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Kurzfassung

Die Naturkosmetik nimmt einen immer gréBeren Stellenwert in der Gesellschaft ein.
Der Trend geht dabei weg von der klassischen, synthetischen Kosmetik zu nachwach-
senden, biologischen und regionalen Inhaltsstoffen. Speziell bei der Herstellung von
Cremen nimmt der verwendete Emulgator eine entscheidende Rolle ein. Je nach Art
der Creme wird zwischen Ol - in - Wasser oder Wasser - in - Ol Emulsionen unter-
schieden. Tagescremen sind dabei Ol - in - Wasser Emulsionen und in der Naturkos-

metik kommen dabei meist Emulgatoren auf Sojabasis zum Einsatz.

Setzt man sich zum Ziel eine Naturkosmetiklinie mit Inhaltsstoffen aus der Steiermark
zu entwickeln und herzustellen, stellt die Sojapflanze keine ideale Quelle fir einen
Emulgator dar. Die Inhaltsstoffe, die der Fahigkeit zur Bildung einer Emulsion zu-
grunde liegen, sind Phospholipide. Eine regional verfligbare Quelle ist Eigelb und daflr

wurde ein Gewinnungsverfahren optimiert.

Es wurden unterschiedliche Ausgangsmaterialien, Extraktions- und Analysemethoden
angewendet und bewertet. Der Bereich der Naturstoffe stellte dabei ein durchaus in-
teressantes Gebiet, aber auch eine enorme Herausforderung dar. Es soll ein méglichst
reines Produkt aus einem Ausgangstoff mit mehreren hundert Komponenten gewon-
nen werden. Zusatzlich dirfen Naturstoffe nicht zu hohen Temperaturen ausgesetzt

werden.

Durch die angewandte Vorgehensweise konnten Ergebnisse gewonnen und interpre-
tiert werden, um einen geeigneten Gewinnungsprozess von Phospholipiden aus Eigelb
zu realisieren. Dieser konnte durch den kaskadischen Einsatz von Hochdruckextrak-
tion mit Uberkritischem Kohlendioxid in Kombination mit einer Fest-FIUssig-Extraktion
erzielt werden. Der gewonnene Emulgator weist eine Phospholipid-Reinheit von 83%
(davon 76% Phosphatidylcholin) bei einer Phospholipid-Ausbeute von 98% auf und
weist eine geeignete Emulgator-Fahigkeit auf. Durch das vorteilhafte Phospholipid-
Spektrum im gewonnenen Extrakt war keine weitere enzymatische Umwandlung, wie
bei im Handel verfligbaren Sojaprodukten notwendig, um eine stabile O/W Emulsion

zu bilden.
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Abstract

Natural cosmetics are playing an increasingly important role in society. The trend is
moving away from classic, synthetic cosmetics to sustainable, biological and regional
ingredients. Especially in the production of creams, the emulsifier used plays a crucial
role. Depending on the type of cream, oil is made in water or water in oil emulsions.
Day creams are oil-in-water emulsions, and natural cosmetics mostly use soy-based

emulsifiers.

If the goal is to develop and produce natural cosmetics with ingredients from Styria,
the soybean plant is not an ideal source for an emulsifier. The ingredients that underlie
the ability to form an emulsion are phospholipids. A regionally available source is egg

yolk and for this a production process has been optimized.

Different starting materials, extraction and analysis methods were used and evaluated.
The field of natural products was a very interesting field, but also an enormous chal-
lenge in that a product as pure as possible is to be extracted from a starting material

with several hundred components.

Through the applied approach, results could be obtained and interpreted to realize a
suitable recovery process of phospholipids from egg yolk. This was achieved by the
cascading use of high-pressure extraction with supercritical carbon dioxide in combi-
nation with solid-liquid extraction. The obtained emulsifier had a phospholipid purity of
83% (with a phosphatidylcholine content of 76%) with a phospholipid yield of 98% and
could have a suitable emulsifier capability. The phospholipid spectrum in the recovered
extract did not require any further enzymatic conversion, as with commercially availa-

ble soy products, to form a stable O / W emulsion.
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1 Einleitung

In der Kosmetikindustrie zeichnete sich in den letzten Jahren ein enormer Trend zu
nattrlichen Inhaltsstoffen, die méglichst frisch verarbeitet werden, ab. Konsumenten
wiinschen sich natirliche, tierversuchsfreie und biologische Produkte. Gleichzeitig soll
Naturkosmetik ebenso wirksam, vertraglich und ansprechend sein wie die klassische

Kosmetik.

Diese Wiinsche zu erflllen stellt Kosmetikhersteller vor eine groBe Herausforderung.
Durch den Wegfall von synthetischen Verdickern, Stabilisatoren und Emulgatoren ist
die Auswahl an Inhaltsstoffen bereits begrenzt. Zusatzlich erschwert wird die Rezep-
turentwicklung durch die wenigen Konservierungsmittel, die fir Naturkosmetik erlaubt
sind [1].

Das Start-Up Naturstofflabor der Firma Prozess Optimal in Wenigzell in der Steiermark
verknupft dabei Hi-Tech Verfahrenstechnik mit traditioneller Landwirtschaft. Durch die-
sen Ansatz werden die regionalen Landwirtschaftsbetriebe durch neue Wertschop-
fungsketten geférdert. Die Naturkosmetik-Palette reicht von Cremen (Tages-, Nacht-,
FuB-, Handcreme, Lippenbalsam) Uber Deodorants und Raumduften bis hin zu Seifen.
Die Rohstoffe der fir die Naturkosmetik verwendeten Hydrolate, atherischen Ole, Fett-
sduren und ahnliches stammen alle aus der Region rund um Wenigzell und werden

direkt im Naturstofflabor verarbeitet.

Eine wichtige Schlisselkomponente fir alle Cremen ist dabei der Emulgator. In der
Naturkosmetik kommen dabei gréBtenteils Phospholipide aus Soja zum Einsatz. Die
meiste Anwendung finden Emulgatoren aus Soja jedoch in der Lebensmittelindustrie,
wodurch es bereits standardisierte industrielle Gewinnungsverfahren dafir gibt. Die
Verwendung eines Emulgators aus der Sojabohne hatte fir diese Aufgabenstellung
jedoch einen Nachteil. Die regionale Verflgbarkeit bzw. Kultivierung der Sojapflanze

ist nicht gegeben, wodurch der logistische Aufwand ansteigen wirde [1, 2].

Eine regional verfligbare Phospholipid Quelle ist Eigelb. Im Gegensatz zur Gewinnung
aus Soja stellt sich jene aus Eigelb jedoch schwieriger dar. Dadurch ist es im Vergleich

zu Soja-Lecithin in der industriellen Herstellung teurer [2].



1 Einleitung 2

Ziel dieser Masterarbeit ist daher ein, den Anforderungen der Naturkosmetik entspre-

chendes Gewinnungsverfahren fir Phospholipide aus Eigelb zu entwickeln.
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2 Theoretische Grundlagen

In diesem Kapitel werden die theoretischen Grundlagen dieser Forschungstatigkeiten
behandelt. Zu Beginn wird auf den Aufbau der Haut, den Begriff Naturkosmetik, die
Formulierungen von Kosmetika und die Anforderungen an den Emulgator naher ein-
gegangen. Phospholipide gehdren zur Gruppe der Lipide und daher werden anschlie-
Bend deren chemische Eigenschaften genauer beschrieben. AuBerdem werden der
Aufbau und die Zusammensetzung von Hihnereiern zusammengefasst. Dabei wird
auch der Vergleich zwischen Hihnereier und der Sojabohne als Phospholipid-Quelle
aufgezeigt. Den Abschluss dieses Kapitels stellen das Trennverfahren, die Extraktion,

und die verwendeten Analyseverfahren dar.

2.1 Aufbau der Haut

Die Haut ist das gréBte Sinnesorgan des menschlichen Kérpers und stellt die Grenz-
flache zur Umwelt dar. Sie hat verschiedene Funktionen zu erflllen, unter anderem
bildet sie eine Schranke gegen schadliche Einflisse, dient dem Stoffaustausch nach
auBen, ist eine Kontaktflache fir Sinnesreizungen und bietet zusatzlich durch Hautré-
tungen eine Signalfunktion. Man unterscheidet die Haut in zwei unterschiedliche
Schichten, die Oberhaut und die Lederhaut (siehe Abbildung 1) [3].

Muskel des Haarbalges
Haarbalg-

i

Haar /f,f drise /\\Sirlqesorgane St
Epidermis | //’ P i ‘(Hom srgh cig{‘rt\)eum
(Oberhaut)] ‘
1 I % Str. germinativum
E N ‘~ - Basalmembran
Cutis |“%% -
(Lederhaut) | < .. :
P ",,7/ ‘)*%,';'S,’-Schweiﬂdmse
ik @) 1
4 / _.:. ‘
Subcutis , 100 um

Haarpapille Ne'r;/en

Abbildung 1: Querschnitt durch die Haut
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Durch Drisensekretion bildet sich auf der Haut ein schitzender Hydro-Lipidfilm. Dieser
Film kann durch Lésemittel wie Alkohol entfernt werden. Die Haut wird dadurch entfet-
tet und das Wasser aus der gequellten Hornschicht verdunstet, wodurch die Haut aus-
trocknet. Derselbe Effekt tritt auch beim Waschen mit Waschmitteln und, unvollstandig,
sogar mit reinem Wasser auf. Aus diesen Gegebenheiten ist ersichtlich, dass nach
jedem Waschvorgang der Hydro-Lipidfilm, der die Haut vor dem Austrocknen schitzt,
abgewaschen wird. Dieser Schutzfilm wird anschlieBend Uber Talgsekretion zeitverz-

gert regeneriert [3].

Um dem entgegenzuwirken gibt es grundsatzlich zwei Moglichkeiten. Hautschonende
Reinigung mit Reinigungsemulsionen bei denen das Lipid-Wasserverhaltnis stark zur
Lipidseite verschoben ist, stellt eine Mdglichkeit dar. Jedoch leidet der Reinigungsef-
fekt darunter. Die zweite Mdglichkeit ist eine entsprechende Pflege mit O/W oder W/O

Emulsionen nach der Reinigung [3].

2.2 Zusammensetzung von Cremen

Cremen bestehen aus einer Ol- und einer Wasserphase, einem Emulgator, einem
Konsistenzgeber, Wirkstoffen, Konservierungsmitteln und Duftstoffen. Je nach Art der
Anwendung und Aufbau wird in Feuchtigkeitscremen (Tagescreme) und reichhaltige

Cremen (Nachtcreme) unterschieden [1].

Dabei soll die Creme hautvertraglich sein und der Konsistenz nach glatt, weich und
gut verteilbar. O/W Emulsionen wirken beim Auftragen aufgrund der Wasserverduns-
tung zuerst kithlend. Mit richtig eingestelltem pH-Wert kénnen sie, durch ihren quellen-
den Einfluss, der anomalen Verhornung der Oberhaut vorbeugen. Eine Grundlage fir

eine O/W Emulsion kann wie in Tabelle 1 formuliert werden [3].

Tabelle 1: Grundlage von Feuchtigkeitsemulsionen

Bestandteile [gew%]
Wasser 20-90
Polyol (Glycerin) 1-5

Unterschiedliche Olkomponenten, Konsistenzgeber und Fette 10-80
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Emulgatoren 2-5
Feuchthaltemittel 0-5
Konservierungsmittel und Parfimdle Je nach Bedarf

2.3 Naturkosmetik

Der Begriff Naturkosmetik definiert sich Uber Naturverbundenheit, Nachhaltigkeit so-
wie sozioOkonomische Faktoren. Diese Kriterien beziehen sich sowohl auf die Zusam-
mensetzung und die Herstellung des Produktes, als auch auf das Verpackungsmate-
rial, die Verpackungssysteme und den Absatzweg. Dadurch stellt die Naturkosmetik

einen sehr komplexen, emotionalen und sensiblen Bereich dar.

Die Regelung der kosmetischen Mittel erfolgt europaweit Gber die Verordnung (EG)
Nr. 1223/2009 des europaischen Parlaments und des Rates vom 30.November 2009

Uber kosmetische Mittel [4].

Das Osterreichische Lebensmittelbuch hat mit dem Codex-Kapitel B33-Kosmetische
Mittel eine Grundlage fir die Herstellung und Vermarktung von Naturkosmetika ge-
schaffen. Dabei soll vor allem der Konsument vor Irrefihrung geschitzt werden. Zu-
dem wird auch der Wettbewerb durch Kontrolle, Transparenz und Ruckverfolgbarkeit

gewabhrleistet [5].

In engem Zusammenhang mit dem Thema Naturkosmetik steht auch der Begriff Na-
turstoff. Laut dem Osterreichischen Lebensmittelbuch sind Naturstoffe Stoffe pflanzli-
chen, mineralischen oder tierischem Ursprungs, sowie deren Gemische. Ein weiteres
Kriterium ist die Gewinnung bzw. die Weiterverarbeitung dieser Naturstoffe. Dabei sind
nur klassische physikalische Methoden wie Gefrierung, Destillation, Extraktion, Filtra-
tion, Pressung, Sublimation, Trocknung, Zentrifugation und adsorptive Verfahren zu-
lassig. Speziell bei der Extraktion sind Wasser, Ethanol, Glycerin, Kohlendioxid und

andere geeignete Losemittel natirlichen Ursprungs zul&ssig [5].

Weiters dirfen mikrobiologische oder enzymatische Methoden eingeschréankt ange-
wendet werden. Dies bezieht sich in erster Linie auf die verwendeten Emulgatoren.

Dabei sind Emulgatoren zuléssig, die durch Hydrolyse, Veresterung, Umesterung,
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Hydrierung oder Glycosidierung aus folgenden Naturstoffen gewonnen werden: Fet-
ten, Olen, Wachsen, Phospholipiden, Lanolin, Sacchariden, Proteinen und Lipoprotei-
nen. Jene, durch diese Methoden hergestellten Stoffe, gelten als chemisch veréanderte
Naturstoffe [5].

Laut dem Codex-Kapitel B33-Kosmetische Mittel des Osterreichischen Lebensmittel-
buches sind alle gewéhlten Verfahren, Losemittel und Konservierungsmittel fir die
Entwicklung bzw. die Herstellung und Verwendung eines Emulgators aus Phospholi-

piden des Eigelbs zulassig [5].

2.4 Emulgatoren

Emulsionen bzw. die daflr eingesetzten Emulgatoren spielen in der Lebensmittel-,
Kosmetik- sowie in der Pharmaindustrie eine zentrale Rolle. Als Emulsion bezeichnet
man ein heterogenes Gemisch zweier nicht mischbarer Flissigkeiten. Dabei bildet
eine der beider Flussigkeit Tropfchen (disperse Phase), welche in der zweiten FlUssig-
keit schwimmen (kontinuierliche Phase). Eine weit verbreitete Kombination zweier un-
mischbarer Fliissigkeiten stellt Ol mit Wasser dar. Dabei wird grundsétzlich, je nach-
dem welche Flissigkeit dispers in der jeweils anderen vorliegt, in Ol - in - Wasser
(O/W) und Wasser in Ol (W/O) Emulsionen unterschieden [6].

Emulsionen sind thermodynamisch instabile Systeme. In Abbildung 2 ist erkennbar,
dass sich eine Phasengrenze zwischen der Ol- und der Wasser Phase ausbildet. Die
Bedingung dafir ist, wie bereits erwahnt, dass die beiden Flissigkeiten nicht mischbar
sind. FUhrt man nun Energie zu (z.B. durch einen Rihrer), wird eine der beiden Phasen
fein in der anderen verteilt. Lasst man diese Dispersion nun fir einige Zeit stehen, wird
sie wieder in die beiden Ausgangsphasen zerfallen. Um diesem Zerfall der Dispersion

entgegenzuwirken, kommen sogenannte Emulgatoren zum Einsatz [3, 7].

Phasengrenze Energie

Wasser ol

Zeit

Abbildung 2: Ol - in - Wasser (O/W) Emulsion
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Emulgatoren sind grenzflachenaktive Stoffe. Diese Eigenschaft lasst sich aus dem
Aufbau des Molekiils erklaren. Das Molekil selbst ist amphiphil, es besteht aus einem
lipophilen und einem hydrophilen Teil. In Abbildung 3 ist die Beteiligung eines solchen
Emulgators an einer Ol - in - Wasser Emulsion dargestellt. Die hydrophile Kopfgruppe
(Kreis) geht in die Wasser-Phase und die lipophile Gruppe in die Ol-Phase. Diese An-

ordnung wird als Mizelle bezeichnet [8].

Emulsion
(O/W)

Abbildung 3: O/W Emulsion mit Emulgator

In der Naturkosmetik werden vor allem Phospholipide als Emulgator eingesetzt. Diese
werden zum GrofB3teil aus der Sojabohne gewonnen. Der Phospholipid-Gehalt ist bei
Standard Produkten meist 60% mit 12-20% des hochwertigen Phosphatidylcholins.
Aufwéandig hydrierte und entdlte Lecithine weisen einen Gehalt von 60% Phosphatidyl-

cholin auf [1].

2.4.1 HLB - Wert

Der HLB-Wert (Hydrophile-Lipophile Balance) ist ein MaBstab, mit dem die Wirksam-
keit der hydrophilen und der lipophilen Gruppe von Emulgatoren bewertet werden
kann. In Abbildung 4 sind einige Anwendungsbeispiele fir bestimmte HLB-Werte an-
gefahrt [8].

HLB-Bereich Anwendung
36 W/0-Emulgator
-9 Feuchthaltemittel
5-18 O/W-Emulgator
15-18 Stabilisierung von Trilbungen

Abbildung 4: HLB Bereiche mit Anwendung
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2.5 Lipide

Als Lipide werden Stoffe organischen Ursprungs bezeichnet, die in unpolaren Lése-
mitteln 16slich sind. Ihr analytisches Merkmal ist, dass sie nur in organischen L6semit-
teln und nicht in Wasser I8slich sind. Durch diese Eigenschaft kbnnen sie einfach von

Kohlenhydraten und Proteinen abgetrennt werden [5, 6].

In den Tabelle 2 und Tabelle 3 sind die beiden gangigsten Methoden angefihrt, um
Lipide zu unterteilen. Die erste Methode klassifiziert Lipide nach ihrer Verseifbarkeit.
Bei der Verseifung von Fetten und Olen werden diese mit wassrigen Lésungen von
Basen behandelt. Dabei entstehen der Alkohol Glycerin und die Salze der Fettsauren
(Seifen) [5, 7].

Tabelle 2: Klassifizierung der Lipide nach dem Merkmal "Acylrest"

I. Einfache Lipide (nicht verseifbar)

Freie Fettsduren
Isoprenopid-Lipide (Steroide, Caratinoide, Monoterpene, u.a.)

Tocopherole

Il. Acyllipide (verseifbar)

Mono-, Di-, Triacylglyceride
Phospholipide

Glykolipide

Diollipide

Wachse

Sterinester

Bei der zweiten Methode ist das Unterscheidungskriterium die Polaritat. Dabei wird in
neutrale und polare (amphiphile) Lipide unterteilt. Phospholipide besitzen ein amphip-
hiles Verhalten, welches auf ihrer MolekUlstruktur beruht. Das Molekil besitzt dabei
hydrophile und hydrophobe Gruppen [5, 8].
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Tabelle 3: Klassifizierung der Lipide nach dem Merkmal "neutral-polar"

I. Neutrale Lipide

Fettsduren

Mono-, Di-, Triacylglyceride
Steroide, Sterinester
Caratinoide

Wachse

Tocopherole

Il. Polare (amphiphile) Lipide

Glycerophospholipide
Glyceroglykolipide
Sphingophospholipide
Sphingoglykolipide

2.5.1 Fettsauren

Fettsduren sind unverzweigte Monocarbonsauren, welche entweder gesattigt oder un-
gesattigt sind. In fast allen natlrlichen Fettsduren ist eine gerade Anzahl von Kohlen-
stoffatomen vorhanden, da sie biosynthetisch aus Essigsaure (C2-Baustein) entste-
hen. Man unterscheidet zwischen gesattigten und ungeséattigten Fettsauren. Gesat-
tigte Fettsauren enthalten keine C=C-Doppelbindung. Ungesattigte Fettsduren (z.B.
Omega 3 und Omega 6 Fettsauren) werden, je nach Anzahl der C=C-Doppelbindun-

gen, in einfach und mehrfach ungesattigt unterschieden [5, 7].

Bei ungeséttigten Fettsduren kénnen cis- oder trans-konfigurierte Doppelbindungen
auftreten. Dabei ist die Kohlenwasserstoffkette entweder linear (trans) oder gewinkelt
(cis) ausgebildet. In den Abbildung 5 und Abbildung 6 sind die beiden méglichen Kon-
figurationen der Octadecensaure dargestellt [12].
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OWO(\/\/\/\A/\/\/\/

Abbildung 5: Elaidinsaure: t-9 — Octadecenséaure

OW —
0]

Abbildung 6: Olsaure: ¢c-9 — Octadecenséure

In der Literatur findet man drei gangige Methoden fir die Nomenklatur der ungesattig-
ten Fettsauren [8]. Diese sollen kurz am Beispiel der Linolsdure erklart werden. Flr
den systematischen Namen dieser Fettsaure wird entweder c-9,c-12 — Octadecadien-
saure [7] oder laut IUPAC (9Z,12Z) — Octadeca-9,12-diensaure [9] verwendet. Dabei
werden cis-Konfigurationen entweder mit ¢ oder Z und trans- Konfigurationen mit t oder
E bezeichnet [6, 7].

Eine weiters verbreitete Methode, um Fettsduren zu benennen, stellt die sogenannte
Kurzschreibweise in Kombination mit der Omega Bezeichnung dar. Dabei wird z.B.
Linolsdure mit 18:2 w6 bezeichnet, wobei 18 die Anzahl an C Atomen, 2 die Anzahl an
Doppelbindungen ist. w6 bedeutet, dass sich die erste Doppelbindung am sechsten C
Atom, vom Methylende (-CH3) aus gezahlt, befindet [13].

In der nachfolgenden Tabelle 4 und Tabelle 5 sind einige geséttigte sowie ungesattigte
Fettsduren mit ihren systematischen und Trivialnamen sowie in Kurzschreibweisen an-
gefahrt [7].
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Tabelle 4: Liste einiger gesattigten Fettsdauren

Systematischer Name Trivialname Kurzschreibweise
Methansaure Ameisensaure 1:0
Ethansaure Essigsaure 2:0
Propansaure Propionsaure 3:0
Butansaure Buttersaure 4:0
Pentansaure Valeriansaure 5:0
Hexansaure Capronsaure 6:0
Heptansaure Onanthsaure 7:0
Octansaure Caprylsdure 8:0
Nonansaure Pelargonsaure 9:0
Decanséaure Caprinsaure 10:0
Undecansaure - 11:0
Dodecansaure Laurinsaure 12:0
Tridecansaure - 13:0
Tetradecansaure Myristinsaure 14:0
Pentadecansaure - 15:0
Hexadecansaure Palmitinsaure 16:0
Heptaadecansaure - 17:0
Octadecansaure Stearinsaure 18:0
Nonadecansaure - 19:0
Eicosansaure Arachinsaure 20:0
Docosansaure Behensaure 22:0
Tetracosansaure Lignocerinsaure 24:0
Hexacosanséaure Cerotinsaure 26:0
Octacosanséaure Montanséure 28:0
Tricontansdure Melissinsaure 30:0
Dotriacontansdure Laccersaure 32:0
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Tabelle 5: Liste einiger ungesattigter Fettsauren
Systematischer Name Trivialname Kurzschreibweise

c-9 — Dodecansaure

c-5 — Tetradecansaure

c-9 — Tetradecansaure

c-9 — Hexadecansaure

c-7,c-10,c-13 — Hexadecantriensaure
c-4,c-7,c-10,c-13 — Hexadecantraensaure
c-9 —Octadecensaure

c-11 — Octadecenséure

t-11 — Octadecensaure

t-9 — Octadecenséure

c-9,c-12 — Octadecadienséure
c-9,c-12,c-15 — Octadecatriensaure
c-6,c-9,c-12 — Octadecatriensaure
c-6,c-9,c-12,c-15 — Octadecatetraenséure
c-11 — Eicosensaure

c-9 — Eicosensaure

c-8,c-11,c-14 — Eicosatriensaure

c-8,c-11,c-14 — Eicosatriensaure
c-5,c-8,c-11,c-14 — Eicosatetraensaure
c-5,c-8,c-11,c-14,c-17— Eicosapentaensaure
c-13 — Docosenséure

c-11 — Docosensaure
c-7.c-10,c-13,c-16,c-19 —
Docosapentaensaure
c-4,c-7.c-10,c-13,c-16,c-19 —
Docosahexaensaure

c-15 — Tetracosensaure

Roughaninsaure

Olsaure

Elaidinsaure
Linolsaure
a-Linolenséure
y-Linolensaure
Stearidonsaure
Gondoséure
Dihomagamma-
linolensaure
Meadsaure
Arachidonsaure
Erucasaure

12:1 w3
14:1 w9
14:1 wb
16:1 w7
16:3 w3
16:4 w3
18:1 w9
18:1 w7

*

*

18:2 w6
18:3 w3
18:3 w6
18:4 w3
20:1 w9
20:1 w1
20:3 w6

20:3 w9
20:4 w6
20:5 w3
22:1 w9
22:1 w1
22:5 w3

22:6 w3

241 w9

* Kurzschreibweise kann fUr trans. Fettsduren nicht verwendet werden
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2.5.2 Triglyceride

Fette und Ole sind Ester mit dem dreiwertigen Alkohol Glycerin (propane-1,2,3-triol [9])
[8]. Die Struktur des Glycerin Molekdls ist in Abbildung 7 dargestellt [14].

0/\/\0

o)
Abbildung 7: Struktur Glycerin Molekdl

Jede der drei Hydroxy-Gruppen des Glycerin Molekiils ist mit je einem Molekdl einer
Fettsdure verestert. Diese Ester nennt man Triglyceride. Je nachdem, welche Fettsau-
ren an dieser Verbindung beteiligt sind, entstehen unterschiedliche Triglyceride. Bei
der Nomenklatur dieser Molekile kommen, wie bei den Fettsauren, ein systematischer
Name, ein Trivialname und eine Kurzschreibweise zur Anwendung. Bei Triolein (OOO)
zum Beispiel verestert das Glycerin Molekiil mit drei Olsdure Molekiilen, bei Stearodi-

olein mit zwei Ols&ure Molekilen und einem Stearinsaure Molekill [8].

In Kapitel 2.5 wird erwéhnt, dass einige Lipide verseifbar sind. Als Verseifung wird eine
Umsetzung eines Esters bezeichnet. Realisierbar ist das durch die Zugabe nucleophi-
ler Reagenzien (z.B. Natriumhydroxid-L&sung). Bei der Reaktion entsteht Glycerin und
die Natriumsalze der beteiligen Fettsauren, welche auch als Seifen bezeichnet werden
(Abbildung 8) [15].

CH;—0—C—CshHa CH,—OH + C45H3:—COO Na"
‘ 0 Na-Palmitat
+ 3 NaOH _

CH—O—(l'T‘—C17H33 > CH—OH + C47H33—COO Na®
‘ O Na-Oleat

CH2_O_(|?|,_C17H35 CH,—OH + C17H35—COO_N8+
0 Na-Stearat

Triglycerid Glycerin

Abbildung 8: Verseifungsreaktion
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2.5.3 Phospholipide

Die Grundstruktur von Phospholipiden besteht, wie bei den Triglyceriden, aus einem
Glycerin Molekil mit 2 veresterten Fettsduren (R1 und R2) an der sn-1 und sn-2 Posi-
tion. An der sn-3 Position des Glycerins befindet sich jedoch keine Fettsdure (wie bei
den Triglyceriden), sondern ein Phosphorsdurederivat [13]. Der schematische Aufbau
des Molekdls ist in Abbildung 9 dargestellt [7].

o— |:‘1
OR,

0—P—X
OH

Abbildung 9: Schematischer Aufbau von Phospholipiden

Die variierenden polaren Kopfgruppen (X), welche am Aufbau eins Phospholipid-Mo-

lekuls beteiligt sein kbnnen, sind in Abbildung 10 dargestellt [16].

~ ®_CH

\/\N\ 3
| CHj
CH4

Phosphatidylcholin, PC

~. ® i .
o NH Phosphatidylethanolamin, PE

~H OH
: H o
. Phosphatidylinositol, Pl
H OH

H H

oy Phosphatidylsaure, PA

Abbildung 10: Kopfgruppen der Phospholipide

In Zusammenhang mit Phospholipiden findet man immer wieder die Begriffe Lecithin
und Kephalin. Im Allgemeinen wird Lecithin als Synonym fiir Phosphatidylcholin (PC)
und Kephalin fir Phosphatidylethanolamin (PE) verwendet [8]. Im kommerziellen Sinn
wird Lecithin als Bezeichnung fiir eine Mischung aus verschiedenen Phospholipiden

und anderen Substanzen wie z. B. Triglyceriden und Cholesterin verwendet [6, 14].
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Dazu wird meist ein Zahlenwert in Prozent angegeben. Dieser bezieht sich, dem Phos-

pholipid Gehalt entsprechend, auf den Gehalt an Aceton-Unléslichem [18].

Unterschieden wird auBerdem in Roh- und Reinlecithine. Rohlecithine werden durch
Hydration aus Extraktionsdlen (z. B. aus Pressung von Sojabohnen, Raps, usw.) ge-
wonnen. Sie weisen meist einen Gehalt an Aceton-Unléslichem von 10-60% auf. Rein-
lecithine werden anschlieBend aus dem Rohlecithin hergestellt. Um die Phospholipide
von der Hauptmenge des Neutral6ls und den freien Fettsauren zu trennen, wird meist
Aceton als Lésemittel verwendet. Reinlecithin weist einen Gehalt an Aceton-Unlgsli-
chem von rund 98% auf [17]. Rohlecithin weist, je nach Zusammensetzung, einen
HLB-Wert von ungeféhr 3 auf. Der HLB-Wert von Reinlecithin ist héher [8].

Bei der Verwendung von Lecithin im Kosmetikbereich stellt es sowohl Emulgator als
auch Wirkstoff dar. Es erhdht die Flexibilitdt und die Durchlassigkeit der Hornhaut. Zu-
satzlich fordert es die Penetrationstiefe von Wirkstoffen und reguliert Verhornungssto-

rungen [18].

Von Interesse ist zudem das L&slichkeitsverhalten der einzelnen Phospholipide in un-
terschiedlichen Losemitteln. Jedoch konnten in der bestehenden Literatur keine be-

lastbaren Quellen gefunden werden.

2.5.4 Lyso-Phospholipide

Eine Untergruppe der Phospholipide sind Lyso-Phospholipide. Sie sind dadurch ge-
kennzeichnet, dass am Molekllaufbau nur eine anstatt zwei Fettsduren, wie bei den
Phospholipiden, beteiligt ist (siehe Abbildung 11) [11].

Durch diese Eigenschaft haben jene einen héheren HLB-Wert von 8-11, sind demnach
hydrophiler und ein starkerer Emulgator fir O/W Emulsionen [8]. Sie kénnen durch

eine enzymatische Umesterung aus Phospholipiden gewonnen werden [7].
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OH 0—R,
OR; + R, oder OH + R;
0—P—X o—P—X
OH OH

Abbildung 11: Schematische Darstellung Lyso-Phosphoilipide

2.5.4.1 Enzymatische Umesterung

Bei einer enzymatischen Umesterung wird mit Hilfe eines speziellen Enzymes (Kata-
lysator) eine der beiden Fettsduren abgespalten [19]. Je nachdem, ob Wasser oder
Alkohol an der Reaktion beteiligt ist, spricht man von Hydro- oder Alkoholyse [15].

Enzyme werden nach einer vierstelligen EC-Nummer (Enzyme Commission Number)
eingeteilt. Dazu werden diese zuerst in 6 Hauptgruppen (erste Ziffer), nach der Art der
katalytischen Reaktion, eingeteilt. Jede Hauptgruppe zerfallt in Unterklassen (zweite
Ziffer), welche wiederum in Unterunterklassen (dritte Ziffer) unterteilt werden. Die

vierte und letzte Ziffer steht schlieBlich fir das spezielle Enzym [20].

Zur Erzeugung von Lyso-Phospholipiden kommen vor allem sogenannte Phospho-
und Triacylglycerin-Lipasen zum Einsatz. Sie gehéren zur Gruppe der Lipasen und

diese wiederum zur Ubergruppe der Hydrolasen. [20]

In der nachfolgenden Abbildung 12 sind die 6 Hauptgruppen und die Zugehdrigkeit der
Phospho- und Triacylglycerin-Lipasen dargestellt [21].
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EC Browser
1 Oxidereduciases (5233 organisms)

2 Transferases (6562 organisms)

[l} 3 Hydrolases (9681 organisms) | | | |_
3.1 Acting on ester bonds (3409 organisms)

[?- 3.1.1 Carboxylic-ester hydrolases (1764 organisms) | | | |—3 1.1.4 phospholipase Az (118 organisms)

3.2 Glycosylases (3570 organisms) | | | |_

3.3 Acling on ether bonds (156 organisms)

*— 34 a‘-‘-:ting on peptide bonds (peplidases) (2033 organisms)

3.1.1.3 triacylglycerel lipase (239 organisms)

A

3.1.1.32 phospholipaze A. (51 organisms)

*— 3.5 Acling on carben-nitregen bonds, other than peplide bonds (2062 organisms)
fing on acid anhydrides (1073 organisms)

A
7 Acting on carboen-carbon bonds (139 organisms)
5 Acting on halide bonds (153 organisms)

Ach

fing on phosphorus-nitrogen bonds (12 organisms)

-

=
.‘

Acting on sulfur-nifrogen bonds {8 organisms)

# 3.1 Acling on carbon-phosphorus bonds (49 organisms)
3.12 Acting on sulfur-sulfur bonds (19 crganisms)

3.13 Acting on carbon-sulfur bonds (29 organisms)

[ 4 Lyases (4214 organisms)

[ 5 Iscmerazes (1639 organisms)

[ & Ligases (1301 organisms)

Abbildung 12: Ubersicht der 6 Hauptgruppen von Enzymen

2.5.4.1.1 Phospholipasen

Phospholipasen sind spezielle Enzyme, die als Katalysator bei der Hydrolyse (Umes-
terung mit Wasser) von Phospholipiden eingesetzt werden. Phospholipasen werden je
nach Angriffspunkt in finf Untergruppen eingeteilt. Die Phospholipase A1, A2, B, C und
D [7, 22].

In Abbildung 13 sind die Reaktionen unter Einsatz der verschiedenen Phospholipasen
dargestellt. Die Phospholipasen A1 und Az werden eingesetzt, um die Fettsduren der
sn-1 (A1) bzw. sn-2 (Az) gezielt abzuspalten. Die Phospholipase B kombiniert die Ei-
genschaften von A1und Az. Die Phospholipase C trennt das gesamte Phosphorséaure-
derivat, welches mit der sn-3 Position verestert ist, ab. Die Phospholipase D spaltet
nur die polare Kopfgruppe X ab [20].
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PL A, O—H
Hydralysis
OR; + R,
Esterification (r?
D—l?—x
OH
O—R,;

PL Ay
Hydrolysis
- OH + Ry
o—R, Esterification ?
O—Ilj—x
OR; OH
I PLC 0—R,

—P—X
N | Hydrolysis o]
— I
i . OR, + 0—P—X
Esterification (:I)H

o—H

FLD o—R;,
Hydrolysis
Ry + X
Esterification

0—P—0H
L OH

Abbildung 13: Reaktionen mit Phospholipase A1, A2, C und D als Katalysator

In Abbildung 14 ist das Reaktionsschema einer solchen katalytischen Hydrolyse von

Phosphatidylcholin dargestellt [22].

(0]
sn1 OJ'I—RI -

CH 9 |—OHO

i3 0 snIZ—OJLR2 Phospholipase A: CH, P 0
HC-No~ I | < s O sz=0——Ry ¢+
T 0—P—0 + HO =———3 HCNeA~ & | Ho-L-R,

CH3 1l CH, 1

0 ; 0
Phosphatidylcholin Lyso-Phosphatidylcholin

Abbildung 14: Reaktionsschema einer Hydrolyse von Phosphatidylcholin mit Phos-
pholipase A1 als Katalysator zu Lyso-Phosphatidylcholin

2.5.4.1.2 Triacylglycerin-Lipasen

Eine weitere Mdglichkeit zur Gewinnung von Lyso-Phospholipiden ist eine Umesterung
mit Alkohol (Alkoholyse) und Triacylglyerin-Lipasen als Katalysator. Diese speziellen
Enzyme werden aus verschiedenen Pilzen gewonnen und im immobilisierten Zustand
vertrieben [20, 24]. In Abbildung 15 ist das Reaktionsschema dieser Umesterungs
Reaktion dargestellt. Diese Methode ist von besonderem Interesse, wenn ein Alkohol
als Lésemittel verwendet wird, um Phospholipde aus einem Ausgangstoff (Eigelb [25])

zu extrahieren [24].
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O
sn1 OJ(')I—R] . - - sn1 OHO
B, o wdollp, | eodeernlbsmse O o ok, o
HC-N A~ I L HO—R, =y HCNan I o | + Ry0-LR,
! O0—P—0 CH, 1 :
CH, I} 0]
Phosphatidylcholin Alkohol Lyso-Phosphatidylcholin Fettsdureester

Abbildung 15: Reaktionsschema einer Alkoholyse von Phosphatidylcholin mit einer
Triacylglycerin-Lipase als Katalysator zu Lyso-Phosphatidylcholin

2.5.5 Cholesterin

Ein weiteres Lipid, welches speziell immer mit Eigelb in Verbindung gebracht wird, ist
Cholesterin (genauer Cholesterol). Es gehért zur Gruppe der Steroide und kommt, mit
1011 mg pro 100g in Eigelb, frei und verestert mit gesattigten und ungesattigten Fett-

sauren vor. In Abbildung 16 ist die Molekilstruktur von Cholesterin dargestellt [8].

Abbildung 16: Cholesterin

2.6 Huhnerei

In diesem Kapitel werden der Aufbau und die Zusammensetzung von Hihnereiern na-
her beschrieben. Die als Emulgator eingesetzten Phospholipide gehéren zur Klasse
der Lipide. Da das Eigelb den gréBten Lipid-Anteil des Hiihnereis vorweist, wird diese
Fraktion genauer beschrieben. AuBerdem wird ein Vergleich zwischen Eigelb und Soja
als Phospholipid-Quelle gezogen.
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2.6.1 Aufbau und Zusammensetzung

Ein Hahnerei wiegt im Durschnitt 58 g und setzt sich zu 30-33% aus Eigelb, zu 60%

aus Eiklar und zu 9-12% aus der Schale zusammen [26].

In der nachfolgenden Abbildung 17 ist der schematische Aufbau eines Hihnereis dar-
gestellt. Eine 0,2-0,4 mm dicke, porése Kalkschale umgibt das Ei. Im Inneren der
Schale befindet sich eine zweischichtige Haut. Diese teilt sich am stumpfen Ende des
Eies und bildet eine Luftkammer. Bei frischen Eiern hat diese Luftkammer ungefahr 5
mm Durchmesser und vergréBert sich mit zunehmendem Alter des Eies. Im Inneren
liegt die Dotterkugel. Sie ist mit zwei Stréangen Uber die Dotterhaut mit dem Eiklar ver-
bunden. Beim Aufschlagen des Eies bleiben diese beiden Strange an der Dotterkugel
hangen [8].

Abbildung 17: Schematischer Schnitt durch ein Hihnerei: 1 Keimscheibe mit Keim-
blaschen, 2 Dottermembran, 3 Latebra, 4 weil3er Dotter, 5 gelber Dot-
ter, 6 Hagelschnur, 7 Eiklar dinnfllssig, 8 Eiklar zahflissig, 9 Poren, 10
Luftkammer, 11 Schalenmembran, 12 Eimembran, 13 Schalenhaut, 14
Oberhautchen, 15 Eischale

2.6.1.1 Eiweil}

Das Eiweil3 oder auch Eiklar macht rund 60% der Gesamtmasse eines Hihnereies
aus. Es ist eine wassrige, schwach gelbliche Fllssigkeit, welche aus drei unterschied-
lich viskosen Schichten besteht. Die Zusammensetzung der wéassrigen Lésung [8] so-

wie des getrockneten EiweiB3-Pulvers ist in Tabelle 6 angeflhrt.
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Tabelle 6: Zusammensetzung von frischem Eiwei3 und Eiweil3 Pulver

Frisches Eiweil3 Eiweil3 Pulver
[gew%] [gew%]
Wasser 90 -
Lipide 0,03 0,29
Proteine 8,73 84,27
Kohlenhydrate 1 9,65
Mineralstoffe 0,6 5,79

Aus der obigen Verteilung ist ersichtlich, dass Eiweil3 zu einem Grofteil aus Wasser
besteht. Den zweitgré3ten Anteil nehmen globulére Proteine mit unterschiedlichen De-
naturierungstemperaturen ein [8]. Der Begriff der Denaturierungstemperatur bzw. der
Denaturierung von Proteinen wird in Kapitel 2.7.1.1 erlautert.

2.6.1.2 Eigelb

Das Eigelb oder Eidotter, das 30-33% der Gesamtmasse eines Hihnereis einnimmt,
besteht aus Wasser, Lipiden, Proteinen, Kohlenhydraten und Mineralstoffen. In Ta-
belle 7 ist die prozentuale Zusammensetzung von frischem Eigelb dargestellt [27]. Die
Zusammensetzungen flr getrocknetes Eigelbpulver sowie flr entbltes Eigelb Pulver
wurden unter idealen Annahmen umgerechnet. D.h. unter der Annahme, dass bei ei-
nem Trocknungs- sowie Ent6lungsschritt kein Wasser bzw. keine Triglyceride im Pul-

ver verbleiben.

Tabelle 7: Zusammensetzung von frischem, getrocknetem und entdltem Eigelb

Frisches Eigelb Eigelb Pulver Entéltes Eigelb Pulver

[gew%] [gew%] [gew%]
Wasser 50,0 - -
Lipide 31,9 63,3 37,3

Proteine 16,1 32,1 54,8
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Kohlenhydrate 0,3 1,2 2,1
Mineralstoffe 1,7 3,4 5,8

Aus der obigen Verteilung ist erkennbar, dass Lipide einen Grofteil des Eigelbs dar-
stellen. Die Lipide selbst liegen zu 65,5 gew% als Triglyceride, zu 28,3 gew% als Phos-

pholipide und zu 5,2 gew% als Cholesterin vor [26].

Aus dieser Verteilung und der Zusammensetzung der Lipide lasst sich ein theoreti-
scher Phospholipid Gehalt von 9 gew% fiir das frische Eigelb, 17,9 gew% fir das Ei-
gelb-Pulver und 31,5 gew% fir das entélte Eigelb-Pulver errechnen. Diese Werte sind
fur eine spatere, auf die Phospholipide bezogene, Ausbeute einer Extraktion von Be-

deutung.

In Tabelle 8 ist die Fettsaure-Verteilung im Eigelb dargestellt. Dabei werden sowohl
die freien Fettsduren sowie alle Fettsduren, die an Triglycerid beteiligt sind, angefihrt
[27].

Tabelle 8: Fettsaure Verteilung im Eigelb

Fettsaure SFK [27] Privett et al. [28]
[gew%] [gew%]

Olsaure 18:1 43,7 44,7
Palmitinsaure 16:0 25,1 22,5
Linolsaure 18:2 15,1 15,4
Stearinsdure 18:0 7,3 7,5
Palmitoleinsdure 16:1 4,3 7,3
Arachinsaure 20:0 1,5 -
Linolensaure 18:3 0,9 1,3
Arachidonsaure 20:4 0,8 0,5
Myristinsaure 14:0 0,4 -
Docosapentaensaure 22:5 0,2 0,2

Docosahexaensaure 22:6 - 0,6
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Da die Phospholipid-Fraktion des Eigelbs als Emulgator genutzt werden soll, ist eine
Phospholipid-Verteilung von enormem Interesse. Am qualitativ hochwertigsten sind
dabei Phosphatidylcholin und dessen Lyso-Form. AuBBerdem besitzen diese beiden
Phospholipide die Fahigkeit O/W Emulsionen zu bilden [18]. In Tabelle 9 wird die Phos-
pholipid-Zusammensetzung zwischen Ei und Soja verglichen, in Tabelle 10 die an die-

sen Phospholipiden beteiligen Fettsduren [29].

Tabelle 9: Vergleich der Phospholipid-Verteilung von Eigelb und Soja

Phospholipid Eigelb Soja

[gew%] [gew%]
Phosphatidylcholin (PC) 66-76 33,0
Phosphatidylethanolamin (PE) 15-24 141
Phosphatidylserin (PS) 1 0,4
Phosphatidylinositol (PI) - 16,8
Phosphatidylsaure (PA) - 6,4
Lysophosphatidylcoline (LPC) 3-6 0,9
Lysophosphatidylethanolamin (LPE) 3-6 0,2
Sphingomyelin (SM) 3-6 -

Tabelle 10: Vergleich der durchschnittlichen Fettsaure Verteilung der Phospholipide
von Eigelb und Soja

Fettsaure Eigelb Soja
[gew%] [gew%]
16:0 Palmitinsaure 30 21
18:0 Stearinsaure 16 4
18:1 Olsaure 29 12
18:2 Linolsaure 14 57
18:3 Linolensaure 1 6
20:4 Arachidonséaure 5 -

20:6 Docosahexaensaure 3 -
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Die Eigenschaften der in den Triglyceriden und Phospholipiden beteiligen Fettsduren
des Eigelbs wirken sich in der Anwendung fur Kosmetik positiv aus. Palmitinsaure ist
die am meisten vertretene Fettsaure in der menschlichen Hornhaut. Palmitin- und Ste-
arinsaure bilden einen dinnen, leichten Schutzfilm auf der Haut. Sie ergédnzen den in
Kapitel 2.1 erwahnten Hydro-Lipid-Mantel der Haut. Ols&ure bewirkt in Emulsionen ein
angenehm sattes, feuchtes Gefluihl. Dadurch lassen sich diese leicht verteilen und hal-

ten auBBerdem die Feuchtigkeit in der Haut [1].

2.7 Extraktion

In diesem Kapitel werden der Trennvorgang und die unterschiedlichen Arten der Ex-
traktion naher beschrieben. AuBerdem wird die Verwendung dieser verschiedenen Ex-

traktionsmethoden in Bezug auf Phospholipid-Gewinnung aus Eigelb betrachtet.

Ziel aller Trennverfahren ist es, ein Gemisch aus verschiedenen Stoffen in mindestens
zwei Produkte, die sich in ihren Eigenschaften unterscheiden, zu trennen. Dies kann
entweder durch einen Hilfsstoff (L6semittel) oder durch Energiezugabe umgesetzt wer-
den. Je nachdem, ob ein heterogenes oder homogenes Stoffgemisch vorliegt, wird in

mechanische und physikalisch-chemische Trennverfahren unterschieden [30].

Die Extraktion gehort zur Gruppe der gleichgewichtsbestimmten physikalisch-chemi-
schen Trennverfahren. Hierbei stellt sich ein Gleichgewichtzustand zwischen zwei
nicht mischbaren Phasen von verschiedener Zusammensetzung ein [30]. Die Extrak-
tion stellt eine Grundoperation in der Verfahrenstechnik dar. Dabei kann das Aus-
gangsmaterial im festen oder flissigen Zustand vorliegen. Je nach Zustand des Lése-
mittels und des Ausgangsstoffs unterscheidet man in FlUssig-FlUssig-Extraktion, Fest-
Flussig-Extraktion und Hochdruckextraktion mit Gberkritischen Fluiden. Bei allen Arten
der Extraktion wird eine Ubergangskomponente mit Hilfe eines Lésungsmittels selektiv
herausgeldst. In Abbildung 18 werden die gleichgewichtsbestimmten physikalisch-

chemischen Trennverfahren angefihrt [31].
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Verfahren Zu trennendes Gemisch Trennmedium Trennprinzip
Destilation Flissigkeit Warmeenergie Unterschiede im
Dampfdruck
Extraktive und azeotrope Flissigkeit Warmeenergie + Unterschiede im
Destilation Hilfsstoff Dampfdruck
(Flussigkeit)
Wasserdampfdestilation Feststoff Warmeenergie + Unterschiede im
Flissigkeit Hilfsstoff Dampfdruck
(Wasser)
Strippen Flissigkeit Gas Unterschiede in den
(Tréagergasdestillation) Flissigkeiten
Extraktion:
A) fest - fliissig Feststoff Losungsmittel Unterschiedliche
Laslichkeit im
Losungsmittel
B) flussig - flussig Flissigkeit Losungsmittel Unterschiedliche
(nicht mischbar mit Loslichkeit in den
Trenngemisch) flissigen Phasen
Extraktion mit verdichteten Gasen Feststoff verdichtetes Unterschiedliche Laslichkeit
Flissigkeit Gas im Losungsmittel,
Unterschiede in den
Flichtigkeiten
Absorption Gas Flissigkeit Unterschiedliche
Laslichkeit in der
Flissigkeit
Adsorption Gas + Flussigkeit Feststoff Unterschiedliche Neigung
oder 2 Flissigkeiten zur Anlagerung an
Grenzflache
Chromatographie Losung verschiedener Stoffe  Feststoff oder multiplikative Adsorption/
Flissigkeit Verteilung

Abbildung 18: Gleichgewichtsbestimmte physikalisch-chemische Trennverfahren

Zur Bewertung des Extraktionsvorganges wird die sogenannte Ausbeute verwendet.

mKomponente im Extrakt

* 100%

Ausbeute in [%] =
mKomponente im Ausgangsstof f

In den nachfolgenden Kapiteln wird auf die verschiedenen Arten der Extraktion ndher

eingegangen sowie ihre Anwendung flr die Problemstellung dieser Arbeit erlautert.
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2.7.1 Flussig-Flussig-Extraktion

Sowohl das Lésemittel als auch der Ausgangsstoff liegen bei der Flissig-Flissig-Ex-
traktion im flissigen Zustand vor. In Abbildung 19 ist eine vereinfachte Verfahrens-
weise fUr diese Extraktionsmethode dargestellt. Da beide Stoffe pumpfahig sind, kann

unter gréBerem Anlagenaufwand eine kontinuierliche Extraktion realisiert werden [31].

Flissige
Ausgangsmischung

(Trager T + Wertstoff 5) )
Losemittel L

} |

Fliissig - Flissig
Extraktion

v
Raffinatphase
(Trager T + Wertstoffreste
+ Losemittelreste)

Extrakiphase
(Losemittel L + Wertstoff S
+ Tragerstoffreste)

l

Aufbereitende Trennung
durch Rektifikation

l

Wertstoff S

Abbildung 19: Schematisch vereinfachte Verfahrensweise bei der Fliissig-Fllssig-Ex-
traktion

Bei der Flissig-Flussig-Extraktion von Phospholipiden aus Eigelb im Labormal3stab
kommen meist 2 unterschiedliche Lésemittel zum Einsatz. In einem Entdlungsschritt
werden die Triglyceride weitgehend mit Aceton aus dem Eigelb entfernt und anschlie-
Bend, in einem zweiten Extraktionsschritt, die Phospholipide mittels Ethanol von den
Proteinen, Kohlenhydraten und Mineralstoffen getrennt. Bei einem Massen-Verhaltnis
von Ethanol zu Eigelb von 5:1 konnte eine Ausbeute von rund 70% und eine Phos-
pholipid-Reinheit von 35% erreicht werden. Wenn das Eigelb in einem vorhergehen-
den Schritt (bei gleichem Massenverhéltnis) mit Aceton entdlt wurde, betrug die Aus-
beute 60% und die Phospholipid Reinheit 53% [32].
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2.7.1.1 Fallung der Proteine (Denaturierung)

Fast alle Proteine besitzen die Fahigkeit zur Denaturierung. Diese tritt meist bei Tem-
peraturerhéhung oder durch Zugabe von Sauren, Alkalien, organischen Lésemitteln,

Harnstofflésungen oder Detergenzien auf [15].

Der Vorgang der Denaturierung von Proteinen ist meistens irreversibel, kann jedoch
auch reversibel sein. AuBerlich kann eine Koagulation, eine Verringerung der Léslich-
keit, beobachtet werden. Chemisch betrachtet verliert das Molekiil dabei den hochge-
ordneten Zustand (Tertiarstruktur und Quartarstruktur). Das Molekil geht in eine un-
geordnete Struktur Uber, dabei bilden sich nach Entfaltung der Ketten zuféllige Was-
serstoffbriicken aus. Die biologische Wirkung des Proteins geht dabei verloren da
diese an die Molekdlstruktur gebunden ist. Energetisch kann die Denaturierung mit
einem Schmelzvorgang eines Kristalles verglichen werden. Proteine kénnen mit Hilfe

von Salzen ausgesalzen oder mit Aceton oder Alkohol ausgefallt werden [13].

2.7.2 Fest-Flussig-Extraktion

Bei der Fest-Fllssig-Extraktion liegen der Ausgangsstoff (Rohgut) im festen Zustand
und das Ldésemittel im flissigen Zustand vor. Mit Hilfe eines Lésemittels werden be-
stimmte Komponenten aus dem Ausgangsstoff herausgeldst. In Abbildung 20 ist ein

vereinfachtes Schema einer Fest-Flissig-Extraktion dargestellt [31].

Im Gegensatz zur Fliissig-Fliissig-Extraktion miissen hier Uberlegungen getroffen wer-
den, wie der Feststoff flir die Extraktion vorbereitet und nach der Extraktion wieder

vom Lésemittel getrennt werden kann.
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Festes Rohgut
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Abbildung 20: Schematisch vereinfachte Verfahrensweise bei der Fest-FlUussig-Ex-
traktion

In Bezug auf die Phospholipid-Gewinnung aus Eigelb kommt bei der Fest-Flissig-Ex-
traktion meist spriuh- oder gefriergetrocknetes Eigelb-Pulver zum Einsatz. Mit dem Ein-
satz von Ethanol als Lésemittel und einer Extraktionstemperatur von 60°C konnte eine

Ausbeute von 67% und eine Phospholipid Reinheit von 75% erreicht werden [25].

2.7.2.1 Soxhlet-Apparatur

Um eine Fest-Flissig-Extraktion im LabormafBstab durchzuflhren, kann eine soge-
nannte Soxhlet-Apparatur (siehe Abbildung 21) verwendet werden. Dieser Gerateauf-
bau besteht aus einem beheizbaren Rundkolben, einem Mittelstlick inklusive Extrakiti-
onshulse und einem Rulckflusskihler. Der zu extrahierende Feststoff wird dabei in eine
Extraktionshtilse geflllt, die wiederum in das Mittelstick kommt. Das Lésemittel wird
in den beheizbaren Rundkolben geflillt. Es verdampft und steigt Gber das sogenannte
Steigrohr des Mittelstlicks bis zum Rckflusskihler auf. An diesem kondensiert es und
tropft zuriick in das Mittelstiick auf den Feststoff. Dort interagiert es mit diesem und
extrahiert die 16slichen Inhaltsstoffe. Diese Art der Extraktion wird auch Perkolation

genannt. Wenn das Niveau des Ldsemittels die Héhe des Siphons am Mittelstiick
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erreicht hat, 1auft es Uber diesen in den Rundkolben ab. Dieser Vorgang wiederholt
sich anschlieBend beliebig oft. Das Lésemittel im Rundkolben wird immer mehr mit der
extrahierten Komponente angereichert. Nachdem der Extraktionsvorgang mittels Sox-
hlet-Apparatur abgeschlossen ist, muss das Lésemittel abgedampft werden, um ein

|6semittelfreies Extrakt zu erhalten [33].

!

Abbildung 21: Soxhlet-Apparatur

Das Material der Extraktionshilsen ist meist Zellulose. Um etwaige Fehler auszu-
schlieBen und um sicherzustellen, dass das Lésemittel keine Komponenten aus dem
Hllsenmaterial herauslést, werden diese meist in einem vorherigen Durchlauf ohne

Feststoff extrahiert.

2.7.3 Hochdruckextraktion mit verdichteten Gasen

Eine weitere Extraktionsmethode, welche in dieser Arbeit zur Anwendung kam, ist die
Hochdruckextraktion mit Gberkritischem Kohlendioxid. In diesem Kapitel werden zuerst
die Eigenschaften und die Definition von Uberkritischen Fluiden behandelt und an-
schlieBend die Vorteile dieser Extraktionsmethode in Kombination mit dem verwende-

ten Lésemittel aufgezeigt.
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2.7.3.1 Uberkritisches Fluid

Extraktionsmethoden lassen sich nach dem thermodynamischen Zustand des Lése-
mittels einteilen. Bei der Extraktion mit verdichteten Gasen wird ein Lésemittel verwen-
det, dessen kritische Temperatur Tc in der Nahe der Betriebstemperatur des Trennver-
fahrens liegt. Liegen der Druck und die Temperatur des Losemittels im Prozess jedoch
Uber dessen kritischem Druck Pc und kritischer Temperatur T¢, so spricht man von
uberkritischem Fluid. Diese Unterscheidung ist einem Phasendiagramm in Abbildung

22 zu erkennen [30].

Uberkritische Fluide kénnen bei vergleichsweise niedrigen Temperaturen eingesetzt
werden und bieten daher die M&glichkeit, gewlnschte Wertstoffe schonend abzutren-
nen. Das ist vor allem bei Naturstoffen als Rohmaterial von Bedeutung, da Aromastoffe

und andere leicht flichtige Substanzen oft temperaturempfindlich sind [31].

fest ﬂUSS[g % Uberkritisch ?
7

C

/ ™ gasformig

1

Druck

c

Temperatur —

Abbildung 22: Definition des Uberkritischen Zustands fiir eine reine Komponente

Hervorzuheben ist auch das schnellere Massentransportverhalten. Hierbei kombinie-
ren Uberkritische Fluide die Vorteile von flissigen und gasférmigen Lésemitteln. Diese
Gegebenheit ist an den drei Stoffwerten Dichte p, dynamische Viskositat n und Diffu-
sionskoeffizient D zu erkennen. Trotz einer, im Vergleich zu Flissigkeiten nur gering-
flgig niedrigeren Dichte p, entspricht die dynamische Viskositat n komprimierter Gase
eher dem Wert des gewdhnlichen gasférmigen Zustandes. Der Diffusionskoeffizient D

eines verdichteten Gases ist in der Nahe des kritischen Punkts um mehr als das
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zehnfache héher als jener einer Flissigkeit. Tabelle 11 zeigt den GréBenordnungsver-
gleich dieser wichtigen Parameter fir die verschiedenen Zustandsbereiche. D bezeich-
net dabei den Selbstdiffusionskoeffizienten und pr bzw. Trden reduzierten Druck bzw.
die reduzierte Temperatur. Die beiden reduzierten Parameter stellen den vorliegenden

Druck bzw. die vorliegende Temperatur den kritischen Werten gegenuber [34].

LN T
=— bzw. T, = —
pr Pe ' Tc

Tabelle 11: GréBenvergleich physikalischer Daten von Gas, verdichtetem Gas und

Flussigkeit
P n D
[g/cm?3] [g/cm s] [cm?/s]
Gas, 1 bar 20°C (0,6-2) . 103 (1-3) . 10* 0,1-0,4
Gas, Tr=1 Pr=3 0,2-0,5 (1-3). 10 0,7.103
Gas, Tr=1 Pr=4 0,4-0,9 (3-9) . 10* 0,2.10%
Flissigkeit, 20°C 0,6-1,6 (0,2-3) . 102 (0,2-2) . 105

2.7.3.2 Losemittel fur die Hochdruckextraktion

Zur schonenden Naturstoffextraktion sind Betriebstemperaturen im Bereich von 0-100
°C einzuhalten. Dies erfordert die Verwendung von jenen Gasen als Lésemittel, deren
kritische Temperaturen sich ebenfalls in diesem Intervall befinden. Tabelle 12 bietet

einen Uberblick tiber diesem Kriterium entsprechende Lésemittel [30].
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Tabelle 12: Physikalisch-chemische Daten verschiedener zur Naturstoffextraktion ge-
eigneter Gase

Te Pc Ve
[K] [bar] [ecm3 /mol]
Kohlendioxid 304.12 73.74 94.07
Ethen 282.34 50.41 131.10
Ethan 305.32 48.72 145.50
Propan 369.83 42.48 200.00

Von diesen Lésemitteln hat sich in der Praxis das Kohlendioxid (COz2) klar durchge-
setzt. Dafiir kdnnen folgende Grinde genannt werden:

e Es ist physiologisch unbedenklich.

o Es ist keimfrei und bakteriostatisch.

e Es st nicht brennbar oder explosiv.

e COgzist umweltfreundlich. Es fallen keine Abluft, keine Abwasser und keine ver-
brauchten Lésemittel an. Dadurch entfallt ein GroBteil der Ublichen Folgekosten
durch Aufreinigungsverfahren.

e (CO:2 steht in groBen Mengen zu gunstigen Konditionen aus eigenen Ressour-
cen und weitgehend unabhangig von der petrochemischen Industrie zur Verfl-
gung.

o Keine giftigen Rickstande im extrahierten Feststoff und Extrakt.

In der nachfolgenden Tabelle 13 sind die wichtigsten physikalisch-chemischen Daten
von Kohlendioxid zusammengefasst [35]. MG bezeichnet dabei die molare Masse, w
den azentrischen Faktor und MAK die maximale Arbeitsplatz-Konzentration in Oster-
reich [36].
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Tabelle 13: Physikalisch-chemische Daten von Kohlendioxid

Te Pc Ve MG w MAK
[K] [bar] [em/kg] [9/mol] [-] [ppm]
304.12 73.74 94.07 44.010 0.225 5000

2.7.3.3 Vorteile der Hochdruckextraktion mit Kohlendioxid

Die Ent6lung von Eigelbpulver kann, wie in Kapitel 2.7.1 beschrieben, mit Hilfe einer
flissig-flussig Extraktion durchgefihrt werden. Dabei werden die Triglyceride aus dem
Pulver extrahiert. Sehr haufig wird dabei Hexan oder Aceton als Lésemittel verwendet.
Diese Prozessfihrung hat neben den relativ geringen Kosten aber auch einige Nach-
teile. Speziell bei, fiir Menschen giftigen Lésemitteln missen Lésemittelrliickstande im
Extrakt und Raffinat vermieden werden. Daher werden bei diesem Verfahren haufig

nachgeschaltete Prozesse zur Losemittelentfernung bendtigt [2, 31].

Der wichtigste Vorteil der Hochdruckextraktion mit Gberkritischen Fluiden als Lésemit-
tel ist, dass Uberkritische Fluide die Vorteile von flissigen und gasférmigen Lésemitteln
kombinieren. Besonders bei der Anwendung von Kohlendioxid als Lésemittel ist ein
weiterer Vorteil, dass weder im Extrakt, noch im Raffinat oder Feststoff (nur bei Fest-
stoffextraktion) Lésemittelriickstande verbleiben. Aufgrund der Unbedenklichkeit von

CO:2 entfallt dadurch eine in anderen Verfahren benétigte Aufbereitung [37].

Ein weiterer Pluspunkt ist die einfache Trennung des Wertstoffes von dem Ldésemittel
durch einfache Druckreduzierung oder Temperaturerhbhung. Somit ist eine einfache
Lésemittelregeneration gegeben, wodurch dessen Kreislauffiihrung vereinfacht wird.
Verdichtete Gase besitzen eine vergleichsweise hohe Selektivitat. Die zur schonenden
Naturstoffextraktion verwendbaren Gase sind in verdichtetem Zustand typisch lipophile
Lésemittel, die alle polaren und polymeren Substanzen nicht zu I6sen vermdgen.
Durch Variation der Zustandsparameter Druck und Temperatur, sowohl in der Bela-
dungs- als auch in der Entmischungsstufe, kénnen dem Trennproblem die Lésungsei-

genschaften verdichteter Gase angepasst werden [34].
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2.7.3.4 Einfluss von Druck und Temperatur

Die Prozess-Parameter Druck und Temperatur haben einen entscheidenden Einfluss
auf Extraktionsgeschwindigkeit und Ausbeute. Die Steigerung des Extraktionsdrucks
resultiert in einer Zunahme der Kohlendioxid-Dichte. Die Erh6hung der Extraktions-
temperatur wirkt sich zum einen negativ auf die Dichte aus, zum anderen bewirkt diese
eine Steigerung des Dampfdrucks der zu extrahierenden Komponenten, welche sich
positiv auf die Extraktion auswirken kann. Eine Zunahme der Dichte resultiert in einer
Zunahme der Léseféahigkeit des Lésemittels [30]. In Abbildung 23 ist der Verlauf der
Kohlendioxid-Dichte in Abhdngigkeit des Drucks bei 40, 50 und 60°C dargestellt [38].
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Abbildung 23: Einfluss von Druck und Temperatur auf die Dichte von Kohlendioxid

2.7.3.5 Hochdruckextraktion von Eigelb

In Hinblick auf die Phospholipid Gewinnung aus Eigelb, wird dieses in einem vorher-
gehenden Schritt meist entfettet. Bei dieser Extraktion der Triglyceride kommt Hexan
oder Aceton als Lésemittel zum Einsatz [32]. Einige Phospholipide weisen jedoch eine
Léslichkeit in Hexan [11] auf und wirden dadurch, sofern keine geeigneten Folge-

schritte [39] gesetzt werden, verloren gehen.
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Bei optimal gewahltem Druck und Temperatur sind Phospholipide in Kohlendioxid un-
I6slich [40]. Dadurch stellt die Hochdruckextraktion ein geeignetes Verfahren fur die
Entdlung von Eigelb-Pulver dar. Uberkritisches Kohlendioxid weiBt dabei ein selekti-
veres Ldseverhalten in Bezug auf die Triglyceride auf als Hexan, welches die Phos-
pholipide ebenso I6st. Die weiteren Vorteile von Kohlendioxid als Losemittel werden in
Kapitel 2.7.3.3 angeflhrt.

Weiters kann die Hochdruckextraktion eingesetzt werden, um Phospholipide direkt zu
extrahieren. Dazu ist aber die Verwendung eines geeigneten Schleppmittels (Ethanol)
notwendig [39, 40].

2.8 Analysemethoden

Die Analysen bzw. die Auswahl der Analysemethoden sind flr die Prozessentwicklung
entscheidend. Speziell bei der Analyse von Naturstoffen, welche oft aus mehreren
hunderten Komponenten bestehen, kann sich die Auswahl eines geeigneten Analyse-

Verfahrens als schwierig erweisen [42].

Die Begriffe qualitativ und quantitativ sind in der analytischen Chemie von besonderer
Bedeutung. Eine qualitative Analyse stellt fest, ob ein gewisser Stoff in der Probe vor-
handen ist wahrend eine qualitative Analyse die Menge aufzeigt, die von diesem Stoff
in der Probe enthalten ist [43].

Im Zuge dieser Masterarbeit wurden drei unterschiedliche instrumentelle Analysenme-
thoden angewandt: die Gaschromatographie, die Hochdruckfllissigkeitschromatogra-
phie und die kernmagnetische Resonanzspektroskopie. Diese werden in den nachfol-

genden Unterkapiteln genauer beschrieben.

2.8.1 Chromatographie

Mittels chromatographischer Methoden kénnen Stoffe effizient getrennt und anschlie-
Bend identifiziert bzw. quantifiziert werden. Das Analyseprinzip ist die Trennung von

Verbindungen. Eine effektive Trennung von chemisch &hnlichen Verbindungen ist nur
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bei einer wiederholten Anzahl von Trennschritten moglich. Diese Mehrschritt-Trennung

ist mit Hilfe chromatographischer Verfahren realisierbar [43].

Abbildung 24 zeigt eine Ubersicht chromatographischer Methoden. Dabei wird zwi-
schen planarer und Saulen-Chromatographie unterschieden. Zur planaren Chromato-
graphie zahlen die Papier- und Dinnschichtchromatographie (DC). Die Saulen-Chro-
matographie unterteilt sich, je nach Zustand der mobilen Phase, in Gaschromatogra-
phie (GC) und Flissigkeitschromatographie (LC). Bei der Hochdruckflissigkeitschro-
matographie (HPLC) kénnen Normal- oder Umkehrphasensaulen zum Einsatz kom-
men. Spezialmethoden der Flissigkeitschromatographie sind die superkritische Fluid-
chromatographie (SFC), die lonenchromatographie (IC), und die Gelpermeationschro-
matographie (GPC) [44].
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Abbildung 24: Einteilung chromatographischer Methoden

Nachfolgend soll der Trennvorgang anhand der S&ulenchromatographie erlautert wer-
den. Fir die Trennung sind, je nach Art der Saule und Analysemethode, unterschied-
liche Mechanismen verantwortlich: MolekullgréBe, Adsorptionsverhalten, Verteilung,
lonenaustausch und Affinitat. In der Praxis erfolgt die Trennung meist als Kombination
von mehreren Mechanismen. Die gangige Umkehrphasen-Saule bei der HPLC kann

der Adsorptions- oder auch der Verteilungschromatographie zugeordnet werden [44].

In der nachfolgenden Abbildung 25 ist die schematische Funktionswiese der Saulen-
chromatographie dargestellt. Die Probe mit den beiden Komponenten A und B wird mit
der mobilen Phase durch die Saule transportiert. In dieser befindet sich die stationére

Phase. Durch die unterschiedlich starke Wechselwirkung zwischen der stationaren
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Phase und den beiden Komponenten A und B erfolgt die Trennung der Probe. Am
Ende der Saule sind die beiden Komponenten bei geeigneter Analysemethode so weit
getrennt, dass sie vom Detektor separat erfasst werden kénnen. Das detektierte Signal
des Detektors Uber die Zeit aufgetragen nennt man Chromatogramm. Die unterschied-
lichen Durchlaufzeiten der Komponenten (t4 und ts) werden als Retentionszeit bezeich-
net. Uber die Flache der einzelnen Peaks kann anschlieBend auf die Konzentration

bzw. die Zusammensetzung rickgeschlossen werden [43].
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Abbildung 25: Schematische Funktionsweise der S&ulenchromatographie mit Chro-
matogramm

In den nachfolgen Unterkapiteln werden die beiden angewandten chromatographi-

schen Analyseverfahren naher beschrieben.

2.8.1.1 Gaschromatographie (GC)

Bei der Gaschromatographie wird die zu analysierende Probe mit Hilfe eines Gases

(mobile Phase) durch die Saule transportiert. Die zu analysierenden Verbindungen in



2 Theoretische Grundlagen 38

der fliissigen Probe missen daher verdampft werden, ohne sich dabei zu zersetzen.

Die Konsequenz daraus ist eine eventuell aufwandige Probenvorbereitung [45].

Abbildung 26 stellt den prinzipiellen Aufbau einer Gaschromatographie-Anlage dar
[44]. Die mobile Phase wird dabei ausschlieBlich als Tragergas genutzt. Wechselwir-
kungen des Gases mit der Probe spielen daher keine Rolle. Die Probe wird in einen
Einspritzblock injiziert, sofort verdampft und mit der mobilen Phase durch die Saule
transportiert. Die stationdre Phase in der Saule kann im festen oder flissigen Zustand
vorliegen, wodurch sich verschiedene Trennmechanismen ergeben. Nachdem die ver-
schiedenen Substanzen in der Saule getrennt wurden, wird im Detektor ein Signal auf-
gezeichnet. Je nach Art des Detektors werden verschiedenste Prinzipien zur Signaler-
zeugung angewendet. Der Flammenionisationsdetektor (FID) wird dabei am haufigs-
ten eingesetzt. Das Prinzip der Detektion beruht darauf, dass sich bei der Zufihrung
von organischen Verbindungen die elektrische Leitfahigkeit einer Wasserstoffflamme
in einem elektrischen Feld andert. AuBerdem ist die Temperaturkontrolle bei der Gas-
chromatographie ein wichtiger Faktor. Es muss gewahrleistet sein, dass keine der Ver-

bindungen auskondensiert [43].
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Abbildung 26: Schematischer Aufbau einer Gaschromatographie-Anlage

Die Gaschromatographie kann verwendet werden, um Fettsduren zu trennen und zu
analysieren [46]. Jedoch ist daflr eine vorhergehende Derivatisierung der Fettsauren
zu ihren Fettsauremethylestern erforderlich. Grund daflrr ist, dass Fettsauren nicht ver-

dampft werden kdnnen, ohne sich dabei zu zersetzen [44].
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2.8.1.2 Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC)

Die Hochdruckflissigkeitschromatographie hat in der heutzutage benétigten Analyse
komplexer Gemische eine wichtige Rolle eingenommen. Im Vergleich zur Gaschroma-
tographie wird keine Derivatisierung benétigt, um Stoffe in eine unzersetzbare fllichtige
Form zu Uberfihren [45].

In Abbildung 27 ist der schematische Aufbau einer HPLC-Anlage dargestellt [44]. Die
mobile Phase ist eine Flissigkeit (Eluent) und besteht aus einem oder mehreren L6-
semitteln. Je nach Art der Hochdruckpumpe kann eine isokratische- oder eine Gradi-
enten-Fahrweise realisiert werden. Bei einer isokratischen Methode &ndert sich im Ge-
gensatz zu einer Gradienten-Fahrweise die Zusammensetzung der mobilen Phase
nicht. Die Pumpe férdert die mobile Phase und die Proben, welche im Autosampler
vollautomatisch injiziert werden, durch das System. In der S&aule erfolgt die eigentliche
Auftrennung der Probe. HLC-Saulen werden in Normalphasen- und Umkehrphasen-
Saulen unterteilt. Es gibt unterschiedliche Arten von Detektoren, welche nach unter-
schiedlichen Prinzipen funktionieren. Einer der gangigsten Detektoren ist der UV-VIS
Detektor. Dabei wird die Lichtabsorption entweder im ultravioletten (180 — 400nm) oder
im sichtbaren (400 — 780nm) Spekirum gemessen. Dieser Vorgang ist als spektrosko-
pische Methode klassifiziert [43].
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Abbildung 27: Schematischer Aufbau einer Hochdruckflissigkeitschromatographie-
Anlage
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Die Hochdruckflissigkeitschromatographie ist ein geeignetes Verfahren, um Phos-
pholipide zu trennen und zu analysieren. Dabei wird meist ein Lichtstreudetektor ver-
wendet, die Pumpe fahrt dabei ein Gradienten-Programm [36, 37]. Auch der UV/VIS
Detektor wird fir Phospholipid-Analysen verwendet. Im Vergleich zum Lichtstreude-
tektor liefert er ungenauere Ergebnisse, da einige Phospholipide bei gewissen Wellen-

langen ein ahnliches Adsorptionsverhalten aufweisen [38, 39].

2.8.2 Spektroskopie

Die Spektroskopie zahlt neben der Chromatographie und der Elektroanalytik zu den
wichtigsten Analysemethoden. Dabei fasst der Begriff Spekiroskopie alle Methoden
zusammen, bei denen Wechselwirkungen elektromagnetischer Strahlung (Analyse-
prinzip) mit der Materie (Probe) ausgenutzt werden. Die Probe muss vor der Detektion,

wie bei der Chromatographie, nicht aufgetrennt werden [43].

2.8.2.1 Kernmagnetische Resonanzspektroskopie

Die kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR...eng: Nuclear Magnetic Reso-
nance) arbeitet im Spektralbereich der Radiowellen (0,6 — 10m) [43]. Gemessen wird
die Absorption von Strahlungsenergie, die mit Ubergingen zwischen magnetischen
Zusténden eines Atomkerns, hervorgerufen durch ein duBeres Magnetfeld, verknUpft
ist [45].

Der Aufbau eines NMR-Spektrometers ist in Abbildung 28 dargestellt. Es besteht aus
einem Magneten, einem oder mehreren Radiofrequenzsendern, einem Empfanger der

Radiofrequenzen und der zu analysierenden Probe im Probehalter [43].
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Abbildung 28: Schematischer Aufbau eines NMR-Spektrometers
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3 Experimenteller Tell

Die Phospholipid-Gewinnung aus Eigelb ist prozesstechnisch aufwendiger als jene
aus Olsaaten. Daraus resultiert eine komplexere Prozessgestaltung [2]. Daher miissen
Entscheidungen bezlglich Ausgangsmaterial, Verfahrensschritte und deren Kombina-
tion getroffen werden. Diese Entscheidungen, die verwendeten Anlagen sowie die
Durchfihrung der Versuche werden in diesem Kapitel zusammengefasst. Den letzten
Punkt dieses Kapitels stellen die Analyse der Produkte sowie deren Verwendung als

Emulgator fir O/W Emulsionen dar.

3.1 Ausgangsmaterial

Es wurden zwei unterschiedliche Ausgangsmaterialen fir die Phospholipid-Gewin-
nung untersucht. Zum einen flissiges Eigelb und zum anderen sprihgetrocknetes Ei-
gelb-Pulver. Beim flissigen Eigelb sind Bio Freilandeier der Supermarktkette Spar ver-

wendet worden. Das Eigelb-Pulver wurde von der Firma Ei Vita zugekauft.

Ei Vita nutzt zur Gewinnung des Eigelb-Pulvers eine leistungsstarke Anlage von Sa-
novo. Dabei werden die Eier vollautomatisch aufgeschlagen, Eidotter von Eiweil3 ge-
trennt und anschlieBend werden diese in zwei separaten Trocknern bei einer Tempe-
ratur von 130°C sprihgetrocknet. Die Verweilzeit des Eigelbs im Trockner betragt da-
bei zwei Sekunden. Dadurch kann dessen schonende Trocknung sichergestellt wer-
den [50].

3.2 Flussig-Flussig Extraktion

In einem ersten Schritt wurde fllissiges Eigelb als Ausgangsstoff fur die Extraktion ver-
wendet. Die frischen Eier wurden aufgeschlagen, das Eigelb vom Eiweil3 getrennt und
anschlieBend das Eigelb Uber ein Filterpapier in ein Becherglas abgerollt. Durch das
Filterpapier konnte auch der letzte Rest an Eiweil3, sowie die Hagelschnur besser ent-

fernt werden.
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Je nach gewahltem Massenverhalinis von Eigelb zu Lésemittel wurde eine bestimmte
Menge Ethanol bei Umgebungstemperatur zugegeben. Dabei konnte beobachtet wer-
den, dass die Proteine, wie in Kapitel 2.7.1.1 erwahnt, sofort ausfallen. AnschlieBend
wurde die Mischung fur 20 Minuten bei 500 Umdrehungen pro Minute gerUhrt.
Dadurch, dass das Becherglas anschlieBend fir 30 Minuten stehengelassen wurde,
konnten sich die ausgefallenen Proteine absetzten. Die Extrakt-Phase wurde anschlie-

Bend mit Hilfe einer Nutsche durch ein Filterpapier filtriert.

Das gewonnene Extrakt musste auBerdem vom Lésemittel befreit werden. Dabei wur-
den zwei unterschiedliche Methoden untersucht. Das Ziel war, herauszufinden, ob eine
héhere Temperatur einen Einfluss auf das gewonnene Extrakt hat. Dazu wurde das
Becherglas einerseits mit dem gewonnen Exirakt bei Umgebungsdruck in ein Wasser-
bad bei 78°C gestellt. Zum anderen wurde das Lésemittel in einem Rotationsverdamp-
fer (Heidolph Hei-VAP) in Kombination mit einer Vakuumpumpe (ILMVAC LVS 210)
bei einem Druck von 100 mbar riickgewonnen. Ethanol hat bei 100 mbar eine Siede-

temperatur von 29,2°C [51]. Auf dem Gerat wurden 30°C eigestellt.

3.3 Fest-FlUssig-Extraktion

Die Fest-Flussig-Extraktion kann in unterschiedlichen Apparaturen durchgefiihrt wer-
den. Im Labormafstab findet vor allem die Apparatur nach Soxhlet haufig Anwendung.
In Hinblick auf eine mdgliche Erhéhung der Menge des Aufgabegutes pro Batch, wur-
den auch Ruhrkessel-Versuche durchgefuhrt. Die Durchfihrung dieser Versuche ist in

den nachfolgenden Unterkapiteln naher beschrieben.

3.3.1 Soxhlet

Die Funktionsweise einer Soxhlet-Apparatur wurde in 2.7.2.1 beschrieben. Bei den
durchgefihrten Extraktions-Vorgangen wurden das Eigelb-Pulver und das entélte Ei-
gelb-Pulver als Aufgabegut eingesetzt. Dabei kamen zwei unterschiedliche Losemittel

zum Einsatz.

Um einen Vergleichswert flr die Entdlung mit Gberkritischem Kohlendioxid zu erhalten,

wurden Soxhlet-Versuche mit Hexan durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial wurde das



3 Experimenteller Teil 44

spruhgetrocknete Eigelb-Pulver und als Lésemittel Hexan mit einer Reinheit von 99+%
verwendet. Bio Ethanol (99%, 1% MEK (Butanon)) wurde verwendet, um die Phos-

pholipide aus dem Eigelb-Pulver sowie dem entdlten Eigelb-Pulver zu extrahieren.

Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurden die Soxhlet-Versuche immer auf
dieselbe Art und Weise bei Umgebungsdruck durchgefihrt. Es wurde ein 500 ml Rund-
kolben verwendet. Dieser wurde, um das Lésemittel zu verdampfen, in einen Heizpilz
gestellt. Die Soxhlet-Apparatur hatte ein Volumen von 150 ml und die verwendeten
Extraktionshilsen waren aus Zellulose. Um zu verhindern, dass feine Pulverpartikel
aufschwimmen und eventuell mit dem Lésemittel Gber den Siphon in den Rundkolben
gelangen, wurde unter der Extraktionshilse zusatzlich Glaswolle platziert. Ein Rlck-
laufkihler wurde verwendet, um das Lésemittel zu kondensieren. Die Dauer dieser

Versuche betrug immer 12 Lésemitteldurchlaufe.

Um den Temperatureinfluss zu Uberprifen, wurden zuséatzlich folgende zwei Experi-
mente durchgefihrt. Nach abgeschlossenem Soxhlet-Versuch mit Ethanol als Lése-
mittel wurde die Extraktionshllse entfernt und eine neue Hulse inklusive entdltem Ei-
gelb-Pulver in die Soxhlet-Apparatur gegeben. Das Lésemittel mit den gel6sten Phos-
pholipiden verblieb im Rundkolben und der Extraktionsvorgang wurde wieder gestar-
tet. Dieser Vorgang wurde insgesamt fir vier Extraktionshilsen durchgefiihrt. Dadurch
wurde die Dauer der Temperaturbelastung (T=78°C) vervierfacht. Der zweite Ansatz
war den Soxhlet-Versuch mittels Wasserstrahlpumpe bei Unterdruck durchzufihren.

Dadurch kann eine niedrigere Betriebstemperatur sichergestellt werden.

3.3.2 Ruhrkessel-Versuche

Far die Ruhrkessel-Versuche wurden ein beheizbarer Zwei-Hals-Rundkolben und ein
Magnetrihrer verwendet. An einem der beiden Hélse wurde ein Ricklaufkihler ange-
schlossen. Der andere Hals wurde zur Entnahme von Proben mittels Pipette in gewis-
sen Zeitabstanden verwendet. Das Aufgabegut war bei diesen Versuchen CO:2 entdl-
tes Eigelb-Pulver. Als Masse-L6semittel zu Masse-Aufgabegut wurde ein Verhéltnis
von 4:1 gewahlt. Die Versuche wurden bei einer Temperatur von 20°C durchgefihrt.
Die gezogenen Proben wurden sofort mittels Spritzenfilter filtriert und mit der HPLC-

Anlage analysiert.
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3.4 Hochdruckextraktion

FUr den Entdlungsschritt mittels Hochdruckextraktion wurden zwei unterschiedliche
Extraktionsanlagen verwendet. Diese werden im folgenden Kapitel naher beschrieben

und dabei wird speziell auf die Unterschiede der beiden Anlagen n&her eingegangen.

3.4.1 Versuchs-Anlage

Die Hochdruckextraktionsanlage am Institut fir Chemische Verfahrenstechnik und
Umwelttechnik der Technischen Universitdt Graz wurde verwendet, um Aufschluss
Uber die optimalen Parameter (Druck und Temperatur) fir die Extraktion zu erhalten.
Aus dem kleineren Extraktor-Volumen ergibt sich im Vergleich zur Pilot-Anlage eine
kirzere Extraktionsdauer. Dadurch konnten mehr Druck-Temperatur Kombination bei

gleichbleibender Zeit untersucht werden.

Das FlieBbild der Versuchsanlage ist in Abbildung 29 dargestellt. Die Kohlendioxid
Gasflasche ist auBerhalb der Labor-Box in einem Sicherheitsschrank gelagert. Das
Gas stromt bei gedffnetem Ventil in die Hochdruckpumpe. Die Pumpe selbst wird mit
Hilfe eines Kryostaten auf 5°C gekihlt, um zu gewahrleisten, dass das Kohlendioxid
im flissigen Zustand vorliegt. Bei der Pumpe handelt es sich um eine Kolbenpumpe.
Der erforderliche Druck wird Uber einen Druckibersetzer mit Hilfe von Druckluft er-
zeugt und kann Uber diese geregelt werden. Der Extraktor wird mit dem Aufgabegut
gefillt. Um zu verhindern, dass feine Partikel mit dem Gasstrom mitgerissen werden,
wurde zusatzlich am oberen und unteren Ende des Extraktors Watte platziert. Der Ex-
traktor wird anschlieBend in einem temperierten Ofen verschraubt, dieser verfligt au-
Berdem Uber einen Druck- und Temperatursensor. Das beladene Lésemittel stromt
Uber ein beheiztes Ventil in eine Sichtzelle, in der sich das Probeflaschchen befindet.
Durch den Umgebungsdruck in der Sichtzelle fallt das gewonnene Extrakt aus, da das
Lésemittel durch die Entspannung seine Ldsefahigkeit verliert. Das reine Kohlendioxid
verlasst die Versuchshalle anschlieBend Uber einen Durchflussmesser (Rotameter)
und eine Gasuhr. Der Durchfluss des Ldsemittels wird Uber das beheizte Ventil und
den Durchflussmesser eingestellt. Die Probenahmen erfolgten in einem Intervall von

15 Minuten. Die Daten dieser Anlage sind nachfolgend angegeben.
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Hersteller: Applied Separations CO2 Flow: 0-1 kg/h
Bezeichnung: Spe-ed SFE Maximaler Betriebsdruck: 690 bar
Baujahr: 2004 Maximale Betriebstemperatur: 200°C

Extrakior-Volumen: 80 ml
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Abbildung 29: Flie3bild der Versuchsanlage

3.4.2 Pilot-Anlage

Das FlieBbild der verwendeten Pilot-Anlage der Firma Prozess Optimal ist in Abbildung
30 dargestellt. Im Vergleich zur Versuchsanlage der TU Graz weist sie zum einen ein
gréBeres Extraktor-Volumen auf und zum anderen kann durch die beiden Abscheider
eine fraktionierte Abscheidung bei unterschiedlichen Driicken realisiert werden. Durch
das gréBere Extraktor-Volumen kann in einem Extraktionsvorgang mehr Produkt ge-
wonnen werden. Die Probenahme erfolgte in 15-mindtigen Zeitabstanden. Diese Pro-

ben wurden verwendet, um Aufschluss Uber die Fettsdure-Verteilung zu erhalten. Da
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die Probemenge zu gering war, wére das mit der Versuchsanlage der TU Graz in die-

sen Zeitabstadnden nicht méglich gewesen.

AuBerdem wird das Losemittel wahrend der Extraktion recycelt. Der einzige Lésemit-
telverlust entsteht bei den Probenahmen sowie der Entspannung der Anlage. Der Ex-
traktor, der Vorlagebehalter sowie beide Abscheider sind als Doppelmantel-Behalter
ausgefihrt und werden mittels Thermostaten beheizt. Die Pumpe und der Vorlagebe-
héalter werden mit Hilfe eines externen Kiihlaggregates unter- bzw. geklhlt. Die Anlage
verflgt zusatzlich Uber eine Schleppmittel-Pumpe. Das FlieBbild der Anlage ist in der
nachfolgenden Abbildung 30 dargestellt. Der eingestellte Losemittel-Durchfluss betrug

bei allen Versuchen 15 I/h.
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Abbildung 30: FlieBbild der Pilot-Anlage

Die Daten dieser Anlage sind folgende:

Hersteller: Better-Shanghai CO2 Durchfluss: 0-50 I/h
Bezeichnung: HSFE 5 Schleppmittel Durchfluss: 0-4 I/h
Baujahr: 2017 Maximaler Betriebsdruck: 700 bar

Maximale Leistungsaufnahme: 18 kW Maximale Betriebstemperatur: 85°C
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Energiezufuhr: 400 V Extraktor-Volumen: 5 |

Abscheider-Volumen: je 3 |

3.5 Analyse

Um die durchgefiihrten Versuche bzw. die gewonnenen Extrakte bewerten zu kénnen,
wurden unterschiedliche Analysen durchgefiihrt. Diese werden im folgenden Kapitel

beschrieben.

Von besonderem Interesse waren dabei der Gesamtgehalt und die Verteilung der
Phospholipide im Extrakt. Dazu kdnnen verschiedenste Analyseverfahren eingesetzt
werden. Im Zuge dieser Arbeit wurden drei unterschiedliche Verfahren angewendet.
Im ersten Schritt wurde der Phospholipid-Gehalt mit Hilfe einer Einheitsmethode der
Deutschen Gesellschaft fur Fettwissenschaften (DGF) ermittelt. Da im Naturstoff-La-
bor in Wenigzell eine Hochleistungsflissigkeitschromatographie-Anlage zur Verfu-
gung steht, wurde fir dieses Analyseverfahren eine geeignete Methode ermittelt. Zu-
satzlich wurde der Phospholipid-Gehalt und die Verteilung des entélten Eigelb-Pulvers
(Aufgabegut) sowie des gewonnen Extraktes mit einer Kernspinresonanz-Spektrosko-

pie (NMR) von der Firma Spectral Service AG untersucht.

Eine weitere angewandte Analysemethode stellt die Gaschromatographie (GC) dar.
Damit wurde von dem, durch Hochdruckextraktion des sprihgetrockneten Eigelb-Pul-
vers gewonnenen Ei-Ols eine Fettsaureverteilung erstellt. Durch eine sequentielle Pro-
benahme sollte tberprift werden, ob sich dieses Spektrum tber die Extraktionsdauer

verandert.

3.5.1 Phospholipid-Gehalt tber Aceton Unlosliches

Von den oben erwdhnten Analyseverfahren stellte die DGF-Einheitsmethode Abtei-
lung FI — 5 Teil 1 (indirektes Verfahren) das einfachste Verfahren zur Ermittlung des
Phospholipid-Gehalts dar. Es werden keine speziellen Laboranlagen und Probenvor-
bereitung bendtigt. Der Phospholipid-Gehalt der gewonnen Extrakte wurde Uber den
Gehalt an Aceton Unléslichem festgestellt. Dabei wird Aceton mit einer Temperatur

von 0°C verwendet, um sicherzustellen, dass die Phospholipide und Glykolipide
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ungeldst zuriickbleiben und das sogenannte Lecithin-Ol (Triglyceride, Cholesterin) ge-
I6st wird. Nachdem das Aceton abgedampft wurde, konnten die Rickstande gewogen
und mit Hilfe der Formel 1 der Gehalt an Aceton Unléslichem errechnet werden [17].
Der Wassergehalt wurde mittels Trockensubstanzmessung bei 110°C mit dem Gerat

Gibertini Eurotherm festgestellt.

A...Auswaage des Kolbens mit dem Le-
cithin-Ol in Gramm

(A—-G)+100

=100 —
w 00 £

G...Auswaage des leeren Kolbens
W...Wassergehalt der Probe in g/100g

E...Einwaage der Probe in Gramm

Formel 1: Aceton Unlésliches (indirektes Verfahren)

3.5.2 Phospholipid-Analyse mittels HPLC

Um eine relativ schnelle Aussage dartber machen zu kénnen, ob sich in bestimmten
Extrakten Phospholipide befinden, wurde eine HPLC-Methode erstellt. Die verwende-
ten Gerate, die entwickelte Methode sowie die daflr bendtigten MaBnahmen werden

in diesem Unterkapitel zusammengefasst.

3.5.2.1 Verwendete Gerate

Die Komponenten der zur Verfigung stehenden HPLC-Anlage sind nachfolgend auf-

gelistet.

Pumpe: Merck Hitachi LaChrom Pump L-7110 (isokratisch)
Autosampler: Merck Hitachi LaChrom Autosampler L-7200
Detektor: Merck Hitachi LaChrom UV Detector L-7400

Saule: Agilent SB C18 (4,6 x 250 mm, 3,5 pm)
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Saulenofen: Jetstream 2 Plus

Entgaser: Uni Flow DEGASYS DG-2410
Kommunikations Modul: Shimadzu CBM-201m

Software: Shimadzu LabSolutions 5.87 SP1

3.5.2.2 Verwendetet Methode

Aus Kapitel 3.5.2.1 ist ersichtlich, dass bei der zur Verfigung stehenden HPLC-Anlage
ein UV-Detektor verbaut ist. Dementsprechend wurde auch die Methode gewahlt [49].
Diese Methode flhrte nicht beim ersten Versuch zum gewtinschten Erfolg und wurde
daher in mehreren Schritten angepasst. Die Methoden-Parameter sind nachfolgend

angegeben.

Mobile Phase: 65 vol% 2-Propanol, 27 vol% Wasser, 8 vol% Methanol

Durchfluss: 0,5 ml/min

Saulentemperatur: 50 °C

Wellenlange: 205 nm
Analysedauer: 60 min

Zur Bewertung der Analyse wurden folgende Phospholipid Standards von Sigma Ald-
rich zugekauft: PC, PE und LPC. AuBerdem wurde von der Firma Lipoid ein Ei-Phos-
pholipid-Extrakt zugekauft, welches als weiterer Standard behandelt wurde. Als Lése-

mittel wurde bei allen Analysen Ethanol verwendet.

Es wurde fir jeden Standard eine Kalibrierungsgerade erstellt. Dabei sind fir jeden
dieser Standards drei Lésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen erstellt wor-
den. Um die Analyse-Standards einzuwiegen, wurde eine Analysenwaage (0,00019)
verwendet und mit Lésemittel immer auf dasselbe Volumen aufgefiillt. Das Lésemittel
war dabei Ethanol mit HPLC Reinheit (100%). Diese L6sungen wurden anschlieBend
analysiert und die Ergebnisse in einem Diagramm aufgetragen. Die x-Achse zeigt die
Konzentration eines bestimmten, geldésten Phospholipid-Standards im Lésemittel und
die y-Achse die Flache unter dem im Chromatogramm erhaltenen Peaks. Dadurch ist
man in der Lage jeden Peak einer Probe Uber die Retentionszeit einem Standard zu-

zuteilen und mit der jeweiligen Kalibrierungsgerade eine Konzentration zu bestimmen.
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3.5.2.3 Loslichkeitsversuche

In Hinblick auf eine spatere Steigerung der Produktionsmenge der gewonnenen Phos-
pholipide wurden Léslichkeitsversuche durchgefiihrt. Dabei wurde das gewonnene Ex-
trakt wie ein, im vorherigen Kapitel erwahnter HPLC Standard behandelt und eine Ka-
librierungsgerade erstellt. Es wurden dreizehn Mischungen mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen im Bereich von 1-135 mg/ml hergestellt. Als L6semittel wurde Bio Ethanol
verwendet. Zur Kontrolle wurde bei den letzten beiden L6sungen die Konzentrationen

hoch genug gewahlt, um die Sattigungskonzentration mit Sicherheit zu erreichen.

Durch diese Uberlegungen sollte das Léseverhalten beobachtet und daraus eine Sat-

tigungskonzentration bestimmt werden.

3.5.3 Phospholipid-Gehalt und Verteilung mittels NMR-
Spektroskopie

Um einen Vergleich mit den gewonnenen Analyseergebnissen aufstellen zu kénnen,
wurde nach einem Labor gesucht, welches eine Analyse des Phospholipid-Gehalts
und dessen Verteilung durchfiihren konnte. Die Spectral Service AG aus Koln ist in
der Lage solche Analysen durchfihren und hat sich dazu bereit erklart diese For-
schungstatigkeit zu unterstitzen. Die verwendete Methode, Instrumente und Stan-

dards sind nachfolgend angeflhrt.

3.5.3.1 Probenvorbereitung

Es sollten zwei unterschiedliche Proben beziiglich ihnres Gesamtgehalts und Verteilung
der Phospholipide untersucht werden: Das mittels CO2 Hochdruckextraktion entdlte

Eigelbpulver und das daraus mittels Ethanol Extraktion gewonnene Extrakt.

Dazu wurden die Proben in deuteriertem Chloroform, Methanol und in wassriger
Caesium-Ethylendiamintetraessigsaure-Losung aufgeldst, geschittelt und die organi-
sche Phase anschlieBend mittels einer Zentrifuge abgeschieden. Als interner Standard

wurde Triphenylphosphat verwendet und auf gleiche Art wie die Proben vorbereitet.
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3.5.3.2 Verwendete Gerate

Analysemethode: quantitative P-NMR-Spektroskopie geman SAA-MET002-04

Instrument: Bruker Avance Il 600 MHz mit automatischem Probengeber und BBO

Kryo-Messkopf

3.5.4 Fettsaureverteilung mittels GC

Durch den Prozessschritt der Entdlung des sprihgetrockneten Eigelb-Pulvers mit
uberkritischem Kohlendioxid konnte die Triglyceride des Eigelb-Pulvers gewonnen
werden. Dieses Nebenprodukt sollte auch auf seine Zusammensetzung untersucht

werden.

Unterstitzt wurde ich dabei von Prof. Erich Leitner vom Institut fir analytische Chemie
und Lebensmittelchemie. Die Analysen sowie die dafir notwendige Probenvorberei-

tung wurden nach der Arbeitsvorschrift des Institutes durchgefthrt [52].

Wie in Kapitel 2.8.1.1 erwahnt, lassen sich Triglyceride nicht direkt chromatographisch
analysieren. Um eine Fettsdureverteilung mittels Gaschromatographie zu erhalten,
mussen die Proben speziell vorbereitet werden. Um die Fettsauren vom Glycerin Mo-
lekdl abzuspalten, werden sie zuerst verseift. Dadurch werden die Ester-Verbindungen
aufgebrochen. Die dadurch erhaltenen Salze der Fettsduren miissen anschlieBend zu
Fettsduremethylestern derivatisiert werden. Im Gegensatz zu den jeweiligen Fettsau-
ren sind diese unpolar und moderat fliichtig und eignen sich fir die GC-Analyse [42]

[46]. Die genaue Vorgehensweise wird nachfolgend beschrieben.
3.5.4.1 Probenvorbereitung
Es wurden 20 mg der Probe (COz extrahiertes Ei-Ol) in einem 40 ml Glasvial eingewo-

gen. Als interner Standard wurde Triundecanoin, 35 ul von 30 g/L in Heptan entspre-

chen 1mg, hinzu pipettiert.
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AnschlieBend wurden die Proben einer Verseifungsreaktion unterzogen. Dazu wurden
6 ml 0,5M methanoloische NaOH hinzu pipettiert. Fir die Verseifung wird Gber eine
Zeitspanne von 30 Minuten in einem thermostatisierten Heizblock bei 80°C unter Rih-

ren hydrolysiert. AnschlieBend wurden die Proben auf Raumtemperatur ausgekuhlt.

Alle Proben mussten noch derivatisiert werden. Dazu wurden sie mit 4,5 ml 20%igem
methanolischen Bortriflourid versetzt und 15 Minuten lang im thermostatisiertem Heiz-
block bei 80°C gerlhrt.

Die Extraktion der Fettsduremethylester erfolgte bei Raumtemperatur unter Zugabe
von 10 ml gesattigter, wassriger NaCl Lésung und 10 ml Heptan. Nachdem die Proben
Uber eine Minute am Vortex gemischt wurden, wurde die Heptanphase (obere) in

Microvilas abgeflillt und anschlieBend direkt auf dem GC-FID analysiert.

3.5.4.2 Verwendete Gerate

Die im Zuge dessen verwendeten Gerate sind nachfolgen angefihrt.

GC HP 5890 Series I
Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID)
Saule: polaren GC Saule (WAX, 30m x 0.25mm x 0.25um)

Von den Proben und den Fettsduremethylester-Standards (FAME oder GLC 68 C,
2g/L in Heptan) wird je 1 pL per Injektor injiziert.

Injektor Temperatur: 220°C

Detektor Temperatur: 260°C

Einlass Druck: 145 kPa

Ofenprogramm: Von 50°C auf 140°C mit 15°C/min und anschlieBend mit 8°C/min auf

die Endtemperatur von 250°C
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3.6 Herstellung der O/W Emulsion

Um die Emulsion bzw. die Wirkung des Emulgator vergleichen und bewerten zu kén-
nen, wurden alle Test-Emulsionen nach derselben standardisierten Herstellvorschrift

des Naturstofflabors hergestellt [53].

Wie in Kapitel 2.2 erwahnt, besteht eine solche Feuchtigkeitsemulsion (O/W) aus einer
Ol- und Wasser-Phase, einem Emulgator und unterschiedlichen Wirkstoff-Phasen (6lig
und wassrig). Lecithin stellt dabei zugleich einen Emulgator und einen Wirkstoff dar
(Kapitel 2.5.3).

Es wurden auBerdem Emulsionen mit Lyso-Lecithin aus Soja (Kosmetik Manufaktur
Sturmberger) und Bio-Lecithin aus der Sonnenblume (lvovital) hergestellt. Dadurch
konnte der gewonnene Emulgator aus Eigelb mit gangigen Produkten aus dem Handel

verglichen werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

In diesem Kapitel werden die Ergebnisse der durchgeflhrten Versuche und Analysen
dargestellt und diskutiert. Dadurch kann der optimale Ausgangstoff, die bendtigten
Verfahrensschritte und das dadurch gewonnenen Produkt festgelegt werden. Durch
die Kombination dieser gewonnenen Ergebnisse kann zudem der Prozess fir die

Phospholipid-Gewinnung aus Eigelb dargestellt werden.

4.1 Flussig-FlUussig Extraktion

Bei der FlUssig-Flissig Extraktion wurde das fliissige Eigelb als zu extrahierender Aus-
gangsstoff verwendet. Im Vergleich zum Eigelb Pulver brachte diese Methode jedoch
einige Nachteile mit sich. Zu Beginn musste das Eigelb von Schale und Eiweil3 ge-
trennt werden. Diese Vorbereitungsschritte sind zeitaufwandig und bei der Verwen-
dung von Eigelb-Pulver nicht notwendig. Ein Entélungsschritt mit Gberkritischem Koh-
lendioxid war mit der vorhandenen Anlage des Naturstofflabors in Wenigzell nicht re-
alisierbar, da das Aufgabegut im festen Zustand vorliegen muss. Ein weiterer Nachteil
ist der Wassergehalt von 51%. Durch diesen musste nach dem Extraktionsvorgang

nicht nur das Lésemittel (Ethanol), sondern auch das Wasser entfernt werden.

Bei einem Massenverhéltnis von Eigelb zu Lésemittel von 1:2 konnte eine Phospholi-
pid Ausbeute von 41% und eine Reinheit an Phospholipiden von 43% festgestellt wer-
den. FUr den Phospholipid-Gehalt wurde die DGF Einheitsmethode verwendet. An-
hand dieser Ergebnisse ist ersichtlich, dass im Versuch zu wenig Lésemittel verwendet
wurde. Nachdem das Eigelb-Pulver als Ausgangsmaterial geeigneter ist, wurden je-

doch keine weiteren Versuche mit dem flissigen Eigelb durchgefihrt.

Aus diesen Versuchen und den entsprechenden Resultaten konnten die Vorteile des
Eigelb-Pulvers gegentiber dem fllissigen Eigelb bewiesen werden. Es kann direkt zu-
gekauft, muss nicht weiter aufgetrennt, kann mittels CO2z Extraktion entélt und anschlie-
Bend mit Ethanol extrahiert werden. Dadurch konnte untersucht werden, ob eine vor-
hergehende Entélung des Ausgangsmaterials einen positiven Einfluss auf die nachfol-
gende Extraktion mit Ethanol aufweist. Die Kriterien daflr sind die Reinheit der gewon-

nenen Phospholipide und damit ihre Eigenschaften als Emulgator.
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4.2 Fest-FlUussig Extraktion

Durch die Vorteile des Eigelb-Pulvers wurden unterschiedliche Fest-Flissig Extraktio-
nen durchgefihrt. Dabei wurden Soxhlet Versuche mit verschiedenen Lésemitteln und
Ausgangstoffen untersucht. Zusatzlich wurde noch ein Rihrkessel im Labormafstab

fur die Extraktion verwendet. Die Ergebnisse sind nachfolgend zusammengefasst.

4 2.1 Soxhlet-Versuche
421.1 Hexan

Bei den durchgefihrten Versuchen konnten 48% der Masse des zu extrahierenden
Eigelb Pulvers extrahiert werden. In Kapitel 2.6.1.2 wurde jedoch ein Triglyceride-An-

teil im Eigelb-Pulver von 41% angegeben [26].

Mit Hilfe der DGF Einheitsmethode (Kapitel 3.5.1) konnte der Gehalt an Aceton Unlés-
lichem (Phospholipide) mit 14,6% festgestellt werden. Dadurch Iasst sich der oben er-
wahnte Triglycerid-Gehalt von 41% berechnen, welcher die Referenz flr die Hochdru-
ckextraktion darstellt. Zusatzlich wurden mit der entwickelten HPLC-Methode Phos-
pholipid Peaks in diesem Extrakt nachgewiesen. Hexan stellt dadurch nicht das geeig-
nete Lésemittel fir den Entdlungsschritt dar, da es neben den Triglyceriden auch
Phospholipide I6st.

42.1.2 Ethanol

Bei der eigentlichen Extraktion der Phospholipide wurde Bio-Ethanol (99% ETOH, 1%
Butanon) als Lésemittel verwendet. Als Ausgangsmaterial wurde das sprihgetrock-
nete sowie das mittels Hochdruck-Extraktion entélte Eigelb-Pulver verwendet und ver-
glichen. In Abbildung 31 werden die beiden Ausgangsmaterialen beziiglich Phospholi-
pid-Ausbeute und Gehalt verglichen. AuBerdem wurde die Schittdichte des Eigelb-
Pulvers mit 312 kg/m? und die des entdlten Pulvers mit 272 kg/m? festgestellt.
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Abbildung 31: Vergleich von Ausbeute und Reinheit der beiden Ausgangsmaterialen

Aus diesen Ergebnissen ist erkennbar, dass bei der Extraktion des Eigelb-Pulvers ne-
ben den Phospholipiden auch andere Komponenten mitextrahiert werden. Mit dem Ziel
eine maximale Reinheit an Phospholipiden im Extrakt zu gewinnen, ist ein vorherge-

hender Entdlungsschritt mit Gberkritischem Kohlendioxid von Vorteil.

4 2.2 Loslichkeitsversuche

Die Ergebnisse der untersuchten Léslichkeitsversuche sind in Abbildung 32 darge-
stellt. Wie in Kapitel 3.5.2.3 erwahnt, wurde fur die Erstellung der Geraden zur Kalib-
rierung der Messung das gewonnene Extrakt verwendet. Bei einer Kalibrierung mit
hochreinen Analysestandards wirde man eine Kalibrierungsgerade erhalten, welche
bis zur Sattigungskonzentration unter einer gleichbleibenden Steigung zunimmt und

anschlieBend einen konstant bleibenden Wert annimmt.

Das Extrakt, welches bei dieser Analyse als Standard verwendet wurde, ist jedoch eine
Mischung aus verschiedenen Phospholipiden, die eine unterschiedliche Léslichkeit in

Ethanol aufweisen. Dadurch ergeben sich verschiedene Kalibrierungsgeraden mit
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unterschiedlichen Steigungen fir unterschiedliche Bereiche. Mit Hilfe der Software

Table-Curve wurde eine Kalibrierungskurve angepasst.

Bei den letzten beiden Losungen wurden die Konzentrationen ausreichend hoch ge-

wahlt, um sicherzustellen, dass die Sattigungskonzentration erreicht ist.

o0
T

Detektorsignal anfintegriert ||

| * Messdaten —Kurvenfit |

0 20 40 60 80 100 120 140
Konzentration [mg/ml|

Abbildung 32: Ergebnisse der Lbslichkeitsversuche

Mit Hilfe dieser Analysen konnte eine Sattigungskonzentration von 72 mg/ml festge-
stellt werden. Diese erhaltene Information ist flr die spatere Auslegung einer Pilot-
Anlage (Folgeforschung) von Bedeutung. Mit Hilfe der Sattigungskonzentration und
dem Phospholipid Gehalt im Ausgangsstoff lasst sich auf die bendtigte Losemittel-

menge schlieBen.

4.2.3 Ruhrkesselversuche

Die durchgefuhrten Ruhrkesselversuche ergeben zusétzlichen Aufschluss dber die
Sattigungskonzentration und die Geschwindigkeit des Extraktionsvorganges. Die Er-
gebnisse beziehen sich auf eine bestimmte Temperatur (20°C) und auf ein bestimmtes
Massenverhaltnis (1:4) von Aufgabegut zu Lésemittel. In Abbildung 33 sind die
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gewonnen Ergebnisse dargestellt. Die mittels HPLC gewonnenen Werte wurden mit
Hilfe der zuvor erwahnten Loslichkeitsversuche und der daraus resultierenden Loslich-
keitskurve bewertet.
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Abbildung 33: Ergebnisse der Ruhrkesselversuche

Diese Versuche geben Aufschluss Uber die bendtigte Lésemittelmenge. Bei dem ge-
wahlten Massenverhaltnis von Aufgabegut zu Lésemittel konnten in einem zweiten Ex-
traktionsschritt erneut Phospholipide extrahiert werden. Um eine hdhere Ausbeute zu

erzielen, muss demzufolge eine gréBere Menge an Losemittel verwendet werden.

Die Motivation, diese Versuche durchzufihren waren apparatebautechnischer Natur.
Die Ergebnisse dieser Versuche sollen dabei helfen, Entscheidungen in Hinblick auf
eine spatere Steigerung der Produktmenge zu treffen. Dazu wurden zusétzlich Labor-
versuche beziiglich des Druckverlustes durchgefihrt. Der Druckverlust, welcher durch
die Schittung des feinen, pordsen Pulvers hervorgerufen wird, ist jedoch sehr hoch.
Dadurch gestaltet sich die Abtrennung des Feststoffes vom Lésemittel und dem darin

gel6sten Extrakt als Gberaus aufwendig.
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4.2.4 Temperatureinfluss

Zusatzlich sollte die Temperaturbestandigkeit des Lecithins Gberprift werden. Dabei
wurde beobachtet, dass sich das Extrakt, wenn es fur langere Zeit 78°C (Siedetempe-
ratur Ethanol) ausgesetzt war, dunkel verfarbte und einen unangenehmen Geruch ent-
wickelte. Durch die Kombination von Soxhlet-Versuchen, durch eine Wasserstrahl-
pumpe erzeugten Unterdruck und einer spateren schonenden Lésemittel Rickgewin-
nung mittels Rotationsverdampfer und Vakuumpumpe, konnte dieses Problem nicht
beobachtet werden. In Abbildung 34 sind die Dampfdruckkurven von Ethanol und Bu-
tanon dargestellt. Sie wurden mit Hilfe der nachfolgenden Antoine-Gleichung berech-
net. Die daftir verwendeten Antoine-Parameter fir Ethanol [51] und Butanon [54] sind
ebenfalls in der Abbildung angegeben. Bei einem Unterdruck von 100 mbar reicht eine

Temperatur von 30°C aus, um das Lésemittel zu verdampfen.

B ps ... Sattigungsdampfdruck in [bar]
10 10 p = A Il— .
B10Ps C+T T ... Temperatur in [K]
A, B, C ... Antoine Parameter
12 T T T T
Antoine Parameter:
1 | Ethanol: A=5.37229, B=1670.409, C=-40.191 a
Butanon: A=3.9894, B=1150.207, C=-63.904

08 r _
e
ol
=,

e 06 -
O
=
[
]

04 r *

02| —— Ethanol o

Butanton
O | | 1 | 1 L
0 10 20 30 40 50 60 70 80

Temperatur [C]

Abbildung 34: Dampfdruckkurve von Ethanol und Butanon
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4.3 Hochdruckextraktion

Bei der Hochdruckextraktion mit Gberkritischem Kohlendioxid als Loésemittel sind ne-
ben der maximalen Ausbeute vor allem der optimale Druck, die optimale Temperatur
und die Extraktionsdauer von Interesse. AuBerdem kann mit Hilfe der Gaschromato-

graphie ein Fettsaure-Spektrum des gewonnen Extraktes erstellt werden.

4.3.1 Druck- und Temperatureinfluss

Die Prozess-Parameter Druck und Temperatur haben einen entscheidenden Einfluss
auf Extraktionsgeschwindigkeit und Ausbeute. Wie in Kapitel 2.7.3.4 erwéhnt, resultiert
die Steigerung des Extraktionsdrucks in einer zunehmenden Kohlendioxid-Dichte. Die
Erhdhung der Extraktionstemperatur wirkt sich zum einen negativ auf die Dichte aus.
Zum anderen bewirkt die Erhéhung eine Steigerung des Dampfdrucks der zu extrahie-

renden Komponenten, welche sich positiv auf die Extraktion auswirken kann.

In Abbildung 35 und Abbildung 36 sind die Ergebnisse dieser Versuche dargestellt.
Um vergleichbare Resultate zu erhalten, wurden alle Versuche mit einem CO2 Durch-
fluss von 4 I/min durchgefihrt. Die blauen Linien stellen einen Referenzwert fir die
Extraktion dar. Als Lésemittel wurde Hexan verwendet. Bei der blau strichlierten Linie
ist erkennbar, dass 48% der Masse des Aufgabeguts extrahiert wurden. In Kapitel
4.2.1.1 wurde ein Triglycerid-Gehalt von 41% (blaue Linie) berechnet. Diese 41% stel-

len also eine 100%ige Triglycerid-Ausbeute dar.
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Die gewonnenen CO2 Extrakte wurden mittels DGF Einheitsmethode und der entwi-
ckelten HPLC Methode auf Phospholipide untersucht. Dabei konnten mit beiden Me-
thoden keine Phospholipide nachgewiesen werden. Im Vergleich zu den Ergebnissen
aus Kapitel 4.2.1.1 stellt Gberkritisches Kohlendioxid einen schonenderen Entdlungs-

schritt dar, als die Extraktion mit Hexan.

Basierend auf den erlangten Ergebnissen konnten nun die optimalen Extraktionspara-
meter Druck und Temperatur fir eine geforderte Ausbeute festgestellt werden. Dabei
soll die dafir bendtigte Lésemittelmenge so gering wie mdglich sein. Diese Menge
muss mit dem Aufgabegut in Kontakt treten. Je héher diese ist, desto mehr Pumpleis-
tung ist dafir erforderlich. Demnach beeinflusst der Energiebedarf der Pumpe direkt

die Herstellungskosten flr den Emulgator.

Die besten Ergebnisse konnten bei 350 bar erreicht werden. Eine Temperaturerho-
hung hatte bei dem festgelegten Druck nur einen geringfligig positiven Einfluss auf die
Extraktion. Somit wurde die Extraktion bei einer naturstoffschonenden Temperatur von
40°C durchgeflhrt. Bei einem Extraktionsdruck von 350 bar konnte die maximale Aus-
beute an Triglyceriden von 93% bei einer vergleichsweise niedrigen bendtigten Lse-
mittelmenge erreicht werden. Durch die geringere bendtigte Losemittelmenge ergibt

sich ein schnellerer Extraktionsvorgang.

4.3.2 Fettsaureverteilung

Bei den Versuchen mit der Pilot-Anlage wurde die Probennahme alle 15, und gegen
Ende der Extraktion, alle 30 Minuten durchgefiihrt. Anhand der Analyse aller Proben
konnte die jeweilige Fettsdurezusammensetzung bei einer zugehdrigen Extraktions-
zeit festgestellt werden. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Abbildung 37 darge-
stellt. Die Fettsdureverteilung aller Proben blieb nahezu ident. Es konnten keine signi-
fikanten Trends bezlglich der Selektivitat der einzelnen Fettsauren in Bezug auf das

Lésemittel festgestellt werden.
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Abbildung 37: Fettsaurezusammensetzung (gew%) von sequentiellen COz Extrakten
von Eigelb-Pulver (p=300 bar, T=40°C, V=15 I/h)
Mit den erhaltenen Werten aus Abbildung 37 konnten Durchschnittswerte fir die ein-

zelnen Fettsduren errechnet werden. Dieses Fettsdure-Spektrum ist in Abbildung 38
dargestellt.

Zusatzlich wurde die entwickelte HPLC-Methode und die DGF-Einheitsmethode ver-
wendet, um sicherzustellen, dass keine Phospholipide mittels CO2 extrahiert wurden.
Es konnten bei beiden Methoden keine Phospholipide im CO2 Extrakt gefunden wer-

den.

Myristinsdure (C14:0): <1%  « -Linolenséaure (C18:3): 1%

Palmitinsdure (C16:0): 23%
Linolsaure (C18:2): 24%

Palmitoleinsdure (C16:1): 3%

Stearinsaure (C18:0): 4%

Olsaure (C18:1): 37%

Abbildung 38: Durchschnittliches Fettsaure-Spektrum des CO2-Extrakts
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4.4 Phospholipid-Gehalt und Verteilung mittels NMR-
Spektroskopie

Von Interesse ist auBerdem die Phospholipid-Verteilung im Ausgangsmaterial vor der
Extraktion und im gewonnenen Extrakt. Durch den Vergleich dieser beiden Verteilun-
gen kann eine Aussage Uber die Selektivitat der einzelnen Phospholipide auf das ver-

wendetet Losemittel gemacht werden.

Die dabei gewonnen Ergebnisse sind in der nachfolgenden Abbildung 39 dargestellt
und werden anschlieBend erlautert. Der Anteil der Phospholipide betrug dabei im ent-

6ltem Eigelb-Pulver 30,26% und im gewonnenen Extrakt 82,86%.

Pulver Extrakt

LPE: 2% LPE: 2%
PE: 11%

PE: 16%

SM: 4%

Pl: 2%
2-LPC: 4%
1-LPC: < 1%

SM: 2%
Pl: 2%
2-LPC: 3%
1-LPC: < 1%

PC: 77% PC: 74%

Abbildung 39: Phospholipid Verteilung des entblten Eigelb-Pulvers und des Extraktes
in mol%
In Kapitel 2.6.1.2 wurde der Phospholipid Gehalt des entélten Eigelb-Pulvers unter der
Annahme, dass das gesamte Wasser und alle Triglyceride entfernt wurden, mit 31,5%
berechnet. Die Abweichung zum, mittels NMR analysiertem PL-Gehalt von 30,26%,
betragt 1,3%. Der Wassergehalt im entélten Eigelb-Pulver wurde mittels Trockensub-
stanz Messung festgestellt und betragt 0,1%. Die Ausbeute der CO2 Hochdruckextrak-
tion betragt 93%. Daraus ist erkennbar, dass sich noch Triglyceride im ent6lten Eigelb-
Pulver befinden. Dadurch kann diese Abweichung begriindet werden. Wie bei Natur-
produkten Ublich, kann auBerdem eine nattrliche Abweichung unter den verwendeten

Eiern auftreten.

Durch die zusatzliche Analyse eines unbeteiligten Labors konnte auBBerdem festge-

stellt werden, dass die DGF-Einheitsmethode zum Nachweis des Phospholipid
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Gehalts, belastbare Ergebnisse liefert. Im Vergleich mit der NMR-Analyse trat eine

Abweichung von 2,26% auf.

4.5 Bewertung der Emulsionen

Die Bewertung der hergestellten Test-Emulsionen wurde nach verschiedenen Kriterien
bewertet. FUr die Herstellung sind die Verarbeitbarkeit und die Dosierfahigkeit des
Emulgators von Interesse. Fir die spatere Verwendung sind vor allem die Haltbarkeit,
der Geruch, die Vertraglichkeit, das Tragegefthl und die Schmierféhigkeit entschei-
dend.

Verglichen wurden die hergestellten Emulgatoren mit zugekauftem Soja Lyso-Lecithin

und Sonnenblumen-Lecithin.

Es konnte rasch festgestellt werden, dass der Emulgator aus den Phospholipiden des
Eigelbs im Vergleich mit dem Lyso-Lecithin aus Soja die gewlinschten Ergebnisse lie-
fert. Daher konnte auf eine zeitaufwandige und kostenintensive enzymatische Um-
wandlung zu Lyso-Lecithin verzichtet werden. Im Vergleich dazu wurden zusatzlich
Versuche mit Sonnenblumen-Lecithin durchgefihrt. Jedoch konnten dabei keine stabi-

len Emulsionen erzeugt werden.

In Abbildung 40 sind drei der hergestellten Emulsionen dargestellt und werden nach-
folgend kurz beschrieben (v.l.n.r.). Alle Emulsionen wurden far mindestens 30 Tage
stehen gelassen, um eine eventuelle Phasentrennung beobachten zu kénnen. Bei der
ersten Emulsion erkennt man, dass keine Stabilitat der Emulsion gegeben ist. Der ver-
wendete Emulgator war dabei eine, aus dem flissigen Eigelb gewonnene Phospholi-
pid-Fraktion mit einem zu geringen Anteil an Phospholipiden. Die weiteren zwei Emul-
sionen wurden mit dem, aus entdltem Eigelb-Pulver gewonnen Extrakt hergestellt. Bei
der Emulsion 2 treten Konsistenzprobleme auf, welche direkt mit der Menge an ver-
wendetem Emulgator in Verbindung stehen. Die letzte Emulsion stellt das Endprodukt

mit der gewlnschten Konsistenz und Farbe dar.
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Abbildung 40: Optischer Vergleich der hergestellten Emulsionen

4.6 Prozess

Mit Hilfe der Ergebnisse aus diesem Kapitel konnte die Phospholipid-Gewinnung aus
Eigelb optimiert werden. Eine schematische Darstellung des realisierten Prozesses ist
in Abbildung 41 dargestellt.

Als Ausgangsmaterial fir die Phospholipid-Gewinnung kommt spriihgetrocknetes Ei-
gelb Pulver zum Einsatz. Dieses wird zu Beginn mittels Hochdruckextraktion mit Gber-
kritischem Kohlendioxid entélt. Bei diesem Vorgang konnten bei 350 bar und 40°C,
93% der Triglyceride extrahiert werden. In Bezug auf eine Minimierung der benétigten
Lésemittelmenge und eine Maximierung der Ausbeute sind das die optimalen Para-
meter. Mit Hilfe einer NMR-Analyse des entdlten Pulvers konnte ein Phospholipid-Ge-
halt von 30,3 gew% festgestellt werden. Den nachsten Schritt stellt die Extraktion der
Phospholipide mit Bio Ethanol dar. Dabei konnte bei Umgebungsdruck eine Phospholi-
pid Ausbeute von 98% erreicht werden. Dieser Schritt sowie die anschlieBende Lése-
mittelrickgewinnung sollen jedoch bei einem Unterdruck von 100 mbar durchgefihrt
werden. Dadurch kann eine schonende Bedingung fiir die Naturstoffe sichergestellt
werden. Bei Lecithin konnte, wenn es flr langere Zeit hohen Temperaturen ausgesetzt
war, eine Veranderung der Farbe und des Geruchs beobachtet werden. Das Endpro-
dukt weist eine Reinheit an Phospholipiden von 82,8% (NMR-Analyse) auf.
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Kohlendioxid Rl
" - Entoltes s :
Eigelb Hochdruck Extraktion Eigelb Fest-Flussig Extraktion| __, . . .
Pulver p=350 bar, T=40°C, Ymuyee=93% Pulver p=100 mbar, T=30°C, Yenesproppne=98%
l | WPhospholipide = 0,303 |
0Ol
Ethanol

Ruckgewinnung
p=100 mbar, T=30°C

|

Phospholipide

| Wenospholipide = 0,828 |

Abbildung 41: Gewinnungsprozess

Das Hauptprodukt sind Phospholipide, welche als Emulgator verwendet werden. Je-
doch fallen bei der Verwendung dieses Prozesses noch zwei weitere Produkte an, die
fir Naturkosmetik und als Nahrungserganzungsmittel genutzt werden kénnen. Das O,
welches durch die Hochdruckextraktion gewonnen wird, ist frei von jeglichem Lésemit-
tel und kann zur Seifenherstellung genutzt werden. Nach der Extraktion mit Ethanol
bleiben groBteils Proteine, kleinere Mengen an Kohlenhydraten und Spuren von Mine-
ralstoffen zurlick. Diese Nebenprodukte kénnen ebenso im Bereich der Nahrungser-

ganzungsmittel eingesetzt werden.
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5 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Arbeit, einen geeigneten Emulgator fir die Naturkosmetik aus Eigelb
herzustellen, konnte erfolgreich realisiert werden. Dazu wurden die Ergebnisse unter-
schiedlicher Versuche ausgewertet, interpretiert und daraus ein geeignetes Gewin-
nungsverfahren erarbeitet. Es wurde ein geeigneter Ausgangsstoff gewahlt und der
kaskadische Einsatz von Ldsemittelextraktion in Verbindung mit CO2 Hochdruckex-

traktion zur Produktgewinnung angewandt.

Die Vorteile des spriihgetrockneten Eigelb-Pulvers gegentber dem flissigen Eigelb
sind vor allem die direkte Verwendbarkeit ohne bendtigte Vorbereitungsschritte. Zu-
dem stand fur diese Forschung eine Hochdruckextraktionsanalage zur Verfigung, far

welche das zu extrahierende Gut im festen Zustand vorliegen musste.

Mit Hilfe der durchgeflhrten Versuche konnte bewiesen werden, dass eine vorherge-
hende Ent6lung mit Gberkritischem Kohlendioxid durchfihrbar ist und sich diese positiv
auf die Reinheit des Endproduktes auswirkt. Flr diesen Prozessschritt betragen die
idealen Parameter Druck und Temperatur 350 bar und 40 °C in Bezug auf die maximal

mdgliche Ausbeute. Dabei kann eine Triglycerid-Ausbeute von 93% erreicht werden.

Die anschlieBende Fest-Fllssig Extraktion mit Ethanol eignet sich, um die Phospholi-
pide aus dem entélten Eigelb-Pulver zu extrahieren. Es wurden, mit Hinblick auf eine
spatere mdgliche Steigerung der Produktionsmenge, unterschiedliche Extraktionsme-
thoden, der Temperatureinfluss auf das Produkt und L&slichkeitsversuche durchge-
fuhrt. Dadurch kdnnen negative Auswirkungen auf das Produkt beobachtet werden.
Wenn es beispielsweise fur langere Zeit zu hoher Temperatur ausgesetzt war. Zuséatz-
lich kann ein enormer Druckverlust, der durch das entdlte Pulver zustande kommit,
experimentell veranschaulicht werden. Durch die Interpretation dieser Ergebnisse
kann, bei einer zuklinftig zum Einsatz kommenden Pilot-Anlage unter Unterdruck und

mittels Perkolation extrahiert werden.

Der Phospholipid-Gehalt und die Verteilung der Phospholipide im Endprodukt stellen
die wichtigsten Bewertungsfaktoren fiir den Emulgator dar. Um diese Faktoren in ei-
nem spateren Produktionsprozess testen zu kdnnen, wurde eine HPLC-Methode flir

das Labor erstellt. AuBerdem stellt die DGF-Einheitsmethode ein schnelles Verfahren
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zur Analyse des Phospholipid-Gehalts dar. Die Ergebnisse dieser Methode wurden mit
jenen einen NMR-Analyse verglichen und dadurch konnte die DGF-Methode als ge-

eignet anerkannt werden.

Der hergestellte Emulgator konnte eine Reinheit an Phospholipiden von 83% (davon
76% Phosphatidylcholin) bei einer Ausbeute von 98% aufweisen und die Funktion als
Emulgator fir eine O/W Emulsion gewéhrleisten. Dazu wurde auch der Vergleich mit
einem in der Naturkosmetik Ublichen Emulgator aufgestellt. Aufgrund des héheren An-
teiles des qualitativ hochwertigeren Phosphatidylcholins und dessen Lyso-Form im Ei-
gelb im Vergleich zur Sojabohne, war keine enzymatische Umwandlung zu Lyso-Phos-
phatidylcholin notwendig, um dieselben Ergebnisse beziglich der Fahigkeit O/W Emul-

sionen zu bilden, zu erzielen.

5.1 Personliche Erfahrungen

Die Forschungstatigkeit dieser Masterarbeit war von Beginn bis zum Ende sehr infor-
mativ und interessant. Vor allem konnte durch die Zusammenarbeit mit der Firma Pro-
zess Optimal und der Technischen Universitat Graz eine Kombination von Theorie und
Praxis geschaffen werden. Die Herausforderung im Rahmen des Projekts war zum
einen die Definition und Einteilung eines Zeitplans und zum anderen ein verwertbares

Produkt aus einem Ausgangsstoff mit mehreren hundert Komponenten zu entwickeln.

Far mich persdnlich war es vor allem eine auBBergewdhnliche Erfahrung an allen Pha-
sen einer Produktentwicklung eines regionalen Start-Up Unternehmens teilnehmen zu

kdénnen.

5.2 Motivation fur weitere Forschungen

Das Themengebiet der Naturstoffe stellt ein enormes Potential flir weitere Forschun-

gen dar. Vor allem der Bereich Simulation bietet dafir unzéhlige Méglichkeiten.

Basierend auf den Ergebnissen dieser Masterarbeit wird derzeit eine Konstruktions-

dbung am Institut fir Chemische Verfahrenstechnik und Umwelttechnik der TU Graz
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realisiert. Dabei wird der Fest-Fllssig-Extraktionsprozess apparatebautechnisch aus-
gelegt. Ziel ist es, eine Pilot-Anlage zu planen und statisch und warmetechnisch zu
berechnen, um die Exiraktion und die anschlieBende Losemittelrickgewinnung zu

kombinieren.

Die durch den festgelegten Gewinnungsprozess anfallenden Nebenprodukte bieten

zusatzlich groBBes Potential fir weitere Forschungsarbeiten.
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6 Anhang

6.1 Symbolverzeichnis
Symbol Einheit
A -
B -
C -
D m?/s
m kg
MG g/mol
p bar
r -
T °C
V m3
\Y m3/s
v m3/kg
W i
Y -

Griechische Symbole

n kg/m's

A m (meist nm)
w -

wn -

P kg/m?3
Tiefgestellte Indizes

c kritisch

r reduziert

S Sattigung

Bezeichnung

Antoine Parameter
Antoine Parameter
Antoine Parameter
Diffusionskoefizient
Masse

molare Masse

Druck

Verhaltnis Lésemittel zu Feed
absolute Temperatur
Volumen
Volumenstrom
spezifisches Volumen
Massenbruch
Ausbeute

dynamische Viskositat
Wellenlange

Azentrischer Faktor
Bezeichnungfir Fettsduren
Dichte
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6.2 Abkurzungen

EtOH
GC
HLB
HPLC

LC
L-PC
L-PE
MAK
MEK
NMR
oW
PA
PC
PE
Pl
PL
PS
SM
W/O

Ethanol
Gaschromatographie

Hydrophile-Lipophile Balance

Hochdruckflissigkeitschromatographie bzw.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie
Fllssigkeitschromatographie
Lyso-Phosphatidylcholin
Lyso-Phosphatidylethanolamin
Maximale Arbeitsplatzkonzentration
Methylethylketon, Butanon
Kernspinresonaz Spektroskopie

Ol - in - Wasser

Phosphatidylsaure
Phosphatidylcholin
Phosphatidylethanolamin
Phosphatidyllinositol

Phospholipid

Phosphatidylserin

Sphingomyelin

Wasser in Ol
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6.3 Analysezertifikate

Analysenzertifikat “ SPECTRAL
INT72525-1 W SERVICE

L 4

Spectral Service AG Postfach 560122 D-50986 Kain
Spectral Service AG
Emil-Hoffmann-5tr.33

. Tel.: +49/(0)2236/96947-0

D-50996 Koln
Fax: +49/(0)2236/96947-11
eMail: Info@spectralservice.de

Analysen-Methode: quantitative *'P-NMR-Spekiroskopie geméf SAA-MET002-04
Instrument: Bruker Avance Il 00 MHz mit autom. Probengeber und BBO Kryo-Messkopf

Interner Standard: Triphenylphosphat Gehalt [%]: 99,9 MG [g/mol]: 326,29
Einwaage Priifgegenstand [mg]: 101,46 Einwaage Interner Standard [mg]: 31,22
Probenname: Probe 1 EXT_1, Ch.-B.: 1 Labor-Nr.:

Spectral Service Code: INT72525-1 (A) Eingang: 03.04.2018
Phospholipide Gew.-% Mol-% MG [g/mol]
PC 62,78 74,31 7754
1-LPC 0,21 0,37 505,5
2-LPC 1,64 2,98 5055
Pl 1,87 2,05 835,0
LP1 — — 570,0
PS-Na ) —1 797,2
LPS - -—") 517,0
SPH 1,94 2,31 770,0
PE 13,62 16,28 7625
LPE 0,87 1,70 470,0
APE — g 990,0
PG - ") 758,0
DPG -—-*) -—") 6825
PA - - 685,0
LPA — —1 430,0
Andere PL - -—* 770,0
Summe 82,83 100,00
Phosphor 3,37
Kommentar: Integrale von Phospholipid-Signalen, die nicht auswertbar sind bzw. zu nicht *) = nicht detektiert, keine Signalzuardnung

aufgelisteten Phospholipiden gehdren, werden unter ,Andere” angegeben.

Das Ergebnis bezieht sich ausschlieflich auf die von Spectral Service AG analysierte Probe. Da der Spectral Service AG fir diesen
Analysenauftrag keine Spezifikation vorlag, liegt die Bewertung der Plausibilitit des Ergebnisses in der Verantwortung des Auftraggebers.

Seattle, den 20. April 2018

T L AR

Thorsten Buchen
Priifleiter

Das Zertifikat ist durch Original-Unterschrift autorisiert. Eine auszugsweise Verwendung oder Verdffentlichung ist von Spectral Service
grundsétzlich nicht autorisiert und darf mit unserem Namen oder einer Unterschrift unserer Mitarbeiter nicht in Zusammenhang gebracht
werden. Missbrauchliche Verwendung wird von uns rechtlich verfolgt.

Emil-Hoffmann-Strake 33 D-50996 Koln Seite 1von 2
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Spectral Service AG Analysenzertifikat INT72525-1
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Abb. 1 SIP-NMR-Spektrum des Prifgegenstandes INT72525-1 (A) + TPP
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Emil-Hoffmann-Stralze 33 D-50996 Koln
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L 4

: : e P ceo2 Dsnose ks
Spectral Service AG
Emil-Hoffmann-5tr.33

- Tel.: +49/(0)2236/96947-0

D-50996 Kaoln
Fax: +49/(0)2236/96947-11
eMail: Info@spectralservice.de

Analysen-Methode: quantitative 2"P-NMR-Spektroskopie gemalk SAA-MET002-04
Instrument:  Bruker Avance Il 600 MHz mit autom. Probengeber und BBO Kryo-Messkopf

Interner Standard: Triphenylphosphat Gehalt[3%]: 99,9 MG [g/mol]: 326,29
Einwaage Prifgegenstand [mg]: 106,88 Einwaage Interner Standard [mg]: 30,81
Probenname: Probe 1 EXT_1, Ch.-B.: 1 Labor-Nr.:

Spectral Service Code: INT72525-1 (B) Eingang: 03.04.2018
Phospholipide Gew.-% Mol-2% MG [g/maol]
PC 62,87 74,33 7754
1-LPC 0,20 0,36 505,5
2-LPC 1,72 3,11 5055
Pl 1,94 2,13 8350
LPI —* —* 570,0
P5-Na —* —* 7972
LPS — — 5170
SPH 2,07 2,46 7700
PE 13,18 15,85 7625
LPE 0,90 1,76 470,0
APE — —1 990,0
PG — — 7580
DPG - —*) 6825
PA -~ —*) 685,0
LPA — — 4300
Andere PL — —) 7700
Summe 82,87 100,00
Phosphor 3,38
Kommentar: Integrale wvon Phospholipid-Signalen, die nicht auswertbar sind baw. zu nicht ") = nicht detektiert, keine Signalzuordnung

aufgelisteten Phospholipiden gehoren, werden unter JAndere™ angegeben.

Das Ergebnis bezieht sich ausschlieflich auf die von Spectral Service AG analysierte Probe. Da der Spectral Service AG fur diesen
Analysenauftrag keine Spezifikation vorlag, liegt die Bewertung der Plausibilitat des Ergebnisses in der Verantwortung des Auftraggebers.

Seattle, den 20. April 2018

=y L2

Thorsten Buchen
Priifleiter

Das Zertifikat ist durch Original-Unterschrift autorisiert. Eine suszugsweise Verwendung oder Verdffentlichung ist von Spectral Service
grundsatzlich nicht autorisiert und darf mit unserem Namen oder einer Unterschrift unserer Mitarbeiter nicht in Zusammenhang gebracht
werden. Missbrauchliche WVerwendung wird von uns rechtlich verfolgt.

Emil-Hoffmann-Strake 33 D-50996 Koln Seite 1von 2

Analysenzertifikat “2W SPECTRAL
INT72525-1 W SERVICE
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Spectral Service AG Analysenzertifikat INT72525-1
“% SPECTRAL i i e
W SERVICE
-
|
Abb. 1 T'P-NMR-Spektrum des Priffgegenstandes INT72525-1 (B) + TPP

Emil-Hoffmann-Strake 33 D-50996 Kaoln
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Analysenzertifikat
INT72525-2

L 4

! : e e
Spectral Service AG
Emil-Hoffmann-5tr.33

D-50996 K&ln Tel.: +49/(0)2236/26947-0

Fax: +49/(0)2236/96947-11
eMail: Info@spectralservice.de

Analysen-Methode: quantitative *'P-NMR-Spektroskopie gemalk SAA-MET002-04
Instrument: Bruker Avance lll 600 MHz mit autom. Probengeber und BBO Kryo-Messkopf

Interner Standard: Triphenylphosphat Gehalt [3]: 99,9 MG [g/mol]: 326,29
Einwaage Prifgegenstand [mgl: 1006,28 Einwaage Interner Standard [mg]: 40,78
Probenname: Probe 2 Pulv_1, Ch.-B.: 1 Labor-Nr.:

Spectral Service Code: INT72525-2 (A) Eingang: 03.04.2018
Phospholipide Gew.-% Mol-% MG [g/mal]
PC 23,72 7641 7754
1-LPC 0,08 0,39 505,5
2-LPC 0,79 3,89 505,5
Pl 0,84 252 835,0
LPI — — 570,0
P5-Ma -—* —* 7972
LPS —* —* 5170
SPH 1,22 3,97 7700
PE 3,35 10,96 7625
LPE 0,35 1,86 470,0
APE — — 990,0
PG -—* —* 7580
DPG —* —* 6825
PA - -t 685,0
LPA - -t 4300
Andere PL — - 7700
sSumme 30,35 100,00
Phosphor 1,24

Kommentar: Integrale wvon Phospholipid-Signalen, die nicht auswertbar sind bzw. zu nicht
aufgelisteten Phospholipiden gehoren, werden unter JAndere” angegeben.

*) = nicht detektiert, keine Signalzuordnung

Das Ergebnis bezieht sich ausschlieBlich auf die von Spectral Service AG analysierte Probe. Da der Spectral Service AG fur diesen
Analysenauftrag keine Spezifikation vorlag, liegt die Bewertung der Plausibilitat des Ergebnisses in der Verantwortung des Auftraggebers.

Seattle, den 20. April 2018

Tl SR

Thorsten Buchen
Prufleiter

Das Zertifikat ist durch Original-Unterschrift autorisiert. Eine auszugsweise Verwendung oder Veroffentlichung ist won Spectral Service
grundsatzlich nicht autorisiert und darf mit unserem Namen oder einer Unterschrift unserer Mitarbeiter nicht in Zusammenhang gebracht
werden. Missbrauchliche Verwendung wird ven uns rechtlich verfolgt.
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Analysenzertifikat “8W SPECTRAL
INT72525-2 W SERVICE

L 4

_
Spectral Service AG
Emil-Hoffmann-Str.33

n Tel.: +49/(0)2236/96947-0

D-50996 Kaln
Fax: +49/(0)2236/96947-11
eMail: Info@spectralservice.de

Analysen-Methode: quantitative *'P-MMR-Spektroskopie gemal SAA-METO02-04
Instrument: Bruker Avance lll 00 MHz mit autom. Probengeber und BEO Kryo-Messkopf

Interner Standard:  Triphenylphosphat Gehalt[%]: 99,9 MG [g/mol]: 326,29
Einwaage Prifgegenstand [mg]: 101297 Einwaage Interner Standard [mg): 40,64
Probenname: Probe 2 Pulv_1, Ch.-B.: 1 Labor-Nr.:

Spectral Service Code: INT72525-2 (B) Eingang: 03.04.2018
Phospholipide Gew.-% Mol-% MG [g/mol]
PC 23,69 76,84 7754
1-LPC 0,08 0,39 505,5
2-LPC 0,78 3,86 505,5
Pl 0,79 2,38 835,0
LPI — —* 570,0
P5-Na —* —* 797,2
LPS — —* 517,0
SPH 1,09 3,55 7700
PE 3.44 11,36 7625
LPE 0,30 1,62 470,0
APE — — 990,0
PG — —* 758,0
DPG - — 6825
PA —) —* 685,0
LPA — —* 430,0
Andere PL — - 7700
Summe 30,16 100,00
Phosphor 1,23
Kommentar: Integrale von Phospholipid-Signalen, die nicht auswertbar sind bzw. zu nicht *) = nicht detektiert, keine Signalzuordnung

sufgelisteten Phospholipiden gehoren, werden unter JAndere” angegeben.

Das Ergebnis bezieht sich ausschlieBlich auf die von Spectral Service AG analysierte Probe. Da der Spectral Service AG fir diesen
Analysenauftrag keine Spezifikation vorlag, liegt die Bewertung der Plausibilitat des Ergebnisses in der Verantwortung des Auftraggebers.

Seattle, den 20. April 2018

L. R

Thorsten Buchen
Prufleiter

Das Zertifikat ist durch Original-Unterschrift autorisiert. Eine suszugsweize Vernwendung oder Veroffentlichung ist von Spectral Service
grundsatzlich nicht autorisiert und darf mit unserem Mamen oder einer Unterschrift unserer Mitarbeiter nicht in Zusammenhang gebracht
werden. Missbrauchliche Verwendung wird ven uns rechtlich verfolgt.
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