Wasser geldste getrocknete Eigelbpulver an, was
sich auf die weitere Verarbeitung negativ auswirkt. Der FlieBindex »n charakterisiert
das allgemeine FlieBverhalten. Natives verdiinntes Eigelb zeigt mit einem Wert von

n =1 ein strukturloses Newtonsches Flie3verhalten.
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Tab. 4-2: Verdnderungen des FlieBverhaltens von nativem und handelsiiblich pasteurisiertem Eigelb

im Hinblick auf die Vorkristallisation mit n =6 (Jaekel et al., 2008)

Eigelb nativ vorkristallisiert pasteurisiert pasteurisiert und
vorkristallisiert

[Pa*s"] 0,014 = 0,005 0,014 +£0,004 0,033 £0,004 0,033 = 0,006

n 0,99 = 0,05 1,00 = 0,02 0,91 = 0,03 0,92 = 0,06

Im Gegensatz zur Vorkristallisation fiihrt die handelsiibliche Pasteurisation zu einer
signifikanten Verdnderung im FlieBverhalten von verdiinntem Eigelb (Abb. 4-2).
Wihrend sich der Konsistenzfaktor erhoht, sinkt der FlieBindex signifikant. Das han-
delsiiblich pasteurisierte Eigelb zeigt somit eine hohere Viskositdt und scherverdiin-
nendes Verhalten, was auf eine Schiadigung der Eigelbinhaltsstoffe schlieBen ldsst.
Die Vorkristallisation hat jedoch keinen signifikanten Einfluss auf das FlieBverhalten
von nativem und pasteurisiertem Eigelb.

In der folgenden Tabelle (Tab. 4-3) wurde das FlieBverhalten von nativem und pa-
steurisierten Eigelb bei unterschiedlichen Gefrier- bzw. Trocknungsverfahren zu-

sammengefasst.

Tab. 4-3: Veridnderungen im FlieBverhalten von nativem und pasteurisiertem Eigelb in Abhingigkeit
von der Gefriermethode (gefriergetrocknet/rehydratisiert und konventionell tiefgefro-

ren/aufgetaut), mit n = 6 (Jaekel et al., 2008)

Eigelb gefrier- tiefgefroren/ gefrier- tiefgefroren/ gefrier-

a

getrocknet®  aufgetaut® getrocknet”  aufgetaut” getrocknet”

K [Pa*s"] 0,16 +0,03 0,28+0,04 0,140,011 032+0,11 0,14+0,02
n 0,78+0,02 0,67+0,02 0,79+0,01 0,63+x0,03 0,78+0,03

? natives Eigelb
® handelsiiblich pasteurisiertes Eigelb (Temperaturen oberhalb von 65 °C)

¢ unter optimierten Bedingungen pasteurisiertes Eigelb (64 °C, 2 min)
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Das konventionell tiefgefrorene Eigelb zeigt im Vergleich zum nativen bzw. pasteuri-
sierten Eigelb die deutlichsten Unterschiede (Tab. 4-3). Der Konsistenzfaktor hat sich
erheblich erhoht, was auf eine hohere Zahigkeit des gefrorenen und wieder aufgetau-
ten Eigelbs schliefen ldsst. Der FlieBindex ist wiederum deutlich kleiner 1, wodurch
zusdtzlich scherverdiinnendes Verhalten angezeigt wird, was auf einen Zerfall von
Aggregationen durch die Scherkrifte hindeutet. Bei vielen technologischen Prozessen
(z. B. Riihren, Pumpen) wirkt sich ein scherverdiinnendes FlieBverhalten zudem eher
nachteilig aus. In Kombination mit der erhohten Zdhigkeit ist dieses Eigelb somit in
Hinblick auf eine industrielle Verwendung als problematisch zu beurteilen. Die Er-
gebnisse fiir die vorkristallisierten und im Kontaktplattenverfahren schnellgefrorenen
Proben liegen in etwa dazwischen, was auf eine schonendere Behandlung wéhrend
des Gefrierprozesses schlielen ldsst. Die gefrierinduzierte Gelbildung konnte mit dem
neuartigen Kontaktplattenverfahren in Kombination mit der Vorkristallisation deut-
lich verringert werden.

Der Effekt der Hochtemperaturpasteurisation ist jedoch hierbei kaum ausgepragt.

4.1.3 Bestimmung der Gelstabilitiat mittels Penetrometrie

Die thermische Koagulierbarkeit der Eigelbproteine gehdrt zu den wichtigsten techno-
funktionellen Eigenschaften von Eigelb. Beim Erhitzen von Eigelb oberhalb von 80
°C aggregieren die denaturierten Proteine und bilden, durch eine dreidimensionale
Vernetzung untereinander ein schnittfestes Gel aus. Dieser Prozess wird laut Kiosseo-
glou und Paraskevopoulou (2005) durch hydrophobe Wechselwirkungen der Plasma-
proteine dominiert und letztlich durch Bildung kovalenter Disulfid-Briicken unter
Zuhilfenahme der Proteine der Granula stabilisiert. Die Festigkeit des Gels korreliert
mit dem Erhalt der technofunktionellen Eigenschaften des Eigelbs und kann durch
Messung der Eindringtiefe mittels Penetrometer bestimmt werden. Eine hohe Ein-
dringtiefe des Penetrometers in das Gel entspricht dabei einer geringen Gelfestigkeit
und lasst auf eine Beeintrachtigung der technofunktionellen Eigenschaften schlie3en.
Die Ergebnisse aus der Untersuchung der gefriergetrockneten Eigelbproben korrelie-
ren sehr gut mit denen des Relativen Viskosititsmaximums (vgl. Abb. 4-2). In Abb.

4-3 zeigt sich eine signifikante Erhohung der Eindringtiefe, d.h. eine deutliche Ab-
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nahme der Gelfestigkeit des nativem Eigelbs nach konventionellem Tiefgefrieren und
Wiederauftauen. Dies gilt jedoch nicht fiir die gefriergetrockneten und rehydratisier-
ten Eigelbproben. Hier zeigt sich kein signifikanter Anstieg der Eindringtiefe des Pe-
netrometers. Nur beim handelsiiblich pasteurisierten Eigelb ist dies der Fall. Demnach
fiihrt die thermische Vorschddigung des Eigelbs (bei Temperaturen bis zu 68 °C)
wéhrend der Pasteurisation zu einem verstiarkten Verlust technofunktionaler Eigen-
schaften. Noch dramatischer ist dieser Effekt jedoch beim handelsiiblich pasteurisier-
ten Eigelb. Bei Pasteurisationstemperaturen hoher als 64 °C fiihrte die anschlieBende
Gefriertrocknung dazu, dass die Herstellung von Sabayon, einem Eigelbschaum mit
Weinaroma welcher sich insbesondere durch seine cremig schaumige Konsistenz aus-
zeichnet (Bickel, 1984), nicht mehr moglich war.

Durch Optimierung der Pasteurisationsbedingungen (64 °C, 2 min) konnte die Vor-
schidigung jedoch deutlich verringert werden. Zwischen den Werten der Eindringtie-
fe des gefriergetrockneten nativen und des unter optimierten Bedingungen pasteuri-

sierten Eigelbs ist kein signifikanter Unterschied erkennbar (Abb. 4-3).
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Abb. 4-3: Verinderungen hinsichtlich des Stabilitdt des hitzeinduzierten, dreidimensional vernetzten
Gels von nativem Eigelb, konventionell tiefgefrorenem und wieder aufgetautem Eigelb und

gefriergetrocknetem Eigelb, mit n = 6 (Jackel et al., 2008)

Bei der Vorkristallisation korrelieren die Ergebnisse der penetrometrischen Messun-

gen ebenfalls gut mit denen des Relativen Viskosititsmaximums (vgl. Tab. 4-2). Die
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Vorkristallisation hat keinen signifikanten Einfluss auf die hitzeinduzierte Gelstabili-
tdt von Eigelb (Tab. 4-4). Lediglich die Werte fiir Eindringtiefe der handelsiiblich

pasteurisierten Eigelbproben weichen signifikant von denen des nativen Eigelbs ab.

Tab. 4-4: Verdnderungen hinsichtlich der Stabilitdt des hitzeinduzierten, dreidimensional vernetzten
Gels von nativem und pasteurisiertem Eigelb in Abhingigkeit von der Vorkristallisation, mit

n =6 (Jaekel et al., 2008)

Eigelb nativ vorkristallisiert pasteurisiert pasteurisiert und

vorkristallisiert

Eindringtiefe [mm] 1,9 = 0,37 1,7 £ 0,20 2,9+0,14 2,5+0,29

Ein weiteres wichtiges Ergebnis der Untersuchungen mittels Penetrometrie war der
lineare Zusammenhang zwischen dem Rest-Wassergehalt des Eigelbs nach der Ge-

friertrocknung und der Eindringtiefe (Abb. 4-4, 8.1.2).
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Abb. 4-4: Lineare Korrelation zwischen dem Rest-Wassergehalt nach der Gefriertrocknung und der

Eindringtiefe des Penetrometers mit R = 0,901 (Jackel et al., 2008)

Der Rest-Wassergehalt sollte ungeachtet von Erwagungen betreffend der mikrobiellen
Stabilitit nach der Gefriertrocknung nicht mehr als 6 % im Eigelb betragen. Bei Wer-

ten unter 5,8 % liegt das Wasser vollstindig gebunden im Eigelb vor. Die Proteine
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sind somit wahrend des Tauens im Glaszustand stabilisiert (Powrie et al., 1963). Bei
hoheren Rest-Wassergehalten ist diese Stabilisierung nicht mehr gewéhrleistet. Die
Eigelbproteine verlieren im zunehmenden Mal3e die Féahigkeit, ein stabiles hitzeindu-

ziertes Gel auszubilden.

Die Bestimmung der Eindringtiefe mittels Penetrometrie stellt somit eine sichere und
hinreichend empfindliche Methode zur Bewertung der technofunktionalen Eigen-
schaften von Eigelb dar. Sie ist zudem robust und zeichnet sich durch eine einfache

Handhabung aus.
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4.2  Modifizierung der Phospholipide mit Phospholipasen

4.2.1 Charakterisierung der thermoinduzierten Gelbildung von Eigelb

Laut Clark et al. (2001) beinhaltet der Mechanismus der hitzeinduzierten Gelbildung
uniformer, globuldrer Proteine prinzipiell drei Phasen: 1. thermische Auffaltung und
Dimerisierung der Proteine, 2. Bildung linearer Strange aus kleinen, sphirischen Ag-
gregaten und 3. ungeordneten Quervernetzung dieser Strange. Obwohl das generelle
theoretische Modell zur Beschreibung der hitzeinduzierten Gelbildung des Eigelbs
herangezogen werden kann, muss jedoch beachtet werden, dass Eigelb keine isolierte
Proteinlosung, sondern eine komplexe Dispersion ist. Eigelb kann durch Zentrifugati-
on leicht in zwei Fraktionen unterteilt werden: Plasma und Granula. Das Plasma be-
steht zu 85 % aus LDL und zu 15 % aus Livetinen. Die Lipoproteine geringer Dichte
sind sphérische Mizellen mit einem Kern aus Neutrallipiden (Triacylglyceride, Chole-
sterol und Cholesterylester) und einer Hiille aus Apolipoproteinen und Phospholipi-
den (Martin et al., 1964). Als Livetine wird dagegen eine wasserldsliche Proteinfrak-
tion bezeichnet, welche in weitere Untergruppen unterteilt werden kann, hautsachlich
in a-, - und y-Livetine (Martin et al., 1957). Die Granula besteht aus wasserunlosli-
chen Partikeln (Durchmesser 1,0 — 1,3 wm), welche wiederum zu 70 % aus HDL
(High Density Lipoproteins), zu 16 % aus Phosvitin und zu 12 % aus LDL aufgebaut
sind und dispergiert in der Fett-in-Wasser-Emulsion des Eigelbs vorliegen.

Laut Cordobés et al. (2004) kann die hitzeinduzierte Gelbildung des Eigelbs als ein
mehrstufiger Mechanismus angesehen werden, welcher die Denaturierung der Protei-
ne, die Aggregation von teilweise denaturierten Proteinen und die ungeordneten As-

soziation dieser Protein-Aggregate beinhaltet.

Natives Eigelb

Wie in Abb. 4-5 ersichtlich, zeigt verdiinntes, natives Eigelb (40 %, v/v) bei ca. 65 °C
zuerst ein Viskositdtsminimum, gefolgt von einem steilen Anstieg der scheinbaren
Viskositit (bei konstanter Scherrate von 26 s™) und einem Maximum bei ca. 79 °C.
Laut Ternes und Werlein (1987a) ist der Anstieg zum ersten Viskositditsmaximum ein

Resultat der Wechselwirkungen zwischen den aufgefalteten Livetinen und den teil-
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weise denaturierten LDL. Die a-Livetine liegen bereits bei einer Temperatur von 60
°C und die y-Livetine bei einer Temperatur von 69 °C denaturiert vor (Dixon und

Cotterill, 1981). Die Denaturierung der LDL beginnt bei Temperaturen oberhalb von
72 °C (Le Denmat et al., 1999).
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Abb. 4-5: Verinderungen im temperaturabhingigen Viskositdtsverhalten von nativem Eigelb (nat.) nach
Behandlung mit Lecitase® Ultra (PLA,) und Sternenzym PLP (PLA,) bei konstanter Scherrate
von 26 s, mit n = 6 (Jackel und Ternes, 2009)

Durch die Modifizierung der Phospholipide mit Phospholipasen, wurde das erste Vis-
kositdtsmaximum zu hoheren Temperaturen verschoben (Abb. 4-5). Da dieser Anstieg
der scheinbaren Viskositit auf die Wechselwirkungen zwischen den Livetinen und
den LDL zuriickzufiihren ist, wird angenommen, dass aus der enzymatischen Behand-
lung des Eigelbs eine Beeintrachtigung dieser Wechselwirkungen resultiert. Nikifori-
dis und Kiosseoglou (2007) veroffentlichten kiirzlich eine Arbeit iiber den Einfluss
von Tweens (synthetische hydrophile Emulgatoren) bei der Inhibierung der hitzeindu-
zierten Destabilisierung von Emulsionen auf Eigelbbasis. Es wurde ein Mechanismus
vorgeschlagen, bei welchem Wechselwirkungen zwischen Tweens und den hydro-
phoben AulBlenbereichen des Grenzflachenfilms eine entscheidende Rolle spielen. Als
Folge dessen sind die hydrophoben Aulenbereiche des Grenzflachenfilms gegeniiber
hydrophoben Wechselwirkungen mit Proteinen geschiitzt und konnen wihrend der

Hitzebehandlung keine Aggregate bilden. Da Lysophosphatidylcholin, welches wéh-
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rend der enzymatischen Behandlung vermehrt gebildet wird, ebenfalls ein effektiver
hydrophiler Emulgator ist, konnen die Schlussfolgerungen aus den Untersuchungen
mit den Tweens direkt auf die Ergebnisse der Modifizierung der Eigelb-
Phospholipide mit Phospholipasen iibertragen werden. Demnach ist das freigesetzte
LPC in der Lage die hydrophoben AuBlenbereiche der LDL-Mizellen vor hydropho-
ben Wechselwirkungen mit den denaturierten Livetinen zu schiitzen, was zu einem
verzogerten Anstieg der Viskositdt fithrt. Diese Vermutung wird untermauert durch
das Modell von Mine (1997). Er konnte zeigen, dass sich durch thermische Behand-
lung der hydrophobe Kern der LDL-Mizellen nach auflen wolbt und einen stabilen
Komplex mit LPC und freien Fettsduren bildet. Infolge dessen sind keine hydropho-
ben Wechselwirkungen zwischen LDL und denaturierten Livetinen mdglich und das

erste Viskositditsmaximum wird zu héheren Temperaturen hin verschoben.

Handelsiiblich pasteurisiertes Eigelb

Der Vergleich von handelsiiblich pasteurisiertem Eigelb (Abb. 4-6) mit nativem Ei-
gelb (Abb. 4-5) zeigt hinsichtlich des temperaturabhéngigen Viskosititsverhaltens
keinen grundlegenden Unterschied. Jedoch zeigt nach enzymatischer Behandlung mit
Phospholipasen das handelsiiblich pasteurisierte Eigelb im Gegensatz zum nativen
Eigelb einen rapiden Anstieg der scheinbaren Viskositit (Scherrate betrdgt konstant
26 s™) bei ca. 70 °C. Die enzymatische Behandlung mit Phospholipasen fiihrte dem-
nach beim handelsiiblich pasteurisierten Eigelb zu keiner signifikanten Verschiebung
des ersten Viskositdtsanstiegs. Es wird somit angenommen, dass die Hitzebehandlung
des Eigelbs wihrend der Pasteurisation zu Verdnderungen innerhalb der LDL-
Struktur gefiihrt hat, welche die Bildung eines stabilen LPC/LDL-Komplexes verhin-
dern konnte. Infolgedessen erfolgte keine Unterbindung der Wechselwirkungen zwi-

schen den aufgefalteten Livetinen und den LDL-Mizellen.
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Abb. 4-6: Verdnderungen im temperaturabhéngigen Viskositdtsverhalten von handelsiiblich pasteuri-
siertem (past.) und verdiinntem Eigelb (40 %, v/v) nach Behandlung mit Lecitase® Ultra
(PLA,) und Sternenzym PLP (PLA,) bei konstanter Scherrate von 26 s, mit n = 6 (Jackel
und Ternes, 2009)

Im Gegensatz zum unbehandelten Eigelb zeigt das mit Phospholipasen inkubierte
handelsiiblich pasteurisierte Eigelb kein definiertes Viskositdtsmaximum, sondern
einen trotz zunechmender Temperatur stagnierenden Verlauf der scheinbaren Viskosi-
tit (Abb. 4-6). Es bildete sich eine homogene gelartige, flieBfdhige Struktur aus, wel-
che bis 100 °C stabil blieb. Es waren zudem keine sichtbaren Anzeichen von Protein-
Aggregation, Bildung eines Gelnetzwerkes, Partikeln oder der Freisetzung von Lipi-
den sichtbar. Durch Modifizierung der Phospholipide des Eigelbs mit Phospholipasen
wurde eine entscheidende Stufe der hitzeinduzierten Gelbildung des Eigelbs inhibiert.
Bei genauer Betrachtung der Viskosititsverldufe unbehandelter Eigelbproben (vgl.
Abb. 4-5 und Abb. 4-6) zeigt sich bei Temperaturen oberhalb 78 °C eine geringe Ab-
nahme, gefolgt von einem zweiten deutlichen Anstieg der scheinbaren Viskositit.
Laut Ternes und Werlein (1987a) sind die Neutrallipide bei Temperaturen bis zum
Erreichen des ersten Viskosititsmaximums hauptsdchlich im Inneren der LDL-
Mizellen inkorporiert. Bei Temperaturen oberhalb davon beginnt jedoch durch Dena-
turierung und Destabilisierung der LDL-Partikel eine Freisetzung der Neutrallipide,
wodurch die scheinbare Viskositit verringert wird. Welche Rolle die Scherkrifte

hierbei spielen, ist noch unbekannt. Nach Freisetzung der Neutrallipide beginnt je-
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doch durch Denaturierung der Proteine, Aggregation und Assoziation ein weiterer
starker Anstieg der scheinbaren Viskositdt. Dies wird durch die Arbeit von Kumar
und Mahadeva (1970) untermauert, welche Aggregation von Plasmaproteinen mit
einem teilweisen oder vollstindigen Verlust der Lipide in Verbindung bringt. Die
Bildung unléslicher LDL-Aggregate nach Verlust der Lipide wiirde auch den plotzli-
chen Wandel in der Textur (von flieBfihig zu schnittfest) nach Uberschreitung des
zweiten Viskositditsminimums erklidren. Eine irreversible Assoziation von Aggregaten
der Plasma- und Granulabestandteile unter Ausbildung von kovalenten Disulfid-
Briicken konnte die Gelbildung vervollstindigen und stabilisieren, wie Kiosseoglou
und Paraskevopoulou (2005) vorschlagen. Jedoch muss hierbei beachtet werden, dass
kommerziell erhéltliches gekiihltes Eigelb bis zu 14 % Eiklar enthdlt. Somit kénnten
Eiklar-Proteine wie Ovalbumin ebenfalls eine Rolle spielen. Laut Donovan et al.
(1975) denaturiert Ovalbumin bei Temperaturen oberhalb von 84 °C. Aufgrund des-
sen kann nicht zweifelsfrei geklart werden, inwieweit der zweite Viskosititsanstieg
durch Ovalbumin beeinflusst ist. Da jedoch der Viskositédtsverlauf des handelsiiblich
pasteurisierten Eigelbs kaum von dem des nativen Eigelbs abweicht, sollte der Ein-
fluss des geringen Eiklaranteils an der thermischen Gelbildung zu vernachldssigen
sein.

Aufgrund der Stagnation der scheinbaren Viskositit beim enzymatisch behandelten
und handelsiiblich pasteurisierten Eigelb (Abb. 4-6) wird vermutet, dass die LDL-
Mizellen durch Wechselwirkungen mit LPC vor einer Destabilisierung geschiitzt
werden, und somit keine Freisetzung der Neutrallipide erfolgt. Ebenso ist bei Tempe-
raturen bis zu 100 °C kein zweiter Viskositdtsanstieg erkennbar, was zusitzlich auf
eine Stabilisierung der LDL-Strukturen schlieen ldsst. Dieser Effekt ist sehr interes-
sant fiir kommerzielle Applikation, da die cremig-schaumige Konsistenz selbst beim

Kochen erhalten bleibt.

Gefriergetrocknetes Eigelb

Grundsitzlich zeigen natives, handelsiiblich pasteurisiertes und gefriergetrocknetes
Eigelb den gleichen Verlauf im temperaturabhidngigen Viskositédtsverhalten (vgl. Abb.
4-5, und Abb. 4-7). Erst die Behandlung mit Phospholipasen fiihrt hierbei zu deutlich

sichtbaren Verdnderungen. Die enzymatische Behandlung der gefriergetrockneten
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und handelsiiblich pasteurisierten Eigelbproben fiihrte im Gegensatz zum nativen Ei-
gelb zu keiner signifikanten Verschiebung des ersten Anstiegs der scheinbaren Visko-
sitit (bei konstanter Scherrate von 26 s'). Zusitzlich zeigt allein das enzymatisch
behandelte und gefriergetrocknete Eigelb bei Temperaturen oberhalb von 85 °C einen
zweiten Viskosititsanstieg (Abb. 4-7). Somit hat der Prozess der Gefriertrocknung
einen Einfluss auf die thermische Gelbildung des Eigelbs. Wihrend die enzymatische
Behandlung mit Phospholipasen bei den nativen und handelsiiblich pasteurisierten
Eigelbproben die Bildung von dreidimensional vernetzten festen Gelstrukturen ver-

hinderte, gilt dies jedoch nicht fiir die gefriergetrockneten Eigelbproben.
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Abb. 4-7: Veridnderungen im temperaturabhingigen Viskositdtsverhalten von gefriergetrocknetem
Eigelb (gg) nach Behandlung mit Lecitase® Ultra (PLA;) und Sternenzym PLP (PLA,), bei

konstanter Scherrate von 26 s, mit n = 6 (Jackel und Ternes, 2009)

Ein limitierender Faktor bei der Gefriertrocknung von Eigelb ist die gefrierinduzierte
Gelbildung. Dieser irreversible Prozess beginnt bereits bei Temperaturen unterhalb
von -7 °C, ist aber zwischen -10 und -14 °C am intensivsten (Powrie et al., 1963; Te-
lis und Kieckbusch, 1997). Bei der gefrierinduzierten Gelbildung lagern sich die
LDL-Mizellen des Eigelbs zusammen und bilden eine weitmaschige Struktur aus.
Dieser Prozess geht mit einer Erh6hung der Viskositét einher. Beim Einfrieren ober-
halb des kritischen Temperaturbereiches kristallisiert vor allem das im Eigelb enthal-
tene Wasser aus. Dies fiihrt zu einer Konzentrierung der 16slichen Bestandteile des

Eigelbs (z. B. Salze, wasserldsliche Proteine) im noch nicht auskristallisierten Was-
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ser. Dementsprechend nimmt die Konzentration des freien, ungefrorenen Wassers in
der Eigelbsuspension ab. Dies fiihrt zu einem teilweisen Verlust der Hydrathiille der
Proteine. Durch Umlagerungen der Lipoproteine erfolgt eine weitere Dehydratisie-
rung der Proteine. Infolgedessen bildet sich durch Aggregation und Assoziation ein
dreidimensionales Netzwerk aus (Chang et al., 1977; Miyawaki, 1992).

Obwohl durch die Kombination Vorkristallisation/Kontaktplattengefrierverfahren die
gefrierinduzierte Gelbildung bei der Gefriertrocknung signifikant reduziert werden
konnte (Jaekel et al., 2008), ist eine Erhohung der Viskositdt bei den enzymatisch
behandelten Eigelbproben (Temperaturen unterhalb von 60 °C) signifikant (Abb.
4-7). Eisbildung und die daraus resultierende Dehydrierung der Proteine konnte auch
zur Destabilisierung des von Mine (1997) beschriebenen LPC/LDL-Komplexes bei-
tragen. Als Folge dessen konnte eine Verhinderung der thermischen Bildung von fe-
sten, dreidimensionalen Netzwerken nicht mehr gewihrleistet werden. In Abb. 4-7
wird dies durch den zweiten Viskositdtsanstieg bei Temperaturen oberhalb von 85 °C
angezeigt. Da der zweite Anstieg der scheinbaren Viskositét (bei konstanter Scherrate
von 26 s™') im Vergleich zum unbehandelten Eigelb jedoch signifikant zu hoheren
Temperaturen verschoben ist, hat dies Einfluss auf die technofunktionellen Eigen-
schaften. Die Eindringtiefe des Penetrometers erhohte sich dramatisch nach Behand-
lung mit Phospholipasen (Tab. 4-5). Somit wird die Féhigkeit zur Ausbildung eines
schnittfesten dreidimensional vernetzten Gels durch die enzymatische Behandlung

signifikant vermindert.

Tab. 4-5: Rheologische und physikalische Verdnderungen von gefriergetrocknetem Eigelb durch Be-
handlung mit Lecitase® Ultra (PLA,) und Sternenzym PLP (PLA,), mit n = 6 (Jaekel und
Ternes, 2009)

Eigelb unfermentiert 0,10 % PLA; 0,75 % PLA,
Eindringtiefe [mm)] 2,603 48 0,2 5304
Konsistenzfaktor [Pa*s] 0,16 = 0,03 0,26 = 0,03 0,15+0,01
FlieBindex 0,78 £ 0,02 0,71 £ 0,02 0,79 £ 0,01
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Obwohl die Behandlung des Eigelbs mit Phospholipasen zu deutlichen Verdnderun-
gen hinsichtlich der thermischen Gelbildung fiihrt, zeigen sich nur geringe Auswir-
kungen auf das FlieBverhalten. Besonders interessant ist hierbei jedoch, dass sich si-
gnifikante Unterschiede in Hinblick auf den Typ der Phospholipase ergaben. Wahrend
die Behandlung mit Sternenzym PLP (PLA,) keine signifikanten Anderung des FlieB3-
verhaltens bewirkte, so fiihrte die Behandlung mit Lecitase® Ultra (PLA,) zu einer
signifikanten Erhohung des Konsistenzfaktors und zu einer Verringerung des Fliefin-
dexes. Einer Ursache hierfiir konnten die Unterschiede beziiglich der Hydrolyse der
Phospholipide sein (4.2.2). Durch die sich aus diesen Werten abzuleitende Erh6hung
der Viskositdt (bei konstanter Temperatur von 30 °C) und der Verschédrfung des
scherverdiinnenden Verhaltens zeigt Sternenzym PLP in Hinblick auf die Optimie-

rung der industriellen Prozesstechnik bessere Ergebnisse.

4.2.2 Analytik der Phospholipide mittels HPLC/ELSD

Zur Modifizierung der Phospholipide des Eigelbs wurden zwei verschiedene Typen
von Phospholipasen verwendet: Lecitase® Ultra, eine Phospholipase vom Typ A,
(mikrobiellen Ursprungs) und Sternenzym PLP, eine Phospholipase vom Typ A, (iso-
liert aus Schweine-Pankreas). Die Enzyme unterscheiden sich prinzipiell darin, an
welcher Stelle der Fettsdurerest vom Glycerolgeriist bevorzugt abgespalten wird:
PLA, fiir sn-1 und PLA,; fiir sn-2. Um Unterschiede hinsichtlich der Wirkung auf die
technofunktionellen Eigenschaften von Eigelb zwischen den beiden Enzym-Typen zu
erforschen, wurde die Dosierung so angepasst, dass der resultierende Gehalt an Ly-
sophosphatidylcholin (LPC) gleich grof} ist. Tab. 4-6 zeigt den dramatischen Anstieg
im Gehalt von LPC nach Behandlung mit Phospholipasen. Es ergeben sich hierbei
jedoch keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der eingesetzten Enzyme. Auf-
grund des gleichen Gehaltes an LPC sollte auch eine entsprechende Abnahme an
Phosphatidylcholin (PC) zu erwarten sein. Dennoch ist der Gehalt an PC nach Be-
handlung mit Sternenzym PLP signifikant geringer als der nach Behandlung mit Leci-
tase® Ultra (Tab. 4-6). Der Grund liegt hierbei in der Limitierung der verwendeten
HPLC-Methode. Im Gegensatz zu Sternenzym PLP baut Lecitase® Ultra auch

Phosphatidylethanolamin (PE) in hohem MalBle zu Lysophosphatidylethanolamin
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(LPE) ab (siehe Tab. 4-6), welches dann mit PC coeluiert. Die enzymatische Behand-
lung von Eigelb mit Lecitase® Ultra fiihrt dabei zu einer PE-Hydrolyse von ca. 78 %.
Dennoch zeigen die Ergebnisse im temperaturabhéngigen Viskositdtsverhalten und
der hitzeinduzierten Gelstabilitdt kaum Unterschiede hinsichtlich des Enzymtyps (vgl.
4.2.1). Demnach spielt das Verhiltnis von LPE/LPC keine entscheidende Rolle bei
der thermischen Gelbildung.

Tab. 4-6: Chemische Verdnderungen innerhalb der Gruppe der Phospholipide von gefriergetrocknetem
Eigelb durch Behandlung mit Lecitase® Ultra (PLA;) und Sternenzym PLP (PLA,), mit n =
6 (Jaekel und Ternes, 2009)

Eigelb unfermentiert 0,10 % PLA; 0,75 % PLA,
Phosphatidylethanolamin® 2,7 + 0,4 0,6 0,1 22x0,2
Phosphatidylcholina’* 11,3 0,8 5,0£0,5 34+0,1
Lysophosphatidylcholin® 0,27 £ 0,04 5,7+0,5 5,8+£0,2

a[g/100gi. Tr.]
" PC + LPE

Lediglich hinsichtlich des FlieBverhaltens ergaben sich zwar geringe aber dennoch
signifikante Unterschiede (Tab. 4-5). Inwieweit diese Verdnderungen jedoch auf den
Gehalt an LPE bzw. PE zuriickzufiihren sind, bleibt unklar. In weiteren Studien soll

dieser Zusammenhang néaher erforscht werden.
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4.3  Bestimmung von Phosphonolipiden im Eigelb

4.3.1 Synthese von PnE
Im 1. Schritt der Synthese wurde die Aminoethylphosphonséure mit einer Benzyloxy-

carbonyl-Schutzgruppe versehen (Abb. 4-8).

0]
il

o Cl-C-0-CH, @ 0 0

il I [

HO-P-CH,-CH,—-NH, > HO—P—CHZ—CHZ—NH—C—O—CH2©
| |
OH OH
Aminoethylphosphonsdure N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonséure

Abb. 4-8: Zum Schutz der Aminogruppe wurde die Aminoethylphosphonsidure mit einer Benzyloxy-
carbonyl-Gruppe versehen (Mucha et al., 1995)

Die Auswaage der 2x rekristallisierten N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphon-
sdure betrug 1,31 g. Die Ausbeute ergibt sich daraus zu 63 %. Laut Mucha et al.
(1995) wurde fiir N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonsdure eine Ausbeute von
79 % erzielt. Da hierbei das Syntheseprodukt jedoch nur einmal rekristallisiert wurde,
ist die geringere Ausbeute von 63 % auf Verluste durch die wiederholte Rekristallisie-
rung zurlickzufithren. Aufgrund der Verwendung der N-Benzyloxycarbonylamino-
ethylphosphonsdure als Edukt fiir den ndchsten Reaktionsschritt sollte diese moglichst
rein sein.

Im zweiten Schritt erfolgte eine Kondensation der N-Benzyloxycarbonylaminoethyl-
phosphonsdure mit 1,2-Dioctadecanoyl-glycerol (Abb. 4-9). Die Auswaage fiir das
resultierende 1,2-Dioctadecanoylglycerol-3-benzyloxycarbonylaminoethylphosphonat
betrug nach zweimaliger Rekristallisierung 0,38 g. Fiir die Ausbeute ergibt sich da-
durch ein Wert von 53 %. Der von Yamauchi et al. (1986) fiir die Ausbeute angege-
bene Wert von 60 % wurde aufgrund der wiederholten Rekristallisierung mit 53 %
nur geringfiigig unterschritten.

Im dritten und letzten Schritt der Synthese wurde das 1,2-Dioctadecanoyl-glycerol-3-
benzyloxycarbonylaminoethylphosphonat einer katalytischen Hydrogenolyse unter-

zogen, um die Schutzgruppe zu entfernen (Abb. 4-9).
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1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat

Abb. 4-9: Synthese von 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat durch Kondensation von
N-Benzyloxycarbonylaminoethylphosphonsidure mit 1,2-Dioctadecanoyl-glycerol und an-
schlieBender Entfernung der Schutzgruppe mittels katalytischer Hydrogenolyse, TPS-C1 =
2,4,6-Triisopropylbenzolsulfonylchlorid (Yamauchi et al., 1986)

Nach dreimaliger Rekristallisierung ergab sich fiir die Auswaage von 1,2-
Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat ein Wert von 0,0295 g. Die Aus-
beute betrdgt demnach 13 %.

Die erzielte Ausbeute weicht deutlich von der von Yamauchi et al. (1986) mit 84 %
angegebenen ab. Hierfiir sind mehrere Ursachen mdéglich. Zum einen wurde zur Er-
hoéhung der Reinheit das Syntheseprodukt dreimalig (statt einmalig) rekristallisiert
und zum anderen wird angenommen, dass aufgrund der nicht optimierten Hydrogeno-

lyse-Apparatur die Abspaltung der Schutzgruppe nur unzureichend war.

4.3.2 Aufreinigung von PnE mittels SPE

Da das Syntheseprodukt auch nach zweimaliger Rekristallisierung im HPLC-
Chromatogramm noch Verunreinigungen (Dioctadecanoylglycerol) aufwies, wurde
das 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat mittels Festphasenextrakti-

on noch weiter aufgereinigt (Abb. 4-10). Hierbei konnte durch Spiilen der Kieselgel-
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Sdule mit Chloroform bzw. Chloroform/Methanol-Gemischen das Dioctadecanoyl-
glycerol (DOG) vom 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat (PnE)

abgetrennt werden (siehe 3.5.3).

1200 1 DAG
1 — CHCIy/MeOH 2:1 (v,v)
1000 -
—— CHCL/MeOH 16:1 (v,v)
800 A PnE
— — 100 % CHCl,
600 -
400 n
200 Zl N } t
0 L T JL T L} T 1
0 5 10 15 20 25 30

Zeit [min]

Abb. 4-10: Aufreinigung von 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat (PnE) mittels Fest-
phasenextraktion (Si), DAG = Diacylglycerol (Ternes und Jaekel, 2010)

4.3.3 ESI-MS’ Fragmentierungsmuster

Das synthetisierte und aufgereinigte 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphos-
phonat wurde mittels ESI-MS? untersucht, um Riickschliisse auf das Fragmentie-
rungsmuster von Glycerophosphonolipiden ziehen zu kénnen. In der Literatur gibt es
fiir diese Substanzklasse noch keine derartigen Daten. Anhand der charakteristischen
Massenpeaks soll dann eine sichere Identifizierung von Phosphonolipiden in Eigelb
gewihrleistet werden.

Die exakte Masse des synthetisierten 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphos-
phonats ergibt sich aus der Summenformel C4;Hg,O7NP mit M = 731,59. Im negati-
vem lonen-Modus zeigt PnE einen Peak von der Masse m/z 730 (Abb. 4-11). Dieser
ist durch Deprotonierung des Phosphonat-Restes zu erkldren [M - H] (deprotonierter
Molekiilpeak).
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Abb. 4-11: : ESI-MS-Spektrum von PnE im negativen Ionen-Modus (Ternes und Jaekel, 2010)

Eine weitere Fragmentierung des deprotonierten Molekiil-Anions [M - HJ ergibt drei

charakteristische Tochter-Anionen (Abb. 4-12).
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Abb. 4-12: ESI-MS? -Spektrum des [M — H] Ions von PnE mit m/z 730 (Ternes und Jaekel, 2010)
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Die Massen sind in folgender Tabelle zusammengestellt (Tab. 4-7):

Tab. 4-7: Massen der Fragmente von [M - H] nach ESI-MS? im negativen Ionen-Modus

Mutter-Anion [m/z] Tochter-Anion [m/z] Differenz [m/z]
730 464 266
730 446 284
730 283 447

Der dominanteste Peak im ESI-MS? Spektrum von PnE ist der mit der Masse m/z 464.

Diese ergibt sich durch Verlust eines Stearinsdurerestes als inneres Anhydrid (Keten)

[M — H — RCH=C=0]. Durch Verlust cines gesamten Stearinsdurerestes ergibt sich
das zweite Tochter-Anion mit der Masse m/z 446 [M — H — RCH,OOH]". Dieser Peak

zeigt jedoch nur eine sehr geringe Intensitdt. Die deprotonierte Stearinsdure ist mit

einer Masse von m/z 283 ebenfalls als Peak im MS? Spektrum sichtbar [RCH,COOT.

Die Fragmentierung von PnE mittels ESI im negativen lonen-Modus erfolgt demnach

analog PE (Hsu und Turk, 2005). Unter vergleichbaren Bedingungen spaltet das Di-

stearoylphosphatidylethanolamin [M — H]" mit m/z 746 ebenfalls bevorzugt e¢in Keten
ab: [M — H — RCH=C=0] mit m/z 480. Hieraus ergibt sich fiir PnE im negativen Io-

nen-Modus folgendes Fragmentierungsmuster (Abb. 4-13):
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Abb. 4-13: Fragmentierung von PnE (1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat) mittels

ESI-MS? in charakteristische Tochter-Ionen im negativen Ionen-Modus

Bei Abb. 4-13 ist zu beachten, dass die Stellung des Fettsdurerestes bei der Fragmen-
tierung aufgrund der zwei Stearinsdurereste nicht weiter untersucht werden konnte. In
der Literatur ist fiir Phosphatidylsdure jedoch beschrieben, dass beim Verlust des Ke-
tens aus sterischen Griinden die sn-2 Stellung favorisiert ist (Hsu und Turk, 2005).
Aus diesem Grund wird angenommen, dass dieser Zusammenhang auch fiir PnE gilt.

Im positiven Ionen-Modus zeigt das Massenspektrum fiir PnE einen Molekiilpeak mit

der Masse m/z 732 (Abb. 4-14).
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Abb. 4-14: ESI-MS-Spektrum von PnE im positiven lonen-Modus (Ternes und Jaekel, 2010)

Der Massenpeak mit der Masse m/z 732 ist durch Protonierung der Aminogruppe des
Ethanolaminrestes zu erkldren: [M + H]". Bei der Fragmentierung des protonierten
Molekiil-Kations zeigen sich jedoch Unterschiede zum negativen lonen-Modus. Das
ESI-MS/MS Spektrum von PnE (Abb. 4-14) zeigt lediglich ein Tochter-lon mit der
Masse m/z 607.
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Abb. 4-15: ESI-MS? -Spektrum des [M + H]" Ions von PnE mit m/z 732 (Ternes und Jaekel, 2010)
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Demnach wurde die Kopfgruppe des Phosphonolipids selektiv abgespalten, wodurch
das sogenannte ,,Diacylglycerol-like-fragment-ion“ [DAG]" mit der Masse m/z 607
gebildet wurde. Die Kopfgruppe konnte als Kation [Kopfgruppe]” aufgrund der ge-
ringen Masse von m/z 126 unter den gegebenen Bedingungen nicht detektiert werden.
Wihrend der Massenpeak mit der Masse m/z 733 durch Isotopenpeaks zu erkliren ist,
bleibt der Massenpeak mit m/z 671 (Verlust von m/z 41) unklar.

Die Ergebnisse flir PnE korrelieren gut mit dem von Hsu et al. 2005 beschriebenen
Fragmentierungsmuster fiir PE. Durch Abspaltung der PE-Kopfgruppe mit m/z 141
vom Di-stearoyl-PE [M + H]" mit 748 wird ebenfalls das ,Diacylglycerol-like-
fragment-ion [DAG]" mit m/z 607 gebildet. Die fiir PE zusitzlich beschriebene Ab-
spaltung eines Ketens oder einer Fettsdure konnte fiir PnE nur im negativen Ionen-
Modus beobachtet werden.

Das ESI-MS’ Fragmentierungsmuster von PnE wird in folgender Abbildung (Abb.
4-16) nochmals verdeutlicht:
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Abb. 4-16: Fragmentierung von PnE (1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat) mittels

ESI-MS? in charakteristische Tochter-lonen im positiven lonen-Modus (Ternes und Jae-

kel, 2010)
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Da eine Erhohung der Kollisionsenergie nicht zur Bildung weiterer charakteristischer
Spaltprodukte gefiihrt hat, wurde zur Verstirkung der Fragmentierung dem Synthese-
produkt ein Zusatz von 0,1 % Essigsdure zugegeben. Im ESI-MS? Spektrum (Abb.
4-17) zeigt sich dann auch ein weiteres Tochter-Kation mit der Masse m/z 448, wel-
ches durch Eliminierung einer Stearinsiure gebildet wurde [M + H - RCOOH]" (ana-
log Abb. 4-13).

100
95
a0
85
80
75
70
65
60

607.19

612.77

55 733.84
50

45
40
35
30
25 491.98
20 41969 45332 673.07 70164
15 534.26 56073 668.87 '
/]

10 328.01 404.51 { J 63267
5 301.00
e el L L
Abb. 4-17: ESI-MS?-Spektrum des [M + H]" Tons von PnE (m/z 732) mit Zusatz von 1 % HAc (Ternes
und Jaekel, 2010)
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Die Massen der mittels ESI-MS? im positiven Modus hauptséchlich gebildeten Katio-
nen wurden in folgender Tabelle (Tab. 4-8) zusammengefasst. Da die restlichen Mas-
senpeaks im Vergleich zu den Hauptpeaks nur eine geringe relative Haufigkeit auf-

weisen, werden diese in der weiteren Betrachtung vernachléssigt.

Tab. 4-8: Massen der Fragmente von [M - H] nach ESI-MS? im positiven lonen-Modus

Mutter-Anion [m/z] Tochter-Anion [m/z] Differenz [m/z]
732 607 125
732 448" 284

" mit Zusatz von 1 % Essigsiure
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Fiir die Phosphono-Analogen von Phosphatidylethanolamin kann zur Identifizierung
mittels ESI-MS? folgendes noch nicht zuvor beschriebenes charakteristisches Frag-

mentierungsmuster herangezogen werden (Tab. 4-9).

Tab. 4-9: ESI-MS? Fragmentierungsmuster von PnE

Positiver Ionen-M. [m/z] Negativer lonen-M. [m/z]

Molekiilpeak [M+H] 732 [M-HT 730
Abspaltung Keten [M+H-RCH=C=0]" - [M-H-RCH=C=0T] 464
Abspaltung Fettsiure [M+H-RCOOH]" 448" [M-H-RCOOH] 446
Abspaltung Kopfgruppe ~ [DAG] 607 [DAG] -

Fettsdure [RCOT" - [RCOOT 283

" mit Zusatz von 1 % Essigsiure

4.3.4 Charakterisierung von PnE mittels ATR/FT-IR

Zur Ermittlung charakteristischer Banden von Phosphonolipiden im IR-Spektrum
wurde das synthetisierte 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat mittels
ATR/FT-IR untersucht. Die in der Literatur beschriebenen Daten hinsichtlich charak-
teristischer IR-Banden fiir Phosphonolipide sind sehr gering und zum Teil wider-
spriichlich. Fiir die Wellenldnge einer moglichen (P-C)-Bande existieren drei unter-
schiedliche Angaben: 680, 735 und 1180 cm’! (Dembitskii, 1988; Hasegawa et al.,
1976, Mukhamedova et al., 1985). Keine dieser beschriebenen Banden konnte jedoch

unter den gegebenen Bedingungen bestétigt werden (Abb. 4-18).
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Abb. 4-18: ATR/FT-IR-Spektrum von 33 ug PnE im Vergleich zu 22 ug LPE, die in der Literatur

beschriebenen charakteristischen Wellenlingen fiir Phosphonolipide: 680 cm™, 735 cm’

und 1180 cm™ fiir die (P-C)-Bindung (Mukhamedova et al., 1985; Dembitskii, 1988; Ha-

segawa et al., 1976) wurden gesondert gekennzeichnet (Ternes und Jaekel, 2010)

Zum Vergleich wurde das ATR/FT-IR-Spektrum von LPE unter gleichen Bedingun-

gen erstellt. Die ermittelten Banden wurden in folgender Tabelle zusammengefasst

(Tab. 4-10):

Tab. 4-10: FTIR-Banden von PnE und LPE

PnE [cm™']

LPE [cm'] Literatur [cm™]

(C-H)-Valenzschwingungen
(C=0)-Valenzschwingungen
(N-H)-Deformationsschwingungen
(C-H)-Deformationsschwingungen
PO,-Valenzschwingungen
(P-O-C)-Valenzschwingungen

PO,-Valenzschwingungen

2918, 2850
1741

1653

1467

1179

1023

756

2923,2852  2850-2960"

1733 1720-1765"
1653 1560-1650"
1454 1430-1470"
1179 1145-1200°
1019 970-1200"
757 740-830°

" Hesse et al. (2005)
" Nzai und Proctor (1998)
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Neben den in der Literatur bereits beschriebenen IR-Banden konnten fiir PnE keine
weiteren IR-Banden mittels ATR/FT-IR beobachtet werden. Auch erbrachte der Ver-
gleich der IR-Banden von PnE mit LPE keine eindeutigen Hinweise auf fiir Phospho-
nolipide charakteristische Banden (Tab. 4-10). Da zudem keine der beschriebenen (P-
C)-Banden zu einem spéteren Zeitpunkt von anderen Forscherteams bestétigt wurde,
liegt dies den Schluss nahe, dass sich unter den gegebenen Umstinden die IR-

Spektroskopie zur sicheren Identifizierung von Phosphonolipiden nicht eignet.

In Abb. 4-19 ist das von Moschidis et al. (1984) publizierte IR-Spektrum des aus Ei-
gelb extrahierten Phosphono-Analogs von PE gezeigt. Auch hierbei ist keine fiir eine
(P-C)-Bindung charakteristische Bande erkennbar. Da keine Diskussion der Ergebnis-
se erfolgte, verbleibt die Identifizierung eines Phosphonolipids aufgrund des IR-

Spektrums nicht nachvollziehbar.

N

TRANSMITTANCE (%)

20f: 1L

HH B edy 1 3 i ii Lal
ol t. ISR IR 11 H | i F T PR
4000 00 1200 1000 800
WAVENUMBER (CM ')

Fig. 3. IR spectrum of the phosphono analogue of phosphatidvlethanolamine fractuonated on a silicic
acid column from the 101l egg yolk phosphonolipids.

Abb. 4-19: IR-Spektrum des von Moschidis et al. (1984) aus Eigelb extrahierten Phosphono-Analogs
von PE, keine Hinweise auf eine fiir (P-C)-Bindung charakteristische Bande: 680 cm™, 735
cm™ und 1180 cm™ (Mukhamedova et al., 1985; Dembitskii, 1988; Hasegawa et al., 1976)

4.3.5 Analytik der Phosphonolipide mittels DC

Mittels Synthese von 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat konnte
ein Phosphono-Analog von Phosphatidylethanolamin hergestellt werden, welches als
Vergleichssubtanz fiir die Analytik der Phosphonolipide dienen soll. Zunichst sollten
die bisher publizierten Ergebnisse hinsichtlich des Phosphonolipid-Anteils im Eigelb
nachvollzogen werden. Nach Durchfiihrung der DC-Methode von Moschidis et al.
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(1984) konnte jedoch keine Auftrennung der Phospholipide von den Phosphonolipi-
den beobachtet werden (Abb. 4-20). Wahrend Phosphatidylethanolamin wie erwartet
am Start zuriickgehalten wird, 1duft PnE nicht mit der Eluenten-Front mit und ver-
bleibt ebenfalls am Start der DC-Folie. Da die hierfiir geschaffenen Chromatographie-
Bedingungen denen in der Publikation beschriebenen weitestgehend gleichen, sind
zunéchst keine Griinde fiir die abweichenden Ergebnisse ersichtlich. Die Identifizie-
rung der Phosphonolipide im Eigelb wurde laut Moschidis et al. (1984) mittels IR und
NMR vorgenommen. Zwar sind IR-Spektren der isolierten Phosphonolipide in der
Publikation enthalten, jedoch wurde auf jegliche Diskussion verzichtet. Auf eine cha-
rakteristische Bande fiir Phosphonolipide wurde in diesem Zusammenhang nicht hin-
gewiesen (siche auch Abb. 4-19). Die Ergebnisse der NMR-Untersuchung fehlen
ginzlich. Aus diesen Griinden kann nicht mehr nachvollzogen werden, wie die Identi-
fizierung der Phosphonolipide erfolgt ist. Es bestehen somit Zweifel hinsichtlich der
publizierten Erkenntnisse, welche durch die Ergebnisse mit der synthetisierten

Phosphonolipid-Referenzsubstanz (Abb. 4-20) untermauert werden.

Im Gegensatz zur Trennung der Phospho- von den Phosphonolipiden konnte jedoch
bei der Detektion mittels Dittmer & Lester-Spriihreagenz in Kombination mit dem
Erhitzungstest von Stillway et al. (1980) eine visuelle Unterscheidung zwischen den
Phospho- und Phosphonolipiden vorgenommen werden (Abb. 4-21). Nach Erhitzung
der mit dem Spriihreagenz behandelten DC-Platten auf 100 °C fiir 15 min zeigt das
Phosphatidylethanolamin eine braune Farbe, wihrend die blaue Farbe des PnE-Spots
bleibt. Die Nachweisgrenze fiir Phosphonolipide wurde fiir diese Methode mit 0,03

umol angegeben. Fiir PnE ergibt sich daraus eine Nachweisgrenze von 21,93 ug.
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Abb. 4-20: links 81 ug Phosphatidylethanolamin =~ Abb. 4-21: links 81 ug Phosphatidylethanolamin
(PL) und rechts 41 ug PnE entwickelt mit der (PL) und rechts 41 ug PnE entwickelt mit der
Methode von Moschidis et al. (1984) und detek- Methode von Moschidis et al. (1984), detektiert

tiert mit dem Dittmer & Lester-Spriihreagenz. mit Dittmer & Lester-Sprithreagenz und Erhit-

zungstest von Stillway et al. (1980).

Die chromatographische Trennung von Phospho- und Phosphonolipiden gelang
schlieBlich mittels der Methode von Kapoulas (1969). Hierbei wurde die DC-
Trennung mit folgendem Eluenten erreicht: Chloroform/90 % Essigsdure (3:2, v/v).
Die ermittelten Rf-Werte fiir die Phospho- und Phosphonolipide wurden in folgender

Tabelle zusammengefasst:

Tab. 4-11: Rf-Werte der Phospho- und Phosphonolipide nach der Methode von Kapoulas (1969) mit
n =7 (sieche auch Anhang 8.1.3)

Rf-Wert Rf-Wert"

1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat 0,8 0,8
Phosphatidylethanolamin 0,5 0,6
Phosphatidylcholin 0,2 0,2

" Kapoulas (1969)

4.3.6 Analytik der Eigelb-Phospholipide mittels DC

Mit Hilfe der Methoden von Kapoulas (1969) und Stillway et al. (1980) konnten nun
Proben (n > 6) aus dem Eigelbextrakt (siche 3.3.2) auf Phosphonolipide hin unter-

sucht werden. Hierbei wurden jeweils 20 uLL des Lipidextraktes spotweise auf die DC
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aufgegeben. Die Aufgabemenge wurde hierbei durch die hohe Lipidkonzentration
(hohe Viskositdt) des Extraktes begrenzt. Es konnten jedoch keine charakteristischen
blauen Spots detektiert werden. Unter Beriicksichtigung der Nachweisgrenze und der
auf die DC-Platte aufgetragenen Lipid-Menge ist der Anteil an Phosphonolipiden im
Eigelb geringer als 0,02 %. Das entspricht einem Anteil von = 0,07 % der Gesamtli-
pide und = 0,2 % der Gesamtphospholipide des Eigelbs.

Um jedoch auch Verdnderungen des Laufverhaltens durch die Eigelbmatrix auszu-
schlieBen, wurden die Lipidextrakte mit PnE-Referenzsubstanz aufgestockt (Abb.
4-22). Neben der guten Trennung von PE und PnE ist deutlich sichtbar, dass die De-
tektion von PnE auch bei Gehalten im Bereich der Nachweisgrenze nur geringfiigig

durch die Eigelbmatrix behindert wird.

Abb. 4-22: Aufstockung von Eigelblipid-Proben (jeweils 20 pl) mit PnE, 0 = ohne Aufstockung, 1 =
Aufstockung mit 21 ug PnE, 2 = Aufstockung mit 31 pg PnE, Aufstockung mit 41 pg PnE
(Ternes und Jaekel, 2010)

Unter den gegebenen Bedingungen konnten keine Phosphonolipide im Eigelb nach-
gewiesen werden. Fiir die Detektion (Stillway et al., 1980) gilt hierbei eine Nach-
weisgrenze von 0,03 umol (entspricht 22 pg fiir 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-
aminoethylphosphonat). Bei Annahme, dass etwa 1 % der Phospholipid-Fraktion aus
Phosphonolipiden besteht (Moschidis et al., 1984), miissen demnach ca. 94 ug
Phosphonolipide je Spot enthalten sein. Da diese Menge an Phosphonolipiden jedoch
deutlich {iber der Nachweisgrenze liegt, werden die Zweifel hinsichtlich der von Mo-

schidis et al. (1984) getitigten Aussagen weiter bekraftigt.
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4.3.7 Analytik der Phosphonolipide mittels HPLC/ELSD

Mit Hilfe der synthetisierten Phosphonolipid-Vergleichssubstanz (PnE) konnte eine
HPLC/ELSD-Methode zur Trennung der Phosphono- von den Phospholipiden ent-
wickelt werden. Hierfiir hat sich eine bereits bestehende Methode (Avalli und Conta-
rini, 2005) als geeignet erwiesen (siche auch 8.1.4). PnE eluiert hier bei 9 min und ist

mit einem Abstand von 2 min von PE basisliniengetrennt (Abb. 4-23).
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Abb. 4-23: Trennung von Phospho- und Phosphonolipiden mittels HPLC/ELSD, PnE = 1,2-Diocta-
decanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat PE = Phosphatidylethanolamin, PC = Phospha-
tidylcholin, LPC = Lysophosphatidylcholin; Kieselgel-Saule: LiChrosorb 60 — 5 (150 x 4
mm, 5 um PartikelgroBe), Flussrate: 1 mL/min, Eluent A: Chloroform/Methanol/30 %
Ammoniumhydroxid (80:19,5:0,5, v/v/v), Eluent B aus Chloroform/Methanol/30 % Am-
moniumhydroxid/Wasser (60:34:0,5:5,5, v/v/v/v)

Um die Eignung der HPLC/ELSD Methode fiir die Bestimmung von Phosphono-
Analogen des Phosphatidylethanolamins festzustellen, wurden die Verfahrenskennda-
ten mittels externer Kalibration bestimmt. Hierfiir wurden zunéchst die unterschiedli-
chen Konzentrationen von PnE gegen das Detektorsignal linear aufgetragen (Mittel-
wert aus n = 6, ausreisserbereinigt mittels Grubbs-Test). Wie in Abb. 4-24 zu sehen
ist, besteht kein linearer Zusammenhang in diesem Konzentrationsbereich, was auf
dem Detektions-Prinzip des Lichtstreudetektors beruht. Fiir die Kalibration von
ELSD-Daten hat sich deshalb ein doppelt logarithmischer Ansatz (Wilkes et al., 1996)
bewihrt (Abb. 4-25).
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Abb. 4-24: externe Kalibration von PnE in linea- Abb. 4-25: externe Kalibration von PnE in dop-
rer Auftragung pelt logarithmischer Auftragung

Nach Priifung des Kalibrierbereichs auf Varianzhomogenitédt nach Bartlett (sieche An-

hang 8.1.4) wurden folgende Kenndaten bestimmt:

Tab. 4-12: Zusammenfassung der Verfahrenskenndaten fiir die Bestimmung von 1,2-Dioctadecanoyl-

glycero-3-aminoethylphosphonat mittels HPLC/ELSD (sieche Anhang 8.1.4)

Verfahrenskenndaten Wert

Ordinatenabschnitt a -2,940 mV
Regressionskoeffizient b 1,891 mV/(mg*L™")
Bestimmtheitsmal R? 0,998

Reststandardabweichung Sy 3,04 mV
Verfahrensstandardabweichung Sx0 1,61 mg/L

Relative Verfahrensstandardabweichung Vo 0,61 %

Nachweisgrenze XNG 4,6 mg/L

Erfassungsgrenze XEG 9,2 mg/L

Bestimmungsgrenze XBG 13,8 mg/L bei 33,3 % Prézision

Wie in Tab. 4-12 ersichtlich ergab sich fiir die Reststandardabweichung der Kali-
briergeraden ein Wert von 3,04 mV. Fiir den gegebenen Arbeitsbereich ldsst sich dar-
aus die Verfahrensstandardabweichung bestimmen, welche ein Mal} fiir die Lei-
stungsfahigkeit des gewdhlten Analysenverfahrens darstellt. Fiir sy ergab sich ein
Wert von 1,61 mg/L. Um jedoch eine vom Arbeitsbereich unabhidngige Aussage tref-

fen zu konnen, wurde die Relative Verfahrensstandardabweichung bestimmt, welche
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nach Hillebrand (2000) moglichst einen Wert kleiner 2 % haben sollte. Mit 0,61 % ist
diese Forderung fiir die HPLC/ELSD Methode erfiillt.

4.3.8 Analytik der Eigelb-Phospholipide mittels HPLC/ELSD

Nach Abreicherung der Neutrallipide durch eine Festphasenextraktion mit Chloro-
form und Fraktionierung der polaren Lipide durch Chloroform/Methanol-Gemische
(3.3.3) wurden diese mittels HPLC/ELSD untersucht. Bei der Fraktion 14:1 (Extrakti-
on mit Chloroform/Methanol (14:1, v/v)) zeigt sich im Chromatogramm (Abb. 4-26)
bei der Retentionszeit von PnE iiberraschend der Peak einer unbekannten Substanz.
Die anschlieBende Aufstockung mit PnE belegte zudem die vollstindige Co-Elution
mit der unbekannten Substanz.

PC
?+PnE

PC

200 -

_ Eigelb-Lipidextrakt mit
Aufstockung von PnE

150 1

—  Eigelb-Lipidextrakt

= PE
100
£ FFS b\
./
50 ? PE
FFS J ||
0 . : : R — .
0 5 10 15 20 25 30
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Abb. 4-26: Aufstockung Eigelblipid-Fraktion 14:1 mit PnE auf 37 mg/L, eine unbekannte Substanz
coeluiert mit PnE; Kieselgel-Saule: LiChrosorb 60 — 5 (150 x 4 mm, 5 wm Partikelgrof3e),
Flussrate: 1 mL/min, Eluent A: Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid
(80:19,5:0,5, v/v/v), Eluent B aus Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydro-
xid/Wasser (60:34:0,5:5,5, v/v/v/v) (Ternes und Jaekel, 2010)

Eine semiquantitative Analyse, mittels internen Standards, war aufgrund fehlender
Reproduzierbarkeit der Eigelblipid-Fraktionierung nicht méglich. Um jedoch festzu-

stellen, ob es sich bei dieser unbekannten Substanz doch um Phosphonolipide handelt,
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wurde die Fraktion 14:1 mittels LC-MS? untersucht. Die Ergebnisse werden im fol-

gendem Kapitel (4.3.10) diskutiert.

4.3.9 Analytik der Eigelb-Phospholipide mittels LC-MS’

Zur ndheren Charakterisierung der mittels HPLC/ELSD detektierten unbekannten
Substanz (Abb. 4-26) sowie zur Beurteilung, ob es sich hierbei tatsdchlich um
Phosphonolipide handelt, wurde die HPLC—Methode zunédchst den besonderen Erfor-
dernissen der LC/MS angepasst. Das Sdulenmaterial und die Lénge der analytischen
Sdule konnten beibehalten werden. Jedoch war eine Halbierung des Innendurchmes-
sers notig, um einen geringeren Fluss zu ermdglichen.

Eine gute Trennung der Phospholipide (inklusive PnE) war schlieBlich in Anlehnung
an die Methode von Avalli und Contarini (2005) durch Erh6hung des Chloroform-
Anteils von Eluent A auf 90 % und durch lineare Steigerung des Eluent B-Anteils
innerhalb von 5 min auf 100 % moglich. Das folgende Chromatogramm zeigt die
LC/MS Trennung der polaren Lipide, aufgeschliisselt nach den ermittelten Haupt-

massen.
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Abb. 4-27: Trennung von Phospho- und Phosphonolipiden per LC-MS im positiven Ionen-Modus

[M + HJ" aufgeschliisselt nach den Hauptmassen, PnE = 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-
aminoethylphosphonat, PE = Phosphatidylethanolamin, PC = Phosphatidylcholin, LPC =
Lysophosphatidylcholin; HPLC-Saule: LiChrosorb 60 — 5 (150 x 2 mm, 5 um Partikelgro-
Be), Flussrate: 0,4 mL/min, Eluent A: Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid
(90:9,5:0,5, v/v/v), Eluent B aus Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid/Wasser
(60:34:0,5:5,5, v/v/v/v)

Neben der Retentionszeit ermodglichen die Spektren der einzelnen Phospholipidklas-

sen (Abb. 4-27) eine sichere Zuordnung zu den LC-MS Peaks und geben zusétzlich

Hinweise auf die jeweiligen molekularen Spezies (Taguchi et al., 2005).
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Abb. 4-28: Trennung der Phospho- und Phosphonolipide (Referenzsubstanzen) per LC-MS im positi-
ven Ionen-Modus [M + H]" mit dazugehorigen Massenspektren, PnE =  1,2-
Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat, PE = Phosphatidylethanolamin, PC =
Phosphatidylcholin, LPC = Lysophosphatidylcholin; HPLC-Saule: LiChrosorb 60 — 5
(150 x 2 mm, 5 wm Partikelgrofle), Flussrate: 0,4 mL/min, Eluent A: Chloro-
form/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid (90:9,5:0,5, v/v/v), Eluent B aus Chloro-
form/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid/Wasser (60:34:0,5:5,5, v/v/v/v)

In Ubereinstimmung mit Literaturdaten (Uran et al., 2001; Kerwin et al., 1994; Bosel-
li et al., 2008 und Pacetti et al., 2005) wurden die moglichen molekularen Spezies der
untersuchten Phospholipid-Referenzsubstanzen (Abb. 4-28) im Vergleich zu den aus
Eigelb extrahierten Phospholipiden (Abb. 4-29) in folgender Tabelle zusammenge-

fasst (Tab. 4-13). Es zeigt sich hierbei eine groBe Ubereinstimmung.
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Tab. 4-13: Zusammenfassung der moglichen molekularen Spezies der Phospholipide

Phospholipid- m/z Molekulare Spezies” Referenz-  Eigelb-
klasse [M+H] substanzen Lipidfraktion
14:1

PE 768 AoSPE, GLnPE, hLOPE X X

PE 744 GPoPE, SLPE, Di-OPE X X

PE 718 POPE, PoSPE X X

PC 760 POPC, PoSPC X X

LPC 496 PLPC X X

LPC 518 LnLPC - X

Y. Ao= Arachidonsédure, G = Gadoleinsdure, L = Linolsdure, Ln = y-Linolensdure, hL. = Homo-y-
linolensdure, O = Olsiure, P = Palmitinsiure, Po = Palmitoleinsdure, S = Stearinsdure
X ... Im Chromatogramm ist der entsprechende Massenpeak enthalten

- ... Im Chromatogramm ist der entsprechende Massenpeak nicht enthalten

4.3.10 Charakterisierung der unbekannten Substanz mittels ESI-MS®

Mit Hilfe der an die LC/MS angepassten HPLC-Methode konnten nun die fraktionier-
ten Eigelblipid-Extrakte auf Phosphonolipide hin untersucht werden. Das ESI-MS
Spektrum der unbekannten Substanz (Abb. 4-29) zeigt im positiven lonen-Modus drei
dominierende Molekiilpeaks [M + H]" mit den Massen m/z 866, 844, und 816 (Abb.
4-29).
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Abb. 4-29: ESI-MS Chromatogramm der Eigelblipid-Fraktion 14:1 im positiven Ionen-Modus
[M + H]" mit dazugehdrigen Massenspektren, PnE = 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-
aminoethylphosphonat, PE = Phosphatidylethanolamin, PC = Phosphatidylcholin, LPC =
Lysophosphatidylcholin; HPLC-Saule: LiChrosorb 60 — 5 (150 x 2 mm, 5 wm Partikelgro-
Be), Flussrate: 0,4 mL/min, Eluent A: Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid
(90:9,5:0,5, v/v/v), Eluent B aus Chloroform/Methanol/30 % Ammoniumhydroxid/Wasser
(60:34:0,5:5,5, v/v/v/v) (Ternes und Jaekel, 2010)

Die gezielte Fragmentierung der Kationen mit den Massen m/z 866, 844, 816 sollte
nun Hinweise auf bestimmte funktionelle Gruppen geben und die Frage kliren, ob es

sich hierbei tatsdchlich um Phosphonolipide handelt.
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Abb. 4-32: ESI-MS? Spektrum des [M + H]" Ions mit m/z 866 (Ternes und Jaekel, 2010)

Die ESI-MS? Spektren der drei dominierenden Massen zeigen ein einheitliches Frag-
mentierungsmuster, was auf eine Substanzklasse schlieBen ldasst. Obwohl sich die
Massen der protonierten Molekiilpeaks [M + H]" deutlich unterscheiden, werden je-
weils Fragmente mit der Masse m/z 58 und 239 abgespalten (Abb. 4-30, Abb. 4-31
und Abb. 4-32). Zur besseren Ubersicht wurden die Fragmente der drei dominieren-

den Massenpeaks in folgender Tabelle zusammengefasst (Tab. 4-14):
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Tab. 4-14: Massen der Fragmente von [M + H]" der unbekannten Substanzklasse mittels ESI-MS? im

positiven Ionen-Modus

Mutter-Ion [m/z] Tochter- Ion [m/z] Differenz [m/z]
866 808 58

866 627 239

866 241 625

844 785 59

844 604 240

844 240 604

816 758 58

816 577 239

816 240 576

Das Fragment mit der Masse m/z 239 ist zudem in den ESI-MS? Spektren als Kation
[F + H]" mit m/z 240 bzw. 241 erkennbar (Abb. 4-30, Abb. 4-31 und Abb. 4-32).
Wird angenommen, dass es sich hierbei um die Kopfgruppe handelt, kénnen
Phospho- bzw. Phosphonolipide mit den Resten Ethanolamin (m/z 141), Cholin (m/z
183), Glycerol (m/z 172), Serin (m/z 185) und Inositol (m/z 260) schon aufgrund der
Masse sicher ausgeschlossen werden. Zudem werden Phosphatidylglycerole —und
inositole aufgrund des fehlenden basischen Restes bevorzugt im negativen lonen-

Modus gemessen.

Bei der Untersuchung der unbekannten Substanzklasse mittels ESI-MS im negativen
Ionen-Modus zeigen sich wiederholt drei dominante Massenpeaks [M — H] mit den
Massen m/z 864, 842, und 814. Da sich die Massen im positiven und negativen Mo-
dus jeweils um m/z 2 unterscheiden, kann angenommen werden, dass die unbekannte
Substanzklasse neben einer basischen auch einen sauren Rest enthilt. Zur weiteren
Charakterisierung wurde die Fragmentierung mittels ESI-MS® untersucht (Abb. 4-33,
Abb. 4-34 und Abb. 4-35).
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Abb. 4-34: ESI- MS® Spektrum des [M — H] lons mit m/z 842 bzw. 784 (Ternes und Jackel, 2010)
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Abb. 4-35: ESI- MS® Spektrum des [M — H] lons mit m/z 864 bzw. 806 (Ternes und Jackel, 2010)

Die mittels ESI-MS® ermittelten Massen wurden in folgender Tabelle zusammenge-

fasst (Tab. 4-15):

Tab. 4-15: ESI-MS® Analyse der unbekannten Substanzklasse aus der Eigelblipid-Fraktion 14:1 (im

negativen lonen-Modus)

Mutter-Ion [m/z] Tochter-lIon [m/z] =~ Tochter-lon [m/z]  Differenz [m/z]

864 806 58
806 520 286
806 303 503
842 784 58
784 520 264
784 281 503
814 756 58
756 492 264
756 281 475
756 255 501
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Wie in Tab. 4-15 ersichtlich, so werden auch im negativen Ionen-Modus Fragmente
mit der Masse m/z 58 vom deprotonierten Molekiilpeak [M — H] abgespalten. Die
sich daraus ergebenden Fragmente [M — H — 58] wurden mittels ESI-MS® weiter
fragmentiert. Hierbei ergaben sich Tochter-lonen, welche aufgrund ihrer Massen m/z
255, 281 und 303 auf freie Fettsduren hindeuten. Dieser Befund wird gestiitzt durch
die Ergebnisse der Fragmentierung von PnE (vgl. 4.3.3). Auch hier konnte im ESI-
MS? Spektrum (negativer Ionen-Modus) die Stearinsdure als freie Fettsdure [RCOOT
detektiert werden.

Wird dem Hinweis gefolgt, dass Fettsduren abgespalten wurden, kann weiter ange-
nommen werden, dass es sich bei dieser Substanzklasse um ein Diacylglycerol mit
einer unbekannten Kopfgruppe (m/z 239) handelt. Die restlichen Massen mit m/z 520
und 492 (Tab. 4-15) lassen sich auf diesem Wege ebenfalls erkldren, indem das Mo-
lekiil nach Abspaltung des Fragmentes mit m/z 58 [M — H — 58] zusitzlich eine Fett-
sdure als Keten abspaltet [M — H — 58 — RCH=C=0]". Auch diese Annahme ldsst sich
durch die Ergebnisse aus 4.3.3 stiitzen.

Die sich aus den Ergebnissen der ESI-MS® Analyse der unbekannten Substanzklasse
ergebenden Schlussfolgerungen wurden in folgender Tabelle nochmals zusammen-

dargestellt (Tab. 4-16):

Tab. 4-16: Schlussfolgerungen aus den Ergebnissen der ESI-MS® Analyse der unbekannten Substanz-
klasse aus der Eigelblipid-Fraktion 14:1

[M-H] [M-H-58 [M-H - 58 - RCH=C=0] [RCOO]

[m/z] [m/z] [m/z] [m/z]

864 806 520 303 (Ao)’

842 784 520 281 (O bzw. E)’

814 756 492 281, 255 (O bzw. E, P)*

" Ao= Arachidonsiure, E = Elaidinsdure O = Olsdure, P = Palmitinsdure

Werden die Ergebnisse der gesamten massenspektrometrischen Analyse der unbe-
kannten Substanzklasse zusammengefasst, ergibt sich folgendes Fragmentierungsmu-

ster:
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Abb. 4-36: Fragmentierungsmuster der unbekannten Substanzklasse am Beispiel des protonierten bzw.

deprotonierten Molekiil-lons mit m/z 816 im positiven und 814 im negativen lonen-Modus

(Ternes und Jaekel, 2010)

Eine sichere Identifizierung der Kopfgruppe [X] ist mit diesen Mitteln nicht moglich.
Jedoch gibt das spezifische Fragment mit m/z 58 Hinweise auf eine Abspaltung von
Dimethylaminomethylen. Aufgrund von Problemen bei der semiquantitativen Be-
stimmung der unbekannten Substanzklasse im Eigelb-Lipidextrakt kann nicht ausge-
schlossen werden, dass es sich hierbei lediglich um eine Verunreinigung handelt.

Zusammenfassend kann jedoch gesagt werden, dass die LC-MS Analyse keine Hin-

weise auf Glycerophosphonolipide im Eigelb geliefert hat.

107



5 Zusammenfassung und Ausblick

Mit dem anhaltenden Trend hin zu Fertiggerichten steigt gleichzeitig der Bedarf an
haltbar gemachten Zutaten, wie z. B. Eigelb. Die vorbehandelten Eigelbprodukte soll-
ten dabei in ihrer technologischen Funktionalitit weitestgehend dem frischen Eigelb
gleichen. Um dies zu iiberpriifen, wurde nach geeigneten Analysenverfahren gesucht.
Aus praktischen Erwédgungen in Hinblick auf die Anwendbarkeit in der Industrie
wurde jedoch der Fokus auf einfache Handhabung und Kosteneinsparung gesetzt. Mit
Hilfe rheologischer und penetrometrischer Methoden konnte somit ein Nachweis der
technofunktionellen Eigenschaften von gefriergetrocknetem/rehydratisiertem Eigelb
erbracht werden. Einen Schwerpunkt bildete dabei die Bestimmung des Relativen
Viskosititsmaximums mittels Rheologie. Dieser zuvor noch nicht beschriebene Para-
meter ldsst sich durch die Messung der scheinbaren Viskositdt in Abhingigkeit von
der Temperatur berechnen. Das Relative Viskosititsmaximum gibt dabei die Zunah-
me der scheinbaren Viskositit (Scherrate: 26 s') zum ersten Viskositdtsmaximum
zwischen 75 und 80 °C wieder und korreliert mit der Fiahigkeit zur Ausbildung der
optimalen gelartigen Konsistenz am ,,Punkt der Rose*. In Kombination mit Messun-
gen der hitzeinduzierten Gelstabilitdt (Penetrometrie) und der Bestimmung des Fliel3-
verhaltens (Rheologie) ist schlieBlich eine schnelle und sichere Beurteilung der tech-

nofunktionellen Eigenschaften von Eigelb moglich.

Die thermische Gelbildung von Eigelb gehort zu den technologischen Schliisselfunk-
tionen und ist aufgrund der komplexen Zusammenhénge zwischen den Eigelbbestand-
teilen nur unzureichend erforscht. Neben den Proteinen spielen dabei vor allem die
Phospholipide eine entscheidende Rolle. Durch Modifizierung der Phospholipide des
Eigelbs mit Phospholipasen sollten daher neue Erkenntnisse iiber die thermische Gel-
bildung gewonnen werden. Von besonderem Interesse war dabei der Einfluss der en-
zymatischen Behandlung auf den Verlauf der scheinbaren Viskositdt in Abhéngigkeit
von der Temperatur. Die thermoinduzierte Gelbildung von Eigelb ist prinzipiell ein
mehrstufiger Prozess, welcher mit der Denaturierung von Proteinen beginnt und sich
iiber Aggregation der denaturierten Proteine und Assoziation der Aggregate fortsetzt.
Wird der Verlauf der scheinbaren Viskositdt in einem Temperaturbereich zwischen 55

und 95 °C untersucht, ergeben sich zwei Viskosititsmaxima (Scherrate: 26 s™), wel-
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che jeweils unterschiedliche Stufen der Gelbildung beschreiben. Wihrend der erste
Viskosititsanstieg lediglich auf die Wechselwirkungen zwischen den entfalteten Live-
tinen und den z. T. denaturierten Lipoproteinen geringer Dichte (LDL) zuriickzufiih-
ren ist, folgt der zweite Viskosititsanstieg aus der festen und irreversiblen Assoziation
der Aggregate koagulierter Proteine. Der Viskosititsabfall zwischen dem ersten und
dem zweiten Viskosititsmaximum ist mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die Freiset-
zung von Lipiden durch die thermische Schidigung der LDL-Mizellen zuriickzufiih-
ren. Die enzymatische Modifizierung der Phospholipide des Eigelbs mittels Phospho-
lipasen fiihrte zu spezifischen Effekten in Hinsicht auf den Viskosititsverlauf und
erlaubt somit neue Erkenntnisse iiber die hitzeinduzierte Gelbildung von Eigelb. Bei
nativem Eigelb fiihrte die enzymatische Behandlung zu einer signifikanten Verschie-
bung des ersten Viskositdtsanstiegs von 79 zu 97 °C. Es wird demnach angenommen,
dass aufgrund der erhohten Bildung von Lysophosphatidylcholin (LPC), welches als
starker hydrophiler Emulgator wirkt, die Bildung eines stabilen LPC-LDL-Komplexes
begiinstigt wird. Als Folge dessen werden die hydrophoben Bereiche der z. T. denatu-
rierten LDL-Mizellen vor Wechselwirkungen untereinander sowie mit anderen dena-
turierten Proteinen wie den Livetinen geschiitzt und der Viskosititsanstieg wird zu
hoheren Temperaturen hin verschoben. Bei handelstiblich pasteurisiertem Eigelb fiihrt
die Hitzebehandlung (bei Temperaturen bis zu 68 °C) zu einer Vorschidigung der
Eigelbproteine, infolge dessen vermutlich kein stabiler LPC-LDL-Komplex gebildet
werden konnte. Denn im Gegensatz zu nativem Eigelb konnte bei handelsiiblich pa-
steurisiertem Eigelb keine signifikante Verschiebung des ersten Viskositdtsmaximums
zu hoheren Temperaturen hin beobachtet werden. Dennoch fiihrte die enzymatische
Behandlung mit Phospholipasen dazu, dass hierbei nach dem ersten Viskositdtsmaxi-
mum mit steigender Temperatur weder ein Viskositdtsabfall noch ein erneuter An-
stieg zu erkennen war. Die scheinbare Viskositit (Scherrate: 26 s™') stagnierte auf dem
Niveau des ersten Maximums bis zu einer Temperatur von 100 °C. Diese Ergebnisse
legen nahe, dass LPC die durch die Pasteurisation vorgeschiadigten LDL-Mizellen
durch Komplexbildung stabilisieren kann. Infolge dessen kommt es nicht zur Freiset-
zung von Lipiden und schlielich zur Koagulation der Apolipoproteine. Die hitzein-
duzierte Gelbildung durch Aggregation und Assoziation denaturierter Proteine wird
somit bis zu einer Temperatur von 100 °C unterbunden. Dadurch ergeben sich neue

Applikationsmdglichkeiten fiir die Lebensmittelindustrie, insbesondere fiir warm ge-

109



rihrte Produkte wie Saucen oder feine Desserts, welche auch bei hoheren Temperatu-
ren nicht beginnen sollen zu stocken. Obwohl das mit Phospholipasen behandelte
gefriergetrocknete/rehydratisierte Eigelb einen zweiten Viskosititsanstieg zeigt, so ist
dieser doch signifikant zu héheren Temperaturen (oberhalb von 87 °C) verschoben.
Im Gegensatz zum nativen und handelsiiblich pasteurisierten Eigelb ist hierbei zwar
keine vollstindige Inhibierung der hitzeinduzierten Gelbildung moglich, dennoch
wurde die Hitzestabilitdt der Proteine durch die enzymatische Behandlung signifikant
erhoht. Dies konnte durch die Ergebnisse der Untersuchungen der Gelstabilitit mittels
Penetrometrie weiter untermauert werden. Die mit Phospholipasen behandelten ge-
friergetrockneten/rehydratisierten Eigelbproben zeigten signifikant héhere Eindring-
tiefen, was auf eine geringere Stabilitdt bzw. einen geringeren Grad der Quervernet-
zungen im hitzeinduzierten Gelnetzwerk schlie3en l4sst.

Signifikante Unterschiede hinsichtlich der Ergebnisse zwischen den Phospholipase-
Typen wurden lediglich bei der Ermittlung des FlieBBverhaltens bei 30 °C und bei der
quantitativen Bestimmung der Phospholipide mittels HPLC/ELSD beobachtet. So
zeigt die Behandlung mit Lecitase® Ultra (PLA) im Gegensatz zu Sternenzym PLP
(PLA;) eine signifikante Erhohung des Konsistenzfaktors und eine Abnahme des
FlieBindexes, was zum einen auf eine Erhohung der Viskositit und zum anderen eine
Verstarkung des scherverdiinnenden Verhaltens schlieBen ldsst. Dariiber hinaus wer-
den ca. 78 % des Phosphatidylethanolamins abgebaut. Inwieweit diese Effekte jedoch

zusammenhédngen, ist noch unklar und sollte in weiteren Studien erforscht werden.

Eine bisher noch kaum erforschte Klasse innerhalb der polaren Lipide sind die Glyce-
rophosphonolipide. Uber ihre genaue Funktion in biologischen Systemen sowie iiber
spezifische Eigenschaften, welche moglicherweise einen technologischen Nutzen
erbringen konnen, ist nur wenig bekannt. Da es keine kommerziell erhéltlichen Refe-
renzsubstanzen auf dem Markt gibt, bereitet die qualitative und quantitative Bestim-
mung der Glycerophosphonolipide noch erhebliche Probleme. Weitere analytische
Schwierigkeiten bestehen in der groBen chemischen Ubereinstimmung zwischen den
Glycerophosphono- und den Glycerophospholipiden und den erheblichen Unterschie-
den im Gehalt in vielen biologischen Matrizes. Aus diesen Griinden wurde zuerst mit
1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-aminoethylphosphonat eine Referenzsubstanz fiir die

Klasse der Glycerophosphonolipide synthetisiert und darauf aufbauend -eine
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HPLC/ELSD-Methode zur Trennung der Glycerophospho- von den Glycerophospho-
nolipiden entwickelt. Die Nachweisgrenze fiir die 1,2-Dioctadecanoyl-glycero-3-
aminoethylphosphonat betrdgt hierbei im Losemittel 4,6 mg/L. Weiterhin wurde zur
ndheren Charakterisierung und zur besseren qualitativen Bestimmung der Glyce-
rophosphonolipide das spezifische Fragmentierungsmuster von 1,2-Dioctadecanoyl-
glycero-3-aminoethylphosphonat mittels ESI-MS? ermittelt. Der Versuch einer quali-
tativen Bestimmung von Glyerophosphonolipiden durch Ermittlung spezifischer Ban-
den mittels ATR/FT-IR erbrachte jedoch keine verwertbaren Ergebnisse.

Im Eigelb konnten mittels DC bis zu einer Nachweisgrenze von 0,02 % keine Glyce-
rophosphonolipide nachgewiesen werden. Die weitere Bestimmung mit Hilfe der
HPLC/ELSD-Methode war durch eine coeluierende unbekannte Substanz nicht mog-
lich. Diese konnte jedoch mittels LC-MS® niher charakterisiert werden. Hierbei erga-
ben sich deutliche Hinweise auf ein Diacylglycerid mit einer noch unbekannten
Kopfgruppe. Aufgrund des Fragmentierungsmusters konnten aber dabei bekannte
Glycerophosphonolipide sicher ausgeschlossen werden.

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse erscheint die weitere Erforschung von
Phosphonolipiden in Eigelb nicht sinnvoll. Jedoch ist eine sichere Identifizierung und
quantitative Bestimmung des unbekannten Diacylglycerids ein interessantes und viel-

versprechendes Forschungsfeld fiir weitere Studien.
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8 Anhang

8.1 Statistik

8.1.1 Quantitative Bestimmung der Phospholipide

Die quantitative Bestimmung der Phospholipide des Eigelbs wurde laut Methode von
Avalli und Contarini (2005) durchgefiihrt. Die Fliche wurde als Funktion der Kali-

brierkonzentration in doppelt logarithmischer Form aufgetragen. Die Ergebnisse der

linearen Regressionsanalyse sind in folgender Tabelle zusammengefasst:

Kalibrierparameter fiir die quantitative Bestimmung der Phospholipide

Phospholipid Ordinatenabschnitt Regressionskoeffizient Bestimmtheitsmal3
[log FE] log FE/(g/L)]
PE 2,8021 1,2894 0,9982
PC 2,5948 1,2713 0,9972
LPC 2,6802 1,3410 0,9964
Kalibrierung PC Kalibrierung PE
E‘ * 100,0 E * ¢
g * ’ f::)é o ‘
E . 10,0 = .

Konzentration [g/L]

doppelt logarithmische Auftragung der Fliache

gegen die Kalibrierkonzentration von PC

Konzentration [g/L]

doppelt logarithmische Auftragung der Fliache
gegen die Kalibrierkonzentration von PE
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Kalibrierung LPC

TUOU,U *
L 4

*

10,0

Flache [FE]
*

10

0,010 0,100 1,000 10,000

Konzentration [g/L]

doppelt logarithmische Auftragung der Fliache

gegen die Kalibrierkonzentration von LPC

8.1.2 Test auf Linearitat

Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem Restwassergehalt von gefrierge-

trocknetem Eigelb (moisture content) und der Eindringtiefe des Penetrometers (pene-

tration value). Ergebnisse des EP6-P Linearity Tests der Analyse-it Software von

10 1

STATCON:
Equality of variance test
Accept 11
Lack of linear fit test
Accept 9 1
)
N
N’
=
£
(o)
2o
Q
w
w
=

y =0,698x + 1,2167

4 6 8 10 12
Eindringtiefe (mm)
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8.1.3 Rf-Werte nach der DC-Methode von Kapoulas (1969)

Messung  Laufstrecke PE ~ Laufstrecke PC  Laufstrecke PnE  Ende Laufstrecke

[em] [em] [em] [em]
1 4,0 1,7 7,2 8,5
2 4,1 1,9 7,1 8,7
3 35 1,7 6.8 7,7
4 39 1,8 7,0 8,2
5 39 1,8 7,0 8,4
6 39 1,7 7,2 8,8
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8.1.4 VerfahrenskenngrofB3en fiir die HPLC/ELSD-Methode von PnE

Die Bestimmung der Verfahrenskenngrof3en fiir die HPLC/ELSD-Methode von PnE

wurde nach Hillebrand (2000) mittels Excel® 2003 durchgefiihrt.

Priifung des Kalibrierbereichs auf Varianzhomogenitit nach Bartlett

Kalibrierprobe 1 2 3 4 5

n; 30 6 6 6 6 6

1/f; 1 0,2 0,2 0,2 0,2 0,2
Messwerte 98,68 76,34 38,25 18,38 12,80
Messwerte 102,51 75,70 42,18 15,46 13,35
Messwerte 103,14 77,90 39,92 15,19 8,31
Messwerte 105,56 79,10 37,01 19,90 11,86
Messwerte 106,58 77,00 36,46 15,03 9,21
Messwerte 105,47 78,75 42,81 17,38 7,80
k 5

s 2,89 1,35 2,66 2,00 2,41
s 8,36 1,82 7,06 3,98 5,80
fi*si 135,12 41,81 9,11 35,30 19,91 28,99
log s> 3,40 0,92 0,26 0,85 0,60 0,76
fi*log s* 16,98 4,61 1,30 4,24 3,00 3,82
SG 2,325

c 1,08

PWg, 2,87 < 9,49 = Homogenitit der Varianzen
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Bestimmung der Reststandardabweichung, Verfahrensstandardabweichung und

Relativen Verfahrensstandardabweichung

Kalibrierprobe 1 2 3 4 5

Xj 261,93 410 367 246 164 123
Vi 103,66 77,47 39,44 16,89 10,56
log x; 2,37 2,61 2,56 2,39 2,21 2,09
log y; 2,02 1,89 1,60 1,23 1,02
b 1,89

a -2,94

N 5

Y; 100,20 81,12 38,14 17,71 10,28
(vi-Yi)? 27,75 11,93 13,37 1,70 0,68 0,07
Sy 3,04

Sx0 1,61 ppm

VXO 0,61 % S 2
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Bestimmung der Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenze mittels exter-

ner Kalibration

Kalibrierprobe 1 2 3 4 5

LOG (xi—x)2 0,200 0,057 0,036 0,000 0,026 0,081
62040,

(xi—x)2 159 21923,718 10969,127 253,873 9590,951 19302,490

t 0,95 (einseitig) 2,353 2,353

f 3,000 3,000

n 6,000 6,000

to05 (zweiseitig) | 2,306

XNG 4,6 mg/L

XEG 9,2 mg/L

XBG 13,8 mg/L bei 33,3 % Préizision

129



8.2  Wissenschaftlicher Werdegang

Promotion

03/2005 — 06/2008

11.06.2010

Praktika

Stiftung Tierdrztliche Hochschule Hannover

Institut fiir Lebensmitteltoxikologie und Chemische Analytik

Disputation

02/2004 - 08/2004

12/2003 — 01/2004
09/2003 — 11/2003

Institut fiir Lebensmittel- und Wasseruntersuchungen, Koln
Abschluss: Zweites Staatsexamen

Veterindr- und Lebensmitteliiberwachungsamt, Erftkreis
Fachlabor zur Qualititssicherung und Kontrolle von Lebens-

mitteln, Herzogenrath-Kohlscheid

Studium
11/2004 Erlaubnis der Berufsbezeichnung Lebensmittelchemiker
10/2004 Chemisches Landes- und Staatliches Veterindruntersuchungs-

10/1998 — 05/2003

Schule

amt, Miinster

Abschluss: Zweites Staatsexamen-
Bergische Universitdt Wuppertal
Studium der Lebensmittelchemie

Abschluss: Erstes Staatsexamen

08/1991 — 06/1996

08/1984 — 06/1991

Staatliches Gymnasium ,,Caroline Schlegel®, Jena
Abschluss: Abitur
Polytechnische Oberschule ,,Otto Grotewohl®, Jena

130



Publikationen

Jackel T, Dautel K, Ternes W. 2008. Preserving functional properties of hen's egg
yolk during freeze-drying. Journal of Food Engineering, 87:522-526.

Jackel T, Ternes W. 2009. Changes in rheological behavior and functional properties
of hen’s egg yolk induced by processing and fermentation with phospholi-
pases. International Journal of Food Science and Technology, 44:567-573.

Ternes W, Jaekel T. 2010. Analysis of glycerophosphonolipids in egg yolk. European
Food Research and Technology, 230 (4):559-570

131



8.3

ABB.
ABB.
ABB.

ABB.

ABB.
ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB

Abbildungsverzeichnis

2-4: SCHNELLES DURCHSCHREITEN DES FUR DIE GEFRIERINDUZIERTE GELBILDUNG KRITISCHEN
TEMPERATURBE- .....ccoiiiiiiiiieie it eeeeeeeet ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesesesasasstasaresreeeeeeeeeaeaeeeeeeeessenesssssssssarnnens
2-5: ANGRIFFSORTE DER PHOSPHOLIPASEN A UND A, BEIM PHOSPHATIDYLCHOLIN

2-6: VISKOSITAT/TEMPERATUR-KURVE VON NATIVEM EIGELB, AUSBILDUNG EINER FLIEBFAHIGEN,
GELART....eiiiieititiee e e eeteee e e e ettt e e e e eetateeeeeesatbaeeeeeasstaaeeeeeassssaaaeeasssaeseeeaastsasaessansssseeesaasssseseeeesnsseneas 27
2-7: PRINZIPIELLER AUFBAU EINER ATR-MESSZELLE MIT ATR-KRISTALL UND

MEHRFACHREFLEXION DES ......uutiiiiiiiiiiieeeeeeiitieeeeeesetteeeeeeassasseeeesisnssessessssssssesssssssssesssssssssseseessnnnns 30

3-1: SCHEMA DER GRADIENTEN-ELUTION FUR DIE HPLC-TRENNUNG DER PHOSPHOLIPIDE,
ELUENT A: CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID (80:19,5:0,5, v/v/V), ELUENT
B: CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID/WASSER (60:34:0,5:5,5, V/V/V/V)....55
3-2: SCHEMA DER GRADIENTEN-ELUTION FUR DIE LC-MS-TRENNUNG DER PHOSPHOLIPIDE,

4-1: MESSUNG DER SCHEINBAREN VISKOSITAT VON VERDUNNTEM EIGELB (40 %, V/V) IN
ABHANGIGKEIT VON DER TEMPERATUR BEI KONSTANTER SCHERRATE VON 26 s’l, An, =
DIFFERENZ ZWISCHEN DEM MINIMUM UND DEM ERSTEM MAXIMUM DER SCHEINBAREN
VISKOSITAT (RELATIVES VISKOSITATSMAXIMUM), A1), = DIFFERENZ ZWISCHEN DEM MINIMUM
UND DEM ZWEITEM MAXIMUM DER SCHEINBAREN VISKOSITAT .....cccoovvvieeiiiiirieeeeeiiieeeeeeeeeireeeee s 61
4-2: VERANDERUNGEN HINSICHTLICH DES RELATIVEN VISKOSITATSMAXIMUMS VON NATIVEM
EIGELB, KONVENTIONELL TIEFGEFRORENEM/WIEDER AUFGETAUTEM EIGELB UND
GEFRIERGETROCKNETEM EIGELB MIT N =6 (JAEKEL ET AL., 2008) ......cccvervierrierireeieerireeieeieens 62
4-3: VERANDERUNGEN HINSICHTLICH DES STABILITAT DES HITZEINDUZIERTEN, DREIDIMENSIONAL
VERNETZTEN GELS VON NATIVEM EIGELB, KONVENTIONELL TIEFGEFRORENEM UND WIEDER
AUFGETAUTEM EIGELB UND GEFRIERGETROCKNETEM EIGELB, MIT N =6 (JAEKEL ET AL., 2008).66
4-4: LINEARE KORRELATION ZWISCHEN DEM REST-WASSERGEHALT NACH DER
GEFRIERTROCKNUNG UND DER EINDRINGTIEFE DES PENETROMETERS MIT R? = 0,901 (JAEKEL ET
LN O 013 O USSR 67
4-5: VERANDERUNGEN IM TEMPERATURABHANGIGEN VISKOSITATSVERHALTEN VON NATIVEM
EIGELB (NAT.) NACH BEHANDLUNG MIT LECITASE® ULTRA (PLA ) UND STERNENZYM PLP (PLA,)
BEI KONSTANTER SCHERRATE VON 26 s’l, MIT N = 6 (JAEKEL UND TERNES, 2009).......ccc0eevveerunens 70
4-6: VERANDERUNGEN IM TEMPERATURABHANGIGEN VISKOSITATSVERHALTEN VON
HANDELSUBLICH PASTEURISIERTEM (PAST.) UND VERDUNNTEM EIGELB (40 %, V/V) NACH
BEHANDLUNG MIT LECITASE® ULTRA (PLA ) UND STERNENZYM PLP (PLA,) BEI KONSTANTER
SCHERRATE VON 26 s'l, MIT N = 6 (JAEKEL UND TERNES, 2009) .....cceeviiiiiierieeiieniieeieenneeieeneeeens 72
4-7: VERANDERUNGEN IM TEMPERATURABHANGIGEN VISKOSITATSVERHALTEN VON
GEFRIERGETROCKNETEM EIGELB (GG) NACH BEHANDLUNG MIT LECITASE® ULTRA (PLA ) UND
STERNENZYM PLP (PLA;), BEI KONSTANTER SCHERRATE VON 26 s’l, MIT N = 6 (JAEKEL UND

TERNES, 2009) ...ttt ettt ettt ettt ettt e e st e e et e e s et e e e aateeeeasteesaneeeeabeeeansteesnnbeeeanbeeeanseeeennes 74
4-8: ZUM SCHUTZ DER AMINOGRUPPE WURDE DIE AMINOETHYLPHOSPHONSAURE MIT EINER
BENZYLOXYCARBONYL-GRUPPE VERSEHEN (MUCHA ET AL., 1995) ..ccciiiiiiiiieeieeie e 78

4-9: SYNTHESE VON 1,2-DIOCTADECANOYL-GLYCERO-3-AMINOETHYLPHOSPHONAT DURCH
KONDENSATION VON N-BENZYLOXYCARBONYLAMINOETHYLPHOSPHONSAURE MIT 1,2-
DIOCTADECANOYL-GLYCEROL UND ANSCHLIEBENDER ENTFERNUNG DER SCHUTZGRUPPE MITTELS
KATALYTISCHER HYDROGENOLYSE, TPS-CL = 2,4,6-TRIISOPROPYLBENZOLSULFONYLCHLORID
(YAMAUCHI ET AL., 1986) ..cutiiiiiiiiieeii ettt ettt ettt stteeveestaeesaeeteesebeessaessseessaessseenssesnsaeseenns 79
4-10: AUFREINIGUNG VON 1,2-DIOCTADECANOYL-GLYCERO-3-AMINOETHYLPHOSPHONAT (PNE)
MITTELS FEST-PHASENEXTRAKTION (S1), DAG = DIACYLGLYCEROL (TERNES UND JAEKEL, 2010)

....................................................................................................................................................... 80
4-11: : ESI-MS-SPEKTRUM VON PNE IM NEGATIVEN IONEN-MODUS (TERNES UND JAEKEL, 2010)
....................................................................................................................................................... 81
. 4-12: ESI-MS? -SPEKTRUM DES [ M — H]" IONS VON PNE MIT 4#/Z 730 (TERNES UND JAEKEL, 2010)
....................................................................................................................................................... 81



ABB

ABB.
ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.

ABB.
ABB.
ABB.

ABB.

ABB.

ABB

.4-13: FRAGMENTIERUNG VON PNE (1,2-DIOCTADECANOYL-GLYCERO-3-
AMINOETHYLPHOSPHONAT) MITTELS ESI-MS? IN CHARAKTERISTISCHE TOCHTER-IONEN IM
NEGATIVEN [ONEN=IMODUS .....cceitttiiiiiteiiieeeiieeeetieeeiteeseteeesateeeseteesneeeesateeeanseeessaeeennseesanseeesnnees 83

4-14: ESI-MS-SPEKTRUM VON PNE IM POSITIVEN IONEN-MODUS (TERNES UND JAEKEL, 2010) ..84
4-15: ESI-MS? -SPEKTRUM DES [M + H]" IONS VON PNE MIT /Z 732 (TERNES UND JAEKEL, 2010)

....................................................................................................................................................... 84
4-16: FRAGMENTIERUNG VON PNE (1,2-DIOCTADECANOYL-GLYCERO-3-
AMINOETHYLPHOSPHONAT) MITTELS ESI-MS? IN CHARAKTERISTISCHE TOCHTER-IONEN IM
POSITIVEN IONEN-MODUS (TERNES UND JAEKEL, 2010) ....ccceeiiiiiieiieiiieniieereenieeeieesieeseveeeeeeenees 85
4-17: ESI-MS?-SPEKTRUM DES [M + H]" IONS VON PNE (/2 732) MIT ZUSATZ VON 1 % HAC
(TERNES. ..eeutteetttetteetteette st esttesettesteestte e taeasseesteesssaasseessseansaessseensaeasseenseesnseenseessseensseasseenssesssennsesans 86
4-18: ATR/FT-IR-SPEKTRUM VON 33 nG PNE IM VERGLEICH ZU 22 uG LPE, DIE IN DER

LITERATUR BESCHRIEBENEN CHARAKTERISTISCHEN WELLENLANGEN FUR PHOSPHONOLIPIDE: 680
cM™, 735 cM™ UND 1180 cM™! FUR DIE (P-C)-BINDUNG (MUKHAMEDOVA ET AL., 1985;
DEMBITSKII, 1988; HASEGAWA ET AL., 1976) WURDEN GESONDERT GEKENNZEICHNET (TERNES
UND JAEKEL, 2010)...ci ittt ettt ettt e ettt e e e e ettt eenteeeenateesntaeeenteeeenneaesnneeenn 88
4-19: IR-SPEKTRUM DES VON MOSCHIDIS ET AL. (1984) AUS EIGELB EXTRAHIERTEN PHOSPHONO-
ANALOGS VON PE, KEINE HINWEISE AUF EINE FUR (P-C)-BINDUNG CHARAKTERISTISCHE BANDE:
680 cM™, 735 cM UND 1180 cM™' (MUKHAMEDOVA ET AL., 1985; DEMBITSKIL, 1988; HASEGAWA
ET AL+, 1976) ittt ettt et e et e et e st e et e st e e taeesbeesbaeenseessaesaseenseessseesssensseenssensseeseesns 89
4-20: LINKS 81 G PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN (PL) UND RECHTS 41 wG PNE ENTWICKELT MIT
DER METHODE VON MOSCHIDIS ET AL. (1984) UND DETEKTIERT MIT DEM DITTMER & LESTER-
SPRUHREAGENLZ. ......utttiieeieetiieeeeeeetteeeeeesettaeeeeesetaaeeeeaaestsseseeeassssaeeaeaassaseeesaassssaeaseassssaeeeesnnsraneeeans 91
4-21: LINKS 81 pG PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN (PL) UND RECHTS 41 wG PNE ENTWICKELT MIT
DER METHODE VON MOSCHIDIS ET AL. (1984), DETEKTIERT MIT DITTMER & LESTER-
SPRUHREAGENZ UND ERHITZUNGSTEST VON STILLWAY ET AL. (1980). .eeeovveeiieiieieciieeeeieene 91
4-22: AUFSTOCKUNG VON EIGELBLIPID-PROBEN (JEWEILS 20 uL) MIT PNE, 0 = OHNE
AUFSTOCKUNG, 1 = AUFSTOCKUNG MIT 21 uG PNE, 2 = AUFSTOCKUNG MIT 31 uG PNE,
AUFSTOCKUNG MIT 41 puG PNE (TERNES UND JAEKEL, 2010) ....ccceeiiiiiieiieeieeiie e eeieeeieeneee e 92
4-23: TRENNUNG VON PHOSPHO- UND PHOSPHONOLIPIDEN MITTELS HPLC/ELSD, PNE = 1,2-
DIOCTA-DECANOYL-GLYCERO-3-AMINOETHYLPHOSPHONAT PE = PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN,
PC =PHOSPHATIDYLCHOLIN, LPC = LYSOPHOSPHATIDYLCHOLIN; KIESELGEL-SAULE:
LICHROSORB 60 — 5 (150 X 4 MM, 5 uM PARTIKELGROBE), FLUSSRATE: 1 ML/MIN, ELUENT A:
CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID (80:19,5:0,5, v/Vv/V), ELUENT B AUS

CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID/WASSER (60:34:0,5:5,5, V/V/V/V) ........ 93
4-24: EXTERNE KALIBRATION VON PNE IN LINEARER AUFTRAGUNG ....uuvvvririreririeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenennns 94
4-25: EXTERNE KALIBRATION VON PNE IN DOPPELT LOGARITHMISCHER AUFTRAGUNG................ 94

4-26: AUFSTOCKUNG EIGELBLIPID-FRAKTION 14:1 MIT PNE AUF 37 MG/L, EINE UNBEKANNTE
SUBSTANZ COELUIERT MIT PNE; KIESELGEL-SAULE: LICHROSORB 60 — 5 (150 X 4 MM, 5 uM
PARTIKELGROBE), FLUSSRATE: 1 ML/MIN, ELUENT A: CHLOROFORM/METHANOL/30 %
AMMONIUMHYDROXID (80:19,5:0,5, v/v/V), ELUENT B AUS CHLOROFORM/METHANOL/30 %
AMMONIUMHYDROXID/WASSER (60:34:0,5:5,5, v/v/v/V) (TERNES UND JAEKEL, 2010).............. 95
4-27: TRENNUNG VON PHOSPHO- UND PHOSPHONOLIPIDEN PER LC-MS IM POSITIVEN IONEN-
Mobus [M+ H]+ AUFGESCHLUSSELT NACH DEN HAUPTMASSEN, PNE = 1,2-DIOCTADECANOYL-
GLYCERO-3-AMINOETHYLPHOSPHONAT, PE = PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN, PC =
PHOSPHATIDYLCHOLIN, LPC = LYSOPHOSPHATIDYLCHOLIN; HPLC-SAULE: LICHROSORB 60 — 5
(150 X2 MM, 5 uM PARTIKELGROBE), FLUSSRATE: 0,4 ML/MIN, ELUENT A:
CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID (90:9,5:0,5, v/v/V), ELUENT B AUS
CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID/WASSER (60:34:0,5:5,5, V/V/V/V) ........ 97
4-28: TRENNUNG DER PHOSPHO- UND PHOSPHONOLIPIDE (REFERENZSUBSTANZEN) PER LC-MS IM
POSITIVEN IONEN-MODUS [M + H]+ MIT DAZUGEHORIGEN MASSENSPEKTREN, PNE = 1,2-
DIOCTADECANOYL-GLYCERO-3-AMINOETHYLPHOSPHONAT, PE = PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN,
PC =PHOSPHATIDYLCHOLIN, LPC = LYSOPHOSPHATIDYLCHOLIN; HPLC-SAULE: LICHROSORB 60
—5(150 X2 MM, 5 uM PARTIKELGROBE), FLUSSRATE: 0,4 ML/MIN, ELUENT A:
CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID (90:9,5:0,5, v/v/V), ELUENT B AUS
CHLOROFORM/METHANOL/30 % AMMONIUMHYDROXID/WASSER (60:34:0,5:5,5, V/V/V/V) ........ 98
.4-29: ESI-MS CHROMATOGRAMM DER EIGELBLIPID-FRAKTION 14:1 IM POSITIVEN IONEN-MODUS
[M+ H]+ MIT DAZUGEHORIGEN MASSENSPEKTREN, PNE = 1,2-DIOCTADECANOYL-GLYCERO-3-

133



ABB.
ABB.
ABB.
ABB.
ABB.

ABB.

ABB.

AMINOETHYLPHOSPHONAT, PE = PHOSPHATIDYLETHANOLAMIN, PC = PHOSPHATIDYLCHOLIN,
LPC = LYSOPHOSPHATIDYLCHOLIN; HPLC-SAULE: LICHROSORB 60 — 5 (150 X 2 MM, 5 uM
PARTIKELGROBE), FLUSSRATE: 0,4 ML/MIN, ELUENT A: CHLOROFORM/METHANOL/30 %
AMMONIUMHYDROXID (90:9,5:0,5, v/v/V), ELUENT B AUS CHLOROFORM/METHANOL/30 %

AMMONIUMHYDROXID/WASSER (60:34:0,5:5,5, v/v/v/V) (TERNES UND JAEKEL, 2010)............. 100
4-30: ESI-MS? SPEKTRUM DES [M + H]" IONS MIT M/Z 816 (TERNES UND JAEKEL, 2010)........... 101
4-31: ESI-MS? SPEKTRUM DES [M+H] TONS MIT M/Z 844 ... 101
4-32: ESI-MS? SPEKTRUM DES [M + H]" IONS MIT M/Z 866 (TERNES UND JAEKEL, 2010)........... 102
4-33: ESI- MS® SPEKTRUM DES [M — H]" IONS MIT M/Z 814 BZW. 756 (TERNES UND JAEKEL, 2010)
..................................................................................................................................................... 104
4-34: ESI- MS® SPEKTRUM DES [ M — H]" IONS MIT M/z 842 BzW. 784 (TERNES UND JAEKEL, 2010)
..................................................................................................................................................... 104
4-35: ESI- MS® SPEKTRUM DES [ M — H]" IONS MIT M/Z 864 BzW. 806 (TERNES UND JAEKEL, 2010)
..................................................................................................................................................... 105

4-36: FRAGMENTIERUNGSMUSTER DER UNBEKANNTEN SUBSTANZKLASSE AM BEISPIEL DES
PROTONIERTEN BZW. DEPROTONIERTEN MOLEKUL-IONS MIT M/Z 816 IM POSITIVEN UND 814 IM
NEGATIVEN IONEN-MODUS (TERNES UND JAEKEL, 2010) ....cccccoiiieiieiiieeieeiee e eieeseeeeieeseee e 107

134



8.4

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.
TAB.
TAB.
TAB.
TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

TAB.

Tabellenverzeichnis

3-1: MESSPARAMETEREINSTELLUNGEN FUR DIE RHEOLOGIE........cccciuvtiieieiiiieeeeeicireeeeeeeivreeeeeennns 53
3-2: ELSD-GERATEEINSTELLUNG .....cccctttttteieiiutreeeeeeetreeeeeeietseeeesaasssesesassssssesseesssssessessssssssesesnnnes
3-3: MS-GERATEEINSTELLUNG .....0eveeiiiitttteeeeeiitreeeeeastreeeeeesestaseeesaesssssasasssssessessssseseesssssssssessannses
3-4: ATR/FT-IR GERATEEINSTELLUNG
3-5: EINWAAGEN DER ZUR SYNTHESE VON N-BENZYLOXYCARBONYLAMINOETHYLPHOSPHONAT
EINGESETZTEN CHEMIKALIEN ......oiiiiitiiiiitiieeetteeeeteeeeeteeeeetteeeeateeeeaeeeeeaseeeeaseseesseseessseeaaseseenseeeenneas
3-6: EINWAAGEN DER ZUR SYNTHESE VON PNE VERWENDETEN CHEMIKALIEN
4-1: VERANDERUNGEN HINSICHTLICH DES RELATIVEN VISKOSITATSMAXIMUMS (RVM) VON
NATIVEM UND PASTEURISIERTEM EIGELB IN ABHANGIGKEIT VON DER VORKRISTALLISATION MIT N
=0 (JAEKEL ET AL., 2008)...cccutiiitieeieeitieiieeiteeiteesteesireeteessteeteessseeseessseensaesssessseesssesseesssessseessses 63
4-2: VERANDERUNGEN DES FLIEBVERHALTENS VON NATIVEM UND HANDELSUBLICH
PASTEURISIERTEM EIGELB IM HINBLICK AUF DIE VORKRISTALLISATION MIT N =6 (JAEKEL ET AL.,
2008) .eeeeteeteeeie et e et et e et e et e s bt et e ettt e bt e ata e bee bt e bteaa bt et teatbeetaeanbeenaeerbe e neeesbeesaeanbeesaeanseeteeans 64
4-3: VERANDERUNGEN IM FLIEBVERHALTEN VON NATIVEM UND PASTEURISIERTEM EIGELB IN
ABHANGIGKEIT VON DER GEFRIERMETHODE (GEFRIERGETROCKNET/REHYDRATISIERT UND
KONVENTIONELL TIEFGEFROREN/AUFGETAUT), MIT N =6 (JAEKEL ET AL., 2008)......cc0cccverreennnen. 64
4-4: VERANDERUNGEN HINSICHTLICH DER STABILITAT DES HITZEINDUZIERTEN, DREIDIMENSIONAL
VERNETZTEN GELS VON NATIVEM UND PASTEURISIERTEM EIGELB IN ABHANGIGKEIT VON DER
VORKRISTALLISATION, MIT N =6 (JAEKEL ET AL., 2008)....cccttiiiieriieiiieniieeieenieeeieeneeeeveeeeeeenees 67
4-5: RHEOLOGISCHE UND PHYSIKALISCHE VERANDERUNGEN VON GEFRIERGETROCKNETEM EIGELB
DURCH BEHANDLUNG MIT LECITASE® ULTRA (PLA ) UND STERNENZYM PLP (PLA,), MITN=6
(JAEKEL UND TERNES, 2009) ......0iiitiiiieiieeieeitiesieesitesreesteesveestaessaessseesnseesseesssessssesssessssssssesssesnns 75
4-6: CHEMISCHE VERANDERUNGEN INNERHALB DER GRUPPE DER PHOSPHOLIPIDE VON
GEFRIERGETROCKNETEM EIGELB DURCH BEHANDLUNG MIT LECITASE® ULTRA (PLA ) UND
STERNENZYM PLP (PLA;), MITN =6 (JAEKEL UND TERNES, 2009).......cccectervirrienieerienreereenne
4-7: MASSEN DER FRAGMENTE VON [M - H]” NACH ESI-MS? IM NEGATIVEN IONEN-MODUS
4-8: MASSEN DER FRAGMENTE VON [M - H]” NACH ESI-MS? IM POSITIVEN [ONEN-MODUS
4-9: ESI-MS? FRAGMENTIERUNGSMUSTER VON PNE.........ovueveeeeeeeeeeeeeeeseesesseseeseesesseeeeeeeeeeseeees
4-10: FTIR-BANDEN VONPNE UND LPE ..o
4-11: RF-WERTE DER PHOSPHO- UND PHOSPHONOLIPIDE NACH DER METHODE VON KAPOULAS
(1969) MIT N =7 (SIEHE AUCH ANHANG 10.1.3)..0cuiiiiiiiieeiieniieeie ettt siee e eeve e e 91
4-12: ZUSAMMENFASSUNG DER VERFAHRENSKENNDATEN FUR DIE BESTIMMUNG VON 1,2-
DIOCTADECANOYL-GLYCERO-3-AMINOETHYLPHOSPHONAT MITTELS HPLC/ELSD (SIEHE

ANHANG 10.1.4) ittt ettt ettt et e sttt e st e e beessaeesbeessbeesseessseenseessseensaessseenseesssaenseesssenn 94
4-13: ZUSAMMENFASSUNG DER MOGLICHEN MOLEKULAREN SPEZIES DER PHOSPHOLIPIDE........... 99
4-14: MASSEN DER FRAGMENTE VON [M + H]" DER UNBEKANNTEN SUBSTANZKLASSE MITTELS

ESI-MS? IM POSITIVEN IONEN-MODUS .....veveteeeeseeeeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeseseeessessessseeesesesessseesesessesens 103
4-15: ESI-MS® ANALYSE DER UNBEKANNTEN SUBSTANZKLASSE AUS DER EIGELBLIPID-FRAKTION

14:1 (IM NEGATIVEN IONEN-MODUS) ....uttiitiiiiienieeiienieeeiteeseeeseesseessseesssessseesssessessssesnsessssesnsens 105
4-16: SCHLUSSFOLGERUNGEN AUS DEN ERGEBNISSEN DER ESI-MS® ANALYSE DER UNBEKANNTEN

SUBSTANZKLASSE AUS DER EIGELBLIPID-FRAKTION 14:1 ...cccvviiiiiiiiiiiee e 106

135



