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Abstract
Die antioxidativen Eigenschaften der Phospholipide wurden an Soja-, Raps- und Sonnen
blumenlecithin untersucht. Zusidtzlich wurden Modelluntersuchungen mit Standard-
phosphatiden am System Linolsdureethylester / -Tocopherol durchge fiihrt.
Phospholipide wirken nicht wie klassische Antioxidantien iiber die Inaktivierung freier
Radikale durch Abgabe von H-Atomen. Zwei Mechanismen konnten herausgearbeitet
werden.
1.) Saure Phosphatide besitzen eine Schwermetallaffinitit und konnen prooxidative
Ubergangsmetalle inaktivieren. Die freie Phosphatidsiure zeigt als einziges Phosphatid eine
deutliche Inaktivierung von Eisenr und Kupfer-lonen. Der Effekt ldsst sich durch eine
Maskierung tiber die Bildung von stabilen MePA;-Komplexen erkléren.
2.) Phospholipide sind in der Lage synergistisch den Effekt von phenolischen Antioxidantien,
wie z.B. BHA, Tocopherolen oder Flavonoiden zu verstirken. Es konnte gezeigt werden, dass
die Wirkung von Phosphatidylethanolamin (PE) in Verbindung mit L-Ascorbinsdure auf der
Regeneration von -Tocopherol aus -Tocopherylchinon zuriickgeht. Phosphatidylcholin ist
dazu nicht in der Lage, es verbessert aber die Recyclierung von -Tocopherol aus
-Tocopheryl-Radikalen mit L-Ascorbinsdure [Packer et al. 1979] {iber einen physikalischen
Dispersionseffekt.
Unter Rostbedingungen (5 min, 150°C) werden in Pflanzenlecithinen antioxidative Stoffe
gebildet. Gleiches wurde auch im Modellversuch bei die Rdstung von Phosphatidyl-
ethanolamin mit D-Glucose beobachtet. Die gebildeten reduzierenden Stoffe tibernehmen die
Rolle der L-Ascorbinsdure und bewirken in Verbindung mit PE / -Tocoperol eine
Stabilisierung von Linolsdureethylester iiber den beschriebenen Regenerationsmechanismus.
Wihrend der Oxidation von (RRR)- -Tocopherol mit Bleitetraacetat und der Regeneration
mit Phosphatidylethanolamin bleibt die Konfiguration am C2 des -Tocopherols erhalten.
Uber MS-Untersuchungen konnten Amino-Carbonyl-Kondensationsverbindungen von
Phosphatidylethanolamin mit Hexanal, (E)-2-Octenal, (E,E)-2,4-Decadienal, D-Glucose,
L-Ascorbinsdure und -Tocopherylchinon gemessen werden. Es wird ein Mechanismus fiir
die Regeneration von -Tocopherol vorgeschlagen. Kern ist hierbei die Aktivierung des
-Tocopherylchinons durch die Kondensatbildung mit Phosphatidylethanolamin. Eine
Verifizierung iiber strukturelle Untersuchungen steht noch aus. Das System Pflanzen
lecithin/Ascorbat/ -Tocopherol eignet sich zur Stabilisierung von Kartoffelpiireepulvern.
Signifikante Unterschiede im antioxidativen Verhalten zwischen Soja-, Raps- und

Sonnenblumenlecithin wurden nicht beobachtet.
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1. Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

1.1. Phospholipide — Vorkommen, Zusammensetzung, Herstellung, Einsatz
Pflanzliche und tierische Zellen enthalten neben der dufleren Membran auch im
Zellinneren eine Vielzahl von Membranstrukturen. Die wesentlichen struktur-
bildenden Substanzen dieser hochfunktionalen Einheiten stellen Phospholipide dar.
Die wichtigsten kommerziell genutzten Rohstoffe fiir die Phospholipidgewinnung sind
Olsaaten (2,5% d. Trockenmasse) und Eigelb (17% d. Trockenmasse) [260]. Im Jahre
1846 gewann M. Gobley aus dem FEidotter eine klebrige, orangene Substanz mit
emulgierenden Eigenschaften, der er nach dem griechischen Wort ,lekithos* fiir
Eigelb den Namen Lecithin gab [66]. Nach der Zusatzstoff-Zulassungsverordnung
(ZZulV) sind Lecithine unabhéngig ihrer tierischen oder pflanzlichen Herkunft unter
der Bezeichung E322 allgemein zugelassene Zusatzstoffe und besitzen den GRAS-
Status. Zu dieser rechtlichen Definition von Lecithinen zdhlen alle in der Zusatzstoff-
Verkehrsverordnung (ZVerkV) beschriebenen behandelten Lecithine. Der Begriff
Lecithin wird als ein Gemisch aus neutralen und polaren Lipiden verstanden und
unterscheidet sich daher von der wissenschaftlichen Definition (= Phosphatidylcholin).
Nach dem EU-Lebensmittelrecht sind nur physikalische Herstellungsverfahren und
enzymatische Modifizierungen zuldssig. In den USA sind dagegen auch Hydrierung,
Umesterung, Acetylierung und Hydroxylierung erlaubt [228]. Unter den pflanzlichen
Lecithinquellen nimmt die Sojabohne (2-3% d. Tr.) den ersten Platz ein. Andere
Quellen sind Raps, Sonnenblumen, Maiskeime, Reiskeime, Lupinen und Erdniisse
[260,149]. Das aus der Sojabohne fiiber die Raffination des Sojadls gewonnene
Sojalecithin enthdlt kaum stérende Inhaltsstoffe, so dass es bereits als Rohlecithin fiir
viele Anwendungsgebiete brauchbar ist. Rapslecithin besitzt dagenen neben einer
hohen Farbstoffbelastung (Phdophythin A, 35ppm) auch Thioglucoside, die die
Qualitdt dieses Rohstoffs deutlich mindern [237,11]. Handelsiibliches Rohsojalecithin
enthélt neben Phospholipiden und Glycolipiden noch etwa ? Triglyceride. Daneben
sind Kohlenhydrate, Wasser, Sterine und Tocopherole enthalten [260].

42 % Eiweille 50 % Phospholipide
26 % Kohlenhydrate 37 % Triglyceride, Sterine, Wachse, Tocopherole
19 % Lipide 7% Glycolipide
0,5 % Phospholipide 5% Kohlenhydrate
11 % Wasser 1 % Wasser
Tab. 1.1 Zusammensetzung der Sojabohne [232] Tab. 1.2 Zusammensetzung von rohem Sojalecithin [260]



1. Einleitung und Problemstellung

Phospholipide gehdéren zu den polaren Lipiden und besitzen als solche einige fiir

Neutrallipide untypische Eigenschaften. So verlduft z.B. die Fettfleckprobe negativ.

Phospholipide sind nicht in Aceton 16slich, sie lassen sich sogar aus ihren Losungen

mit Aceton ausfillen. Bei der Pyrrolyse entwickeln sich neben einem stechenden

Acrolein-Geruch (Glycerinabbau) basische Didmpfe (N-Verbindungen). Uber das

enthaltene Phosphat kdnnen Lecithine Salze bilden — bsw. einen Niederschlag mit

Cu’". Sowohl bei den Phospholipiden als auch bei den Glycolipiden lassen sich zwei

Haupklassen unterscheiden; die Glycerolipide und die Sphingolipide [80]. Glycero-

phospholipide enthalten Glycerin als Grundkorper, die Sphingophospholipide das D-

Sphingosin (trans-D-erythro-2-Amino-4-octadecen-1,3-diol).

In den Sphingolipiden

bildet die Aminogruppe mit einer Fettsdure ein Sdureamid — ein sogenanntes Ceramid.

polare Lipide
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- PN N
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Abbildung 1.2 Herstellung und Verarbeitung von Sojalecithin
[232,208]

Soja  Raps Sonne Erdn. Mais Ei  Milch

[%]
PC 24 25 25 20 30 74 27
PE 22 22 11 8 3 19 31
PI 15 15 19 17 16 1
PS 1 1 8
Di-PG 2 1 1 1
PA 7 3 3 9
NAPE 6 1 3
SPM 2 29
LPL’s 3 5 5 3
andere
PL’s 7 19 12 1

Abbildung 1.1 Phospholipide, Struktur
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1. Einleitung und Problemstellung

Die primidre HO-Gruppe ist bei den Sphingo-PL’s mit Phosphorsdure —bzw. der
Phosphorsdure-Basen-Struktur—  verestert; bei den Sphingoglycolipiden ist sie
glycosidisch an Mono-, Di- oder Oligosaccaride gebunden. Das Sphinomyelin (SPM)
ist ein Phospholipid, das nur im tierischem Organismus vorkommt. Es findet sich in
den Myelinscheiden der Nerven. Strukturell ist es ein Ceramidphosphocholin und
Bestandteil von Milch und Ei-Lecithinen [203]. Die einfachsten Sphingo-GL’s liefern
bei der Hydrolyse Sphingosin, eine Fettsdure und eine Hexose. Letztere bezeichnete
man als Cerebrose und die Sphingo-GL’s daher als Cerebroside. Haufig ist D-
Galactose gebunden; das 1-O-( -D-galactopyranosyl)-D-erythro-sphingosin heif3t
Psychosin und sein C24:0-Amid ist das Cerasin [220]. In den Sulfocerebrosiden —die
zu den Sulfatiden gehdren— sind einzelne Zucker-OH-Gruppen sulfatiert. Die
Ganglioside enthalten ebenfalls einen anionischen Zucker-Bestandteil, die Sialinsdure
(Gruppennahme fiir verschieden acetylierte Neuraminsdure). Neben Sphingo-PL’s und
Sphingo-GL’s kommen auch Sphingophosphoglycolipide vor bei denen der Zuckerrest
tiber das Phosphat gebunden ist (Ceramid-Phosphat-Zucker,) [11]. Sphingoglycolipide
findet man insbesondere in Milch und Cerealien, aber auch in tierischen Organismen.
Weizenmehl besitzt je nach Ausmahlung bis zu 3% Lipide und davon ca. 25%
Glycolipide und ca. 15% Phospholipide (in der Nicht-stirke-gebundenen-
Lipidfraktion) [84]. Einige Weizensphingolipide leiten sich von Phytosphingosinen ab.
Deren Sphingosin-Alkylkette kann bis zu 4 C-Atome lidngere sein und die
Doppelbindung liegt hier hydratisiert vor (OH am C4). In den Glyceroglycolipide
andererseits ist der Zucker in der sn3-Position des Glycerin gebunden. Héufig ist auch
hier D-Galactose -glycosidisch enthalten. In den Galactosyldiacylglyceriden kommen
bis zu vier -1,6-verkniipfte D-Galactose-Einheiten vor (Mono-, Di-, Tri-, Tetra-
galactosyldiacylglyceride). Glyceroglycolipide kommen vor allem in Chloroplasten
vor. Sie sind dort mit den gut wasserldslichen Sulfolipiden vergesellschaftet, welche
sulfatierte Zucker enthalten (Sulfatide). Predominant ist hier die, an der primaren OH-
Gruppe, sulfatierte Glucose (Sulfochinovose; Chinovose = 6-Desoxy-D-Glucose) [11].
Bei den Glycerylphospholipiden kann in Esterphospholipide und Etherphospholipide
(Plasmalogene oder Acetalphospholipide) unterschieden werden. Die Plasmalogene

nehmen eine Sonderstellung ein. Sie kommen in geringen Mengen in tierischen



1. Einleitung und Problemstellung

Geweben und in Milch vor und enthalten eine Enolether-Bindung. Diese wird im
Gegensatz zu Esterbindung leicht unter Bildung der entsprechenden Fettaldehyden
hydrolysiert. Die Esterglycerylphospholipide leiten sich von der Phosphatidsdure (PA)
ab. Man unterscheidet zwei Positions-Isomere: Die -Phospholipide enthalten die
Phosphatgruppe in der sn3-Position und die -Phospholipide in der sn2-Position des
Glycerins. Wird eine der am Glycerin gebundenen Fettsduren abgespalten erhilt man
die polareren lyso-Phospholipide. In natiirlichen Rohstoffen sind i1.A. nur geringe
Mengen an lyso-PL’s zu finden [260]. Im eigentlichen Lecithin, dem im Eigelb
dominierende Phosphatidylcholin (PC), ist die quartidre Stickstoffbase Cholin iiber ihre
OH-Gruppe an der Phosphatidsdure verestet und bildet mit dieser die polare
Kopfgruppe des Molekiils. Die Bezeichnung ,,Phosphatide fiir Phospholipide geht auf
J.L.W. Thudichum zuriick, der 1847 Substanzen aus der Gehirnmasse isolierte, die
dem Lecithin verwandt waren [235]. Das gilt auch fiir den Namen ,,Kephalin“ fiir die
beiden Aminophospholipide: Phosphatidylethanolamin (PE) und Phosphatidylserin
(PS) [5]. Diese unterscheiden sich von PC in der polaren Kopfgruppe (griechisch:
kephalos = Kopf) des Molekiils. Das PE ist mit Ethanolamin verestert, das PS mit der
Aminosdure Serin. Beide Stoffe unterscheidet nur die Carboxylgruppe. PS kommt im
Bewebe gebunden an Na', K, Ca’" oder Mg" vor (ca. 75% K-Salz) [5]. PE ist
schlechter in Ethanol 16slich als PC, so dass es sich fraktionieren ldsst. Folch [52]
stellte fest, dass die aus Hirn erhaltene alkoholunldsliche, und als Kephalin
bezeichnete Mischung aus drei verschiedenen Substanzen besteht. Uber fraktionierte
Féllung isolierte er PE, PS und Phosphatidylinosit (PI). Er entdeckte, dass sich PE
allein relativ gut in Alkohol 16st, dass aber die Loslichkeit durch die anderen PL’s
herabgesetzt wird. PC und PE liegen bei pH 7 als Zwitterionen vor (pK, = 1-2) [11].
Bei Anwesenheit monokovalenter Kationen liegen die beiden Phospholipide offen-
kettig vor; bei Abwesenheit der Kationen bilden sich intramolekulare 6-Ringstrukturen
aus, die mit den offenkettigen Formen nicht dquivalent sind [85]. Der Alkohol Inositol
(Hexahydroxycyclohexan) existiert in verschiedenen Isomeren. Im scyllo-Inositol
liegen alle OH-Gruppen &dquatorial und zeigen alternierend nach oben und unten. Bei
dem im PI gebundenen myo-Inositol steht dagegen eine OH-Gruppe axial (C2). Diese
befindet sich neben der mit der Phosphatidsdure verestert —OH-Guppe am C1 (vgl.
Abb. 1.1). Neben den Hauptphosphatiden PC, PE und PI kommen in pflanzlichen
8



1. Einleitung und Problemstellung

Lecithinen als Minorkomponenten auch N-Acyl-phosphatidylethanolamin (NAPE),
Phosphatidylglycerin (PG) und Diphosphatidyl-glycerin (DPG) vor. Maiskeimlecithin
besitzt ein fiir Pflanzenlecithine untypisch hohes PC/PE-Verhiltnis. PS ist in Samendl-
Lecithinen nur gering enthalten. In Sojadl kommt es nicht vor [208]. Tierische
Phospholipide haben nur einen geringen PI-Gehalt, enthalten aber zusétzlich SPM.
Eigelb-Lecithin zeichnet sich durch seinen hohen PC-Gehalt aus. Es macht ca. 75%
aller Ei-Phospholipide aus. Tierische und pflanzliche Lecithine unterscheiden sich
auch in der Fettsdurezusammensetzung. Eigelb-Lecithin enthilt ca. 25% PUFA, davon
ca. 14% Linolsdure, 1% Linolensdure und 5% Arachidonsdure und 3% DHA.
Arachidonsaure (C20:4) findet sich in hohen Konzentrationen in SPM und PE, aber
nur in geringen Konzentrationen im PC [234]. Pflanzliche Lecithine enthalten i.A.
keine Arachidonséure, sind aber aufgrund ihres hohen Linolsduregehalts — welcher nur
selten unter 50% liegt (Soja 57%, Raps 48%, Sonnenblume 69%, Mais 48%, Erdnuss
18%, Baumwollsaat 54% [260,237]) — starker ungesittigt als die Neutraldle, mit denen
sie vergesellschaftet sind. Linolensiure macht in der Regel zwischen 5-8% aus. Ol-
und Palmitinsdure kommen meist zwischen 10-25% vor. Stearinsdure liegt unter 5%.
Erdnusslecithin enthélt 20-22% Arachinsdure (C20:0, Eicosansdure), und Rapslectitin
bis zu 2% Erucasdure (C20:1n13) [237]. Palmitin- und Stearinsdure sind im
Sojalecithin zu 90% an der snl-Position verestert, wahrend Linol- und Linolensadure zu
etwa 60% an der sn2-Position gebunden sind und nur zu 40% an snl [139]. Fir
Olsiure wurde keine Stellungspriferenz gefunden. Kommerziell erhiltliches rohes
Sojalecithin, dass bei der Entschleimung des Samendls anfillt, enthélt bis zu 15%
gebundene (in GL’s) und freie Kohlenhydrate [246]. Bei den Glycolipiden dominieren
Sterylglycosidester sowie Mono- und Digalactosylglyceride [249]. An freien
Kohlenhydraten wurde im Sojalecithin Saccharose, Stachylose und Raffinose
identifiziert [210]. Stachylose ist ein Tetrasaccharid, Raffinose ein Trisaccharid —
beide enthalten neben D-Glucose und D-Fructose auch die D-Galactose. Calcium und
Magnesium sind im Sojalecithin zwischen 0,1-0,3% enthalten [219]. Bemerkenswert
sind die auffallend hohen Schwermetallgehalte in aus Pflanzendlen gewonnenen
Lecithinen. In Sojalecithin sind 10-110 ppm Eisen, 3-15 ppm Kupfer und bis zu 5 ppm
Nickel enthalten [237,187, 236, 219]. Bei der Fraktionierung der Phosphatide zeigen

die verschiedenen Fraktionen sehr unterschiedliche Kupfer-Werte [236]. Durch

9



1. Einleitung und Problemstellung

Reinigung iiber Kieselgel kann ca. 50% des Eisens und ca. 90% des Kupfers entfernt
werden [219].

Die Herstellung von Sojalecithin ist in Abb. 1.2 schematisch dargestellt. Die
Hauptsidchlich aus Nordamerika und Brasilien importierten Sojabohnen werden
geschélt, gebrochen und zu feinen Flocken ausgewalzt. Die Flocken werden mit
reichlich Losungsmittel (Hexan) getrinkt. Das anfallende Ol-Lecithin-Lésungsmittel-
gemisch —Miscella genannt— wird filtriert und das Lésungsmittel anschlieBend unter
Vakuum wieder abdestilliert. Zuriick bleibt ein rotlich gefirbtes Ol, das etwa 2-3%
Lecithin enthilt. Es liegt teils koloidal gelost, teils als feinverteilte Triibung vor. Da es
die Raffination des Ols, u.a. die Entsiuerung stort, indem es die Trennung des Ols von
den entstehenden Seifen (Soapstock) durch Bildung ziher Emulsionen erschwert, muss
es vorher abgetrennt werden. Zur Entlecithinierung (Vorentschleimung) wird das
erhaltene Rohdl mit 1-4% Wasser versetzt und bei 70-90°C intensiv geriihrt. Das
Lecithin fangt an zu quellen, féllt als gallertartige Masse aus und kann mit Hilfe von
Seperatoren abgetrennt werden. Bei die Hydratation darf nur relativ wenig Wasser
verwendet werden, da die Koagulation der Phospholipide sonst ausbleibt. Nur wenn
die verwendete Wassermenge dem tatsichlichen Bedarf zur Hydratation entspricht,
scheidet sich das Lecithin in einem leicht zu zentrifugierenen Schleim ab [226]. Zur
Féllung des Sojalecithins reichen 5 Molekiile Wasser je Atom Phosphor, bei frischen
Sojadl braucht man 7 Molekiile, zur Féallung von PE werden 40 Molekiile Wasser je
Atom Phosphor gebraucht [106]. Der Phosphorgehalt des Rohdls kann durch die
Vorentschleimung um bis zu 90% reduziert werden. Die Auswahl der
Arbeitsbedingungen der Hydratation beeinflusst in hohem MafBle die Ausbeute und
Qualitat des Sojalecithins. Der anfallende Na3schlamm besteht zu ca. 55% aus Wasser
und enthélt ca. 33% Phospholipide und noch ca. 12% Neutral6l [260]. Im Diinn-
schichtverdampfer wird der Restwassergehalt auf etwa 2% reduziert. Das so
gewonnene Rohlecithin hat die in Tab. 1.2 angegebene Zusammensetzung. Bei der
Raffination wird im anschlieBenden Schritt der Entschleimung, durch Zusatz von
0,1%iger Phosphorsiure, die im Ol fein verteilten Proteine und Kohlenhydrate bei ca.
90°C ausgeflockt und nach Zusatz von Filterhilfsmitteln abgetrennt. Amorphe
Schleimstoffe verlieren durch die Sadure ihre hydrophilen Eigenschaften und werden

ausgesalzt. Dabei werden auch noch enthaltene Phospholipide abgetrennt. Bei
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1. Einleitung und Problemstellung

Verwendung von Phosphorsdure ist der Restphosphorgehalt wenig temperatur-
abhiangig. Er betrdt ca. 40 ppm [186]. Mit SO,-Losung, Ameisensdure oder
Citronensdure als Entschleimungsmittel ldsst er sich bei 70°C auf unter 5 ppm
reduzieren [186]. Pflanzliche Lecithine enthalten 30-40% Neutrallipide, vorwiegend
Triglyceride. Sowohl Glycolipide als auch Phospholipide sind in Aceton fast unloslich.

Diesen Umstand macht man sich Zunutze und erhilt durch Extraktion mit Aceton

entdlte Lecithinqualititen mit einem Restgehalt von nur noch 2-3% Neutrallipiden.

l Phospholipase A2

Acet-
anhydrid

H202 Milchs&ure

Modifizi Phospholipide 84 %

Modifizierungen " PC 24 %

’C::t: PE 22 %

H PI 15 %

' H, [Pt PA 7 %

Phospholipase A1 u. B T 2

Phospholipase A2 u. B \ * Hydrierung NAPE , 6 Z/D

0o - lyso-PL’s 3%

o ) andere PL’s 7%
1l Glycolipide 12,5 %
- ﬁ’;\OR Neutrallipide 2,5%

Phospholipase C 0 Phospholipase D Triglyceride
freie Fettsduren
: Sterine
Hydrolyse Acetylierun Hydroxylierun

yerow Y 9 e 9 Feuchtigkeit Wasser 1 %

Tab. 1.4 typische Zusammensetzung eines handelsiiblichen

ﬁ entdlten Sojalecithins [260]
£ H {O i Magarine (20% Wi
agarine asser
—OR © P W/O-Emulgator garine (20% ),

Mayonnaise, Schokolade, Backwaren
lyso-Verbindungen, hydrophiler, gut 8ligslich, Oberflichen- kakaohaltiges Getrankepulver, Milchpulver,
hydrophiler (HLB 8-11) geringe Warme- und gute Wasser- Benetzung, kosmetische Mittel (Liposomen)

Lichtempfindlichkeit emulgierbarkeit Dispergierung
O/W-Emulgator O/W-Emulgator W/O-Emulgator Trennmittel Backwaren, z.B. Waffeln
z.B. Lebensmittel, z.B. Lacke, z.B. Lederpflege- 1 B =
Papierndustie Dispersionsfarben mittel, Pollouren Stablllgator Backw?ren, z.B. Brotteige (Gérverhalten)
Antioxidants Magarine

Abbildung 1.3 modifizierte Lecithine [260] Tab. 1.5 Einsatz von Sojalecithin in der Lebensmittelindustrie

Uberkritisches Kohlendioxid zeigt bei 40°C und einem Druck von 300-700 bar die
Losungsmitteleigenschaften von Aceton und lésst sich ebenfalls zur Abtrennung der
Neutrallipide einsetzen [260]. Durch die amphiphile Struktur der Phospholipide, wirkt
Sojalecithin als Emulgator. Die hydrophil-hydrophobe-Balance (HLB-Wert), die nach
Griffin [71] willkiirlich in einer Skala von 1-20 eingeteilt ist, wurde fiir Sojalecithin
von Eichberg experimentell zu 3,9 bestimmt [40]. Beit HLB = 7 halten sich die
hydrophilen und hydrophoben Teile eines Molekiils die Waage. Bei kleineren Werten
{iberwiegt der unpolare Teil. Phospholipide 16sen sich daher besser in Fetten und Olen
und eignen sich als Emulgatoren fiir Wasser-in-OL-Emulsionen, z.B. fiir Magarine.
Durch die enzymatische Hydrolyse einer Fettsdure mit den Phospholipasen A u. B
lisst sich der HLB-Wert iiber 7 steigern, was den Einsatz von Sojalecithin als Ol-in-

Wasser—Emulgator ermoglicht. Kommerzielle Bedeutung hat Phospholipase A2 -

11



1. Einleitung und Problemstellung

Losung (10.000 — 50.000 IUkg"' PL) [208]. Das Standard-Lecithin wird mit Wasser,
Enzymlosung und Calciumchlorid bei 50 — 60°C und pH 8-8,5 10-24h geriihrt
(20-50% Hydrolysegrad, PC). Auch tiber Acetylierungen von PE mit Carbonséure-
anhydriden oder Hydroxylierungen der enthaltenen Doppelbindungen mit Wasserstoff-
peroxid in Gegenwart von Citronen-, Milch- oder Weinsdure kann die Polaritdt erhoht
werden. Wie bereits eingangs erwéhnt, sind nach dem EU-Lebensmittelrecht derartige
Modifikationen fiir den Lebensmitteleinsatz nicht zuldssig. In den USA ist die
Acetylierung erlaubt, man erreicht damit eine Herabsetzung der reaktiven
Aminogruppen und somit eine geringere Tendenz zur Braunung. Der Effekt kann aber
auch mit konventionellen Methoden iiber die Ethanolanreicherung von PC und die
damit verbundene Abreicherung von PE erzielt werden. Besonders polare Eigen-
schaften konnen durch zweistufige Modifizierungen erreicht werden. Das von Degussa
—chemals Lucas Meyer— angebotene ,,Lipothin AH* wird zunichst acetyliert und
danach hydroxyliert. Es zeigt hervorragende Emulgierungseigenschaften (,,Super-
Emulsifier®) und kann bei Leder und Pelzwaren zur Geschmeidigmachung verwendet
werden [260]. Enzymatisch hydrolisierte Lecithine konnen sich mit der
Kohlenwasserstoffkette in die Helix-Struktur von Amylose bzw. Amylopectin der
Stiarke einlagern und dadurch die Kristallisation der Amylose (Retrogradation), die fiir
die Alterung wihrend der Lagerung von Backwaren mitverantwortlich ist, verzogern
[42]. Am groBten ist dieser Frischhalte-Effekt aber bei Monoacylglyceriden mit
gesittigten Ketten, da diese tiefer in die gestreckten Helixes passen [134]. Beim
Backen von Waffeln wird der durch die Oberflichenbenetzung hervorgerufene
Trenneffekt des Lecithins ausgenutzt. In Hefe-Weizenteigen verbessert das Lecithin
die Dehnbarkeit des Klebers, was zu einer verbesserten Gérstabilidt und zu einem
hoheren Volumen bei gleichméafiger Porung fiihrt [84]. Aufgrund ihrer erhdhten
Hydrophilie konnen hydrolysierte Lecithine andererseits das Wachstum grof3er
Eiskristalle bei der Garunterbrechung hemmen und so Hefezellen und Kleinnetzwerk
vor mechanischer Beschadigung schiitzen [260]. In der Kosmetik hat der Einsatz der
Liposomen-Technologie ab 1986 den Lecithinen zu einem bahnbrechenden Einsatz
verholfen. Der Erfolg der Liposomen ist darauf zuriickzufiihren, dass sie in der Lage

sind, sowohl wasserlosliche als auch ollosliche Verbindungen einzukapseln.
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1. Einleitung und Problemstellung

Liposomen konnen grofle Wassermengen zwischen ihren Lipidschichten enthalten und

so als Feuchtigkeitsspender dienen.

Reines Dipalmitoyl-PC ist in Wasser nicht molekular 16slich, bildet aber ein Gel. Bei unter 40°C (T;) und mehr
als 20% Wasser liegen Gel und Wasser nebeneinander vor. Wird T, tiberschritten geht das PC in eine
mesomorph-laminare Phase iiber. Die Ubergangstemperatur fiir das Gel als solches ist von der Wassermenge
abhéngig und liegt bei 1% tiber 80°C, fillt aber mit steigender Wassermenge (bis 20%) auf 40°C und bleibt dann
konstant [30; Phasendiagramm]. Die CMC fiir Dipalmitoyl-PC betréagt 510" M, die von lyso-1-Palmitoyl-PC
nur 10° M [229]. Wenn man die mesomorph-laminare Phase des Dipal.-PC’s (iiber T;;) in Mischung mit z.B. -
Tocopherol ultraschallbehandelt, bilden sich Vesikel von ca. 25nm Durchmesser, die die Komponenten der

urspriinglichen Losung einkapseln: Liposomen [229].

w ® & ] : . S .
P Lipidperoxidations- , primére
. L 44 - produkte ——— Antioxidantien
w l. 'b L
« -« \Wasser «— et T e
L l. .n L] oy L o
& Puam® L] L i
b d b Amino-Carbonyl-
d | L Schwermetalle. Reaktion
Wasser (Maillard)
Abbildung 1.4 Phospholipidvesikel: Liposom Abbildung 1.5 Phospholipide; Ikomplexe Wechselwirkungen

Fiir die Stabilitdit und die Selbstorganisation der Liposome ist wichtig, dass die innere Membran weniger
Molekiile enthélt als die duflere. Beim Dipal.-PC ist dies gegeben, da die polaren Kopfgruppen weniger Platz
beanspruchen als die Alkylketten. Zudem sind die zwitterionischen Kopfgruppen ineinander ,,verhakt™ [229].
Dazu ist Wasser notwendig, sein Gehalt spielt bei der selbstorganisierten Liposomenbildung eine entscheidende

Rolle. Die Liposomen koénnen im Innenraum mit polaren Stoffen beladen werden und innerhalb der Membran

mit unpolaren Verbindungen, wie z.B. -Tocopherol. Liposome schiitzen empfindliche Inhaltsstoffe und haben

Aufgrund ihrer vielschichtigen Struktur eine langanhaltende Wirkung auf der Haut.

Nicht zuletzt sollen Lecithine die Lagerstabilitit, etwa von kakaohaltigen
Getriankepulvern oder Schokoladen erh6hen indem sie u.a. antioxidativ wirken [260].
Uber welchen Mechanismus Phospholipide antioxidativ wirken, und ob sie iiberhaupt
antioxidativ wirken, ist bislang nicht eindeutig geklirt. Bekannt ist, dass Lecithine
trotz ihres hohen Gehalts an Linolsdure und prooxidativen Schwermetallen (Fe, Cu)
eine gute Lagerstabilitdt besitzen [149] und das sie die Wirkung von Antioxidantien
synergistisch ~ verstarken [37,38,183]. Die verschiedenen Wechselwirkungs-
moglichkeiten der Phospholipide, die im Gesamtprozess des Fettverderbs von

Bedeutung sind, wurden schematisch in Abb. 1.5 zusammengestellt.
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Weng & Gordon [254] konnten 1993 zeigen, dass PE bei hoheren Temperaturen in der Lage ist -
Tocopherylchinon zu -Tocopherol zu regenerieren und vermuten, dass darauf der synergistische Effekt mit dem
primédren Antioxidants -Tocopherol zuriickgeht. Untersuchungen von Saito & Ishihara [205] aus dem Jahr 1997
belegen andererseits die Hydroperoxid—zersetzende Wirkung von Phospholipiden, die durch deren Basen—
Komponenten verursacht werden soll. Ein dritter in der Literatur diskutierter Wirkungsmechanismus ist die
Schwermetall-bindende Wirkung von Lecithinen. Sie ist in Sojadl bei 60°C gegeniiber Eisen bei PE und PA
grofer als bei PC und PI [256]. El-Tarras et al. [43] entwickelten bereits 1979 eine Hypothese, nach der
Phosphatide Schwermetalle als zweizdhnige Chelat-Liganden maskieren. Allerdings ldsst sich mit EDTA zwar
die kupferkatalysierte Oxidation von Soja-PE hemmen [167], der Effekt wird jedoch nicht beim Soja-PC
beobachtet [168]. Da die Kephaline im allgemeinen eine stirkere Wirkung als das eigentliche Lectihin (PC)
entfalten, ist auch versucht worden die Briaunungreaktionen dieser Amino-phospholipide mit dem
stabilisierenden Effekt in Verbindung zu bringen [102,92]. Hierbei ist zwischen einer oxidativen Braunung, die
auf die Reaktion mit Lipidperoxidationprodukten zuriickgeht und der Amino-Carbonyl-Briunung mit
Kohlenhydraten im Sinne der Maillard-Reaktion zu unterscheiden:

Von Pokorny und Janicek et al. [233] wurde die oxidative PE-Briaunung in drei Stufen unterteilt: (1) Entstehung
von Hydroperoxide, (2) Reaktion der sekunddr gebildeten Aldehyde mit der Aminogruppe des PE’s zu Schiff-
Basen und (3) Polykondensationsreaktionen der Schiff-Basen — bzw. Schiff-Basen mit Aldehyden — zu braunen
Pigmenten. Nach Pokorny und Janicek et al. [44] konnen die Braunungsprodukte Eisen- und Kupfer-Ionen
inaktivieren. Sie zeigten aber auch, dass die Schwermetall-bindung allein nicht fiir die hohe stabilisierende
Wirkung verantwortlich sein kann. Husain et al. [102] haben in den 90er Jahren die Braunung von Dipalmitoyl-
PE bzw. -PC und Eigelb-PE bzw. -PC mit deren Wirkung auf Methyllinolat bei 50°C verglichen. Die
Dipalmitoylderivate zeigten nur einen geringen Effekt und auch keinen Synergismus mit -Tocopherol. Die Ei-
Phospholipide als solches erwiesen sich als prooxidativ, jedoch beobachteten sie nach Erhitzung auf 180°C —
sowohl bei PC als auch PE — einen antioxidativen Effekt. Sie schlussfolgern, dass der Effekt auf die Braunung
der ungesittigten Strukturen zuriickgeht und dass die Basenkomponenten der Phospholipide keinen Einfluss
haben. Nach neueren Untersuchungen von Hidalgo et al. [92] entwickelt leicht oxidiertes Soja-PE (200ppm) in
Sojadl bei 60°C im Gegensatz zu nativem PE eine antioxidative Wirkung. Der Effekt tritt bei PC und PI nicht
auf und wird auf die durch Beteiligung der Aminogruppe gebildeten antioxidativen heterocyclischen Pyrrol-
Verbindungen zurtickgefiihrt.

Beziiglich der Maillard-Brdunung von PE ist bekannt, dass in sprithgetrocknetem Eigelb und den daraus
gewonnenen Lecithinprodukten ca. 4 der im Eigelb enthaltenen Glucose als Amadori-PE vorliegt [239]. Lederer
et al. [142] beschrieben 2001 eine prooxidative Wirkung von Amadori-PE, die auch unter Abwesenheit von Fe**
bzw. Cu®" auftritt, und nehmen an, dass die Glykierung der Aminophospholipide mitverantwortlich ist fiir den
oxidativen Stress an Membranen von Diabetes -Patienten. Nach Miyazawa et al. [180] reduziert das Amadori-PE

Fe’* zu Fe*", welches dann prooxidativ wirkt.
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1.2. Problemstellung

Aufgabe der vorliegenden Arbeit ist es herauszufinden, ob Phospholipide antioxidative
Eigenschaften besitzen bzw. unter welchen Bedingungen sie antioxidative
Eigenschaften entwickeln. Es soll versucht werden einen Mechanismus zu
formulieren, der die antioxidativen Effekte der Phospholipide erklart. Ausgehend vom
Literaturstand der Erkenntnisse sollen dazu die Schwermetall-Inaktivierung, die
Reaktion mit Lipidperoxidationsprodukten, der synergistische Effekt mit primdren
Antioxidantien und die Maillard-Brdunung untersucht werden.

Neben der komplexen Zusammensetzung der Pflanzenlecithine besteht die wesentliche
Schwierigkeit der Arbeit darin, dass sich die verschiedenen Wechselwirkungs-
moglichkeiten der Phospholipide auf die Lipidperoxidation nicht separat betrachten
lassen (vgl. S.13f). In den einzelnen Gliederungspunkten der Arbeit werden dazu die
verschiedenen Wechselwirkungen jeweils in den Mittelpunkt gestellt. Der
synergistische Effekt mit primidren Antioxidantien soll am wichtigsten natiirlichen
Antioxidants, dem -Tocopherol, untersucht werden. Die antioxidativen FEigen-
schaften der Phospholipide sollen {iber geeignete Modellsysteme anhand der

thermischen Oxidation von Linolsdureethylester erfasst werden.

Es sollen ferner vergleichende Untersuchungen zu Zusammensetzung und
antioxidativer Wirkung von Lecithinen aus verschiedenen Pflanzenquellen durch-
gefiihrt werden. Neben Soja- und Raps- wurde hierzu auch Sonnenblumenlecithin
sowie hochangereichertes Soja-PC eingesetzt. Die anfdngliche Idee, die besondere
Eignung von Rapslecithin gegeniiber Sojalecithin beziiglich der antioxidativen
Wirkung herauszuarbeiten —auch im Hinblick auf den vermehrten Rapsanbau
(Biodiesel) und den Einsatz der Gentechnik beim Sojaanbau— wurde Aufgrund der
sensorisch ungentigenden Eignung des Rapslecithins (Soloton-Geruch, bitter/kratziger

Geschmack, dunkle Farbe) schnell aufgegeben.

Auch die praktische Anwendbarkeit von Sojalecithin als Antioxidants in
Lebensmitteln soll tiberpriift werden. Ausgewdhlt wurden hierzu folgende
Lebensmittel: handelsiibliches Raps6l bzw. Sojadl, Butter, ein Buttergebiack und
Kartoffelpiiree-Pulver. Zudem soll ein Ausblick iiber weitere Anwendungsgebiete/

Forschungsansitze gegeben werden.
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1.3. Untersuchungen und Ergebnisse — Grundbestimmungen

Wie unter Material und Methoden ausgefiihrt, wurde mit drei verschiedenen
Sojalecithinen gearbeitet. SL1 wurde bei Fluka erworben, wo es unter dem Namen
Asolectin vertrieben wird. Laut Katalog soll es etwa vergleichbare Gehalte an PC, PE
und PI enthalten; 24% gesittigte Fettsduren, 14% einfach ungesittigte Fettsduren und
62% PUFA. SL2 und SL3 stammen von der Degussa AG, Hamburg (Degussa
Texturant Systems, ehemals Lucas Meyer GmbH). SL2 ist ca. 4,5 Jahre alt
(Kiihlschranklagerung). SL3 wurde von Peter Kohler, Garching zur Verfiigung
gestellt. Gleiches gilt fiir das Raps- (RL) und Sonnenblumenlecithin (SoL). Hierbei
handelt es sich um die gleichen entdlten Lecithine mit denen Gerhard Helmerich [84]
seine Backversuche durchgefiihrt hat. Von Degussa Texturant Systems wurde zudem
Epikuron 200 bezogen; dies ist ein hochangereichertes Soja-PC (S-PC). Es hat eine
gelbe Farbe und eine wachsartige Konsistenz. Nach Werksangabe enthilt das Produkt
mindestens 92% PC, ist mit 0,2% -Tocopherol stabilisiert und speziell fiir den
Einsatz in pharmazeutischen Priparaten konzipiert. Es eignet sich als Emulgator fiir
die enterale und parenterale Erndhrung, als Losungsvermittler und Emulgator fiir
Arzneimittel in wéssrigen Losungen und als Rohstoff zur Herstellung von Liposomen.
Das -Tocopherol wurde durch 4-fache Fillung aus Ether-L6sung mit Aceton entfernt.
Der Wassergehalt der Lecithinpulver wurde mit Karl-Fischer—Titration ermittelt. Die
Lipidklassen wurden nach Trocknung bei 40°C iiber Nacht mittels sdulen-
chromatographischer Fraktionierung an Kieselgel bestimmt (7.2.10.). Die Phosphatide
wurden mit NP-HPLC-UV vermessen (7.2.3.). Die Fettsdurespektren wurden nach

Lecithine 0 Feuchte 3 Lecithine opc
(%] 100 anNL [%] 5 OpE
80 41 _ - oPL 30 1 ap
oGL 25 - L —lora
60 T (] 1 20 - ] ]
40 T ] 151
0 10 A
2 4
1 10 h 1 51
0 0
SL1 | SL2 | SL3 | RL | SoL SL1 SL2 | SL3 RL SoL
EFeuchte| 08 [ 05| 09 | 1,6 | 0,3 Opc| 241 | 224 | 23,7 | 21,9 31
ONL 23 | 27 | 27 3 1,9 OpPe| 259 | 185 | 209 | 12,2 | 13,8
OPL 85,2 | 81,2 83,4 | 63,6 | 77,6 ap| 18,2 | 16,4 | 16,3 | 14,1 | 23,7
OGL 11,7156 | 13 | 31,8 | 20,2 OPA| 6,1 7,9 6,9 4,8 5,6
Abbildung 1.5 Lipidklassen und Wassergehalt im untersuchten Abbildung 1.6 Phosphatidgehalte im untersuchten Soja- (1-3),
Soja- (1-3), Raps- und Sonnenblumenlecithin Raps- und Sonnenblumenlecithin
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| ecithine O Rest
100 .
[%] [ ] (T 1 ]| 318:3
8,3 ﬁ 6.7] 15.2| 9 74 018:2
— oO18:1
75 H - 4 -  H 018:0
N 016:0
© = 0
LA P F R
— g
< 1 —
- S © N7 .
25 -—_8;—5—2— EE
T ] H |
3l 18 18 B/ lg| H
- - e |© =
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SL1 SL2 SL3 RL SoL S-PC

Rapslecithin

O Palmitinsaure
O Stearinsaure

Sojalecithin 1
6,9
83 18,0
43
6,0
56,6

O Palmitinsaure
O Stearinsaure
O Olsaure

O Linolsaure
O Linolensaure
O andere

Sonnenblumenlecithin

O Palmitinséure
O Stearinsaure

O QOlséure 6.4 O Olsaure
O Linolsaure ’ 16.3 O Linolsaure
0,0 ’ . .
O Linolens&ure y O Linolensaure
O andere 3,9 O andere
321 11,3
62,1
Abbildung 1.7 Fettsaurespektren der Lecithinproben
hochangereichertes Soja-PC red.  hydrol. POZ ffa Fe Cu
PC 934 % Zucker  Zucker 1
LPC 2,7 % [%,Gal..]  [%,Gal..] %‘1’/‘; % ppm ppm
andere PL's 2,0 % £0,1 £0,02
Wasser 03 % SL1 0,05 6,2 <1 0,3 18,8 1,48
Neutral-Ol 1,4 % SL2 0,05 6,8 <1 0,2 64,4 2,25
-Tocopherol 0,2 % SL3 0,05 6,4 3 1,3 32,1 3,22
POZ <1 pmol Ov/g RL 0,1 6,3 <1 0,5 15,6 4,26
Fe/Cu 0,8 / 0,52 ppm SoL <0,01 5,9 <1 0,2 20,0 3,15

Tab. 1.6 Zusammensetzung SPC (Epikuron200, Werksan-

gaben), Fe und Cu nach 7.4.1.

Tab. 1.7 reduzierende Zucker, vor/ nach Inversion; Kennzahlen;

Schwermetalle

Uberfithrung in Methylester mit TMSH iiber GC-bestimmt (7.2.8.). Die reduzierenden

Zucker wurden nach Luff-Schorl titriert. Die Hydrolysebedingungen der Glycolipide

entsprachen der Saccharosebestimmung mit HCI (7.3.9.). Peroxidzahl und freie Fett-

sduren wurden gemaf 7.3.1 und 7.3.3. titriert. Die Schwermetall-Bestimmung erfolgte

mit AAS nach Veraschung und Salpetersdaure/H,0,- Aufschluf} (7.4.1.).

Bei der Lipidklassifizierung fillt auf, dass Rapslecithin mit ca. 30% einen hohen

Gehalt an GL besitzt. Auch die Phospholipide aus Sonnenblumensaat enthalten mehr

GL als Sojalecithin. Nach Helmerich [84] ist auch der Gehalt an Sphingolipiden

(Ganglioside, Ceramide) erhoht. In den Phospholipid-HPLC wurde mit Sojalecithin-
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Standards (Fluka) kalibriert. Da die Fettsdurezusammensetzungen der einzelnen
Lecithine variieren, konnen bei der UV-Detektion (205nm) verschiedene Respons-
faktoren auftreten, so dass es insbesondere zu Fehlern bei Raps- und Sonnen-
blumenlecithin kommen kann. Ein Vergleich der PL-Bestimmung iiber DC (Scan),
HPLC und *'P-NMR-Spektroskopie iiber Variationskoeffizienten findet sich bei
Helmerich [84]. Wie gezeigt wird, liefern die einzelnen Methoden recht unter-
schiedliche Ergebnisse. Die Chromatogramme eingescannter DC’s variieren in Ab-
hingigkeit vom eingesetzen Spriihreagenz, welches im allgemeinen auch auf die
Einzelverbindungen (Basenkomponenten, FS-Spektrum) verschieden anspricht. Die
*'P-Methode besitzt die hochste Varianz und wurde daher nicht eingesetzt. Alle
untersuchten Lecithine enthalten unter 1% PS. Lyso-Phospholipide sind nur in kleinen
Mengen vorhanden. Sie wurden hier nicht quantifiziert. Laut Helmerich liegen sie
unter 2% [84]. Der PA-Gehalt liegt in allen Proben um 5%. Der hohe Gehalt an PC
und PI im Sonnenblumenlecithin kann durch den hoheren Gehalt an ungesittigten
Fettsduren vorgetduscht sein. Gleiches gilt fiir den geringen Gehalt an PC und PI im
Rapslecithin, der wegen des hohen Gehalts an Olsiure und des geringeren Gehalts an
Linolsdure vermutlich zu klein bestimmt wurde. Andererseits wird die hohere Menge
an PC und PI im Sonnenblumenlecithin auch {iber DC und NMR bestitigt [84]. Die
Mengen an PE sind in Raps- und Sonnenblumenlecithin kleiner als im Sojalecithin.
Diese beiden Lecithine zeigen auch eine stirkere Braunfarbung. Es ist bekannt, dass
PE bei thermischer Behandlung bevorzugt (unter Braunung) abgebaut wird [252]. Die
Peroxidzahlen der Lecithine liefern keinen Hinweis auf Verderb. Die Schwer-
metallgehalte liegen im erwarteten Bereich. Auffillig ist die groBe Schwankungsbreite
von Eisen in den Sojalecithinen. Der geringe Schwermetallgehalt im hochan-
gereicherten Soja-PC erkldrt sich liber die chromatographische Reinigung. Die
Pflanzenlecithine enthalten nur geringe Mengen an reduzierenden Zuckern (= 0,1%).
Die Hydrolyse der Glycolipide mit HCI liefert dagegen zwischen 5,9 und 6,8%
reduzierende Zucker (berechnet als Galactose). Die Fettsdurespektren zeigen, dass
Sonnenblumenlecithin den hochsten Linolsduregehalt besitzt. Interessanterweise
enthélt es aber keine Linolensdure. Rapslecithin ist das einzige der untersuchten
Lecithine, in dem Olséure die Hauptfettsiure ist. Der relative Fehler der Bestimmungs -

methode betriagt +1%.
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

2.1. Lipidautoxidation — Induktion und Katalyse

Der Radikalkettenmechanismus der nichtenzymatischen Lipidautoxidation wurde in
den 50er Jahren von Farmer et al. [47], Bolland and Gee [19], und Bateman et al. [10]

entwickelt. Die Primdrprodukte der Reaktion ungeséttigter Fette mit Sauerstoff sind

Hydroperoxide.

Start O RA —__ 5> R H
Ketten- 3

reaktion @ R O —— ROO

3) ROO RH ___, ROOH R

Ketten- Substrat k (R +9),[M's"]
verzweigung (4) ROOH — RO OH ROO RO OH
ROO
(5) 2ROOH > RO H0 Stearinsdure 10°-10* 2,3x 10° ~10°
Olsdure 0,1-1 3,3x 102 ~10° ,
Ketten- Linolsaure ~ 60 8,8x 10 9,0x 10
abbruch © 2R —> RR Linolensiure " 120 1,3x 107 7,3x 10°
() R ROO 3 ROOR Arachidonsaure ~ 180 2,0x 107 ~10"
(8) 2ROO ___ 3 ROOR O, Aldehyde 2,7 10° n.g. ~10°
Abb. 2.1 Radikalkettenmechanismus der Lipidautoxidation Tab. 2.1 Geschwindigkeitskonstanten in Losung bei
Raumtemperatur [137]
A/\/:vaOOH a b
1" R~ ’
Linolsaure

30,

OOH
— 9
/W_W/V\COOH

OOH 46,5%

Rz R’ R~ ) R’
OOH N (\/ N
| \/W
/\/\)\/E/\/\/\/\COOH o o

13
49,5% Enal

Abb. 2.2 Reaktion von Linolsdure mit Triplett-Sauerstoff [11] Abb. 2.3 -Spaltung von Hydroperoxiden [11]

Gestartet werden kann die Lipidperoxidation durch radioaktive Strahlung, UV-
Strahlung, Mikrowellenstrahlung, Hitze, enzymatische Reaktionen, Schwermetalle,
durch strahlenchemisch erzeugten Singulett-Sauerstoff (Typ I) oder durch direkte
strahlenchemische Substratsensibilisierung (Typ II) [221]. Singulett-Sauerstoff
entsteht auch beim Kettenabbruch nach dem Russell-Mechanismus [75]:

ROO +ROO? ROH + R=0 +'0, (8a)

Die Kettenreaktion (2 und 3) befindet sich in der Induktionsperiode solange der

Hydroperoxidgehalt gering ist [137,79]. Die Reaktion der freien Radikale mit
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

Sauerstoff (2) ist sehr schnell (k, = 10" — 10° M's™ [11,78,113]), daher liegen bei
Sauerstoffsittigung alle Fettsdureradikale als Peroxyradikale vor. Reaktion (2) ist ein
Gleichgewicht. Im Fall der Linolsdure betrigt K, = 1,3 x 10* mol'l [209]. Bei

280mmy - heben  Peroxy-

geringem Sauerstoffgehalt liegen Pentadienylradikale (Ext.
radikalen (Ext>’™) vor (1% O,-Gehalt ca. 50%). Daher kénnen das 9- und 13-
Hydroperoxid der Linolsdure iiber reversible Anlagerung und Abspaltung von
Sauerstoff isomerisieren [198]. Sie sind die Hauptprodukte der Reaktion von
Linolsdure mit Triplett-Sauerstoff. Die 8-, 10-, 12- und 14-Hydroperoxide machen
zusammen nur ca. 4% aus .

Peroxyradikale abstrahieren nur langsam H Atome aus anderen Fettsduremolekiilen
(3) mit k; = 60 — 180 M''s™. Sie reagieren damit deutlich langsamer als Alkoxy- oder
Hydroxy-Radikale, vgl. Tab. 2.1. Ihr Redoxpotential betrdagt 1,0 V (R ca. 0,6V; RO
1,6V; "OH 2,31V) [112]. Das hat zur Folge, dass sie bei Temperaturen unter 60°C
selektiv die am schwéchsten gebundenen H-Atome abstrahieren. Dies sind die
biallylische H-Atome (C11-Linolsdure: 272 kJmol"), bei deren Abstraktion 1,4 —
Pentadiensysteme zuriickbleiben und solche die Allylradikale hinterlassen (C11-
Olsdure: 322 kJmol™") [225]. Der Angriff auf gesittigte Fettsduren (C11-Stearinsdure:
410 kJmol") erfolgt erst iiber 60°C, und dann durch Alkoxy- bzw. Hydroxy-Radikale,
die erst beim Zerfall der Hydroperoxide (4) entstehen. Interessant ist diesem
Zusammenhang, dass die C10/C12-H-Atome der Linolsiure stirker (ca. 450 kJmol™)
gebunden sind als solche in Methylgruppen (422 kJmol')[225,11]. Die Energie die bei
der Entstehung einer Wasserstoff-Sauerstoff-Bindung im Hydroperoxid frei wird
betrigt demgegeniiber nur ca. 379 klmol' [11]. Die H-Abstraktion (3) ist der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt der Lipidautoxidation, in Verbindung mit der

Geschwindigkeit des Kettenabbruchs (8) (2ks = 10° — 10° M''s™) ergibt sich die

Geschwindigkeit des Gesamtprozesses [3].

dOo, k,RH [R]"
dt 2k3 1/2

)

Die Oxidationsgeschwindigkeiten von Olséure, Linolsiure und Linolenséure verhalten

sich beziiglich der Sauerstoffaufnahme wie 1 : 40-50 : 100 und bezogen auf die
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

Peroxidbildung wie 1 : 12 : 25 [223]. Die Reaktionsgeschwindigkeit ist proportional
der Anzahl der biallylischen H-Atome im Molekiil (Tab. 2.1). Die Reaktion mit
angeregtem Singulett-Sauerstoff (92 kimol™") [11] ist im Vergleich dazu etwa um den
Faktor 10* schneller [163]. Durch direkte ,»Cyclo*“Addition an Doppelbindungen
bilden sich im Falle der Linolsdure die 9- und 10- bzw. 12- und 13- Hydroperoxide
(konjugierte entstehen in doppelter Menge; 32% : 17% : 17% : 34), die durch ihren
Zerfall die Lipidautoxydation starten [55].

Die O-O-Bindung der Hydroperoxide ist mit 184 kJmol™ [12,87] relativ schwach,
aber Gleichung (4), die zu den stark oxidierenden RO- und OH-Radikalen fiihrt, ist
daher endergonisch und spielt keine grofe Rolle. Die bimolekulare Reaktion (5) ist
energetisch giinstiger und wird durch Ubergangsmetallionen (Fe, Cu, Mn, Cr, Ni, V,

Zn, Al) katalysiert.

Me™  ROOH —> Me™ RO OH

Me™"  ROOH 3 Me®™ ROO H'

Einmal begonnen, wird die Geschwindigkeit der gesamten Lipidperoxidation durch
den Abbau von Hydroperoxiden in hochreaktive und unselektive RO- und OH-
Radikale bestimmt, die nun wiederum die Reaktionsrate autokatalytisch beschleunigen
konnen. Man spricht bei der Kettenverzweigung auch von sekundérer Initialisierung
[45]. Schwermetalle haben in ihrer kleineren Oxidationsstufe ecine stirkere
Beschleunigungswirkung [69], da hier die aggressiven Radikale entstehen. Die
Reaktion von Fe®" mit Wasserstoffperoxid (R=H), die zu OH-Radikalen und
Hydroxid-Ionen fiihrt, ist auch unter dem Namen Fenton-Reaktion bekannt [49]. Die

Reaktion ist pH-abhingig und lduft im Sauren schneller (Tab. 2.2)[161].

Schwermetall-lon Krel. Schwermetall Konzentration [ppm]
pH7 pHS5,5

Eisen 0,6
Fe’" (Bezug) 1 10° Kupfer 0,05
Fe’~ 14 10 Mangan 0,6
e 02 5 Chrom 1,2
Co>" 6X10° 1 Nickel 2,2
Hamatin IX10 3X10° yaradium o
Methamoglobin 5X10° 7,6 X 10° Ao 500
Cytochrom C 2,6X10 3.9%x10 .

Tab. 2.2 Zersetzung von Linolsdurehydroperoxid emulgiert in
einem Puffer bei 23°C [11]

Tab. 2.3 Halbierung der Haltbarkeit von Schweineschmalz bei
98°C durch Schwermetalle [69]
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

Samenole enthalten 1 — 10 ppm Eisen und 0,001 — 0,01ppm Kupfer [31]. Kupfer wirkt
stiarker prooxidativ als Eisen (Tab. 2.3). Die Gehalte an Schwermetallen werden durch
die Ol-Raffination gesenkt [31]. Die Zersetzung von Hydroperoxiden durch Eisen-(II)-
Ionen (1,5 x 10° M"ls'l) [75] ist schneller als durch Eisen(III) [11,122,160].

Bei Eisen-(III)-Ionen wird auch die direkte Initialisierung der Lipidperoxidation durch

H- Abstraktion aus ungesittigten Fettsduren diskutiert.

Me™P  RH 3 Me" R H

Fiir Methyllinolat ist dieser Prozess exotherm (—63 kJmol ") [82]. Eisen(III) baut auch
phenolische Verbindungen, wie etwa Caffee-Siure, im Olivendl ab und mindert die
oxidative Stabilitit des Ols [117]. Es ist unklar, ob redox-aktive Ubergangsmetalle die
Lipidperoxidation direkt durch die Ausbildung von Metall-Lipid-Komplexen starten,
oder durch die Generierung von Hydroxy-, Peroxy- oder Alkoxy-Radikalen.

Schwermetalle konnen auch mit Triplett-Sauerstoff wechselwirken und Peroxy-
Anionen erzeugen [32], diese reagieren mit Peroxiden zu Hydroxylradikalen und

Singulett-Sauerstoff (Haber-Weiss-Reaktion) [99,118]:

H0, O . OH OH 'O

Fiir die stark prooxidativen Cu*‘-Ionen wird die Bildung von Komplexen mit zwei
Hydroperoxid-Molekiilen: CuX,[ROOH], angenommen [192], aus denen unter
Abspaltung von Hydroperoxy-Radikalen Cu'-Ionen und H'-Ionen (CuX[ROOH], HX)
entstehen. Das Cu’ iibertrigt sein Elektron dann auf das zweite Hydroperoxid-
Molekiil, wobei das Alkoxy-Radikal und das Kupferhydroxid CuX(OH) entstehen.
Unter Bildung von Wasser wird das Kupfersalz (CuX,) regeneriert.

Die Bildungsrate neuer Startradikale ist bei hinreichend kleinen Konzentrationen
proportional der Hydroperoxidkonzentration und der Metallionenkonzentration. Nach

Gleichung (9) ist die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion [103]:

do,
dt

k [RH] [ROOH]"* [M]"* (10)
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

Tragt man den Logarithmus der Sauerstoffaufnahme gegen den Logarithmus der
Metallionenkonzentration auf, ergibt sich im Idealfall eine Gerade mit dem Anstieg Y5.
Die Abnahme der Induktionsperiode ist dem Logarithmus der Metallionen-
konzentration proportional [196].

I, a blgM](11)

Schwermetalle konnen die auftretenden Radikale auch zu Carbonylverbindungen

abbauen und so antioxidativ wirken [192]. Die Reaktion mit dem Alkoxy-Radikal, in

der das Schwermetall reduziert wird, spielt hier die groBere Rolle.

Me(™" RO __ 3 Me™ H' Carbonyl

Me™ ROO 3 Me™"” OH Carbonyl

Die entstechenden Carbonyle tragen wesentlich zur Ranzigkeit bei. In geringen
Konzentrationen wirken Schwermetallionen prooxidativ, dabei spielt es keine Rolle ob
sie als Chloride, Sulfate, Oxide, Hydroxide oder Fettsduresalze vorliegen [192]. Ob bei
hoheren Konzentrationen pro- oder antioxidative Effekte dominieren, hdngt neben der
Art des Metalls auch vom Sauerstoff-Gehalt ab. So sind 50 ppm Kupfer in mit Wasser
emulgierter Linolsdure bei 1% Sauerstoff stark antioxidativ, wihrend sie unter
atmosphérischen Bedingungen (21% Sauerstoff) prooxidativ sind [154]. Eisen ist in
hoheren Konzentrationen (2 — 50 ppm) stérker prooxidativ als Kupfer (2 — 10 ppm)
[27]. Der prooxidative Effekt der Schwermetalle héngt von der Stabilitit der
gebildeten Hydroperoxidkomplexe ab, die von der Polaritidt des Losungsmittels und
der damit verbundenen Micelbildung beeinflusst werden. Emulgierte Linolsdure bildet
unter Cu-(II)- bzw. Fe-(II)-Katalyse vermehrt das 13-Hydroperoxid, wihrend im
homogenes Methyllinolat-System 9- und 13-Hydroperoxid zu fast gleichen Anteilen
entstehen [28]. Durch die Ausbildung von fettunléslichen Hydraten verlieren
Metallionen bei Anwesenheit von Wasser in der Regel ihre prooxidativen Eigen-
schaften. Hamoglobin und Myoglobin andererseits sind starke Prooxidantien in
wiissrigen Losungen oder Emulsionen (Tab. 2.2), aber in unpolaren Medien wie Olen
sind sie praktisch inaktiv [192]. Bei der oxidativen Decarboxylierung treten polare

Carbonsduren in Metall-Hydratkomplexen als Ersatz flir ein Wassermolekiil an das
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

Schwermetall, das sie unter Aufnahme eines Elektrons reduzieren und dabei selbst
CO, abspalten. Der Elektronen-Transfer ldsst sich durch stark gebundene Liganden,
wie etwa EDTA, verhindern. EDTA maskiert Schwermetallionen durch die Bildung
thermodynamisch stabiler Komplexe und verhindert so die Hydroperoxid-Zersetzung.
Andere Chelat-Bildner sind -Hydroxycarbonsiuren wie Apfelsiure, Bernsteinsiure,
Citronensdure und Weinsdure, sowie deren fettlosliche Monoglyceridester, Phosphor-
sdure und Polyphosphate. Citronensdure (100ppm) inaktiviert effektiv Spuren (3ppm)
von Cu(Il), Mn(II) oder Cr(III), wirkt jedoch kaum auf Fe(Ill) und Co(II) [164]. Die
Komplexbildung mit Eisen ist im Bereich zwischen 0,3 — 15 ppm konzentrations-
abhéngig, auch der Gehalt des gelosten Sauerstoffs spielt eine Rolle [164]. Der Effekt
von Phosphorsdure ist seit lingerem bekannt, sie wird bei der Raffination der
Samenfette eingesetzt um die oxidative Stabilitit zu verbessern. Wéhrened Phosphate
praktisch inaktiv sind, zeigen Oligophosphate gute Metallbindungseigenschaften. Vom
Diphosphat zum Hexametaphosphat nimmt die Stabilitit der Komplexe zu [248].
Chelatbildner sind in der Lage die Wirkung von phenolischen Antioxidantien
synergistisch zu verstirken. 100 ppm Citronensdure verstirkt die Wirksamkeit von 100
ppm Laurylgallat in Anwesenheit von 0,2 ppm Cu bzw. 2 ppm Fe um den Faktor 5;
100 ppm Phosphorsdure hingegen zeigt den gleiche Effekt bei Kupfer, ist bei Eisen
aber inaktiv [11]. Der Grund hierfiir ist nicht bekannt. Auch Phospholipide [51,256]
und Maillard-Reaktionsprodukte [115] werden als Chelat-Bildner diskutiert. Nach Min
et al. [256] wirken 5 —10 ppm Phospholipid in Sojadl antioxidativ, hohere Gehalte
wirken prooxidativ. Phospholipide senken die Oberflichenspannung des Ols und
erleichtern so die Diffusion von Sauerstoff. Der prooxidative Effekte von 300 ppm
Phosphatiden wird nicht beobachtet wenn gleichzeitig 1 ppm Eisen im Ol vorhanden
ist, hier wirken die Phospholipide vielmehr antioxidativ. Phosphatidsdure und
Phosphatidylethanolamin zeigen in Sojadl mit 1 ppm Eisen bei 60°C, im Dunkeln die
starkste antioxidative Wirkung, gefolgt von Phosphatidylcholin, Phosphatidylglycerol
und Phosphatidylinosit [256].

Die Autoxidation ungesittigter Phospholipide wird insbesondere von Fe’" initialisiert.
Das Fe(Ill) bindet an die freien Phosphatgruppen und ist so verfiigbar fiir die
katalytische Hydroperoxidzersetzung. Morrill et al. [169] beobachteten den Effekt in

Phospholipiden mit mehrfach ungeséttigten Fettsduren. Phospholipide mit einfach
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ungesdttigten Fettsduren wurden jedoch nicht oxidiert. Auf die Bedeutung des
Fettsdurespektrums des betreffenden Ols im Bezug zu den antioxidativen
Eigenschaften der Phospholipide wird auch von Nwosu et al. [178] hingewiesen.
Danach zeigen Phospholipide in Lachsdl antioxidative Eigenschaften, nicht aber in
Heringsol. Letzteres enthdlt aber nur etwa halb soviel mehrfach ungesittigte
Fettsduren. Mit EDTA ldsst sich die kupferkatalysierte Oxidation von PE hemmen
[167], der Effekt wird jedoch nicht mit PC beobachtet [168].
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

2.2. Ein- und mehrzidhnige Komplexe
Es gibt in der Literatur keine eindeutigen Hinweise auf die Bildung stabiler
(maskierender) Phospholipid-Schwermetallkomplexe. Versetzt man eine ethanolische
Sojalecithin-Lésung mit einigen Tropfen 1%-iger ethanolischer CuCl,-Ldsung, so
Von El-Tarras et al

fallte ein Niederschlag aus. [43] werden hypothetisch

zweizdhnige Komplexe angenommen.
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Abb. 2.4 CuPE zweizéhniger Komplex [43], kinetischer und
enthropischer Chelateffekt

Abb. 2.5 Existenzbereiche der 4 Kupferamin -Komplexe

Auch Ca®" bildet mit Lecithinen schwerldsliche Salze [185]. Sie sind ein nicht
unwesentlicher Bestandteil von Gallensteinen, lassen sich aber im Reagenzglasversuch
nicht herstellen. Calcium- und Magnesium-Salze erschweren die Analytik der
Phospholipide [84]. Auch Schiftbasen-Strukturen, die sich aus PE bei Reaktion mit
reduzierenden Zuckern in der frithen Phase der Maillard-Reaktion bilden, sollen mit
Cu”"-Tonen Komplexe bilden [44,146]. Besonders stabil sind die Kupfer- und
Eisenkomplexe von 3-Hydroxy-4-pyridinon-Strukturen, die bei der Maillard-Braunung
entstehen [217]. Fe’" bildet mit ihnen 1:3 Komplexe.

Allgemein gilt, dass mehrzdhnige Komplexe stabiler sind als solche einzdhniger
Liganden. Dieser sogenannte Chelateffekt hat zwei Ursachen. Kinetisch erhoht die
Anbindung einer Bindungsstelle eines mehrziahnigen Liganden an ein Zentralatom
gleichzeitig die Wahrscheinlichkeit fiir die Wechselwirkung mit den weiteren
Bindungsstellen. Analog ist der Zerfall eines mehrzahnigen Schwermetallkomplexes
kinetisch erschwert. Thermodynamisch fiihrt der Austausch von einzdhnigen Liganden
durch zwei- oder mehrzihnige dariiberhinaus zu mehr frei beweglichen Teilchen in der
Losung und damit zu einem Entropiegewinn. Wenn Schwermetallkomplexe farbig
sind, lassen sich Komplexbildungskonstanten photometrisch bestimmen. In wassrigen
Losungen kann die Komplexbildung auch iiber den pH-Wert (frei werdende H") oder

die Potentialdifferenz zweier entsprechender Halbzellen (Nernstgleichung) verfolgt
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

werden. Die Komplexbildungskonstante Ky (Bruttokomplexbildungskonstante) ist das
Produkt aller Konstanten der Einzelreaktionen. Fiir den Kupfertetramindiaqua-

Komplex [Cu(NH;),(H,0),]*" z.B. [107]:
K, K, K, K, K, 10** 10*7 10° 10** 10" 210" 1*mol *

Mit zunehmender Ligandenzahl werden die Einzel-Konstanten im allgemeinen kleiner.
In welchem Verhiltnis die verschiedenen stochiometrischen Komplex-Spezies
vorliegen ist nicht von der Konzentration des Zentralions abhéngig, sondern wird nur
von der Konzentration des freien Liganden bestimmt.

K, [LT

Anteil MeL  [%] T 2
1 K, [L] K, [L]” .. K

100 %
L]

n

Bei einer freien Ammoniak-Konzentration [L] von 0,01 moll' liegt praktisch kein
freies Cu®" mehr vor, sondern es liegt zu 0% Monoamin-, 3,2% Diamin-, 32,3%
Triamin- und 64,4% Tetramin-Komplex vor. Wie man in Abb. 2.5 sieht, ist die
Komplexbildung von [Cu(NH;),(H,0),]*" eine ausgesprochene Stufenreaktion. D.h.
obwohl man bei der Titration von Cu** mit NH; durch das groBe Ky einen deutlichen
Sprung am Aquivalenzpunkt erwarten wiirde, tritt dieser in Wirklichkeit nicht auf,
Anders sieht das bei den Chelatkomplexen mit Ethylendiamin oder EDTA aus. Der
Bis-ethylendiamin-Kupfer—Komplex [Cu(en),]*" hat ein Kz von 0,510°° I’mol*; der
Cu-EDTA-Komplex [CuEDTA]* ein Ky von 10'** I'mol™ [107].

Die Stabilitdt von Komplexen ist stark vom pH-Wert abhéngig. Im allgemeinen ist die
Stabilitit der Komplexe kleiner je saurer die Losung ist. Im Sauren liegt z.B.
Ammoniak als Ammoniumsalz vor. Die Gleichgewichtskonstante K der Reaktion von
Cu’” mit Ammonium (zum Tetramin-Komplex und 4 H') ergibt sich aus der

Saure/Basenkonstante (pKBAmmoniakZ 4,75; pKSAmmoniumZ 9,25 [107]):
K 1013,3 (10 9,25 )4 10 23,7

In saurer Losung existiert der Komplex nicht, da seine Bildungskonstante zu klein ist.
Umgekehrt fiihrt die hohe Stabilitidt der Chelat-Komplexe dazu, dass das Kation aus
dem protonierten Liganden das H' freisetzt. Mischt man bei pH 7 bsw. Cu’" mit
EDTA, so wird die Losung sauer (EDTA: pK™=10,26, pK¥=6,16, pK*=2,67,
pK*=2,0 [107]). Aus der EDTA werden 2 H' freigesetzt:
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K 1018,8 10 10,26 10 6,16 102,38

Natiirlich ist auch [CuEDTA]” in angesduerter Losung weniger stabil. Neben dem
Maskierungseffekt haben die Liganden auch ganz allgemein einen Einflufl auf das
Redoxpotential des Zentralatoms bzw. —ions. Der Effekt riihrt daher, dass die
Liganden verschieden stabile Komplexe mit der oxidierten bzw. reduzierten Form
eines Metalles bilden. Das Standard-Redoxpotential von Fe"/Fe*” betrdgt 0,771V [97].
Mit o-Phenanthrolin (phen, Ferroin) bilden sowohl Fe’ als auch Fe®" chirale

oktraedrische 1:3-Komplexe.

Schwermetall Redoxpotential [V]
[Fe(phen);IW [Fe(phen);]*" 1,15
[Fe(bpy)s]” / [Fe(bpy)]'" 0,96
| A N N Fe*" aq/Fe’ aq 0,77
_N N7 N N7/ 0N [Fe(CN)s]'" / [Fe(CN)]*" 0,36
| Me | ’\ll Me l\ll Hémoglobin 0,17
NT—N Myoglobin 0,05
S / yog s
| N \ d \N Cytochrom a 0,40
F Cytochron ¢ 0,26
Cytochrom b 0,04
phen Rubredoxin -0,06
Bakterienferredoxin -0,42
Abb. 2.6 optisch aktive o-Phenanthrolin -Komplexe Tab. 2.4 Redoxpotentiale einiger Eisenkomplexe [97,107]

[Fe(phen);]*" ist rot und stabiler (Kg= 10°"") als das blaue [Fe(phen);]"" (Kg= 10'*%
[107]. Bet Austausch von aq gegen phen erhoht sich das Oxidationspotential:

0,059V Fe(phen), ° 10'**

E E’ 0,77V 0,059V lg—— LI5V
n Fe(phen), ° 10°

0,7

Liganden die andererseits Fe®" viel stirker binden als Fe*" — wie z.B. Fluorid oder
Cyanid — erniedrigen chs Redoxpotential. Eisen(III) ist in der Lage Iodid zu Iod zu
oxidierten. Durch Zugabe von Fluorid féllt das Redoxpotential von anfinglich 0,771V
unter das von Iod/Iodid (E’=0,54V) und die Oxidation findet nicht mehr statt [97]. Fiir
der Lipidperoxidation heif3t das, dass Schwermetalle entweder durch stabile Komplexe
mit mehrzdhigen Liganden (wie EDTA) direkt maskiert werden konnen, oder
andererseits durch Verschiebung des Redoxpotentials sowohl aktiviert als auch
maktiviert werden. Neben den Komplexbildungseigenschaften der Phospholipide als
solches, sind auch die Effekte von Reaktionsprodukten, insbesondere beim PE, von
Interesse. So bildet bsw. das Maillard-Reaktiosprodukt Maltol nur zweizédhige
Komplexe, wdhrend das -Amino-Lysin-analoge Produkt Maltosin dreizdhnig ist

[217].
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2.3. Untersuchungen und Ergebnisse

2.3.1. Phosphatid- Standards — 1%ig in Ethyllinolat bei 60°C

Die Wirkung der einzelnen Phosphatide auf Schwermetalle wurde mit Hilfe der
Dipalmitoyl-Standard- Verbindungen (PC, PE, PI, PA) an Ethyllinolat bei 60°C
untersucht. Die direkte Untersuchung der Pflanzenlecithine liefert aufgrund des
unterschiedlichen Anfangsschwermetallgehalts keine aussagekriftigen Ergebnisse
[165]. Hier wire eine Abtrennung der Schwermetalle iiber Sdulenchromatographie

—z.B. an Kieselgel- notwendig [5,232]. Um einen Vergleich zu haben, wurde aber
auch die Wirkung von zusitzlichen Metallionen auf SL1 bestimmt. Als Schwermetalle
wurden wegen der praktische Relevanz Eisen und Kupfer ausgewaihlt. Eisen wurde als
FeCl; x 6H,0 und Kupfer als Cu(CH;-COO), x H,O in ethanolischer Losung zu einer
0,1g/ml Ethyllinolat-Losung (Chloroform/Methanol 3+1) zugesetzt. Vorher wurde das
entsprechende Phosphatid in einer Menge von 1% —bezogen auf das EL— zugegeben
(333ul einer 3000pg/ml-Losung in Chloroform/Methanol 3:1). Von der 0,1g/2ml
Ethyllinolat Losung wurden je 100ul in 1,5ml-Vials pipettiert (13 Vials a 5Smg
EL/Vial). Nach Vertreiben des Losungsmittels am Stickstoffstrom wurde bei 60°C fiir
12h gelagert und stiindlich der Verderb iiber die Extinktion bei 233nm verfolgt. Dazu
wurde je Vial 1ml Hexan zugegeben und 200ul in der 1cm-UV-Kiivette mit 1800ul
Hexan auf 2ml aufgefiillt (1mg EL/2ml) und bei 233nm vermessen. Die Extinktion an
der Stelle t, liegt ohne Metallzugabe iiblicherweise im Bereich 0,7 — 0,9 und steigt
nach 12h bei 60°C nur um ca. 0,05. Die kritische Peroxidkonzentration, bei deren
Erreichen die autokatalytische Verderbsphase startet, liegt zwischen Extinktion: 1,2 —
1,4. Innerhalb von 1-2h steigt die Extinktion dann auf iber 2,5. Als kritische

Schwermetall-Konzentration fiir den Versuch wird willkirlich die Metallionen-

Konzentration definiert, die nach 10h bei 60°C einen Verderb verursacht (Extinktion

>1,4). Dadurch wird ein Vergleich der Eisen- und Kupfer-inaktivierenden Wirkung
der einzelnen Phospholipide mdglich, ohne die Messzeit verlingern zu miissen. Es
wurden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt.

Bei der Arbeit mit Ethyllinolat treten prinzipiell zwei Probleme auf, die an dieser

Stelle kurz beschrieben werden sollen.
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

a.) Alterung

Bei der Lagerung von Ethyllinolat tritt in Abhéngigkeit der Temperatur mehr oder weniger schnell der oxidative
Verderb ein. Im oberen Versuch duBert sich der Verderb im Anstieg der Extinktion an der Stelle ty. Da die
kritischen Metallionenkonzentrationen mit steigendem ,,Vorverderb® abnehmen, muss der Frische des
Ethyllinolats besondere Beachtung geschenkt werden. Im allgemeinen reicht es, das Linolat bei < 4°C unter
Stickstoff aufzubewahren und strickt Kontaminationen zu vermeiden. Um einen Vergleich der
Wechselwirkungen der einzelnen PL mit verschiedene Schwermetallen zu ermoglichen, miissen alle Versuche

mit der gleichen Charge Ethyllinolat durchgefiihrt werden.
b.) Glaseffekte

Es wurden farblose und braune 1,5ml-Vials aus Duranglas verwendet, die aus Bor-Aluminium-Silikaten
bestehen. Die braunen Gefifle haben den Vorteil, dass der lichtinduzierte Verderb unterdriickt wird.
Andererseits wird die Braunfirbung durch tempern mit einer Paste aus Mangan und Eisenoxiden erreicht.
Tatsdchlich ldsst sich iiber das kochen der Gefdfle mit NaOH naflichemisch eine Mangan und Eisenlédssigkeit
zeigen. Interessanterweise zeigen aber auch neue Weilliglas-Vials prooxidative Effekte. Diese miissen mit der
Beschaffenheit der Glasoberfliche zu tun haben. So ist bekannt, dass z.B. Aceton sehr stabil als Acetal an der
Silikat-Oberflache gebunden werden kann [207]. Es wurden daher alle Versuche mit den gleichen Vials
durchgefiihrt. Sie werden in der Laborglas-Spiilmaschine gespiilt und bei 550°C fiir 2h gegliiht, nochmals nur

mit dest. Wasser (ohne Spiilmittel) gespiihlt und wieder gegliiht.

0 T 3T
Phosphatid Cu™ [ppm] Fe* [ppm] Schwermetall-Inaktivierung
[ppm] 80

Blindwert 1,4+0,2 3+£04 O cCu(n
Dipal.-PC <0,1 £0,04 <0,1 £0,06 700 O Fe(lll)
Dipal.-PE 2,5+0,3 32+£38 600
Dipal.-PI 3+0,3 37+4,1
Dipal-PA 430 +35 465 + 45 500 -
SL1 62+55 275 +£25 i
Tab. 2.5 kritische Metall-Konzentration (EL/1%PL, 10h, 60°C) 400
Phosphatid Kotz [I" mol”] | Kpeprops  [I'"mol™] 300

108 . 8 108 8 200
Dipal-PA 3,0°10°+£2,7° 10 3,1'10°+2,9°10
Dipal.-PI 7,5 -10§ +£2,5° 10j 8,0 10: :kZ,O'le 100
Dipal.-PE 4,.0 100 £2,0°10° 4510°+1,5°10 0 A M
Tab. 2.6 Kg hypothetischer MePL,-Komplexe i i i i i

B PC PE Pl PA SL1

Abb. 2.7 kritische Metall-Konzentration (EL/1%PL, 10h, 60°C)

Mit Dipal.-PC lassen sich Spuren von prooxidativem Cu’" bzw. Fe’” nicht
inaktivieren, im Gegenteil die Schwermetalle werden sogar aktiviert (prooxidativ).
Dipal.-PE und -PI sind nahezu inaktiv und zeigen nur eine schwache Maskierungs-
Wirkung. Thre Wirkung auf Eisen ist etwa um den Faktor 10 groBer, als die auf
Kupfer. Die freie Phosphatidsidure zeigt als einzigstes Phospholipid eine deutliche
Inaktivierungswirkung. Sie ist fiir Kupfer und Eisen im Rahmen der Fehlergrenzen

gleich. Sojalecithin 1 (SL1, Asolectin) inaktiviert Eisen besser als Kupfer. Diese

Beobachtung muss mit dem Eigengehalt an Schwermetallen in Verbindung stehen
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

(vgl. Abs. 1.3.). Interessant ist, dass die Menge an Eisen, die inaktiviert wird, groBBer
ist als bei den Einzelkomponenten ermittelt. Ein Umstand, der sich moglicherweise
aus den Bridunungs-Reaktionen des PE’s oder einer GL-Schwermetall- Affinitét ergibt.
Andererseits muss beachtet werden, das der Effekt auch durch Begleitstoffe
(Antioxidantien) oder Begleiterscheinungen vorgetduscht sein kann. So bewirkt z.B.
0,05% -Tocopherol im Ethyllinolat schon eine Steigerung des Blindwerts beim Eisen
von 3 ppm auf 9,5 ppm (bei 60°C unverdorben bis 10h). Aus der Wirkung der
Phosphatidsédure ergibt sich die besondere Bedeutung der anionischen Phosphatgruppe.
Sie ist offenbar in &r Lage Cu”" — bzw. Fe’* — Ionen in Form inaktiver Salze zu
binden. Moglich sind stabile Komplexe oder undissoziierbare Salze. Diese miissen
aufgrund der Alkylketten nicht notwendigerweise in der Fettphase unldslich sein. Wie
Abb. 2.7 zeigt, bindet 10.000 ppm Dipal.-PA (1%) ca. 450 ppm Fe bzw. Cu. Das ist
etwa der 22ste Teil seiner Eigenmasse. Tatsdchlich ist das Molmassenverhiltnis von
Schwermetall zu PA in CuPA, ca. 1:20 und das in [FePA,(H,0),] ca. 1:23.

Mc,: 63,6 g'mol'1

Mg.: 55,9 g'rnol'1

MpA: 649 g‘mol'1 (Mpg: 691 g‘mol'l, Mp;: 811 g‘mol'l)

Es lassen sich demnach zweizéhnige Chelatkomplexe mit PA vermuten. Der Versuch
CuPA, herzustellen und mit NMR zu charakterisieren schlug allerdings fehl. Eine
NMR-Charakterisierung des Eisenkomplexes wurde nicht versucht, da bei
octaedrischer Koordination verschiedene Stereoisomere zu erwarten sind — (jeweise

noch doppelt wegen der unsymmetrischen Struktur des PA):

ERANBRZANERZAY

PL trans cis

Abb. 2.8 hypothetische Stereoisomere von [FePAx(H,O)]"

Der geringere Inhibierungseffekt mit PE und PI konnte auf eine geringere

Komplexstabilitat zuriickgehen. Unter der Annahme, dass Phospholipide grundsétzlich
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

als zweizdhnige Liganden auftreten und mit Kupfer bzw. Eisen MePL,-Komplexe
bilden, lassen sich aus den ermittelten Daten Kg-Werte abschétzen (Tab. 2.6).
Alternativ  konnte man auch mit den Dissoziationskonstanten {iber das
Loslichkeitsprodukt (K;) rechnen. Die PA-Komplexe sind mit Kz ~ 10° 1** mol™
erwartungsgemadll am stabilsten. Die nichststabileren Komplexe bildet PI. Sie sind fiir
Fe’™ aber bereits um 3 Zehnerpotenzen (ca. Faktor 4.000), und fiir Cu®” sogar um 4
Zehnerpotenzen (ca. Faktor 40.000), labiler. Da die Eisenkomplexe stabiler sind,
inaktivieren PE und PI Eisen immernoch besser als Kupfer (ca. Faktor 10). Im Falle
des PC muss davon ausgegangen werden, dass sich tlberhaupt keine inaktiven
Komplexe bilden. Die beobachtete prooxidative Wirkung konnte darauf zuriickgehen,
dass z.B. beim Hexaqua-Eisen(III)-Ion die Solvatabschirmung aufgrund einer starkerer
Affinitdt der Wassermolekiile zum PC-Zwitterion aufgehoben wird. In der Folge
wiirde es zu einen pH-abhédngigen Eintrag in die Fettphase kommen. Es stellt sich die
Frage, ob es zwischen einer Kupfersulfatlosung und einer dariiber liegenden PC-
Hexan-Phase zu einem Phasentransfer des Kupfers kommt. Die Frage ist aufgrund der
zu erwartenden Ausbildung von dispersen Strukturen (Emulsionen, Liposomen) nicht
so ohne weiteres zu beantworten. Von quartiren Alkylammonium-Salzen wie
Tetrabutylammonium-,  Methyltrioctylammonium-  oder = Hexadecyltrimethyl-
Ammoniumchlorid ist die Wirkung als Phasentransfer-Katalysator fiir Oxidations-
reaktionen bekannt. So ldsst sich etwa 1-Decenal mit Methyltrioctylammoniumchlorid
in Benzol mit wissriger KMnO,4-Losung im 2 Phasensystem bei 40-50°C leicht zur
Decansdure umsetzen [229]. MnO, bildet mit dem Alkylammonium ein lonenpaar,
das in die organische Phase {ibergeht. Durch giinstige van-der-Waals-Krifte mit
Benzol wird der Verlust der Hydrathiille kompensiert. Eisen(IIl) bzw. Kupfer(Il)
sollten an der Phosphatgruppe des PC’s binden. Danach liegt das PC als Base vor,
welche das verbleibende Anion des Schwermetalls bindet. Das PE den prooxidativen
Effekt nicht zeigt, liegt vielleicht daran, dass das PE- Ammonium-Ion eine schwichere
Base ist, und deshalb keine ausreichende Menge an undissoziierten (unpolaren)
Molekiilen entsteht. Andererseits neigen Aminogruppen als solches eher dazu
Komplexe mit Schwermetallen durch Donierung ihres freien Elektronenpaars in die

unbesetzten d-Orbitale des Metalls zu bilden.
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

2.3.2. Komplexierung von Fe**

Die besondere Komplexbildungstendenz der Phosphatidsédure lédsst sich auch iiber die
Entfarbung von Fe(IIl)-chloridlosung erkennen. Jeweils 1000ug Pflanzenlecithin bzw.
Dipal.-Standardphosphatid (je 150uM) wurden in Chloroform/ Methanol (3+1) mit
0-80pg (0-143,2uM) Fe’™ (in Ethanol) versetzt und die Gelbfirbung bei 365nm
verfolgt. Zum Vergleich wurde neben den Phospholipiden auch 150uM Citronenséure
bzw. L-Ascorbinsdure eingesetzt. Um die freien Eisen(IIl)-Ionen besser sichtbar zu
machen, wurden in einen parallelen Versuch auch die durch Zugabe von 100ul
methanolischer KSCN-Losung (10mgml™) gebildeten roten Rhodanid-Komplexe bei
503nm vermessen. Die Menge an freien gelben [Fe(H,0)q]’*-Ionen wurde iiber eine
Kalibriergerade ermittelt und die Phospholipide dagegen dargestellt. Fiir die roten
Rhodanid-Komplexe wurde die zugegebene Eisen(Ill)-Menge direkt gegen die

gemessene Extinktion aufgetragen.

ithi 150uM Phosphatid
e 14 1000pg Pflanzenlecithin 70 = e 14 1] phati 0
2 = 5 —=—0 ) =
5 1, Ext. = 0,019¢ 0 = s, 12 . ——PA 1 gy =
05 R2=0,9988I/ , 3 X /‘/ bC 3
1 50 — 1 ——PE T 50
/ /] R [ el e
0,8 A 40 = 0,8 Asc. T 40 =
/= 1 /
0,6 —e—SL1 T 30 0,6 30
[ )| /4 /
0,4 sL3 T 20 0,4 20
—— /4 /
0,2 1 —e—SoL T 10 0,2 10
Linear (0 (B)) f J
0 r —— 0 0 A 0
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
[Fe™] [uM] [Fe™] (uM]
Abb. 2.9 Entfarbung von Eisen~(11I)-chlorid Abb. 2.10 Entfarbung von Eisen-(I1I)-chlorid
1000ug Pflanzenlecithin 150uM Phosphatid
e 25 e 25
& —=—0(B) 3 —a—0(B)
84_2 ——Sl1 © ? —a—PA
g 2 ! sL2 a2 PC
/ SL3 [ /[ —e—PE
15 —a—RL 15 —*—Citr.
/ ——SolL Asc.
1 /; 1 /// //‘
05 /// 05
0 r r r r r r r 0 =g I | T T T
0 20 40 60 80 100 120 140 160 0 20 40 60 80 100 120 140 160
[Fe™] [uM] [Fe™] [uM]
Abb. 2.11 Entfarbung von Eisen-(I11)-chlorid + KSCN Abb. 2.12 Entfarbung von Eisen~(III)-chlorid + KSCN
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

Man kann erkennen, dass die Pflanzenlecithine nur einen geringen Schwermetall-
Komplexierung zeigen. Betrachten man die Phosphatide selbst, fdllt der deutliche
Effekt von Dipal-PA auf. Die Diagramme sind direkt vergleichbar, da 150uM PA
etwa 1000pg/ml entsprechen. 150uM PA inaktivieren zwischen 50 bis 70uM Fe’”,
was gut mit der Vorstellung von 2- bzw. 3-zdhnigen Komplexen iibereinstimmt. Auch
Ascorbinsdure entfiarbt im Gegensatz zur Citronensdure Eisen(IIl)-Salzlosung. Sie
wirkt aber durch Reduktion.

Mit KSCN ist die Komplexbildung zwar visuell besser zu erkennen, hier treten aber
einige zusitzliche Probleme auf: Die Kalibrierfunktion ist aufgrund der Eigen-
dissoziation der Rhodanid-Komplexe keine Gerade. Auch ist die Farbung stirker vom
pH-Wert abhingig, wie man bei Citronensédure sieht, welche eine Farbintensivierung
bewirkt. Der groBBere Effekt von PA im Vergleich zu den anderen Phosphatiden ist
aber ebenfalls zu erkennen. Die einzelnen Pflanzenlecithine unterscheiden sich nicht
signifikant.

In Ethyllinolat bei 60°C wurde weiterhin die Eisen(III)-Inaktivierung durch 1% SLI1
nach 15-miniitiger Braunung bei 150°C untersucht. Gearbeitet wurde mit Eisen(III)-
chlorid-Hexahydrat; die Induktionsperiode wurde {iiber die Extinktion bei 233nm
bestimmt (7.3.5.). Die Grafik zeigt, dass das Vermdgen Fe’" zu inaktivieren mit der
Braunung des Sojalecithins ansteigt. Allerdings ist bei der Interpretation der
Ergebnisse zu beachten, das die Schwermetallinaktivierung auch durch andere Effekte
— etwa durch die Bildung antioxidativer Stoffe wéhrend der Braunung — vorgetduscht

sein kann.

Ethyllinolat 60° osL1
1277 | O SL1 (gebraunt)

ting. [N]

1019 | =

100 200 300 400 600
ppm Fe**

Abbildung 2.13 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 60°C,
1% SL1 gebraunt fiir 15min bei 150°C
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2. Wechselwirkung mit prooxidativen Schwermetallen

2.3.3. EinfluB von PE auf den Cu-induzierten Abbau der Tocopherole

Die prooxidative Wirkung von Kupfer wurde in einem raffinierten Rapsdl mit und ohne
Zugabe von 1% Dipal.-PE bei 110°C verglichen. Als Parameter wurde der Abbau der
Tocopherole tiber HPLC verfolgt (7.2.2.). Mengen von 0 — 4 ppm Kupfer wurden in Form
von Kupfer(Il)-myristat in Chloroform zu je 0,3g Raps6l in 1,5-ml-Vials gegeben. Nach
Vertreiben des Losungsmittels am Stickstoffstrom wurde im Trockenschrank auf 110°C
erhitzt. Rapsol enthdlt - und -Tocopherol. Der synergistischen Schutzeffekt, den
Phosphatide auf Tocopherole haben, wird in Abschnitt4 noch genauer betrachtet. Hier soll
zunéchts nur geklirt werden, ob der insbesonders beim PE auftretende Effekt mit einer
Schwermetallwechselwirkung in Verbindung steht. Im Blindversuch ist zu sehen, dass
bereits 0,1 — 0,3 ppm Cu®* einen prooxidativen Effekt haben. Der verzdgerte Abbau der
Tocopherole infolge der Zugabe von Dipal-PE wird aber nicht durch eine
Schwermetallinaktivierung verursacht, denn die Abbauzeiten reduzieren sich schon mit

0,1 ppm Cu** wieder deutlich.

Raps
o) 700 T
=)
S, 600
= ———
g S0 g
= AV
N 400 ‘ 5\ -
c B Y \ Konz. Abbauzeit der Tocopherole [h]
2 300 T 3 Cu ohne PE mit 1% PE
N, \
\\\L* \ [Hg/ g]
200 ] \‘\ ﬂl—*\ A
100 %:\ " \ \‘ 0 1,05 41 16,5 17,9
NN 0,07 095 |35
0 =2 0,1 0,9 32 11,0 13,7
0 1 2 3 4 5 0,2 08 2,5
t[h] 0,3 0,75 1,8 10,6 11,3
0,4 0,7 1,5
Abbildung 2.14 Toc.-Abbau in raff. Rapssl (1) nach Zusatz von Tabelle 2.7 Abbauzeit der Tocopherole in raff. Rapsol (1) nach
Cu (gestrichelte Linie: ohne; diinne Linie: 0,1ug/g; dicke Linie: Zusatz von Cu (Cu-(Il)Myristat) bzw. Cu und PE
0.3ng/g)
Raps
=5 Raps = 20 p: [}
= - = 18 o
4 <2 e 16 ™ 0 PE
\\ D
k\i\ 14 — PE
3 S 12 — —
= I~ 10 1 I_
2 S 8 L
—_— 6 I_
1 e S S 4 ] :_
2 = |
0 0 i —1 — 1
0 0,1 0,2 0,3 04 0 0,1 03
Konz. Cu [ug/g] Ol Konz. Cu [ug/g] Ol
Abbildung 2.15 Abbauzeit der Tocopherole in raff. Rapsol (1) Abbildung 2.16 Abbauzeit der Tocopherole in raff. Rapsol (1)
nach Zusatz von Cu nach Zusatz von Cu bzw. Cuund 1% PE
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

3.1. Oxidationsprodukte der Linolsdure — sekundire Produkte

Die Hauptprodukte des -Spaltung der Linolsdurehydroperoxide (Abb. 2.2, 2.3, 3.1,
Tab. 3.1) sind Hexanal, trans-Heptenal, cis- und trans-Octenal, trans-cis— und
trans-trans—2,4-Decadienal, Octansiure, 8-Oxooctansidure und 9-Oxononansidure. Das
trans-2-Heptenal und 10-Oxo-8-decenat entstechen aus dem nur bei der Photo-
oxigenierung gebildeten nichtkonjugierten 10- bzw. 12-Hydroperoxid. Sie zeigen das
Auftreten von Singulett-Sauerstoff an. Als Zwischprodukte treten Dioxolane auf. Die

Sauerstoffbriicke tiber C11 ist cis konfiguriert [162].

Verbindung Methyllinolat 11

Licht Licht/Methylenblau ==

[%] Linolsaure

Hexanal 11,5 7,1
2-Pentylfuran 0 21 3)0/ 9,
(E)-2-Heptenal 4,2 18,2 66% 33%
(E/ Z) -2-Octenal 0,6 3,0 X Octanat 2-Heptenal/
(E)-2-Nonenal 02 0.6 R ¥ g criosudd Lo
(E)-3-Nonenal <0,1 0,9 Ao
(E,Z)-2,4-Decadienal 8,5 53
(E,E)}2,4-Decadienal 17,8 10,0 OOH OOH
1-Octen-3-on <0,1 0,5 9-/13-HP 10-/12-HP
1-Octen-3-ol 1,2 1,7 £z
Methyloctanat 29,0 182 = l \ ‘0,
Methyl8-oxooctanat 2,1 1,3
Methy}9-oxononanat 13,6 75 o (23;53‘%‘;;3”"3’ 1 oon ) OOH
Methy}8-(2 -furyl)-octanat 0,2 0,3

Tab. 3.1 Oxidation von Methyllinolat [73]

(13)

Pentan/ Hexanall | = ‘OH 2-Heptenal/ Hexanall
Verbindung Rinderialg T PT 9 Epidoide 1o, | 0, [0n, Diowolane o
PC PE
[ Peak- Area]
Hexanal 20600 52900 (13) (13),
2-Pentylfuran 15600 32200 PWNJE—/\WV — 1|1
2-Heptenal 36300 951 Octanat
2-Octenal 31800 2620 Epoxide 2-Alkenale
2-Nonenal 13400 171 /
2-Decenal 32300 214 0
(E,Z)-2,4-Decadienal 26800 124
(E,E)-2,4-Decadienal 26400 676 ’_/\W/ I—A ’—AJ
1-Octen-3-0l 25500 30700 J . IS o
2-Heptanon 2900 51400
2-Nonanon 417 13600 lPE lPE lPE
2-Decanon 486 30000
4-Methy}2-pentanon 24300 224
Mesityloxid (4-Methylpent-3-en-2-on) 1560 48700 ! 5 O\/
Tab. 3.2 Oxidation von Rindertalg mit Zusatz von Phospho-
lipiden [48]
R £ RPE

P
lipophile Pyrrole
l 5 v/
p-Anisidin  p-(Dimethylamino)- RpE
benzaldehyd

OCH, (fliichtig) AN (rot)

Abb. 3.1 Oxidation von Linolséure [59,162] und Bildung von
Pyrrolen [89]
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Singulett-Sauerstoff kann auch direkt an das 9- bzw. 13-Hydroperoxid in der
jeweiligen cis-cis—Form addieren. Diese entstehen durch eine elektronische Anregung
der p-Elektronen in die nichtbindenden *-Orbitale, was eine freie Drehbarkeit
ermdglicht. Durch die (2+4)-Cyclo-Addition entstehen Epidioxide, deren -Spaltung
zu Furanderivaten fiihrt [162]. A. Stephan [228] fand in Sojalecithin vergleichbare
Mengen von 2-Pentylfuran und Hexanal (300ppm). 2-Pentenylfuran findet man als
fliichtige Verbindung bei der Oxidation der Linolensdure [31].

Durch Abspaltung von OH-Radikalen konnen die konjugierte Hydroperoxide der
Linolsdure auch Allyl-Epoxide-Radikale generieren, die an C11 oder C9 bzw. C13
Sauerstoff anlagern und Hydroperoxy-Epoxide bilden. Aufgrund von Kifig-Effekten
kommt es auch zur direkten Wiederanlagerung der OH-Radikale an die Allylstellen
unter Bildung der entsprechenden Hydroxyl-Epoxide [59]. Unter N, und unter
Anwesenheit von -Tocopherol bilden die konjugierten Hydroperoxide die Allyl-
Epoxy-Radikal-Rekombinationsprodukte mit dem Tocopheryl-Radikal [59].

Uber die Entstehung von Pyrrol-Strukturen aus den Epoxiden bei der Reaktion mit PE
wird von der spanischen Arbeitsgruppe um F.J. Hidalgo berichtet [89]. Danach
reagiert PE mit dem oxidativen Stressprodukt 4,5(E)-Epoxy-2(E)-heptenal zu einem
Hydroxyalkylpyrrol (Analog Abb. 3.1)[258]. Fiir die Farbreaktion mit Ehrlich-
Reagenz (p-(Dimethalamino)benzaldehyd) verwendeten sie 1-[1-(2-Hydroxyethyl)-
1 H-pyrrol-2-yl]propanol als Standard [259]. Die Polymerisation des Stoffes soll zur
Bridunung beitragen. Mit p-Anisidin konnen PE-gebundenen Pyrrole in leichter
fliichtige Verbindungen umgewandelt werden. In GC-MS-Messungen fand man neben
dem einfachen Pyrrol auch 2-Pentylpyrrol und 2-Pentylfuran [89], ein Indiz dafiir dass
moglicherweise auch Epidioxide als Precurser in Frage kommen. Die antioxidative
Eigenschaften der Verbindungen wurden in Olivendl untersucht. Sie treten nur in
Verbindung mit Tocopherolen (Synergismus) auf und sind bei polaren Pyrrolen, die
durch der -Aminogruppe des Lysins gebildet werden, stirker [89].

Neben der Peroxidumlagerung in Epoxide konnen Pyrrol-Strukturen auch iiber eine
Peroxidumlagerung in 4-Ring-Epidioxide gebildet werden [114]. Nach Morrill et al.
[169] entsteht liber diesen Weg bei der durch Eisen(IIl) katalysierten Oxidation von
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Palmitoyl- Arachinoyl-PC unter physiologischem pH u.a. auch 4-Hydroxynonenal. Der

formulierte Mechanismus ist auf Linolsdure iibertragbar.

OH
c -0
0-0 OH 5
l o /\/\)\/\/O 4:“—'2 e
=
’ ~RsH oH
- / .0
CS
HOO o+0 SR

Abb. 3.2 4-Hydroxynonenal iiber 4-Ringepoxid Abb. 3.3 Michael-Addition von Aminen und Thiolen an 4
Hydroxynonenal [197]

_N S /
\_/\_(OO. \_/\_(

S/

Ho>_/l

Da Sauerstoff die Arachidonsdure auch an C5, C8, C9, C12 oder C15 angreifen kann
entstehen eine ganze Reihe -Hydroxy- — -ungeséttigte Aldehyde. Sie reagieren im
Korper weiter zu Schiffbasen oder Michaeladdukten und spielen in der medizinischen
Diagnostik eine Rolle [197].

Uber die Peroxidzersetzung konnen Phospholipide nur dann antioxidativ wirken wenn
dabei keine Radikale gebildet werden. Eine solche Heterolyse kann sauer katalysiert,
basenkatalysiert oder konzertiert ablaufen. Der protonenkatalysierte Spalt-

mechanismus wurde 1973 von Ohlhoff formuliert [11].
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Abb. 3.4 saure Peroxidspaltung [11] Abb. 3.5 Hock sche Phenolsynthese [13]
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Er entspricht mechanistisch der Hock’schen Phenolsynthese (1954) [13]. Dabei wird
Cumol oxidiert und mit verdiinnten Sduren in Phenol und Aceton gespalten. Wird
anstelle von Cumol Ethylbenzol eingesetzt, enthdlt das entstehende Hydroperoxid, wie
die Hydroperoxide der Fettsduren noch ein H am Hydroperoxid-C-Atom, durchliuft
aber analog die Hock-Fragmentierung und bildet als Hauptprodukte Phenol und
Acetaldehyd [120]. Bei erhohter Temperatur bildet -Phenyl-Ethylhydroperoxid im
Sauren zunehmend Acetophenon, das auch das Hauptprodukt des eiseninduzierten
radikalischen Zerfalls ist. Hierbei bildet sich mit der Sdure (z.B. Essigsdure) unter
Wasserabspaltung ein Peroxyester, der unter Deprotonierung das -Wasserstoffs in
Acetophenon und die entsprechende Séure zerfillt [120].

Bei der Hock-Spaltung bewirkt zundchst das Proton der Sdure die Ablosung der
Hydroxylgruppe in Form von H,O aus dem Linolsdure-Hydroperoxid, wobei
intermedidr eine positive Ladung am Sauerstoff auftritt. In die Octettliicke des
Sauerstoffs wandert der Allylrest als Anion — es findet keine Hydrid-Wanderung statt,
da diese beim -Phenyl-Ethylhydroperoxid letztlich Acetophenon bilden wiirde, das
man aber bei niedrigen Temperaturen nicht findet. Uber die irreversible Umlagerung
des Oxonium-Ions in ein stabileres Carbokation lagert sich Sauerstoff in die C-Kette
der Linolsdure ein. Durch die Addition eines Wassermolekiils (oder OH") bildet sich
ein Halbacetal, das im Fall des 13-Linolsdurehydroperoxids in Hexanal und 12-Ox0-9-
dodecensidure (in der Enolform) zerfallt. Tatsdchlich fanden Sheldon et al. [34] bei der
Peroxidation der Linolsdure (70°C; 2,5h) unter Zusatz von PE (2:1) etwa die doppelte
Menge Hexanal. Bei Zusatz von PC (2:1) fanden sie immerhin noch ca. 1,5 mal mehr
Hexanal als beim Linolsdureblindwert. Zudem verringerte sich parallel die Menge an
Pentan, das aus der -Spaltung des 13-Hydroperoxids resultiert.

Die beschriebende Hock-Spaltung von Fettsdure-Hydroperoxiden in zwei Aldehyde
beobachteten Grosch et al. 1981 — allerdings bereits unter aprotischen Bedingungen
[72]. Nach Gardner et al. [61] wird das 13-Hydroperoxid der Linolsdure in protischen
Losungsmitteln durch Sduren nur in geringem Umfang gespalten. Sie zeigten weiter,
dass das Losungsmittel — z.B. Methanol — in die Reaktion eingehen kann. So bildet

sich nach Protonierung und Wasserabspaltung unter Beteiligung der Allyl-
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zertierte Hydrolyse von Hydroperoxiden [61]

doppelbindung ein mesomeriestabilisiertes Epoxid-Kation aus, welches nukleophile
Losungsmittel anlagert. Dabei bildet sich bevorzugt die threo-Form des Methoxy-
Epoxids. Ein 9-Methoxy-Epoxid — durch die Mesomerie des Kations — konnte zwar
nicht direkt nachgewiesen werden, dafiir aber die durch Methanol-Hydrolyse daraus
resulierende Dimethoxy-Verbindung. Auch phenolische Verbindungen, wie z.B.
Tocopherole konnen derartige Additionsverbindungen bilden [121]. Auffillig ist die
Ahnlichkeit zum konzertierten Spaltmechanismus. Nach Hamberg und Gotthammar
[76] wird das 13-Hydroperoxid der Linolsdure bei 100°C in Ethanol/Wasser unter
O,-Ausschluss u.A. zur 12,13-Epoxy-threo-11-hydroxy-9-octadecensdure umgesetzt.
Durch Isotopenmarkierung konnten die Autoren zeigen, dal3 die OH-Gruppe zu 90%
aus dem zugesetzten Wasser stammt und das Produkt damit nicht iiber radikalische
Peroxidspaltung (Epoxidumlagerung) und den solvent-cage-Transfer von HO" entsteht.
Nach der threo-Struktur, lagert sich HbO auf der gleichen Seite an auf der auch die
Etherbriicke entsteht.

Basen induzieren die Disproportionierung von Hydroperoxiden. Wasserstoffperoxid
selbst zerfillt beim Erhitzen mit Natronlauge in O, und H,O. Der peroxidische
Sauerstoff disproportioniert hierbei formal von Oxidationszahl —1 zu 0 und 2.
Zunichst wird H,O, zum Hydroperoxid-Ion deprotoniert. Dieses reagiert gemal einer
nukleophilen Substitution mit einem weiteren H,O,-Molekiil, wobei OH abgespalten
wird. Die gebildete ,,Hydro-Ozon-Struktur ist instabil und zerfdllt in O, und HO
[97]. Hydroperoxide reagieren unter Baseneinfluss primér zu den korrespondierenden
Alkoholen. Frankel [56] formuliert den Mechanismus (a) als nukleophilen Angriff auf
die Hydroperoxidgruppe unter Bildung von HO,. Cumol-Hydroperoxid reagiert bei
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90°C in konzentrierter Alkalilosung nur langsam. Die Reaktion lduft mit 20mol%
Lauge sehr viel schneller ab, als mit einem vollen Alkali- Aquivalent [119]. Das spricht
dafiir, dass das Hydroperoxid-Anion (ROO) das eigentliche reaktive Agens ist, dass
—in Analogie zum HO,— ein weiteres undissoziiertes Hydroperoxid angreift. Unter
Sauerstoffentwicklung entstehen neben -Cumylalkohol als Hauptprodukte auch
Acetophenon und Benzoesdure. Im Gegensatz zur Hock-Fragmentierung bleibt im
Basischen das C-Geriist also weitgehend erhalten. Das gilt auch fiir die unter
drastischeren basischen Bedingungen mogliche Eliminierungsreaktion [222], die durch
die Deprotonierung des geminalen H-Atoms eingeleitet wird (b). Das entstehende
konjugierte Linolsdureketon ist stabiler als der korrespondierende Alkohol und kann
daher auch durch Oxidation daraus hervorgehen. Wie Isotopen-Untersuchungen
zeigen, konnen die auftretenden Peroxid- Anionen Sauerstoff direkt z.B. auf Alkohole
tibertragen [119]. Antioxidantien wie bsw. Ascorbat beschleunigen daher auch die
Bildung des Alkoholats. Gleiches gilt fiir Cystein, das nur im Basischen als Thiolat-
Anion nukleophil genug ist, um die Dissproportionierung zum Alkohols zu bewirken
[59].

Nach Untersuchungen von Saito & Ishihara [205] geht der peroxidzersetzende Effekt
der Phospholipide nicht auf deren Phosphorsduregruppe zuriick, sondern wird durch
die basischen Aminkomponenten verursacht. An Modelluntersuchungen mit ver-
schiedenen Aminen — 1%ig in Sardinenol bei 40°C fiir 5d — erkannten sie eine
Abhédngigkeit des Effekts vom pKgp-Wert. Anilin und N-Methylanilin mit pKg > 9
waren inaktiv, n-Hexylamin, N-Methyl-n-Hexylamin und N,N-Dimethyl-n-Hexylamin
(pKg: 3,4; 3,4 und 3,7) zeigten einen mittleren Effekt, wihrend die starken Basen N-
Benzyltrimethylammoniumhydroxid (Triton B) und 1,1,5-Diazabicyclo[4,3,0]non-5-
en (pKg < 2) auch die stirkste antioxidative Aktivitdt im untersuchten Sardinendl
besaBlen. Fiir Cholin und Ethanolamin ermittelten sie ebenfalls hohe Effekte. Da
Ethanolamin mit pKg = 4,4 eine vergleichbar schwache Base wie n-Hexylamin ist,
vermuten sie eine Aktivititssteigerung durch die -OH-Gruppe, die iiber eine
Wasserstoffbriicke zum H der NH,-Gruppe deren Nukleophilie erhoht. Das freie
Elektronenpaar des Stickstoffs soll dann das -OH des Hydroperoxids (als OH")

tibernehmen und zum Hydroxylamin werden, wihrend das Alkyloxid- Anion das frei
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werdende Proton iibernehmen und damit zum Alkohol wird. Auch Diethanolamin und
Triethanolamin haben vergleichbare antioxidative Wirkung, nicht aber die
Phosphatester- und Methylether-Derivate. Nach Tsai & Smith [238] hat Cholin in
freier Form oder phosphoryliert in Methyllinolat-Emulsionen sowohl bei pH 7,9 als
auch bei pH 10,2 einen geringen prooxidativen Effekt, wihrend Ethanolamin nur bei
pH 7,9 prooxidativ ist, mit pH 10,2 aber einen antioxidativen Effekt zeigt. Bei diesem
pH-Wert liegt die Aminogruppe unprotoniert vor und das freie Elektronenpaar des
Stickstoffs kann eine Wasserstoftbriicke zum Hydroperoxid-H aufbauen. Letztlich soll
das Hydroperoxid zum Alkohol disproportioniert werden [34] — im Gegensatz zum
oben dargestellten Substitutionsmechanismus entsteht kein H,O, und damit kein
Sauerstoff, vielmehr wird PE zum Hydroxylamin oxidiert. Parallel kann argumentiert
werden, dass bei diesem pH-Wert das Hydroperoxid als Peroxid-Anion vorliegt, und
dieses das PE direkt zum Aminoxid oxygeniert. Aussagen zu welchen Produkten PE

hier reagiert sind in der Literatur nicht zu finden.
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3.2. oxidative Braunung

Die Bridunung von Phospholipiden ist nicht auf Reaktionen mit Kohlenhydraten im
Sinne einer Maillard Braunung beschriankt. Die nichtenzymatische Braunung von PE
wihrend der Autoxidation wurde als erstes von Lea [139] beschrieben und in den 80er
Jahren von der Prager Arbeitsgruppe um Pokorny, Tai und Janicek an Eigelb-PE néher
charakterisiert [193,195,233]. Die im Eigelb-PE enthaltenen ungeséttigten Fettsduren
werden bei 40°C leicht oxidiert. Die gebildeten Hydroperoxide werden dann unter
Einwirkung der primdren Aminogruppe zu farblosen Sekundirprodukten zersetzt, die
schnell in gefarbte Stoffe iibergehen [193]. Wie aus dem Schema in Abb. 3.9

hervorgeht, werden hier Schiff-Basen als Schliisselintermediate angesehe n.
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Abbildung 3.8 Briaunung von PE mit Lipidperoxidations- Abbildung 3.9 Briunung von PE mit Lipidperoxidations-
produkten — Bildung von Pyrrolkondensaten [62,259] produkten [193,233]

Es werden fast ausschlieBlich stickstoffhaltige Pigmente gebildet; daneben bleiben
ca. 1/3 der Endprodukte farblos [193,195]. Eine sdulenchromatographische
Fraktionierung (DEAE-Zellulose mit Choroform/MeOH) der bei 60°C aus FEi-PE
erhaltenen braunen Verbindungen erbrachte fiir die unpolarste Fraktion (Chloroform-
Eluat, ca. 15%) ein N : P-Verhiltnis von 1,6 : 1, wihrend alle weiteren Fraktionen
(85%) ein N : P-Verhéltnis von 1 : 1 besitzen [195]. Die IR-Charakterisierung zeigt
neben Doppelbindungen (3000-3020cm™) und Carbonylgruppen (1680-1750cm™)
auch Imin-Verlinkungen (1640-1660cm™), die infolge einer Verschiebung hin zu
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kleineren Wellenzahlen (1620-1640cm™) als konjugierte ungesittigte Imine
interpretiert werden [195]. Etwa die Hélfte der oxidierten Fettsduren reagiert unter
Blockierung der Aminogruppe des Ei-Colamins (negative Ninhydrin-Reaktion) [193].
Durch die Blockierung wird das PE acider und dadurch die saure Peroxidspaltung
forciert. Diese sollte bei der predominanten Linolsdure zur verstiarkten Hexanalbildung
fiihren. Nach de la Mare et al. [155] reagiert PE mit Hydroperoxiden aber unter
Wasseraustritt zum PE-Imin und dem Fettsdurealkohol. Interessanterweise zeigt die
oxidative PE-Braunung keine lag-time. Von Pokorny et al. [233] wurde die oxidative
PE-Braunung in 3 Stufen unterteilt: (1) Entstehung von Hydroperoxide, (2) Reaktion
der Folgeprodukte (Aldehyde) mit der Aminogruppe des PE’s zu Schiff-Basen und (3)
Polykondensationsreaktionen der Schiff-Basen — bzw. Schiff-Basen mit Aldehyden —
zu braunen Pigmenten. Bei einer kinetischen Untersuchung wurde die Oxidation iiber
die Sauerstoff-Aufnahme, der PE-Abbau iiber die ninhydrinreaktive Substanz (R-NH,)
und die Brdunung iiber die Extinktion bei 400nm verfolgt. Gearbeitet wurde im
Temperaturbereich von 30°C — 100°C [233]. Die Oxidation der im Ei-PE enthaltenen
mehrfach ungesittigten Fettsduren verlduft in einer Reaktion 1. Ordnung und damit
nicht in einer autokatalytischen Reaktion 2. Ordnung. Als Grund wird u.a. ein
niedriger Peroxidgehalt, durch die Reaktion mit Aminogruppen diskutiert. Die
Bildung der Schiff-Basen ist 0. Ordnung und abhéngig von der Geschwindigkeit der
Peroxidzersetzung (limitierende Aldehydmenge). Es sei angemerkt, dass die Bildung
der Schiff-Basen selbst ein zweistufiger Prozess ist. Mdglicherweise erklart diese
Zweistufigkeit auch den Knick im -Igk — 1/T —Diagramm. Dieser befindet sich etwa an
der Stelle 0,003, also bei 333K bzw. 60°C. Pokorny et al. selbst erkldren den Knick

PE-Abbau 3
o T o
Temperatur [°C] K -lg k Sauerstoff-Aufnahmg
3 1{——PE-Abbau
30 0,004 —=—Braunung /‘}
40 0,016 25 ‘ Y
50 0,091 /
60 0,23 2 vl
70 0,38 - /‘
80 0,54 15
100 1,2 /
Tabelle 3.3 Geschwindigkeitskonstanten des PE-Abbaus bei der 1
Briunung von Ei-PE [233] )r/
05 /
0
0,0026 0,0028 0,003 0,0032 0,0034 0,0036
1T

Abbildung 3.10 Kinetik der Braunung von Ei-PE [233]
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mit der einsetzenden thermische Peroxidzersetzung und dem damit verbundenen
Anstieg an Carbonyl-Precursern. Die Bildung der braunen Pigmente erfolgt dann 1.
Ordnung. Aus dem Arrhenius-Verhalten der Reaktionen lassen sich iiber den Anstieg
in den -lgk — 1/T —Diagrammen fiir alle 3 Teilprozesse die Aktivierungsenergien
berechnen: (1) 46 kJ'mol, (2) 115 kJ'mol” (30-60°) bzw. 40 kJ'mol”" (60-100°) und
(3) 72 kI'mol™ [233]. Bei Raumtemperatur sind Reaktionen mit E, = 25kJ'mol' schnell
[8]. Die hohe Aktivierungsbarriere von Schritt (2) erklédrt die geringe Braunung von
Eigelb-PE bei niedriger Lagertemperatur. Ist die Annahme richtig, dass die thermische
Peroxidzersetzung den Wechsel zur niedrigeren Aktivierungsenergie verursacht, so
wird die Reaktion durch die PE-induzierte Peroxidzersetzung limitiert. Es steht
demnach in Frage, ob der phospholipidverursachten Peroxidzersetzung wirklich eine
entscheidene Rolle beziiglich der antioxidativen Wirkung zukommt. PS besitzt eine
stirkere antioxidative Wirkung als PE — welches aber wesentlich wirksamer ist als PC
[233]. Da sich PS von PE nur durch eine zusétzliche Carboxylgruppe unterscheidet,
liegt der Verdacht nahe, dass der sdurekatalysierte Peroxidspaltung doch die grofere
Bedeutung zukommt. In diesem Zusammenhang ist es von Interesse, dass die
Blockierung der Aminogruppe des PE’s dessen Phosphorsidureaciditidt erhoht [193].
Ein Indiz fiir die sdurekatalytische Peroxidspaltung ist der Anstieg von Hexanal im
Rindertalg bei Zusatz von PE im Vergleich zum PC-Zusatz — vgl. Tab. 3.2 S. 36 [48].
Es wird 2,5mal mehr Hexanal gebildet, obwohl die 2-Alkenale (2-Heptenal und
2,4-Decadienal) mit PE zu Schiff-Basen umgesetzt werden. Warum an deren Stelle die
entsprechenden Methylketone (2-Heptanon und 2-Decanon) auftreten ist bislang
unklar.

Neuere Untersuchungen von Hidalgo und Zamora et al. [93] beschiftigen sich mit der
Untersuchung von fluoreszierenden Strukturen wéhrend der oxidativen PL-Briunung.
Die Fluoreszenz, die eine Exitation von 345-350nm und eine Emission von 420-
430nm besitzt, entsteht hauptsidchlich durch die Wechselwirkung zwischen den
Amino-gruppen des PE’s und den durch Hydroperoxid-Spaltung entstehenden
gesittigten Aldehyden. PC entwickelt bei 37°C weder Fluoreszenz noch Braunung; PE
bildet dagegen mit Butanal leicht die beschriebene Fluoreszenz. Uber eine Sepharyl
S-200 —Séule konnten die aus Soja-PE-Hydroperoxiden entstandenen fluoreszierenden

Verbindungen in 2 Fraktionen aufgetrennt werden. Die braune Fraktion hat ein
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Molekulargewicht von ca. 90.000D und wird Aufgrund der gleichen Fluoreszenz als
Polymer der anderen Fraktion angesehen [93]. Die Fluoreszenz kann mit
Natriumborhydrid nicht zerstdrt werden. Da die spektralen Charakteristika beider
Fraktionen — auch eine UV-Absorption bei 280nm — mit denen tibereinstimmt, die man
bei Inkubation von Glutathion mit gesittigten Aldehyden erhélt, werden als Struktur
entsprechende trisubstituierte Pyridiniumsalze diskutiert. In Modelluntersuchungen
mit 4,5-Epoxy-2-heptenal (Abb. 3.8, R=C,Hs) konnten Hidalgo et al. [259]
Pyrrolverbindungen nachweisen. Diese reagieren mit Ehrlich-Reagenz (p-Dimethyl-
aminobenzaldehyd) zu roten Produkten. In raffiniertem Sojadl, versetzt mit 100-
1000ppm PE, wurde bei 80°C die Entwicklung von pyrrolisiertem-PE parallel zur
Braunung beobachtet. Die Pyrrol-Polymerisierung, die zu den braunen Pigmenten
fiihren soll, ist in Abb. 3.8 dargestellt. Als Precurser kommt das aus der Linolsdure
gebildete trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal in Frage. Der Stoff entsteht insbesondere liber
das 9-Hydroperoxid aus dem (E,E)-2,4-Decadienal, kann aber auch aus dem
13-Hydroperoxid gebildet werden [62]. Ungesittigte Aldehyde werden schneller
autoxidiert als Linolsdure [11]. Die Oxidation von 2,4-Decadienal durch Peroxide
—z.B. Peroxydecadiensdure oder 9- bzw. 13-Linolsdurehydroperoxid- fithrt in der
sogenannten Prilezhaew-Reaktion zu 4Epoxy-2-decenal [62]. Die Linolsdurehydro-
peroxide werden dabei zu den entsprechenden Alkoholen reduziert. Das 13-
Hydroperoxid spielt als Vorldufer des Epoxids eine geringere Rolle. Die gebildete
Menge erhoht sich aber durch Zusatz von Fe®"-Ionen, weshalb mechanistisch eine
Epoxidumlagerung des Alkoxy-Radikals angenommen wird [62].

Es ist vielfach versucht worden, die oxidative Bréunungsreaktion mit den
antioxidativen FEigenschaften der Phospholipide in Verbindung zu bringen. Nach
Hidalgo et al. [92] entwickelt leicht oxidiertes Soja-PE (200ppm) in Sojadl bei 60°C
im Gegensatz zu nativem PE eine antioxidative Wirkung. Der Effekt tritt bei PC und
PI nicht auf und wird daher auf die durch Beteiligung der Aminogruppe gebildeten
antioxidativen heterocyclischen Verbindungen (Pyrrole) zuriickgefiihrt. Die Wirkung
ist nur in der frithen Phase der Oxidation beschrdnkt. Spéiter wird die Amino-
Carbonyl-Reaktion durch die Fettperoxidation dominiert. Ein Zusammenhang
zwischen Braunungsgrad und Induktionsperiode konnte ebenfalls hergestellt werden

[90]. Ein Vergleich zwischen den PE-Pyrrol-Strukturen und denen, die sich bei

46



3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Reaktion von Epoxyaldehyden mit Lysin ergeben zeigte, dass die hydrophileren
Lysin-Pyrrole bessere Antioxidantien in Olen sind. So zeigt die Kombination
PC/Lysin eine bessere Wirkung als PE/Lysin. Die PC/PE-Mischung besitzt nur einen
geringen Effekt, da keine polaren Pyrrole entstehen konnen. Lysin-Pyrrole haben sich
auch als gute -Tocopherol-Synergisten erwiesen [89].

Nach Pokorny und Janicek et al. [44] konnen die Braunungsprodukte Eisen- und
Kupfer-lonen inaktivieren. Die Schwermetallbindung ldsst sich aber nicht not-
wendigerweise mit dem antioxidativen Effekt korrelieren. Die antioxidative Wirkung
brauner Pigmente aus Glyoxal/Ethylamin in Schweineschmalz (60°C) ist nur gering.
Der Effekt wird durch Zugabe von Cellulose aber wesentlich erhoht. Die
Schwermetallbindung allein kann aber nicht fiir die hohe stabilisierende Wirkung
verantwortlich sein.

Husain et al. [102] haben in den 90er Jahren die Briunung von Dipalmitoyl-PE bzw.
-PC und Eigelb-PE bzw. -PC mit deren Wirkung auf Methyllinolat bei 50°C
verglichen. Die Dipalmitoylderivate zeigten nur einen geringen Effekt und auch
keinen Synergismus mit -Tocopherol. Die Ei-Phospholipide als solches erwiesen sich
als prooxidativ, jedoch beobachteten sie nach Erhitzung auf 180°C — sowohl bei PC als
auch PE — einen antioxidativen Effekt. Sie schlussfolgern, dass der Effekt auf die
Braunung der ungesittigten Strukturen zuriickgeht und dass die Basenkomponenten
der Phospholipide keinen Einfluss haben. Auch hier wird eine Schwermetallbindung
diskutiert. Die Zugabe von 0,1% Ei-PC bzw. Ei-PE zu Methyllinolat hat auch bei
vorheriger Braunung bei 180°C (1h, 2h, 3h) keinen Einfluss auf den Verderb. Mit
Zusatz von 1% beobachteten Sie beim Ei-PC erst nach 3 stiindiger Vorerhitzung
niedrigere Peroxidwerte (nach 2d). Beim Ei-PE wurden dieser Effekt schon nach
einstiindiger Erhitzung erzielt. Interessant ist, dass eine ldngere Vorerhitzung (2h, 3h)
keinen zusédtzlichen Effekt bringt; d.h. die Peroxidzahlen sind nach 2 Tagen bei 50°C
nicht niedriger, sondern praktisch gleich denen der 1h-Vorerhitzung (sie steigen sogar
leicht an). Das legt den Verdacht nahe, dass die antioxidativen Stoffe bereits in der

frithen Phase der oxidativen Brdunung gebildet werden.
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3.3. Untersuchungen und Ergebnisse

3.3.1. Peroxidbildung und Zersetzung

a.) PL: 1%ig in oxidationsbelastetem Ethyllinolat (12h, 25°C)

Um zu bestimmen ob Phospholipide Hydroperoxide zersetzen konnen, wurden die
einzelnen Dipalmitoyl-Standardverbindungen bzw. SL1 1%ig zu einem oxidations-
belasteten Ethyllinolat zugegen. Hierfiir wurde 2g Etyllinolat 1h unter Luftzutritt in
einem 20ml-Kolben auf 110°C erhitzt. Mit Chloroform/Methanol (3+1) wurde bis zur
Marke aufgefiillt. In 25ml-Vials wurden je Iml der Losung vorgelegt und jeweils
100pg Phospholipid in Chloroform/Methanol (3+1) zugesetzt. Nach Abpusten des
Losungsmittels mit N, wurde 12h bei Raumtemperatur in Dunkeln aufbewahrt und im

Anschluss die Peroxidzahl titriert (7.3.1.). Es wurden Dreifachbestimmungen durch-

gefiihrt.
100 Ethyllinolat
S
S ®
[e]
S 80
= 70
o
O 60
50
40
30_ = s " = = e = ==
20_ | | — | | — —
wVHHHHHH HH
O T T T T T T
B PA PC PE Pl PS SL1

Abbildung 3.11 POZ von oxidiertem Ethyllinolat (1h, 110°C)
mit 1% Dipalmitoyl-Phosphatiden sowie techn. Sojalecithin
(SL1, Asolectin)

Die POZ aller Proben liegt im Bereich 30 = 1. Ein Abbau von Hydroperoxiden lie3

sich hier nicht beobachten.

b.) PL: 1%ig in EL—Einfluss auf die Bildung von Hydroperoxiden, HPLC

Der Einfluss der verschiedenen Phosphatide auf die Bildung der 4 Linol-
sdaurehydroperoxide wurde an Ethyllinolat mittels HPLC verfolgt. Die Dipalmitoyl-
Standardverbindungen von PA, PC, PE, PI und PS wurden 1%ig zu Ethyllinolat
zugegeben und bei 110°C erhitzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden die Hydro-

peroxide mit HPLC-UV bei 233nm gemessen. Zusitzlich wurden die sekundéren
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Zersetzungsprodukte bei 268nm bestimmt. Die eingesetzte HPLC-Methode (7.2.6.)
entspricht der nach Pekkarinen et al. [191]. Das Ethyllinolat wurde noch zusitzlich mit
0,05% -Tocopherol stabilisiert. Als Vergleichswerte wurden die Peroxidgehalte fiir
die Systeme EL "°¢/PE/D-Glucose und EL '°/PE/L-Ascorbinsiure (vgl. 4.3.3.)
vermessen. Diese Systeme enthalten dariberhinaus noch 0,5% D-Glucose bzw.
L-Ascorbinsdure und sind —wie in Abs. 4 und 5 noch gezeigt wird— besonders

oxidationsstabil und sollten daher kleine Peroxidwerte liefern.

268nm
PE Oh

134rans. frans
9-cis, trams

;) 15-cis, trans PC O
;"r Sdrans frans

)
=, l"'. -
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Cuas < FE 1h
f— PC e 01 PN
) 10min 3 ;

—r PC th 'Ir = ~ PEGA. th
Iv;. ii - 3 i gt P A
— I(_'|
{ PA N { PEse. 1h
4 |
r !
‘ = PE 1h —
{ PE/Asc. 8
% <
Abbildung 3.12 HPLC-UV-Trennung der Linolsdure-Hydro- Abbildung 3.13 HPLGUV-Trennung der Linolséure-Hydro-
peroxide (233nm) peroxide (233nm) und der Oxodiene (268nm)

Bei der Auftrennung der Linolsdurehydroperoxide wurden keine Grundlinientrennung
erreicht. Da die qualitative Auswertung keinen Hinweis auf eine peroxidzersetzende
Wirkung ergab, wurde auf die weitere Optimierung der HPLC-Trennung verzichtet.
Anhand der ersten drei Chromatogramme, die die Peroxidbildung der PC-Probe
zeigen, ist eine bevorzugte Bildung der beiden trans,trans-Isomere zu erkennen. Der
Verderb der PC-Probe ist nach 1h bereits deutlich fortgeschritten, gleiches gilt fiir PE,
PS und PI nicht aber fiir PA. Die Phosphatidsdure zeigt erst nach ca. 2,5h vergleichbar
hohe Hydroperoxidgehalte (nicht dargestellt). Als Grund fiir den langsameren Verderb
kann die bereits dokumentierte Wechselwirkung mit Schwermetallspuren angesehen
werden. In Abb. 3.13 oben sind die bei 268nm erfassbaren sekundiren Oxodiene der

PE-Probe dargestellt. Durch Zusatz von Glucose oder auch Ascorbinsdure in

49



3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Verbindung mit PE sind diese nach einer Stunde noch nicht erhoht. Obwohl die

Peroxidwerte der PE/Glu.-Probe nach 1h deutlich kleiner sind,

als

in der

Vergleichsprobe ohne Glucose ist kein Anstieg der Oxodiene zu messen. Der

stabilisierende Effekt ldsst sich daher nicht einfach mit einer Peroxidzersetzung

begriinden. Bei Zusatz von Ascorbinsdure und PE sind nach 1h {berhaupt keine

Hydroperoxide messbar. Dies ist auch nach 8h bei 110°C noch so. Da auch die

Oxodiene hier nicht signifikant ansteigen, ist eine peroxidzersetzende Wirkung

entweder nicht vorhanden, oder es entstehen Produkte, die mit diesem Versuch nicht

erfasst werden konnen, z.B. Hexanal.

c.) Effekt von 1% SL1 auf POZ und ANZ in Rapsél bei 110°C

POZ POZ
tih] R1 RI+SL tih] R1 RI+SL
0 3,5 3,35 9 11,3 4,6
1 5,3 34 10 11,3 5,2
2 7,0 3,5 11 11,8 5,2
3 8,2 3,9 12 12,3 54
4 9,3 4,0 13 12,8 5,9
5 9,8 4,1 14 13,0 5,9
6 10,2 4,2 15 14,1 6,4
7 10,2 43 16 14,5 6,8
8 10,9 4,5 17 14,6 7,0

und mit 1% techn. Sojalecithin (Asolectin)

Tabelle 3.4 POZ von raff. Rapsdl (1) gelagert bei 110°C, ohne

ANZ ANZ

t1h] Rl risc | | Rl RI+SL
0 04 04

1 0,0 04 7 38 15

2 2.0 04 3 35 13

3 2.7 04 9 2.9 2.0

! 3.3 0,5 10 2.5 22

5 37 0,7 11 2.1 2.3

6 38 L1 12 1.9 23

Tabelle 3.5 ANZ von raff. Rapsol (1) gelagert bei 110°C, ohne

und mit 1% techn. Sojalecithin (Asolectin)

Raps
N 18 ~
€ 461 R1 7" POz = 1,28t + POZ°
- R1+ ,/  POZ=042t+2P0Z
14 // _ —=
e -
12 1 S
10 1 L
- ////
81", B
614 . ’:_.,—:r; -
4 / =
oy me - -_— o
ol - POZ = 0,13t + POZ
~ POZ = 0,33t + POZ°12
O T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
tih]

Abbildung 3.14a POZ von raff. Rapsdl (1) gelagert bei 110°C,

ohne und mit 1% techn. Sojalecithin (Asolectin)
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Der Einfluss von 1% SL1 auf die Entwicklung von Peroxiden und die Bildung von
anisidinreaktiven Sekunddraldehyden —darunter Hexanal— wurde in Rapsdl bei 110°C
verfolgt. Dazu wurden 0,1g SL1 und 10g Ol auf 25ml Chloroform aufgefiillt und je
0,5ml in 5-ml-Vials pipettiert. Nach dem Abpusten des Losungsmittels mit Stickstoff
wurden die Vials unverschlossen im Trockenschrank auf 110°C erhitzt. Die POZ
wurde liber 17h, die ANZ iiber 12h verfolgt (7.3.1.; 7.3.2.). Wie an der Grafik zu
sehen ist, steigt die POZ des Blindversuchs (ohne SL1) in den ersten
Erhitzungsstunden zunéchst schnell an. Ab einer POZ von ca. 10 umol O,/g, die nach
5-6 h erreicht wird, steigt sie dann nur noch mit etwa 1/3 der vorherigen
Geschwindigkeit. Ein derartiger Effekt wird in der Literatur auch fiir Olivendl
beschrieben [15] und hier auf dem prooxidativen Effekt des -Tocopherols
zuriickgefiihrt. Tatsdchlich enthélt Rapsdl vergleichbare Mengen an  -Tocopherol und
auch einen hohen Olsiureanteil. Der Effekt ist aber auch mit der hdheren Effektivitit
der Tocopherole gegeniiber Hydroperoxy-Radikalen im Vergleich zu Inaktivierung
anderer Starter-Radikale erkldrbar. Die Blindprobe zeigt in der Anfangsphase der
Erhitzung auch einen entsprechenden Anstieg der Anisidinzahl. Sie durchléduft bei ca.
6h ein Maximum und nimmt auch bei Erreichung von POZ 10 wieder ab. In der
SL1-Probe steigt die POZ in den ersten 9h nur sehr langsam an. Dann kommt es zu
einem 2,5-fach schnelleren Anstieg. Demgegeniiber beginnt die ANZ schon ab ca. 4h
anzusteigen. Der Anstieg der ANZ bei praktisch konstanter POZ ist ein erstes
Anzeichen fiir einen peroxidzersetzenden Effekt von Phospholipiden. Dennoch stellt
sich die Frage, warum die ANZ erst vergleichsweise spét ansteigt. Moglicherweise tritt
schon zu Beginn eine Peroxidzersetzung ein, deren Produkte —vermutlich vor allem
Hexanal— aber zunéchst von PE @gefangen werden. Man koénnte den Versuch jetzt
mit allen Standard-Phosphatiden wiederholen, da aber die Anisidinzahl als
Summenparameter nur wenig Information liefert, ist es sinnvoller die fliichtigen

Aldehyde direkt tiber Headspace-GC zu messen.

51



3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

3.3.2. fliichtige Verbindungen

a.) im System Ethyllinolat”*” "'°/0,5% Ascorbinsdure / 1% PL bei 110°C

Um eine definierte Zusammensetzung des MeBsystems zu gewihrleisten, wurde statt
einem Pflanzendl mit 0,05% -Tocopherol versetztes Ethyllinolat als Modellsubstrat
eingesetzt. Untersucht wurde der Einfluss verschiedener Phospholipide (1%) auf die
Bildung von fliichtigen Verbindungen nach 10-stiindiger Erhitzung auf 110°C. In
Verbindung mit dem peroxidzersetzenden Effekt sollte gekldrt werden, ob die fiir
Rindertalg beschriebene Verschiebung: 2-Alkenal ? Methylketon bei Zusatz von PE
im Vergleich zu PC-Zugabe [48] in einem Linolsdure-System auch vorkommt. Neben
Dipalmitoyl-PE und Dipalmitoyl-PC wurden auch Dipalmitoyl-PA und Sojalecithinl
eingesetzt. Da das verwendete Ethyllinolat bei 110°C nur eine Induktionsperiode von
ca. 2h besitzt, wurde das System zusdtzlich mit 0,5% Ascorbinsédure stabilisiert (vgl.
4.3.3.). Um ggf. gebildete Pyrrolstrukturen zu erfassen, wurde in Anlehnung an [89] zu
den beiden Proben die PE enthalten in einem weiteren Ansatz auch noch
1% p-Anisidin zugegeben. Die Erhitzung erfolgte in verschlossenen 20ml-Vials unter
Luftatmosphire. Die im Luftiiberstand bei 60°C enthaltenen Verbindungen wurden mit
Heatspace-GC-MS im m/z-Bereich 40Da — 550Da im Scan-Modus (EI) vermessen
(7.2.9.). Die Peakzuordnung erfolgte iiber die Spektrenbibliotheken: [NIS 054k.L]
bzw. [Wiley 7.L].
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Abbildung 3.16 fliichtige Verbindungen in EL "*/Ascorbinséure/SL1 nach 10h bei 110°C, TIC (ISTD: innere Standards)
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80

[ppm]

600

500
2-Hept- | 2-Hept- | Heptenal

Probe Pentanal | Hexanal enal anon H:gtzzin 100

[ppm] | [ppm] [ppm] | [ppm] 200)
SL1 6,8 128 17 23 7 o,
PE 36 703 53 1,7 31 00
PC 10 319 21 1.4 15 100+
PI 16 397 37 1,6 23 o
PA 21 543 45 1.9 24
SL1-
Anisidin 0.3 1 0,7 2,3 03
PE-
Anisidin 0.5 0,9 0.8 1,1 0,7

Tab. 3.6 flichtige Verbindungen in EL T/Ascorbinsiure/
SL1 bzw. -PE, -PC, -PA, -SLI-Anisidin oder -PE-Anisidin nach
10h bei 110°C

Abbildung 3.17 fliichtige Verbindungen in EL ™/Ascorbin -
Anisdinnach 100 bef H10-C e o
Das Verhiltnis von 2-Alkenal zu 2-Keton Ildsst sich {iber die Verbindungen
2-Heptenal (13,27min) und 2-Heptanon (11,96min) verfolgen. Das 2-Heptenal
iiberwiegt aber bei allen Phospholipiden; d.h. PE bewirkt keine Verschiebung hin zum
Methylketon. Bemerkenswert ist der unerwartet hohe Gehalt an Hexanal, insbesondere
in den PE- und PA-Proben. Dieser konnte von einer sauren Peroxidzersetzung
herrithren (PE>PA>PI>PC). Die p Anisidin- Ansétze zeigen die erwarteten geringen

Carbonylgehalte. Entsprechende Derivate konnten hier aber nicht gefunden werden.

b.) Reaktion von 0-PE mit Aldehyden

Ziel dieser Versuchs war es zu kldren, ob bei der Reaktion von PE mit ungesattigten
Aldehyden Schiffbasen entstehen oder Michael-Addukte. Neben (E)-2-Octenal und
(E,E)-2,4-Decadienal wurde auch Hexanal mit Phosphoethanolamin (ortho-PE) zu
Reaktion gebracht. Der jeweilige Aldehyd wurde im Uberschul zugesetzt. Erhitzt
wurde in Wasser/Isopropanol/2-Butanol (1+1+0,4) fiir 2h bei 90°C. Die Zugabe von
Wasser ist notig, um das polare o-PE zu 16sen. Isopropanol dient als Losungsvermittler
um eine homogene Losung zu erhalten. Nach dem Abkiihlen wurde am Stick-
stoffstrom zur Trockene eingeengt. AnschlieBend wurde mit gleichen Teilen
Chloroform und Methanol bei 60°C geldst. Nicht umgesetztes o-PE geht dabei nicht in
Losung und kann abgetrennt werden. Nach weiterer Zugabe von Wasser (1+1+1)
bilden sich 2 Phasen aus. Die oberen Phasen zeigen bei 366nm eine Fluoreszenz

(Abb.3.20) und enthalten die polareren Umsetzungsprodukte. In der unteren
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Chloroformphase 16sen sich noch vorhandene Restaldehyde bzw. deren unpolaren
Aldolprodukte. Die UV-Absorptionsmaxima wurden bestimmt. Sowohl das 2-Octenal-
als auch das 2,4-Decadienal-Produkt zeigen eine starke Absorptionsbande bei 228nm.
Das Hexanal-Produkt absorbiert bei 279nm. Die Molmassen wurden liber MS-Scans
bei positivem Potential bestimmt. Anhand der aufgenommenen Fragmentierungs-
muster (7.4.2.) konnten alle 3 Verbindungen als Schiffbasen identifiziert werden.
Beispielhaft sind die fiir Die

Ergebnisse 2,4-Decadienal-0-PE  dargestellt.

Konzentration der Messlosung betrug ca. 0, lmg'ml'l.

Abb. 3.19 Fragmentierung (E,E)-2,4-Decadienal-o-PE
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3.3.3. DPPH- Aktivitdt und Braunung

a.) Vorversuch mit Tocopherolen zur Kinetik der DPPH-Reaktion

Der Abbau (Entfarbung) des in Losung stabilen violetten DPPH-Radikals durch die

einzelnen Tocopherole wurde in Toluol bei Raumtemperatur iiber eine Zeit von 2h

photometrisch bei 520 nm verfolgt (7.3.4.). Der DPPH-Abbau ist in den Diagrammen

“N- H. “N—H
OZN\@NOZ E—— OZN\@NOZ
NO, NO,

2,2-Diphenyl-1-picryl-hydrazyl  1,1-Diphenyl-2-picryl-hydrazin
(DPPH-Radikal, violett) (schwach gelb)

Abbildung 3.21 Reduktion von DPPH durch Antioxidantien
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Abbildung 3.23 DPPH-Abbau durch -Tocopherol [uM]
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Abbildung 3.25 DPPH-Abbau durch -Tocopherol [uM]
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Abbildung 3.24 DPPH-Abbau durch -Tocopherol [uM]
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Abbildung 3.26 DPPH-Abbau durch -Tocopherol [uM]
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aufsteigend dargestellt. Es handelt sich jeweis um Mittelwerte von Dreifach-
bestimmungen. Alle Tocopherole zeigen bereits nach wenigen Sekunden einen
deutlichen Umsatz, was ihre Eigenschaft als primidre Antioxidantien aufzeigt. Jedes
Tocopherol-Molekiil kann prinzipiell zwei Molekiile DPPH inaktivieren. Fiir

-Tocopherol ergab sich ein etwas kleinerer Umsatz:

HO
CH
0" R
-Tocopherol -Tocopherol
{oPPH  schne 1 DPPH
CH3
0 R
k l langsam k lDlmensnerung Toconherol Verhaltnis K
m P [Toc. : DPPH] | [l wmol' min™"]
1:1,8 0,007
1:1,8 0,002
1:1,8 0,0025
-Tocopherol-5-Chinonmethid Tocopherol 5-Etherdimer 1:177 0’003
Abbildung 3.27 Reaktion von und -Tocopherol mit DPPH Tab. 3.8 DPPH-Abbau durch Tocopherole; Geschwindigkeits-
[16,112,130] konstante der Reaktion von DPPH mit Tocopheryl-Radikalen

Kinetisch betrachtet reagiert -Tocopherol schneller als und , die sich mit etwa
gleicher Geschwindigkeit umsetzen. -Tocopherol reagiert merklich langsamer. Jedes
Tocopherol-Molekiil hat sich aber am ersten Messpunkt (t = Imin) schon mit einem
DPPH-Radikal umgesetzt. Auf diese schnelle Reaktion beruht die antioxidative

Wirksamkeit. Fiir die zweite Umsetzung ist:

v, k [T][DPPH]; wobei gilt: [T °] [T°], und: [DPPH’] [DPPH) ] [T’]

(ek t([DPPH’ ] [T ")) 1) [DPPH 0] [T 0])

DPPH (t
[ 1t) &* (PP T T RppE 0] [T °]

Gleiches gilt fiir ~und . Das -Tocopheryl-Radikal kann kein Wasserstoff-Atom
direkt auf DPPH iibertragen, da es keine ortho-Methylgruppen besitzt. Es muss zuerst

dimerisieren. Als Hauptprodukte dieser Dimerisierung entstehen Etherdimere [112].

v, k [T]*; wobei gilt: [T °] [T°],und: [DPPH’] [DPPH’ ] [T°]
k t[T°T)
[DPPH |(t) TR
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Diese enthalten phenolische HO-Gruppen und kénnen wieder mit dem DPPH-Radikal
reagieren. Da die Dimerisierung der geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist, ist die
Reaktion langsamer und unabhingig von der DPPH-Konzentration ([DPPH]). Die
-Umsatzrate ist geringer, da im Ether-Dimer nur noch eine reaktive OH-Gruppe
enthalten ist. Aus den gemessenen Graphen konnen die kWerte abschitzt werden
(Tab. 3.8); -, -und -Tocopherol reagieren mit dem zweiten Molekiil DPPH wie:
1:0,3:0,4.
Die etwa doppelt so schnelle -Reaktion erklart sich mit dem Vorhandensein von zwei
reaktiven ortho-Methylgruppen im Molekiil. Die schnellere Reaktion von gegeniiber
stimmt mit der, in der Literatur beschriebenen, besonderen Aktivierung der -
Position durch den Nachbar-Ring [112] iiberein. Der schneller Abbau der Tocopherole
in Fettproben, d.h. gegeniiber aggressiveren Radikalen, wird auf die bevorzugte
Ringdffnung zum p-Chinon zuriickgefiihrt (vgl. Abs 4.1.) Sie spielt bei der Reaktion
mit DPPH nur in polaren Losungsmitteln (EtOH) eine zunehmende Rolle [130].

b.) PL-Standards
Im weiteren wurde die Wirkung der Dipalmitoyl-Phosphatid-Standards (PC, PE, PI,
PS und PA) auf das DPPH-Radikal untersucht. Die eingesetzte Konzentration betrug
100 uM, gearbeitet wurde wieder mit Toluol. Fiir keines der Phospholipide wurde ein
DPPH-Abbau beobachtet. Phospholipide konnen daher keine Radikale direkt in-
aktivieren und wirken nicht wie primiren Antioxidantien als Wasserstoffdonoren. Fiir
die sauren Phosphatide (PA, PS und PI) wurde gefunden, dass die Reaktion der
Tocopheryl-Radikale mit DPPH beschleunigt wird und dadurch ,,glatter* verlauft. In
den beiden Diagrammen ist exemplarisch der Effekt von PA und PS zu sehen. Es ist
[DPPH], also der zusétzliche Effekt durch 30uM Phospholipid dargestellt. Der
katalytische Effekt ist flir die nicht permethylierten Homolgen gréfer. Beir - und -
Tocopherol tritt zudem nach anfanglich beschleunigtem Abbau desofteren ein
Regenerationsphdnomen von DPPH-Radikalen auf. Dafiir verantwortlich konnte ein
pH-abhédngiges Gleichgewicht sein, dessen FEinstellung sich aber nur schwer

reproduzieren lasst.
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PA
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Abbildung 3.28 DPPH-Abbau, durch -, -, - bzw. -
Tocopherol (je 30uM), Katalyse von PA (30uM)
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Abbildung 3.29 DPPHAbbau durch -, -, -, bzw. -

Tocopherol (je 30uM), Katalyse von PS (30uM)

Der Abbau von DPPH durch SL1 und Soja-PC ist in den folgenden Abbildungen

einander gegeniibergestellt. Durch Fillung mit Aceton nimmt bei SL1 der Abbau
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Abbildung 3.30 DPPH-Abbau durch techn. Sojalecithin (SL1,
Asolectin, Smg/ml und 10mg/ml)
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Abbildun% 3.32 DPPH-Abbau durch techn. Sojalecithin (SL1,
Asolectin®", Smg/ml) in Abhéngigkeit von der Erhitzungsdauer
(0-12h) bei 110°C unter N,
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Abbildung 3.31 DPPH-Abbau durch Asolectin, (Smg/ml) bzw.
Soja-PC (Epik uron, Smg/ml), jeweils ungefallt und gefallt
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Abbildung 3.33 DPPH-Abbau durch hochangereichertes Soja-
PC (Epikuron®, 5mg/ml) in Abhingigkeit von der
Erhtzungsdauer (0-12h) bei 110°C unter N,
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Abbildung 3.34  Briunung von techn. Sojalecithin (SLI,

Asolectin, Smg/ml) mit Zusatz von 0,2% -Tocopherylchinon in
Abhéngigkeit von der Erhitzungsdauer (0-12h) bei 110°C (N2)

erwartungsgemdll nicht signifikant ab. Anders beim Soja-PC. Dieses enthilt zur
Stabilisierung ca. 0,2% -Tocopherol, das auch fiir den beobachteten DPPH-Abbau
verantwortlich ist. Durch die Féllung (4-fache Fillung, vgl. 7.3.7.) wurde das

-Tocopherol praktisch vollstindig abgetrennt. S-PC zeigt nun sogut wie keinen
DPPH-Abbau mehr. In den darunter dargestellten Diagrammen wird der Effekt der
zunehmenden Braunung bei 110°C (0-12h) deutlich. Mit der Erhitzungszeit (unter N,)
nimmt die DPPH-Aktivitdt von SL1 linear zu. Soja-PC entwickelt dagegen nur eine
geringe Briaunung und bleibt —auch nach 12 stiindiger Erhitzung— inaktiv. Die
Ergebnisse zeigen klar die Entwicklung von antioxidativen Stoffen wihrend der
thermischen Bridunung von Sojalecithin. Kinetisch entsprechen die erhaltenen Kurven
eher einer Schleichreaktion dhnlich der von -Tocopherol, als der von -Tocoperol.
Dennoch ist der Abbau von DPPH schon zu Beginn der Messung (1min.) so deutlich,
dass antioxidative Stoffe dafiir verantwortlich sind. Die Braunung selbst verlduft {iber
den Erhitzungszeitraum nicht linear, sondern mit wachsendem Anstieg. Durch Zugabe
einer kleinen Menge -Tocopherylchinon (0,2% TQ) konnte die Braunung weiter
forciert werden. Welche Bedeutung -Tocopherylchinon bei der Entstehung des
antioxidativen Effekts der Phospholipide zukommt, wird im Abschnitt 4.3.2.
ausfiihrlich diskutiert. Hier stellt sich zundchst die Frage: Warum verstarkt es die
Braunung? Moglicherweise wirkt es als Oxidationsmittel. In diesem Zusammenhang
ist auch von Bedeutung wie O, die Braunung beeinflusst. Auf der anderen Seite ist

eine starke Braunung von Sojalecithin in keinem Fall wiinschenswert.
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

d.) Effekt von kurzzeitiger starker Erhitzung (unter Luft)

Die Wirkung einer kurzzeitigen, aber starken thermischen Behandlung von
Sojalecithin auf den DPPH- Abbau wurde untersucht, um die Brdunung, die bei langem
Erhitzen mit zunehmender Erhitzungszeit entsteht, zu umgehen. Es konnte gezeigt
werden, dass die Brdunung bei kurzer Erhitzungsdauer auch bei 150°C vernach-
lassigbar klein bleibt. Im folgenden Versuch wurde Sojalecithin bzw. Soja-PC
(ungefillt) bei 100°C bzw. 150°C fiir Smin. erhitzt und der DPPH-Abbau verglichen.
Der DPPH-Versuch wurde mit 10mg/ml SL1 und 5mg/ml S-PC durchgefiihrt (7.3.4.).
Zum Vergleich wurde auch ein Wert; 10mg/ml SL1, 30min. bei 110°C unter N,
erhitzt, vermessen. Zunichsteinmal fallt auf, dass die DPPH-Aktivitit des -

Tocopherols im ungefillten Soja-PC durch Erhitzung praktisch nicht geédndert wird.
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Abbildung 3.35 DPPH-Abbau durch techn. Sojalecithin (SL1,
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Abbildung 3.36 DPPH-Abbau durch techn. Sojalecithin (SL1,

Asolectin, 10mg/ml)

bzw.

hochangereichertes

Soja-PC

(Epikuron, Smg/ml), Anderung durch Erhitzung fiir 30min auf

Abbildung 3.37 Briunung von techn. Sojalecithin (Asolectin,
10mg/ml) bzw. hochangereichertes Soja-PC (Epikuron, Smg/ml)
durch Erhitzung fiir Smin auf 100°C bzw. 150°C unter
Luftzutritt

Abbildung 3.38 DPPHAbbau durch PE (2,5mg/ml) und
erhitztes PE (2,5mg/ml, 15min. 150°C, unter Luftzutritt)
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

Soja-PC selbst zeigt bei 5 miniitiger Erhitzung, sowohl bei 100° als auch bei 150°C,
nur eine sehr schwache Briaunung und entwickelt desshalb auch keinen zusitzlichen
Effekt. Die 100°C-Behandlung von SL1 zeigt ebenfalls weder eine Braunung, noch
einen erhohten DPPH-Abbau. Interessant ist das Ergebnis der 150°C-Erhitzung.
Bereits nach 5min. ist beim SL1 ein deutlich erhohter DPPH-Abbau messbar und das,
ohne dass die Braunung iiber eine Extinktion von 0,1 steigt. Die Probe bleibt nahezu
farblos. Der starke Anfangsabbau zeigt das antioxidative Potential der gebildeten
Strukturen. Allerdings zeigt Dipalmitoyl-PE als solches —auch bei 15min Erhitzung
auf 150°C- keinen vergleichbaren Effekt. Die eingesetzte Menge entspricht etwa der
im Sojalecithin enthaltenen PE. Der Wirkung geht demnach nicht allein auf PE zuriick.
Ein Vergleich der Briunung von SL1 bei 150°C unter N, und unter Luft zeigt, dass
offenbar Sauerstoff die Braunung beschleunigt. Im Hinblick auf die Fehlerbreite ist

eine genaue Aussage unmoglich. Der O,-Einfluss wird noch unter 3.3.4. betrachtet.

d.) saure Katalyse
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Abbildung 3.39  DPPH-Abbau durch techn. Sojalecithin
(Asolectin, 10mg/ml) bzw. hochangereichertes Soja-PC
(Epikuron, 5Smg/ml), Einfluss von AcOH (100ul/ml)

Wie die Grafik zeigt, wird der DPPH-Abbau durch 10%ige Essigsdurezugabe zur
Messlosung ganz allgemein verstiarkt. Die Beobachtung steht im Einklang mit dem
unter Punkt b.) beschriebenen Effekt der sauren Phospholipide. In Bezug zu c.) ist zu
bemerken, dass der gemessene Anstieg der DPPH- Aktivitit auch iiber die Entstehung
von sauren Verbindungen erklarbar ist; etwa durch die Blockierung die Aminogruppe
des PE’s, die dann nicht mehr die Phosphatgruppe neutralisiert. Fiir Soja-PC spricht

andererseits nichts fiir die Entstehung von Sauren bei Kurzzeiterhitzung auf 150°C.

61



3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

3.3.4. Vergleich von Sojalecithin und Soja-PC in Braunung und Stabilisierung

a.) 1%ig in Rapsdl bei 110°C, Einfluss von Sauerstoff

Der Einflul von Sauerstoff auf Braunung, POZ, ANZ, konjugierte Oxidiene und 2,4-

(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktive Substanz wurde bei 110°C fiir 24h an Rapsol

untersucht. Dazu wurde 99g Rapsdl (Charge: R2) mit 1g SL1 bzw. lg Soja-PCE"

versetzt, mit Chloroform auf 200ml aufgefiillt und 24mal je 8ml in 25ml-Vials

pipettiert. Ein Blindwert wurde analog mit 100g Rapsdl angesetzt. Das Losungsmittel

wurde mit Stickstoff vertrieben. Fiir die Untersuchung unter Sauerstoff wurden die

Vials offen im Trockenschrank erhitzt. Die Proben unter Luftausschluss wurden direkt

nach der Stickstoffbegasung verschlossen und erhitzt. Nach verschiedenen Zeiten

wurden 2 x 3 Proben entnommen und anhand der oben genannten Parameter

charakterisiert (7.3.). Uber die Reaktion mit Ehrlichs's—Reagenz (2,4-(Dimethyl-
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Abbildung 3.40 Briunung von Rapsdl (R2) bei Zusatz von 1%
techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem Soja-

PC (Epikuron®"), unter Luftzutritt bei 110°C
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Abbildung 3.40a Peroxidzahl von Rapsol (R2) bei Zusatz von
1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem

Soja-PC (Epikuron®™), unter Luftzutritt bei 110°C
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Abbildung 3.41 Briunung von Rapsol (R2) bei Zusatz von 1%
techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem Soja-
PC (Epikuron®"), unter Luftausschluss bei 110°C

Raps6l/ohneO,
2 |—™R2
Q 25 {——sL
£ |=—src
~ 20
o
a
15
10
5
.nluan-n:l:luww_u/'_/_.,_,—di'__.
s e e -
0 4 8 12 16 20 24
t[h]

Abbildung 3.41a Peroxidzahl von Rapsol (R2) bei Zusatz von
1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem
Soja-PC (Epikuron®™"), unter Luftausschluss bei 110°C
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Abbildung 3.40b Anisidinzahl von Rapsdl (R2) bei Zusatz von
1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem

Soja-PC (Epikuron®™), unter Luftzutritt bei 110°C
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Abbildung 3.40c konjugierte Fettsduren in Rapsol (R2) bei
Sojalecithin  (Asolectin)  bzw.
hochangereichertem Soja-PC (Epikuron®"), unter Luftzutritt bei
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Abbildung 4.40d

(Epikuron®"), unter Luftzutritt bei 110°C

p-(Dimethylamino) -benzaldehyd-reaktive
Substanz (Pyrrole) in Rapsol (R2) bei Zusatz von 1% techn.
Sojalecithn (Asolectin) bzw. hochangereichertem Soja-PC

Rapsol/ohneO;

ANZ

——SL

——S-PC

20 24

t[h]

Abbildung 3.41b Anisidinzahl von Rapsdl (R2) bei Zusatz von
1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem
Soja-PC (Epikuron®®), unter Luftausschuss bei 110°C
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Abbildung 3.41c konjugierte Fettsduren in Rapsol (R2) bei

Zusatz von 1%

techn.

Sojalecithin  (Asolectin) bzw.

hochangereichertem Soja-PC (Epikuron®"), unter Luftausschluss

bei 110°C
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Abbildung

3.41d

p-(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktive

Substanz (Pyrrole) in Rapsdl (R2) bei Zusatz von 1% techn.
Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem Soja-PC
(Epikuron®"), unter Luftausschluss bei 110°C

63



3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

amino)-benzaldehyd werden iiber eine Rotfarbung u.a. Pyrrolstrukturen erfasst —vgl.
Abb. 3.1 S.36 [91,92]. Kalibriert wurde mit N-Methylpyrrol (7.3.6.).

Der Versuch hat gezeigt, dass die Braunung beider Proben nicht vom Sauerstoffgehalt
beeinflusst wird. Es handelt sich daher nicht einfach um eine oxidationsbedingte
Braunung. Die relativ hohen Werte, die in der frithen Erhitzungsphase bei Soja-PC
unter Luft gemessen wurden, sind innerhalb der Schwankungsbreite —welche hier
hoher ist als unter N— nicht signifikant goBer. SL1 verursacht etwa die doppelte
Braunungsintensitit verglichen mit Soja-PC. Der Grund konnte eine Maillard-
Braunung von Glycolipiden mit PE sein. Erhohte Pyrrol-Werte in der SL1-Probe

233nmy -
"M ist zu

sprechen dafiir. Anhand der POZ und der konjugierten Oxidiene (Ext.
erkennen, dass unter N, innerhalb von 24h kein Verderb stattfindet. Interessant an den
Unter-Luft-Proben ist, dass nur die Blindprobe (ohne Zusatz von PL) ab ca. 8h zu
autoxidieren beginnt. Die konjugierten Oxidiene bestdtigen das Phinomen. Auch die
ANZ der Blindprobe ist entsprechend erhoht. Aber auch sdmtliche anderen Proben
zeigen mit zunehmender Erhitzungszeit mehr Anisidin-reaktive Verbindungen. Die
gemessenen Werte mit Soja-PC sind groBer als die mit SL1. Sie sind etwa doppelt so
hoch und zeigen eine vermehrte Bildung von Carbonyl-Verbindungen mit PC an. Bei
SL1 konnen diese mit PE iiber Schiff-Basen zu Folgestrukturen abreagieren. Unter N,
ergab sich tatsidchlich eine vermehrte Pyrrolbildung. Die Pyrrole kénnen hier aber
nicht iiber den oxidativen ,,Hidalgo-Zamora-Weg* [89] entstanden sein. Vermutlich
stammen sie aus der Maillard-Braunung. Auf der anderen Seite muss beachtet werden,
dass die Rotfiarbung von Ehrlichreagenz nicht spezifisch fiir Pyrrole ist. So ergeben
sich bereits erhohte Werte im oxidationsbelasteten Blindwert. Obwohl die Unter-Luft-
SL1-Probe die kleinste Oxidationsbelastung zeigt, hat sie doch hohere Pyrrol-Gehalte
als die Soja-PC-Probe. Damit zeigt sich, dass die p(Dimethylamino)-benzaldehyd-
reaktive Substanz nicht nur auf Oxidationsprodukte zuriickgeht.

Der Versuch wirft zwei Fragen auf. Zum einen; wodurch erzeugt Soja-PC unter O,-
Abwesenheit eine Braunung, und zum anderen; welche Rolle spielt die Braunung der
Phospholipide im Bezug auf die verbesserte Oxidationsstabilitidt? Gibt es einen

Zusammenhang mit den im Rapsdl enthaltenen Tocopherolen? Im néchsten Versuch

wird daher die Braunung von Soja-PC und SL1 in Ethyllinolat ~"°* bestimmt.
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3. Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten

b.) 1%ig in Ethyllinolat bei 110°C, Einfluss von 0,05%

-Tocopherol

Der Versuch wurde analog a.) durchgefiihrt. Anstelle von Rapsél wurde aber

Ethyllinolat als Modellsubstanz benutzt. Durch Zugabe von 0,05%

-Tocopherol lasst

sich dessen Hnfluss auf Bridunung und Verderb bestimmen. Gearbeitet wurde unter

Luftzutritt. Die Messung der Pyrrole wurde zudem optimiert. Bei Hidalgo et al. [92]

werden die Proben nach der Zugabe von Ehrlich-Reagenz 1h auf 60°C erhitzt. Wie

sich gezeigt hat, ist die Umsetzung von N-Methylpyrrol besser, wenn die Losung liber

Nacht bei Raumtemperatur belassen wird (vgl. Abbildungen d und e).

Wie man sieht, zeigt in Ethyllinolat Soja-PC so gut wie keine thermische Braunung, es

ist also anzunehmen, dass im Rapsdl sekundére Inhaltsstoffe an der Braunung beteiligt

sind. Der oxidative Verderb der Blindprobe tritt unabhdngig von
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Abbildung 3.42 Briunung von Ethyllinolat bei Zusatz von 1%
techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem Soja-

PC (Epikuron®"), bei 110°C
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Abbildung 3.42a Peroxidzahl von Ethyllinolat bei Zusatz von
1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem

Soja-PC (Epikuron®"), bei 110°C
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Abbildung 3.43 Briunung von Ethyllinolat/Tocopherol bei
Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw.

hochangereichertem Soja-PC (Epikuror™), bei 110°C
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Abbildung 3.43a Peroxidzahl von Ethyllinolat/Tocopherol bei
Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw.

hochangereichertem Soja-PC (Epikuron™), bei 110°C
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Abbildung 3.42b Anisidinzahl von Ethyllinolat bei Zusatz von
1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem

Soja-PC (Epikuron®™®), bei 110°C
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Abbildung 3.42¢ konjugierte Fettsduren in Ethyllinolat bei
Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw.

hochangereichertem Soja-PC (Epikuror£™), bei 110°C
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Abbildung 3.42d  p-(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktive
Substanz (Pyrrole) in Ethyllinolat bei Zusatz von 1% techn.
Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem Soja-PC

(Epikuron®), bei 110°C
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Abbildung 3.43b Anisidinzahl von Ethyllinolat/Tocopherol bei
Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw.

hochangereichertem Soja-PC (Epikuror™), bei 110°C
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Abbildung 3.43¢  konjugierte Fettsduren in Ethyllinolat/
Tocopherol bei Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin)

bzw. hochangereichertem Soja-PC (Epikuron®®"), bei 110°C
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Abbildung 3.43d  p-(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktive
Substanz (Pyrrole) in Ethyllinolat/Tocopherol bei Zusatz von 1%
techn. Sojalecithin (Asolectin) bzw. hochangereichertem Soja-

PC (Epikuron®™), bei 110°C
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Abbildung 3.42e  p-(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktive Abbildung 3.43e  p-(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktive
Substanz (Pyrrole) in Ethyllinolat bei Zusatz von 1% techn. Substanz (Pyrrole) in Ethyllinolat/Tocopherol bei Zusatz von 1%
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Abbildung 3.43f Tocopherol-Abbau in  Ethyllinolat/
Tocopherol bei Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin)
bzw. hochangereichertem Soja-PC  (Epikuron®"), bei 110°

Die oxidative Stabilitdit der Lecithinproben ist wie im Rapsversuch erhoht. Die
Induktionsperiode liegt zwischen 16h und 20h, im Falle der -Toc.-Proben liegt sie
noch hoher. Die Braunung, die mit SL1 auftritt, ist nach 12h abgeschlossen und wird
von -Tocopherol nur wenig verstirkt. Auch die mit SL1 entstandenen ,,Pyrrol-
Strukturen* erreichen bei Abwesenheit von -Tocopherol an der Stelle 12h ihr
Maximum. Wenn zusétzlich -Tocopherol enthalten ist, wird bereits in den ersten 5
Erhitzungsminuten eine groere Menge an Pyrrol-Strukturen gebildet. Die
Konzentration ist zwar nur halb so grofl wie am 12h-Maximum der tocopherolfreien
Probe, bleibt dafiir aber iiber mehrere Stunden praktisch konstant. Der Linolsdure-
Verderb tduscht Pyrrole vor, wie an der Blindprobe ab einer Zeit > 8h zu sehen ist. Der

Abbau des -Tocopherols wurde iiber HPLC (7.2.1.) bestimmt. Er ist in der
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Blindprobe bereits nach ca. 2h halbiert. Mit 1% Soja-PC wird das -Tocopherol erst
nach ca. 6,5h auf die Halfte reduziert. Unter dem Einfluss von 1% SL1 erfolgt die
Halbierung erst nach ca.16h. Der Abbau setzt hier bereits ein noch bevor die Braunung
abgeschlossen ist. Obwohl sich ein Zusammenhang zwischen Brdunung und
verzogertem -Tocopherol-Abbau andeutet, scheinen aber eher die Produkte der
frithen Braunungsreaktion eine Wirkung zu haben und nicht die Braunungsprodukte

selbst.
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4. Wechselwirkung mit priméren Antioxidantien — Synergismus mit Tocopherolen

4.1. phenolische und polyenische Antioxidantien

Antioxidantien sind als Substanzen definiert, die in nur geringen Konzentrationen
(100-500ppm) eine signifikante Verzogerung der Oxidation leicht oxidierbarer
Substrate bewirken [7]. Allgemein werden Antioxidantien je nach Reaktionsweise in
primiare und sekundire Antioxidantien eingeteilt [104]. Primére Antioxidantien
unterbrechen die Radikalkettenreaktion indem sie reaktive Radikalen Wasserstoff
(¢ und H") donieren und dabei selbst in reaktionstrige Radikale iibergehen, die die
Kettenreaktion durch H-Abstraktion nicht fortsetzen. Sekundire Antioxidantien sind

solche, die den Fettverderb iiber verschiedene andere Mechanismen verzogern, z.B.
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Abb. 4.1 synthetische Antioxidantien Abb. 4.2 Tocopherole und Flavonoide
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iiber das Quenchen von Singulettsauerstoff oder synergistische Wechselwirkungen.
Die meisten primdren Antioxidantien sind phenolische Verbindungen mit OH-
Gruppen. Thre Wirkung beruht auf der Mesomerie-Stabilisierung der gebildeten
Phenoxy-Radikale. Da die Radikalstelle am Sauerstoff auch auf die ortho- und para-
Kohlenstoffatome verteilt ist, ergibt sich eine geringere Reaktivitdt. Alkoxy- und
Hydroxy-Radikale abstrahieren H-Atome aus der Linolsiure mit k = 10" M's™,

Hydroperoxy-Radikale noch mit ca. 10° M''s™"; Tocopherolsemichinon-Radikale aber

nur noch mitk <1 M's™ [124].

p-subst. Benzoeséuren p-subst. Phenole
+
Substituent pKs PKs E’'[V]
HO (Hammett) (Brown)
o R -NO; 3,42 0,78 0,79 1,23
—COOH 3,75 (0,45) (0,24) 1,04
-H 4,20 0 0 0,97
L -H- —CHs 437 0,17 -031 0.87
—OCH; 4,47 -0,27 -0,78 0,73
o o —-OH 4,57 -0,37 -0,92 0,46
—NH, 4,86 -0,66 -1,30 0,41
5 | R N(CHy: 5,03 -0.83 1,70 0.36
o O Tab. 4.1 Substituentenkonstanten nach Hammett bzw. Brown
und Redoxpotentiale para-substituierter Phenole [63,214,224]
t Semichinon-Radikal 1
E’ p-substituierter Phenole ,
(©) O, = 4
- = 12 ~=
R R R E'=038 '+095 L
(o) O £ 4
¥ S
l Oxidation / Disprop l 0,6
: : 04
o) o 0,2
| R I T T T U T 1
o) o) -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1
HO +
-Tocopherylchinon -Tocopherylchinonmethid
- — - Abb. 4.4 Brown'’s Substituentenkonstanten und Redox-
Abb. 4.3 Mesomerie des -TocopherolSemichinonradikals potentiale para-substituierter Phenole (vgl. Tab. 4.1)

Phenol selbst wirkt nicht als Antioxidans, da es bei pH 7 mit 0,97V eine zu grof3es
Redoxpotential besitzt, aber Alkylgruppen in ortho- und para-Position erhdhen die
Elektronendichte der Hydroxylgruppe und die Reaktivitdt mit Lipid-Radikalen [69].
Der elektronenschiebende oder induktive Effekt der Substituenten kann tiber die
Hammett-Gleichung quantifiziert werden. Hierbei vergleicht man die Dissoziations-
konstanten von Benzoesiure (KSO) mit denen der entsprechend para-substituierten

Verbindungen (K,) [214]. Uber den Logarithmus des Verhiltnisses werden die
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Substituentenkonstanten Sigma definiert. Je kleiner  desto groBer der induktive

Effekt.

K
lg—= K
gKg p S

Aus der Beobachtung, dass gleichartige Variationen der Reaktanden in zwei
Reaktionen gleichartige Anderungen der Geschwindigkeitskonstanten bewirken, dass
also die Auftragung von lg(k/k’) gegen  eine Gerade ergibt, hat Hammett eine
Reaktionskonstante Rho eingefiihrt. Sie ist der Anstieg der Gerade und fiir die

Bezugsreaktion der Benzoesédure gleich 1.

k

Substituenten nehmen -Werte zwischen —1 und 1 an. Positive Werte bedeuten, der
Substituent  entzieht Elektronendichte. Diese  Substituenten haben meist
Doppelbindungen (vgl. Tab. 4.1). Substituenten mit negativen Werten erhéhen die
Elektronendichte iiber ihre freien Elektronenpaare. Vergleicht man die Dissoziations-
konstanten para-substituierter Benzoesduren mit denen der para-substituierten
Phenylethansduren bzw. Phenylpropansiuren, so betragen die -Werte: 1, 0,489 und
0,212 [214]. Der Parameter ist ein MaB} fiir die Empfindlichkeit einer Reaktion auf
die Anderung der Substituenten. Der Wert kann auch iiber 1 liegen. Fiir die
Dissoziation para-substituierter Pyridine ist = 5,2 [214]. Da Pyridin eine Base ist,
wird zur Formulierung der Reaktion oft die Riickreaktion angegeben, hier ist =-5,2.

Mit den Hammett-Substituentenkonstanten lassen sich Dissoziationsreaktionen gut
beschreiben aber fiir Oxidationen beobachtet man stirkere Substituenteneinfliisse als
vorhergesagt. Brown hat hierfiir die Substituentenkonstanten ~ eingefiihrt [21].

Bezugsreaktion ist die Hydrolyse von Cumylchlorid.

H,0 OH"

Cumylchlorid t

X —OH <=— ;—( —
-HCI

Abb. 4.5 Hydrolyse von Cumylchlorid
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Das gebildete Carbokation (daher ) wird iiber ein freies Elektronenpaar von X
mesomer iiber eine chinoide Struktur stabilisiert. Die Korrelation der Brown-
Substituentenkonstanten mit dem Redoxpotential para-substituierter Phenole ist in
Abb. 4.4 dargestellt. Von links nach rechts entsprechen die Punkte im Diagramm den
Substituenten der dariiberstehenden Tabelle. Alkyl-Gruppen, Alkoxy-Gruppen und
Hydroxyl-Gruppen erniedrigen das Redoxpotential. Sie sind in Antioxidantien ver-
breitet (Abb. 4.1, Abb. 4.2). Im Falle der pOH-Gruppe —also dem p-Hydrochinon—
ergibt sich mit E' =0,46V, etwa der gleiche Wert wie fiir -Tocopherol (E7 =0,48V;
zum Vergleich Ascorbat 0,28V [11,35]). Die Regression ist nicht optimal, da nicht alle
auftretenden Effekte beriicksichtigt werden. Yukawa und Tsuno [257] erhalten bsw.
fiir die Hydrolyse von para-substituierten Ethinylbenzolen zu Methyl-Phenyl-Ketonen
eine auffallend gute Regression, indem sie statt der - und -Werte eine Pareto-

Wichtung beider Gréen verwenden (r = 0,81).

lg % (0,81 019 ) ( 1( )

Es ist zu beachten, dass meta-Substituenten andere und -Werte haben, als der
entsprechende Substituent in para-Stellung. Die Konstanten fiir die meta-Substituenten
resultieren aus deren induktiven Effekten, wéahrend fiir para-Substituenten die Summe
aus induktiven und Resonanzeffekten aisschlaggebend ist. Nach [110] kann das Ein-
Elektronen-Redoxpotential eines phenolischen Antioxidants {iber die Summen der
einzelnen Brown-Substituentenkonstanten berechnet werden.

E” 095 031

Bei ortho-Substituenten tritt das Problem auf, dass die elektronischen Effekte durch
sterische Effekte iiberlagert werden. In Analogie zu Hammett wurde von Taft ein
sterischer Parameter abgeleitet. Betrachtet wird die Geschwindigkeit der sdure-
katalytischen Hydrolyse von -substituierten Essigsduremethylestern; Bezugswert ist
die Methylgruppe (X =H) [39].

Das bekannteste synthetische Antioxidants ist das butylierte Hyroxytoluol BHT
(Abb. 4.1.). Die Verbindung ist fettloslich und in Wasser praktisch unloslich. Nach
Abstraktion des phenolischen Wasserstoffatoms kann sich das freie Elektron durch
Mesomeriestabilisierung im aromatischen Ring verteilen. Durch die sterische

Hinderung der zwei tert.-Butylgruppen wird die Abstraktionstendenz des entstandenen
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Radikals stark unterdriickt. Andererseits behindert die tert.-Butylgruppen aber auch die
H-Donor-Reaktion der HO-Gruppe. BHT zeigt in Kombination mit BHA einen
synergistische Effekt [11]. BHA ist iiblicherweise ein 9:1 Mischung aus 3- und 2-tert.-
Butylhydroxyanisol [202]. Das sterisch blockierte 3-Isomer ist die aktivere Form, sein
Phenoxyradikal soll durch BHT regeneriert werden [11]. Zwei BHA-Radikale
stabilisieren sich durch Dimerisierung iiber die nicht tert.-butylierte ortho-Position
[121]. BHT kann derartige Dimere nicht hlden. Hier erfolgt die Oxidation an der
Methylgruppe. Neben BHT-Alkohol und BHT-Aldehyd findet man insbesondere das
Methid-Dimer, das zum Chinonmethid-Dimer weiteroxidiert. In der Mischung von
BHT und BHA rekombiniert zusétzlich das Methid-Radikal des BHT mit der freien
ortho-Position des BHA [121]. Dieses Abbauprodukt ist ebenfalls noch antioxidativ.
BHT-Alkohol ist der Grundkdrper der Antioxidantien der Ionox-Gruppe. Das tert.-
Butylhydrochinon (TBHQ) wird in den USA verwendet und ist in pflanzlichen Olen
aktiver als BHA und BHT [202]. Das Semichinonradikal kann zum para-Hydrochinon
und para-Chinon disproportionieren [69]. TBHQ wird durch Citronensiure
synergistisch verstarkt.

Ein weiterer bedeutender ortho-Effekt tritt durch eine zusidtzliche OH-Gruppen in
2- oder 6-Position auf. Das Semichinon-Radikal wird hier durch eine intramolekulare
Wasserstoff-Briickenbindung stabilisiert, es kann sich ferner zum ortho-Chinon und

ortho-Hydrochinon disproportionieren und so weitere Radikale abfangen [69].

SONEY o OH
(0}
2 e +
Semichinon-Radikal 0-Chinon o-Hydrochinon

Abb. 4.6 Disproportionierung von o-Semichinon-Radikalen

Unter den Estern der Gallussdure wird das Propylgallat (PG) am hdufigsten eingesetzt.
PG ist polarer als die bisher diskutierten Verbindungen und wird dort verwendet wo
die fettloslichen Verbindungen BHA, BHT und TBHQ nicht eingesetzt werden konnen
[202]. Es zersetzt sich bei Temperaturen iiber 148°C. Octyl- und Dodecylgallat sind
besser fettloslich und weniger hitzeempfindlich. PG wird synergistisch durch BHA
verstarkt, da es dhnlich wie BHT das BHA-Radikal in ein stabileres Radikal iiber-

73



4. Wechselwirkung mit primaren Antioxidantien — Synergismus mit Tocopherolen

fiihren kann. Kurechi et al. [121] fanden auch hier Crossdimere. Das BHA-Radikal
rekombiniert {iber die nichtalkylierte ortho-Position mit einem Oxyradikal
(Semichinonradikal) des PG’s. Die beiden moglichen Strukturen sind selbst
antioxidativ, so dass der synergistische Effekt auch iiber die Verlingerung der
effektiven Halbwertszeit der antioxidativen Verbindungen mdglich ist. Mit BHT tritt
kein Synergismus auf [11].

Die hohe antioxidative Wirksamkeit einiger Flavonoide [Abb. 4.2] wird ebenfalls der
ortho-Dihydroxy-Struktur des B-Rings zugeschrieben [199]. Alle Flavonoide, die die
3’,4’-OH Struktur enthalten sind antioxidativ. Die Flavonoide umfassen tausende von
Verbindungen, die bekannteste ist das Quercetin. Es kommt in Pflanzen iiberwiegend
am C3-OH glycosidiert vor. Quercitrin (Quercetin-3-rhamnosid) besitzt eine dem
Aglycon vergleichbare antioxidative Wirkung [199]. Rutin (Quercetin-3-rhamno-
glucosid, Vitamin P) zeigt eine geringere Wirkung. Es setzt physiologisch die
Permeabilitdt von Kapillaren herab und wird daher als Permeabilitdtsvitamin bezeichet
[13]. Quercetin wird gebildet aus Phloroglucin und Caffeesédure, die zu einem Chalcon
— dem Butein — kondensieren. Durch den intramolekularen Ringschluss resuliert ein
Flavanon, das Eriodictyol; der Einbau der Doppelbindung am C3 fiihrt zum
entsprechenden Flavon (Luteolin), welches zum Flavonol Quercetin hydroxyliert wird
[199]. Eine weitere OH-Gruppe, im B-Ring am C5” fiihrt zum Myricetin und erhoht
die antioxidative Wirkung weiter. Robinetin, das im Vergleich zum Myricetin die
,obere* OH-Gruppe in A-Ring am C5 nicht enthilt, ist noch stirker antioxidativ [199].
Der alkalische Abbau von Myricetin lduft bis zur Gallussdure, der des Quercetins zur
Protocatechursédure [13]. Gleiches gilt fiir die entsprechenden Flavanole (Catechin und
Epicatechin bzw. Gallocatechin und Epigallocatechin) und die Anthocyane (Cyanidin
und Delphinidin). Catechine findet man in Friichten. Anthocyane verursachen die
Blau- und Rotfirbungen vieler Bliiten und tragen auch zur Laubfarbung im Herbst bei.
Cyanine (Cyanidin-glucoside) verursachen sowohl das Blau der Kornblume, als auch
das Rot der Rosen [229]. Bei der Reduktion von Cyanidinchlorid mit Lithium-
aluminiumhydrid wird der Heteroring hydriert und es bilden sich zwei asymmetrische
C-Atome. Die daraus resultierenden zwei diastereomeren Antipodenpaare werden als
Catechin und Epicatechin bezeichnet. In der Natur kommt Catechin als (+)-Form vor

und Epicatechin als (—=)-Form [13]. Die bekannte antioxidative Wirkung von griinem
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Tee wird durch Epicatechin und Epigallocatechin, sowie deren C3-Gallaten hervor-
gerufen [11,202]. Auch die in einigen Gewiirzen, insbesondere in Salbei und
Rosmarin, vorkommenden Antioxidantien: Carnosolsdure, Carnosol, Rosmarinsiure
und Rosmarindiphenol gehdren zu den ortho-Dihydroxy-Verbindungen [202]. Sowohl
Gallate als auch Flavanoide besitzen eine Schwermetallaffinitit. Morin (5,7,27,4"-
Tetrahydroxyflavonol) ist ein empfindliches Reagens auf Aluminium-Ionen; in
alkoholischer Losung tritt eine charakteristische griine Fluoreszenz auf [13].
Anthocyane bilden mit AI’* und Fe’" iiber die Sauerstoffe an 3" und 4’ dunkelblaue
zweizdahnige Komplexe [11]. Propylgallat bildet mit Eisen-lonen dunkel gefarbte
Prazipitate; ein Effekt den man auch bei Trihydroxybutyrophenon (THBP) beobachtet,
nicht aber beim para-dihydroxylierten 2-tert.-Butylhydrochinon (TBHQ) [192].
Polyphenoloxidasen, die fiir die enzymatische Braunung von angeschnittenen Apfeln,
Avocados, Kartoffeln oder Pilzen verantwortlich sind, arbeiten mit dem Redoxsystem
Cu"?" und katalysieren bei einem weiten Spektrum von Mono- und Diphenolen zwei
Reaktionen: die Hydroxylierung eines Monophenols zum o-Diphenol und die weitere
Oxidation zum o-Chinon [11]. Das aktive Zentrum der Polyphenoloxidase besitzt zwei
Cu-Atome. Durch Polymerisation der o-Chinone tritt dann spontan Braunfarbung ein.
Polyphenoloxidase wird durch Hitze, pH < 4 oder Chlorid-Ionen inaktiviert;
Ascorbinsdure und SO, konnen o-Chinone wieder reduzieren bevor sie Braunen [212].

In der Technik sind auch stickstoffhaltige Antioxidantien verbreitet, wie z.B. N,N-
Diphenylamin. Sie wirken wie die Phenole, donieren H-Radikale und bilden meso-
meriestabilisierte Radikale [207]. In Lebensmitteln ist Ethoxyquin (auch Santoquin)
von Bedeutung. Phenothiazin- oder Phenoxazin-Derivate, die sich vom Diphenylamin
durch eine zusétzliche S- bzw. O-Briicke (Planarisierung) zwischen den beiden
Benzolringen unterscheiden, konnen wie Ethoxyquin oder Dihydropyridin-Derivate
die Lipidperoxidation hemmen. Mit Singulett-Sauerstoff werden stabile
>N-O" —Radikale gebildet [123,192]. Lin et al. [147] haben auch freie Aminoxide von
Prolin, Histidin und Tryptophan erfolgreich als Antioxidantien in Lipiden eingesetzt.
Aminoxide wie z.B. Trimetylaminoxid verstirken die Wirkung von Tocopherolen
synergistisch. Diskutiert wird eine Oxidation von Linolsdure-Alkoxyradikalen zur
Ketosdure + Aminoxid-H. Das H soll dann u.A. auf Tocopherylradikale iibertragen
werden [192].
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Die bedeutendsten natiirlichen Antioxidantien sind die Tocopherole. Sie enthalten wie
die Flavonoide das Chroman-Grundgeriist, das hier aber in der para-Position zum
Ether-Sauerstoff (C6) hydroxyliert ist (Abb 4.2). Die vier natiirlich vorkommenden
Tocopherol-Homologen — und — unterscheiden sich ausschlielich in
Methylierungsgrad am Benzolkern. Wahrend -Tocopherol permethyliert ist, fehlt bei
die ,,obere” Methylgruppe (am C5) und bei  die andere zur OH-Gruppe ortho-
stindige Methylgruppe; beim -Tocopherol fehlen beide ortho-Methylgruppen
(Abb. 4.2). Der Einfluss der ortho-Methylgruppen auf das Redoxpotential und die
Reaktionsgeschwindigkeit mit Hydroperoxy-Radikalen wird in Tab. 4.2 deutlich.

‘ . [ppm]

o CH, Fos:5 | i ? ? Baumwollsaat 40-560 - 270410 -

Pos.7 1 ? 1 ? Erdnussol 80-330 - 130-590  10-20
kroo- Maiskeimol 300430 120 450-790 5-60
moeMisy 25 166159 6.5 Olivendl 168226 - - -
Diss.-Energie Palmol 180-260 0-5 180-320  10-70
[kcalmol] [124] 758 778 782 7.8 Rapsol 180-280 - 380590 10-20
Redoxpotential Sojadl 30-120 0-20 250930 50-450
E° [V] [63] 0270~ 0345 0350 0405 Sonnenblumendl 350700  20-40  10-50  1-10
Wirkungsbereich Wallnussol 560 - 590 450
¢ [ppm] [124] ca. 100 250-500 250-500 500-1000 Weizenkeimdl ~ 560-1200 660-810 260 270
biol. Aktiv itat RRR 100 50 10 3
[%] [41] SRR 30 Rindertalg ca.30 - ca.5
E-Nummer E307 - E308 E309 Schweineschmalz _ ca. 20 - -

Tab. 4.2 Tocopherol-Homologe, physikochemische Daten Tab. 4.3 Tocopherole, Vorkommen [31,212]

Damit eine Verbindung als Antioxidants wirkt, muss sie ein kleineres Redoxpotential
als Lipid-Radikale — also < ca.0,6V — besitzen [124]. Das der induktive Effekt von
para- Alkoxygruppen zur Senkung des Redoxpotentials einer phenolischen Verbindung
filhrt, wurde bereits ausfiihrlich beschrieben. Er bewirkt eine hohere Reaktions-
geschwindigkeit bei der Inaktivierung von Hydroperoxy-Radikalen im Vergleich zum
BHT (0,1 M's™"). Das die Reaktion auch schneller ist als die des BHA (ca. 1 M's™)
wird mit der sterischen Fixierung (Planarisierung) des Ethersauerstoffs im Chroman
und der besseren Uberlagerung der p-Orbitale im Semichinon-Radikal begriindet [11].
Die natiirlichen Tocopherole enthalten am C2 neben einer Methyl-Gruppe den
langkettigen Phytylrest. Die Synthese von (£)- -Tocopherol gelang Karrer aus 2,5,6-
Trimethyl-1,4-hydrochinon und Phytylbromid mit Zinkchlorid als Katalysator [13]. Da
die Tocopherole drei asymmetrische G-Atome enthalten gibt es fiir jedes Homologe

2° = 8 Stereoisomere. Die natiirlich vorkommenden Tocopherole sind RRR kon-
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figuriert; eine Anderung der Konfiguration am C2 reduziert die biologische Aktivitit
[41]. In Samendlen kommt neben -Tocopherol vor allem auch -Tocopherol, das die
biochemische Vorstufe des -Tocopherols darstellt, in groeren Mengen vor. Der
Aufbau erfolgt aus Homogentisinsdure (2,5-Dihydroxy-phenylessigséure) und Phytyl-
Diphosphat unter Decarboxylierung. Durch die Tocopherolcyclase wird das Chroman-
System gebildet, welches durch Methyltransferasen schlieBlich mehrfach methyliert
wird [41]. Der Einbau von Geranylgeranyl-Diphosphat (anstelle des Phytyl-
Diphosphats) durch die Geranylgeranyl-Transferase fithrt zu den entsprechenden
Tocotrienolen, bei denen die Phytylkette dreifach ungesittigt ist — und zwar an den
Methylverzweigungsstellen in Richtung zum Chromanring. Hier gibt es zwar nur die
C2-Enantiomere, davon aber je vier cis-trans-Isomere (4'und 7°) und damit wie bei
den Tocopherolen auch jeweils acht Isomere fiir jedes Homologe. Das natiirliche
R,E,E- -Tocotrienol hat im Vergleich zum -Tocopherol etwa die halbe biologische
Aktivitdt, das -Homologe nur ca. 5% [41]. Tocotrienole sind in der Natur weniger
verbreitet als Tocopherole; lediglich Palmol enthédlt alle vier Homologen in
vergleichbaren Mengen wie auch die Tocopherole. Im Mais findet sich -Tocotrienol
(0-240ppm), beim Weizen kommen - und -Tocotrienol vor — wobei  {liberwiegt
(80-190ppm) [212]. Die biologische Wirkung der Tocopherole als ,,Anti-
sterilitdsvitamin® ist seit seiner Entdeckung bekannt. Sein Fehlen bewirkt Sterilidt bei
Ratten, z.B. sind Rattenweibchen, die vitamin-E-frei erndhrt werden, nicht in der Lage
lebensfahige Junge zu gebiren; desweiteren kann die Honigbiene sich nur dann zur
Konigin entwickeln, wenn sie vitamin-E-haltiges Futter erhdlt [13]. Dem per-
methylierten  -Tocopherol scheint dabei eine Schliisselrolle zuzukommen. Bei
Vitamin-E-Mangel werden die Membranen besonders schnell durch reaktive
Substanzen zerstort. Einen umfassenden Uberblick iiber die biologischen Funktionen
des -Tocopherols gibt Machlin [151].

Die Oxidation der Tocopherole verlduft insgesamt recht komplex. Das Spektrum der
gebildeten Oxidationsprodukte hidngt neben der Art des Homologen auch vom
Oxidationsmittel und der Polaritit des Mediums ab. Letztere wird von den
Phospholipiden beeinflusst, wobei den nukleophilen Substanzen (PE, PS) eine

besondere Bedeutung zukommt. Zur Oxidation der Tocopherole sind neben
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anorganische Oxidationsmitteln wie Blei(IV)acetat, Cer(VI)sulfat, Eisen(IlI)chlorid,

Kaliumhexacyanoferrat(Ill) oder  Salpetersdure auch radikalisch  wirkende
Oxidationsmittel wie z.B. DPPH, ABTS, Benzylperoxid, tButylhydroperoxid oder
Cumolhydroperoxid verwendet wurden [130,207]. Die wichtigsten Oxidationprodukte

sind fiir -und -Tocopherol in Abb. 4.7 und 4.8 dargestellt. Das Hauptprodukt ist in
beiden Fillen das Tocopheryl-p-chinon, daneben treten vor allem dimere Strukturen
auf; beim -Tocopherol vor allem der Spirodienonether und bei -Tocopherol das
Ether-Dimer [121,130]. Ether-Dimere, die sich in analoger Weise auch {iber die freien
ortho-Positionen des - und -Tocopherols bilden, sind selbst sehr gute Antioxidantien

und verldngern die ,,effektive Antioxidantienhalbwertszeit [121]. Sie sind der Grund
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fiir die hohere antioxidative Wirksamkeit der -, - und -Homologen gegeniiber dem
-Tocopherol. Das -Tocopherol hat eine besondere Stabilitit. Da es keine ortho-
Methylgruppen besitzt, kann es keine Chinonmethide bilden und somit nicht {iber die
daraus resultierenden Diels-Alder-Spiroverbindungen abreagieren.
Eingeleitet wird die Tocopherol-Oxidation durch die Entfernung eines Elektrons aus
dem Molekiil. Svanholm et al. [231] oxidierten eine -Tocopherol-Modellverbindung
elektrochemisch und erkannten mittels ESR-Spektroskopie ein Kationenradikal als
Intermediat. Mukai et al. [171] stellten mittels ENDOR-Messungen fest, dass die
Struktur der -, -, -und -Tocopherol-Kationenradikale, die durch Oxidation mit
AICl; erhalten wurden, von der Zahl und der Stellung der Methylgruppen am
Chromanring beeinflusst wird. Moglicherweise kommt es hier zu einer Art
McLafferty-Umlagerung der o-Methylprotonen an den Sauerstoff. Durch den Verlust
eines Protons bildet sich das Chromanoxy-Radikal (Semichinon-Radikal), das durch
verschiedenen mesomere Grenzformeln iiber das Molekiil verteilt ist und einen
Schliisselrolle in der Tocopherol-Reaktion spielt. Bedingt durch den heterocyclischen
Ring liegt die Spindichte am C5 um 20% hoher als am C7 [16]. Entsprechend fallt die
Lebenszeit des Chromanoxy-Radikals bedingt durch den Grad an o-Methylierung in
der Rethe > > > | Diskutiert wird auch ein an der C5-Methylgruppe
lokalisiertes- Benzylradikal, wobei der Mesomeriebegriff hier an seine Grenzen stoft.
Ahnliches gilt fiir das in Abb. 4.7 oben links dargestellt tertire Radikal, bei dem der
Heteroring gedffnet ist. Fiir die Entstehung des Tocopherylchinons gibt es nach der
Literatur zwei grundsitzlich verschiedene Wege. Zum Einen die Entstehung durch die
Peroxidation des ringoffnen tertiren C2-Radikals [11,124], zum Anderen iiber eine
Reaktion am C8a wund die Bildung sogenannter Tocopheron-Strukturen
[68,112,130,177]. In Losungsmitteln mit hoherer Dielekrizitdtskonstante konnen
geladene Teilchen besser stabilisiert werden, so auch ein mesomeriestabilisierte
Tocopherol-Kation an dem ein Nukleophil —im einfachsten Fall Wasser (bzw. reaktive
Sauerstoffspezies)— angreift und ein Tocopheron bildet. Das gebildete 8a-
Hydroxytocopheron ist das Halbacetal des Tocopheryl-p-chinons in das es durch saure
Hydrolyse {tibergeht. [68,130]. Da iiber den Tocopheron-Weg die Bindung des

Heterosauerstoffs zum C2 nicht gebrochen wird, bleibt C2 (R)-konfiguriert. In polaren
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Losungsmitteln (z.B. Alkoholen) ldauft die Reaktion vorzugsweise iiber die Bildung
von 8a-substituierten Tocopheronen. Goodhue und Risley [68] konnten durch
Variation des Alkohols verschiedene 8a-Alkoxytocopherone herstellen. Im schwach
Sauren reagieren diese Stoffe zum Tocopherylchinon; in neutralem bzw. alkalischen
Milieu sind sie stabiler. Nishikimi und Machlin [177] fanden bei der Oxidation durch
ein Xanthin-Xanthin-Oxidase-System auch Verbindungen mit Tocopheronstruktur, die
durch Ascorbinsdure regenerierbar sind. Tocopherone lassen sich anhand ihrer
typischen UV-Absorption bei 240nm gut von Tocopherol (290nm), Tocopherylchinon
(270nm), dem Dihydroxydimer (300nm) und dem Spirodienonether (300nm)
unterscheiden [130]. Bei der Oxidation mit tert.-Butylhydroperoxid in Chloroform
fanden Sumarno et al. [230] auch das 5-Ethoxymethyltocopherol (UV-Abs.: 300nm
[130]), dessen Bildung iiber das in Chloroform enthaltene Ethanol (2% zur
Stabilisierung zugesetzt) erklart wird. Bei Variation des Alkohols (z.B. Cholesterin)
bzw. Wasser fanden sie weitere Derivate mit 5-methyl-substituierter -Tocopherol-
struktur. Bei der Oxidation mit Benzylperoxid findet sich auch 5-Benzoyl-
methyltocopherol [68]. Die Oxidation des Benzylradikals fiihrt zum entsprechenden
Peroxyradikal, das zum Formyltocopherol disproportioniert [58]. Der Angriff des
Sauerstoffs am (C8a-Radikal ergibt das Hydroperoxytocopheron das zum
Tocopherylchinon zerfillt. Die Hydroperoxyradikale, die bei der Sauerstoffanlagerung
an das C5- bzw. C7-Radikal gebildet werden, lagern sich —&hnlich wie bereits fiir
Linolsdurehydroperoxy-Radikale beschrieben— in Epoxy-8a-Radikale um, deren
weitere Oxidation iiber Epoxy-8a-Peroxide schlieBlich zu Epoxytocopheryl-p-
chinonen fiihrt. Diese unterscheiden sich von Tocopherylchinon dadurch, dass eine der
Chinondoppelbindungen nur einfach und epoxyiiberbriickt ist. Es sind zwei
Epoxytocopheryl-p-chinone mdéglich (Abb. 4.7), und zwar aus dem C5-Peroxid das
4a,5-Epoxytocopheryl-p-chinon und aus dem C7-Peroxid das 7,8-Epoxytocopheryl-p-
chinon [112,124]. Durch Dimerisierung von Peroxy-Radikalen kommt es zu Bildung
von Singulett-Sauerstoff, der seinerseits direkt an Tocopherol unter Bildung eines
Endoperoxids addieren kann (Abb. 4.8) [124]. Von groBler Bedeutung ist in der

Tocopherol-Oxidation die Entstehung von Dimeren-Produkten. So werden bei der -

strahleninduzierten Reaktion des -Tocopherols in inertem Hexan fast ausschlieBlich
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dimere Produkte gebildet [130]. Neben dem Spirodienonether als Hauptprodukt wird
auch das Spirotrimer und das Dihydroxydimer gebildet; das Tocopherylchinon entsteht
nur in geringen Mengen. Die Bildung des Spirodienonethers erfolgt aus der Diels-
Alder-Dimerisierung des Chinonmethids, das bei der Disproportionierung des
Semichinonradikals entsteht. Bei Reaktionen, die iiber Protonen- bzw. Elektronen-
transfer ablaufen, sind zusétzliche Redoxreaktionen mit Tocopherol, Tocopheryl-
chinon und Tocoperolhydochinon mdéglich. So kann z.B. der Spirodienonether mit
[176]. [130] beobachtete

Tocopherol zum Dihydroxydimer reagieren Koswig

umgekehrt den Abbau der verschiedenen -Tocopherylchinone und die Bildung von

-Tocopherol bei der Lagerung der Proben nach -Bestrahlung. Parallel beobachtete
siec auch die Abnahme von Ethoxymethyltocopherol und eine Zunahme von
Erklart Oxidation des

Formyltocopherol. wird diese Umwandlung mit der

Ethoxymethyltocopherols zum entsprechenden OH-Chinonmethid, dessen Um-
protonierungsprodukt das Formyltocopherol ist. Werden Tocopherone mit Salzsdure
behandelt zerfallen sie in Tocopherylchinon, daneben wird auch Tocopherol gebildet,

da zwischen Tocopherol und Tocopherylchinon ein Redoxgleichgewicht besteht [108].
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Abb.4.10 Reaktion mit dem Superoxid-Radikalanion [112]

-Tocopherone und -Tocopherol [108,177]

Hydroxytocopheron wird mit Ascorbinsdure vollstindig und direkt zu Tocopherol
umgesetzt [111,170,177]. Auch Tocopherylchinon wird ane antioxidative Wirkung
zugeschrieben. Nach Jore et al. [108] erfolgt eine Oxidation zum Tocopherylchinon-
Radikal und eine anschlieBende Disproportionierung zum Tocopherolhydrochinon.
Ozawa und Hanaki [130] konnten durch ESR-Untersuchungen zeigen, dass ais -

Tocopherolchinon durch Reaktion mit O," das Semichinonradikal gebildet wird. Die
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Reaktion von -Tocopherol mit dem Superoxid-Radikalanion liefert in protischen und
aprotischen Losungsmitteln verschiedene Produkte (Abb. 4.10).
Bei -und -Tocopherol tritt im Gegensatz zum -Tocopherol die Oxidation iiber den
Chinonmethid-Weg in den Hintergrund, beim -Homologen ist dieser Pfad wegen der
fehlenden o-Methylierung gar nicht moglich. Dagegen kommen hier dimere Produkte
tiber die freien ortho-Positionen vor. Man unterscheidet zwei Arten von Dimeren:
Ether-Dimere und Biphenyl-Dimere (Abb. 4.8). Die Biphenyldimere treten in deutlich
kleineren Mengen auf — in Triglyceriden findet man sie praktisch gar nicht; da die
Drehbarkeit der Bindung zwischen den Benzolringen sterisch blockiert ist, gibt es je
zwel Stereoisomere [121]. Zwischen dem Abbau von -Tocopherol und dem Gehalt an
-Tocopherol-Etherdimer besteht ein direkter Zusammenhang. In ungesittigten
Systemen erfolgt der thermisch induzierte oxidative Abbau das -Tocopherols und der
damit einhergehende Aufbau des Ether-Dimers schneller und mit héherer Ausbeute als
in gesittigten Systemen. Ahnliches gilt fiir die - und -Homologen. Die Ether-
Dimere sind nicht nur antioxidativ; aufgrund ihrer groBeren Stabilitit sind sie im Ol
auch bessere Antioxidantien, als das jeweilige Ausgangstocopherol [121]. Aggressive
Oxidationsmittel, wie z.B. Salpetersiure oder ROO’, konnen das -Tocopherol-
Chromanoxy-Radikal am C5 angreifen [112]. Diese Reaktion fiihrt zum ortho-Chinon,
dem Tocorot, das zum Tocopurpur weiter oxidieren kann [41,112,206].

Tocopherole bilden bei der Oxidation innerhalb einer Ol-Matrix auch stabile
Rekombinationsprodukte mit ungesittigten Fettsduren. Linolsdure bildet mit -
Tocopherol bei 80°C ein Diels-Alder-Addukt. Auf die gleiche Weise reagiert
Methyllinolat auch im Verlauf der Peroxidation iiber das C7-Methyl des -
Tocopherylchinons [121].

Diels-Alder-Addukte

11 (13)
W OLr
o
o) o
R /\_)\7/\
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O(13)
Epoxid-Addukte

Abb. 4.11 Tocopherol-Linolsdure-Addukte [59,121]
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Als zweite Gruppe treten Epoxy-Addukte auf. Diese entstehen beim radikalischen
Zerfall der Hydroperoxide (Abb. 3.1 S. 36), den man insbesondere in mono-
molekularen Schichten oder an Kieselgel [159] beobachtet. Sie stellen die
Rekombinationsprodukte von Epoxy-Allyl-Radikalen und dem Chromanoxy-(O)-
Radikal dar. Es bilden sich die cis-11- und trans-9- bzw. trans-13-Produkte [59].
Bei den synthetischen -Tocopherolabkémmlingen kann man in polarere Ver-
bindungen unterscheiden bei denen der Phytylrest durch eine Carboxylgruppe
(Trolox™™ C) bzw. eine derivatisierte Carboxylgruppe ersetzt ist und solche, bei denen
die Hydroxylgruppe verethert oder verestert ist (Abb. 4.1). Trolox C ist als
Antioxidans den meisten synthetischen Phenolen nur wenig iiberlegen [192]. Trolox-
aminosduren dagegen, die durch Anbinden von Aminosduren iiber eine Peptidbindung
an Trolox C entstehen, zeigen eine bessere Wirkung [121]. Beim Trolox-methylether
ist zur Stabilisierung die OH-Gruppe verethert. RRR- -Tocopherol-acetat und RRR-
-Tocopherolsuccinat, die beide am OH-verestert sind, zeigen eine dem -Tocopherol
vergleichbare biologische Aktivitdt (91% und 81%) [41].
Tocopherole wirken in hoheren Konzentrationen prooxidativ [11,112,124]. Der
optimale Konzentrationsbereich der vier natiirlichen Homologen fiir die Stabilisierung
von Pflanzenfetten ist in Tab. 4.2 dargestellt. Beim -Tocopherol setzt die pro-
oxidative Wirkung ab Konzentrationen von ca. 100ppm ein, die anderen Homologen
—insbesondere -Tocopherol- neigen weniger zur Prooxidativitit. Da die kritische
Tocopherolkonzentration parallel zum Redoxpotential in der Rethe < = <
steigt, wird das Semichinonradikal, seine Stabilitdt und sein weiterer Verbleib als

Schliissel fiir den prooxidativen Effekt angesehen.
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Abb. 4.12 prooxidantiver Effekt der Tocopherole [112]
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Nach Gottstein und Grosch [70] ist die Peroxidation des tertidren-C2-Radikals die
Ursache fiir den prooxidativen Effekt. Burton et al. [24] berichten andererseits, dass
die Reaktion des Chromanoxy-Radikals mit Sauerstoff nur langsam ist (6,5 M'st,
25°C). Der schwermetallinduzierte Fettverderb —z.B. durch Fe’'— wird aber durch
Tocopherol verstirkt, da es Fe’ zu Fe*" reduziert und dieses Sauerstoff zum reaktive n
Superoxid-Radikalanion aktiviert, bzw. den Zerfall von Peroxiden {iber die Fenton-
Reaktion bewirkt [25]. Nach Kamal-Eldin & Appelqvist ist Tocopherol danach kein
direktes Prooxidants, sondern ein Cooxidants oder synergistisches Prooxidants [112].
Die Fe'-katalysierte Reaktion von Tocopherol mit Methyllinolat-Hydroperoxiden
fiihrt zum Tocopherylchinon [74]. Der prooxidative Effekt tritt bei den anderen
Homologen in den Hintergrund, da hier durch den Angriff des Sauerstoffs (O, ) an den
freien ortho-Positionen, eine Stabilisierung iiber ortho-Chinone (Tocorot) moglich ist.

Dass eine hohe Konzentration an Hydroperoxiden den prooxidativen Effekt verstirkt
wird von Hicks et al. [88] beschrieben. In hoheren Konzentrationen kommt es
zunehmend zur Reaktion von Tocopherol-Molekiilen, vergleichbar der Reaktion von
Hydroperoxiden untereinander (Reaktion (5) Abb. 2.1), die zur Peroxid-Zersetzung
und damit zum Start der Lipidperoxidation fiihrt. Tocopherole treten zunéchst {iber
Wasserstoffbriicken mit Hydroperoxiden in Kontakt. Durch den Ubergang des
Tocopherol-H-Atoms kann das Hydroperoxid Wasser abspalten und in ein

Alkoxyradikal ibergehen [112,124].

TocH ROOH ___, Toc H,0 RO

Die Reaktion ist bei -Tocopherol energetisch am giinstigsten, da sein Chromanoxy-
Radikal am stabilsten ist. Neben ROOH oder ROOR unterliegen auch
Tocopherolperoxide (TOOH, TOOR, TOOT) dieser Reaktion (vgl. Abb. 4.12). Ferner
fiihrt die Dimerisierung von Tocopherol-Hydroperoxid-Radikalen zur Generierung
von Singulett-Sauerstoff, der durch direkte Reaktionen die Lipid-Peroxidation iniziiert.
Die Reaktion von Singulett-Sauerstoff mit -Tocopherol ist in Abb. 4.8 dargestellt.
Sie fiihrt iiber ein Endoperoxid zum 8a-Hydroperoxytocopheron und weiter zum
Tocopherylchinon. Ferner findet man 4a,5-Epoxytocopherylchinon und C5-Spiro-
verbindungen [112].
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Abschlielend sollen hier noch die antioxidativen Eigenschaften der Carotinoide
diskutiert werden, da sie die Wirkung von Tocopherolen synergistisch verstirken [46].
Carotinoide gehoren zu den Isoprenoiden. Man klassifiziert zwei Hauptgruppen, die
Carotine und die Xanthophylle. Im Unterschied zu den Carotinen bei denen es sich um
reine Kohlenwasserstoffe handelt, kommen in den Xanthophyllen auch Sauerstoff-
Atome vor (Abb. 4.13). Stark geférbte native Pflanzendle enthalten bis zu 700 ppm an
Carotinoiden [20]. Natiirliches Olivendl enthélt nur etwa 1-3 ppm -Carotin und 1-2
ppm Lutein [200]. Lutein, das vor allem im Eidotter vorkommt, gehort wie das
Zeaxanthin, welches die gelbe Maisfarbung verursacht, zu den Xanthophyllen [11]. Im
Unterschied zum Zeaxanthin, ist beim Lutein nur eine Doppelbindung verschoben.
Statt zwischen 5" und 6 liegt sie zwischen 4" und 5’, was das konjugierte System um
eine Doppelbindung kiirzer macht. Den gleichen Strukturunterschied weisen -und -
Carotin auf. Carotinoide besitzen nicht die fiir die meisten Antioxidantien typischen
phenolischen Strukturen. Es sind polyenische Antioxidantien, deren antioxidative
Eigenschaften auf einem langen, konjugierten Polyensystem beruhen, welchem
verschiedene Reaktionspfade offen stehen. Carotinoide inaktivieren Singulett-
Sauerstoff und hemmen damit die Photooxygenierung [31,242]. Das entstandene
angeregte Carotinoid kann die dabei aufgenommene zusétzliche Schwingungsenergie
durch intramolekulare StoBe in Form von Wirme an die Umgebung abgeben [23,207].
Coa 2 G Vime

Die Energie des Singulett-Sauerstoffs (94 kJ x mol™") wird z.B. auf -Carotin (88 kJ x
mol™") iibertragen. Die Reaktion ist exotherm [53] und lduft mit einer Geschwindigkeit
von 1,3 x 10" M's™ [124]. Von den aus 8 Isopreneinheiten aufgebauten C40-
Carotinoiden sind die mit 11 konjugierte Doppelbindungen ( -Carotin, Lycopin)
effektivere Singulett-Sauerstoff-Quencer, als solche mit nur 10 konjugierten
Doppelbindungen ( -Carotin, Lutein). Wird die Lidnge des konjugierten Systems
durch Keto-Gruppen auf 13 konjugierte Doppelbindungen erhoht (Astaxanthin,
Canthaxanthin), steigt die Quencin- Aktivitdt weiter und ist nur noch diffusions-
kontrolliert, wiahrend der Einbau von Hydroxy, Epoxy- oder Methoxy-Gruppen die
Wirksamkeit herabsetzt [123,242]. Carotinoide mit weniger als 9 konjugierten
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Doppelbindungen konnen weniger gut Singulett-Sauerstoff inaktivieren, iibernehmen

aber die Energie anderer photosensitiver Molekiile — wie z.B. von Chlorophyll [31].

\9\\13\15 \1'\\'\ % U Yo L N

ROO
-Carotin -Carotin
OOR OOR
R R R R éi\)\/ B /I\/k/l\
| OOR
HO HO l RO ROO

O (6]
Lycopin Zeaxanthin Astaxanthin  Canthaxanthin ég\/l\/ é{ip\/\
HO. R R R R R Fragmentlerung
> > = >>
o] o HO Ho /u
! g X N AN
| I
0 o o

Actinioerythrol Isonorastazin Astaxanthin Isonorastaxanthin -Carotin

Abb. 4.13 Carotinoide und Xanthophylle [11,207] Abb. 4.14 Carotinoide als Radikalfanger [11,25,35]

Vom -Carotin gibt es 4 isomere Strukturen. Das dargestellte all-trans-Isomer ist
thermodynamisch am stabilsten. Daneben kommen auch das 9-cis-, 13-cis-, und 15-
cis-Derivat vor [145]. Mit einem Redoxpotential von 1,06V ist -Carotin ein
schlechter Wasserstoff-Atom-Donator [31]. Das Redoxpotential entspricht aber etwa
dem des Hydroperoxid-Radikals [112], so das Wechselwirkungen moglich sind. Nach
Burton und Ingold [25] kann sich ein reaktives ROO-Radikal an das Polyensystem von

-Carotin addieren. Die gebildeten Additionsprodukte sind resonanzstabilisiert und
vergleichsweise reaktionstrige. Burton [23] und Krinsky [133] erkldren die
ungewOhnliche antioxidative Wirkung damit, dass sich direkt an die Bildung des
ROO-Car-Radikals ein weiters ROO-Radikal anlagert und ein relativ stabiles
ROO-Car-OOR entsteht und so die Kettenreaktion zum Erliegen kommt. Bei héheren
Carotenoid-Konzentrationen und unter hoheren Sauerstoff-Partialdriicken kommt es
aber vermehrt zur weiteren Oxidation und zu einem prooxidativen Verhalten [31].
Nach Heinonen et al. [83] wirtkt -Caroten in Ol-in-Wasser-Emulsionen bereits in
Konzentrationen um 0,5ppm prooxidativ; in Kombination mit -Tocopherol (1,5ppm)
erhielten sie aber eine bessere Stabilisierung als mit -Tocopherol allein. Diese
synergistische Wirkung der Carotinoide wird versucht liber die Regeneration von

Chromanoxyradikalen zu Tocopherolen zu erkldren [18,23], was nach Lage der
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Redoxpotentiale aber in Frage steht. Vielmehr scheint es umgekehrt, dass die Carotine
den Redoxpotentialsprung zwischen Hydroperoxiden und Tocopherolen iiberbriicken
[41,211]. Je hoher die Konzentration an -Carotin in raffiniertem Olivendl ist, desto
besser ist es lagerfihig [46]. Die Wasserstoff-Donierung bei -Carotin ist iiber die
allylischen Positionen 4 bzw. 4~ moglich. Ketoxanthophylle unterdriicken die
thermisch induzierten Lipidperoxidation weit stdrker, als die reinen Carotin-
Kohlenwasserstoffe. Die Reihenfolge der antioxidativen Wirksamkeiten, der sich nur
in den Kopfgruppen unterscheidenden Verbindungen, ist in Abb. 3.13 dargestellt
[207]. Durch induktive Effekte der O Substituenten kommt es zur Absenkung der
Redoxpotentiale und damit zur Aktivierung der in allen Verbindungen vorkommenden
Allylpositionen. Die sehr gute antioxidative Wirkung von Astaxanthin und
Actinioerythrol liegt in ihrer Acyloinstruktur begriindet, die leicht zum Diketon
oxidiert werden kann. Es fillt jedoch auf, dass Isonorastazin besser wirksam ist, als
sein korrespondierendes Acyloin; Isonorastaxanthin. Begriindet wird dieses Verhalten
iiber ein hoheres Redoxpotential, die daraus resultierende bessere Stabilitidt und hohere
antioxidative Halbwertszeit® [207]. Von besonderer Bedeutung ist bei den
Xanthophyllen die Blockierung der C4-Position durch Keto-Gruppen. Es besteht daher
nicht wie beim -Carotin die Mdglichkeit zur Mesomerie mit der Polyenkette; die
Radikale verteilen sich nur innerhalb der jeweiligen Kopfgruppe. So ldauft auch der
oxidative Abbau geordneter als bei den Carotenoiden. Sell [218] fand bei der
thermischen Zersetzung des Astaxanthins nicht die filir Carotinoide typischen
oxidativen Fragmentierungprodukte (Abb. 4.14). Actinioerythrol hat eine noch hohere
,antioxidative Halbwertszeit” als Astaxanthin und ist daher besser wirksam. Als
Ursache wird die planarere Struktur des Molekiils angesehen [207]. Moglicherweise

spielt auch die sterische Blockierung der HO-Gruppe und des C2-H-Atoms eine Rolle.
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4.2. Phospholipide als Synergisten — Grundlagen

Synergisten sind Stoffe die die Wirkung von priméren Antioxidantien verstirken. Im
Gegensatz zum rein additiven Effekt ist beim synergistischen Effekt die Verldngerung
der Induktionsperiode groBer, als die Summe der Indukionsperioden der
Einzelkomponenten erwarten ldsst. Der synergistische Effekt wird nach Bishov &
Henick [14] in Prozent des Gesamteffekts angegeben.

L, 1, I, I I, 100 %

Synergismus

I, ist dabei die Induktionsperiode des Substrats, I, und Ig die von Substrat plus
Antioxidants bzw. Synergist allein, und l;, die Induktionsperiode bei Einsatz der

Mischung beider Stoffe.
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Abbildung 4.16 synergistischer Effekt zwischen BHA und BHT
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Abbildung 4.15 synergistischer Effekt [192]

Primdre Antioxidantien zeigen Aufgrund unterschiedlicher Reaktionsmechanismen
und regenerative Wechselwirkungen in Mischung oft synergistische Effekte. Der
einfachste Fall ist das Verhalten von BHA und BHT gegeniiber dem stabilen
Diphenyl-pikryl-hydrazyl-Radikal [121]. BHA gibt 0,75-1,2 H-Atome ab, wéhrend
BHT viel weniger H doniert. In Kombination werden aber 2,78 H-Atome abgegeben.
Nach Kurechi et al. [121] reagiert BHA nur mit einem DPPH-Radikal; das entstehende
BHA-Radikal reagiert nicht weiter sondern liegt als Intermediat — z.B. an DPPH
gebunden — vor. Die Reaktion von BHT mit DPPH ist sterisch behindert. In der
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Mischung reduziert BHT aber die BHA-Radikal-Intermediate wieder zu BHA und
liefert durch die Oxidation zum Chinonmethid zwei H- Atome, so dass insgesamt drei
DPPH-Radikale abgebaut werden. Boguth et al. [17] beschreiben den synergistischen
Effekt zwischen Tocopherolen und BHT gegeniiber dem DPPH-Radikal ebenfalls
durch die katalytischen Aktivierung von inaktivem BHT durch Tocopherole. Auch bei
der Reduktion von Fe’* zeigen BHA und BHT einen Synergismus. Der Umsatz
entspricht 3 : 0,6 : 5,5 fiir BHA : BHT : BHA+BHT und ist in der Mischung 1,5 mal
grofer als erwartet [121]. Der synergistische Effekt innerhalb der Lipidperoxidation ist
ebenfalls geringer als beim DPPH, da die Reaktion mit Hydroperoxy-Radikalen
sterisch weniger blockiert ist. BHA baut sich gegeniiber tert.-Butylhydroperoxid/Co"
bei Anwesenheit von BHT praktisch nicht ab. Allerdings baut sich BHT in der
Mischung mit BHA schneller ab, als wenn es allein vorhanden ist; jedoch ist dieser
Abbau immer noch langsamer verglichen mit dem des BHA allein (gleiche
Anfangskonzentrationen — 2mM) [136]. Aufgrund der hoheren Effizienz des BHT
durch die ,glattere Reaktion (zum Chinonmethid) erhoht sich die effektive
antioxidative Halbwertszeit. Auch die unterschiedlichen Tocopherol-Homologen
zeigen wechselseitige Stabilisierungen. Parkhurst et al. [188] erhielten in
Schweineschmalz einen bessere Schutz flir Tocopherol-Mischungen ( , , ) als fiir
die Einzelsubstanzen.

Generell lassen sich die synergistischen Wirkungen auf primédre Antioxidantien in der

Lipidperoxidation in zwei Gruppen unterteilen:

1. indirekte Schutzwirkung (,,Sparen* primarer Antioxidantien)
a.) '0,-Quencher (Carotenoide, Lichtfilter)
b.) Komplexierung von Schwermetallen (Citronensidure, Phosphorsidure, Amino-
sduren, Ascorbinsiure)

c.) Peroxidzersetzung (S-haltige Aminosduren, Aminoxide)

2. direkte Schutzwirkung
a.) Regeneration primérer Antioxidantien (Ascorbinsiure, Glutathion)

b.) Loslichkeitseffekte (Phospholipide)
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Ascorbat wirkt sowohl iiber indirekte Mechanismen — insbesondere iiber die Bindung
von Sauerstoff — als auch iiber die direkte regenerative Wechselwirkung [121,183].
Packer et al. berichtete 1979 in Nature [183], dass der synergistischen Effekt zwischen
Ascorbinsdure und -Tocopherol auf die Regeneration des -Tocopherols durch die
Reduktion seines Semichinonradikals durch Ascorbinsdure zuriickgeht.

Die indirekten Effekte der Phospholipide; die Schwermetallkomplexierung und die
Wechselwirkung mit Lipidperoxidationsprodukten ist bereits ausfiihrlich diskutiert
worden. Nun sollen die direkten Interaktionen mit phenolischen Antioxidantien und

dabei insbesondere die Fiahigkeit zur Regeneration im Mittelpunkt stehen.
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Abbildung 4.17 synergistischer Effekt von 0,16% Dipalmitoyl- Abbildung 4.18 relativer synergistischer Effekt [%] und
PE und 0,07% Quercetin (Q) (molares Verhiltnis) in synergistischer Schutzfaktor (ohne Synergist SF sy, = 1)
Schweineschmalz bei 140°C [101]

Hudson et al. untersuchten in den 80er Jahren den synergistischen Effekt von
Phospholipiden und phenolischen Antioxidantien, darunter Tocopherole, Flavonoide,
BHA, BHT, TBHQ und Gallate. Der Effekt von 0,16% Dipalmitoyl-PE auf 0,07%
Quercetin (molares Verhéltnis) in Schweineschmalz bei 140°C ist in Abb. 4.17
dargestellt. Uber die Messung der Induktionsperiode mit der Rancimat-Methode und
die Formel von Bishov & Henick bestimmten sie einen synergistischen Effekt von
71% [101]. Anschaulicher ist aber die Interpretation iiber den Faktor, den sich die
Induktionsperiode von der rein additiv zu erwartenden unterscheidet, da der
prozentuale Effekt und dieser ,synergistische Schutzfaktor sich nicht linear

zueinander verhalten.
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100 %
100 % synEffekt [%]

FSyn.

Ein synergistischer Effekt von 50% bedeutet einen Schutzfaktor von 2, 75% einen von
4, 80% einen von 5 (vgl. Abb. 4.18), 90% einen von 10 und 99% einen Schutzfaktor
von 100. Werte unter 40% — wie sie z.B. fiir PC/Quercetin erhalten werden [101] —
konnen praktisch nicht als synergistische Wirkung bezeichnet werden. Der fiir
PE/Quercetin bestimmte synergistische Effekt von 71% entspricht einer um Fakor 3,4
langere Induktionsperiode als theoretisch erwartet. Fiir andere Flavonoide erhielten
Hudson et al. vergleichbare Werte, wobei jedoch die eingesetzten Flavonoide, die
keine OH-Gruppe am C3 enthalten kleinere Werte lieferten (insbesondere bei
kleineren PE-Konzentrationen) [101]. Mit der PE-Konzentration steigt der
synergistische Effekt linear an. Gleiches beobachtet man bei Einsatz von 0,025%

-Tocopherol, BHA oder PG in Schweineschmalz bei 120°C [37].
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S 9 /
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PE [%] molarer Uberschuss PE [Faktor]
Abbildung 4.19 synergistischer Effekt von 0,025% Antioxidants Abbildung 4.19a synergistischer Effekt bei molarer Zugabe an
mit Dipalmitoyl-PE in Schweineschmalz bei 120°C [37] PE (Faktor =1) bzw. Uberschuss — ber. aus Versuch Abb. 4.19

BHT und TBHQ erreichten bei etwa molarer PE-Zugabe (ca. 0,1%) einen
Sattigungspunkt. Die grofSten Effekte zeigt PE in Verbindung mit -Tocopherol und
BHA. Propylgallat (PrG) wechselt bei molarer PE-Menge von prooxidativer zu
synergistischen Wirkung. Ob -Tocopherol oder BHA den stirkeren Synergismus
zeigen, ldsst sich hier nicht sagen, da die BHA-Proben aufgrund des
Molmassenunterschieds ca. 2,4 mal mehr Molekiile enthalten als die -Tocopherol-
Proben (MG; BHA: 180, -Toc: 431, Dipal.-PE: 691), andererseits aber die

-Tocopherol-Proben relativ mehr PE enthalten; und zwar am letzten Messpunkt ca. 6
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mal mehr, wihrend es beim BHA nur ca. 3 mal mehr ist. Unter der Annahme, dass ein
Regenerationsmechanismus vorliegt — und damit die Anfangsmenge an Antioxidants
die geringere Rolle spielt — kommt BHA der grofere synergistische Effekt zu. Beim
Vergleich der phenolischen Antioxidantien in Abb. 4.19 deutet sich an, dass die
Stabilitdt der primér gebildeten Semichinon-Radikale von Bedeutung ist. BHT, TBHQ
und PrG reagieren leicht weiter zu Chinonen. Das -Tocopherol-Semichinonradikal ist
sehr viel stabiler und das BHA-Radikal reagiert —wie vorhin beschrieben— nicht mal
mehr mit DPPH. BHA und -Tocopherol als auch Flavonoide haben etwas
gemeinsam; es handelt sich um Ether. Tatsdchlich zeigt das Flavonoid Butein, das als
Chalkon kein Ether ist, bei 140°C zu 0,07% in Schweineschmalz mit molarer Menge
Dipal.-PE im Gegensatz zum Quercetin keinen Synergismus [101]. Ein Effekt tritt hier
erst bei hoherem PE-Zusatz auf. Im Fall von BHA und -Tocopherol ist durch de
Etherbriicke die Reaktivitidt der para-OH-Gruppe blockiert. Da keine H-Abstraktion
moglich ist, ist die Bildung des para-Chinons behindert, was auch der Grund dafiir ist
warum p-OH-Gruppen das Redoxpotential weit stirker senken als p-Methoxy-
Gruppen (vgl. Brown-Substituentenkonstanten Tab. 4.1 S.70).

Der Einfluss von Dipal.-PE auf den Abbau von Propylgallat in Schweineschmalz und
die damit verbundene Lagerfahigkeit bei 120°C wurde in der Arbeitsgruppe Hudson

von Dziedzic und Robinson untersucht [38].
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Abbildung 4.20 Abbau von 0,02% Propylgallat (a), von 0,32% Dipal.-PE (b) und Abbau beider Komponenten in Mischung (c); in
Schweineschmalz bei 120°C, Induktionsperiode in Stunden [38,121]
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Wihrend sich Propylgallat im Laufe der Induktionsperiode anfangs langsam, dann
aber mit zunehmender Geschwindigkeit abbaute, erhdhte der Zusatz von 0,32% PE die
Anfangsgeschwindigkeit des Abbaus zwar, aber im Verlauf der Induktionsperiode
wurde die Abbaugeschwindigkeit immer kleiner. Der Abbau erfolgte nun in erster
Niherung exponentiell, wobei die Autoren eine Halbwertszeit von 9h angeben. Der
schnellere PrG-Abbau zu Beginn ldsst vermuten, dass es zu einer Reaktion mit PE
kommt. PrG selbst bildet beim oxidativen Abbau durch Dimerisierung iiber C2 bzw.

C6 ein Biphenyldimer, das zu einem Dilacton — der Ellagsdure — umestert [121].

HO
GOOC.H, O
0
0

uv

OH
Ellagsaure

Abbildung 4.21 Abbau von PrG zu Ellagsdure [121]

Die Oxidation der Ellagsdure sollte zu chinoiden Strukturen fithren, welche
moglicherweise die Targets des PE’s darstellen. Zwar sind diese kein Ether, aber auch
sie enthalten —diesmal iiber Esterbindungen— blockierte OH-Gruppen.

Der Vergleich der Effekte von PE, PC und PI auf die einzelnen Tocopherol-
Homologen in Schweineschmalz bei 100°C [100] ergibt fiir PE/ -Tocopherol die

grofBte Induktionsperiode.
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Abbildung 4.22 Induktionsperioden von je 0,02% Tocopherol- Abbildung 4.22a synergistischer Effekt von je 0,02%
Verbindung mit 0,3% Dipalmitoy-PE, -PC und PI in Tocopherol-Verbindung mit 0,3% DipalmitoytPE, -PC und PI
Schweineschmalz bei 100°C [100] in Schweineschmalz bei 100°C [100]
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Der reine synergistische Effekt des PE’s ist aber bei allen untersuchten Tocopherol-
Verbindungen etwa gleich und liegt zwischen 2 und 2,5. Man kann daher annehmen,
dass der gleiche Mechanismus dahintersteckt und dem Abbau der - und -Homologen
tiber Etherdimere keine besondere Bedeutung zukommt. PC zeigt eine geringere, aber
nicht unerhebliche, synergistische Wirkung. PI ist inaktiv. Der Effekt von PA wurde
hier nur fiir -Tocopherol bestimmt und liegt mit 1,89 zwischen der von PE und PC.
Das -Tocopheroldihydroxydimer steht in seiner Wirkung mit PE dem -Tocopherol
nicht nach; anders sieht das gegeniiber PC aus. Dadurch das 0,02% des Dimers nur die
halbe Zahl an Molekiilen enthilt, deutet dieser Unterschied auf eine intensivere
chemische Wechselwirkung mit PE hin.

Hidalgo & Zamora et al. [89] haben in neueren Untersuchungen versucht, die
synergistischen Effekte von PE und Lysin auf -Tocopherol {iiber die mit
Lipidautoxidationsprodukten gebildeten Pyrrol- Artefakte zu erkdren. In tocopherol-
freiem Olivendl als auch nach Zugabe von 250 ppm -Tocopherol fanden sie mit 400
ppm PC keinen Effekt, mit je 400 ppm PE bzw. Lysin nur geringe synergistische
Wirkungen und mit PC/PE (1:3; 1:1, 3:1 400 ppm) keinen Effekt. Die grof3te
synergistische Wirkung von ca. 20% (SFgy,~ 1,25; I (zum additiv erwarteten Wert
der Einzelkomponenten) = 1,04 — 3,3h) erhielten sie durch Zugabe von PC/Lysin und
PE/Lysin (je 1:3; 1:1, 3:1 400 ppm). Je groBer die Menge an PL, desto grofer der
Effekt. Wéhrend bei PC/Lysin der Anstieg der Induktionsperiode ( I) im
tocopherolfreien Olivendl nur etwa halb so grol war, wie im Olivendl + -Toco-
pherol, war mit PE/Lysin der Anstieg in beiden Olen auf etwa dem gleichen, hohen
Niveau ( "' ca. 3h). Das lisst den Schluss zu, dass mit PE/Lysin antioxidative Stoffe
entstehen, die die Rolle des -Tocopherols iibernehmen. ,,Pyrrol-Lysin“ und ,,Pyrrol-

PE* wurden bislang auf ihre antioxidative Wirkung untersucht [89].
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2,3-Dipalmitoylprop-1-yl-2-(1H-pyrrol-1-yl)ethylphoshorsaure
Abbildung 4.23 Pyrrol-Lysin und Pyrro}PE [89]
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In tocopherolfreiem Olivendl waren beide aber inaktiv; wohingegen Pyrrol-Lysin in
Olivendl + -Tocopherol —allerdings erst in Konzentrationen iiber 200ppm— einen
stabilisierenden Effekt zeigte. Dieser ldsst sich mdglicherweise allein auf die
synergistische Wirkung als schwermetallbindende Aminosdure [192] zuriickfiihren.
Interessant ist in diesem Zusammenhang, ob die beoachtete antioxidative Eigenschaft
auf die ebenfalls entstechenden -hydroxylierten Pyrrole und im Verbindung mit
Kohlenhydraten auch auf HMF-analoge Pyrrole zuriickgefiihrt werden kann.

Die Regeneration der -Tocopherol-Semichinon-Radikale durch Ascorbinsiure ist seit
langerem bekannt [183]; Skibsted et al. [189] zeigten, dass auch phenolische
Verbindungen mehr oder weniger gut dazu in der Lage sind und setzen den
synergistischen Effekt von Flavonoiden einem tocopherolregenerierenen Effekt gleich
[190]. Bei ihren ESR-Messungen erzeugten sie das -Tocopheryl-Radikal in
N,-gesittigter Hexanlosung durch Reaktion mit DPPH. Sowohl p-Hydroxybenzoe-
sdure, als auch ihre beiden in meta-Position Methoxy-substituierten Abkommlinge;
Vanillinsdure und Syringasdure zeigten in einer Konzentration von 400uM keine
Regeneration. Protocatechursdure (3,4-Dihydroxybenzoesdure) und Gallussdure
reduzierten bei gleicher Konzentration die Menge an -Tocopheryl-Radikal um 16%
bzw. 64%. Epicatechin reagierte dhnlich gut wie Gallussdure und reduzierte das
Radikal um 57%. Mit Epigallacatechingallat und Ascorbylpalmitat (je 400uM) wurde
das Tocopheryl-Radikal vollstindig abgebaut und somit regeneriert. Hier beobachteten

sie auch bei geringeren Konzentrationen schon einen deutlichen Umsatz.

COOH COOH COOH mol T mol T

7 BE: O-H kal
mol AH, ETV] keatmol"] mol AH,
OCH3  H;CO OCH, Epicatechin 0,00045 0,57 81,2 0,0029
OH OH OH

Gallussdure 0,00043 0,56 82,2 0,0035
p-Hydroxybenzoesaure Vanillinsaure Syringasaure Eplgauo - 0,066 0.43 778 0,043
coo catechingallat
H COOH

OH
pam\/ksi\(o Ifijfn"ii';’tyl' 093 028 732 045
H  Ho oH " — o -Tocopherol - 0,27 75,8 -
OH OH

Tab. 44  -Tocopherol-Regeneration durch phenolische Ver-
Protocatechursdure  Gallussaure Ascorbylpalmitat bindungen und Ascorbylpalmitat, Redoxpotentiale, Bindungs-
OH energie [124,189] und errechneter Umsatz (kal) nach K iiber

YQ’ Nernst -Gleichung [8]:
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Abb. 4.24
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Der Logarithmus des Verhiltnisses an umgesetzen mol -Tocopheryl-Radikal je mol
phenolischer Verbindung korreliert mit der OH-Bindungsenergie und dem
Einelektronen-Redoxpotential der eingesetzten Verbindung [189]. Die von Skibsted et
al. erhaltenen Umsétze stimmen gut mit denen iiberein, die man iiber die
Gleichgewichtskonstanten (K) der Redoxgleichgewichte erhélt. Die K-Werte lassen
sich rein theoretisch aus den E'-Werten iiber die Nernstgleichung berechnen, weil im
Gleichgewicht E = 0 ist. Da die genauen Bedingungen nicht beschrieben wurden, habe
ich fiir den Term RT/nF mit 0,02569V die Standardbedingungen [8] angesetzt. Die
gemessene Regeneration ist fiir Epigallocatechingallat groBer als erwartet, Ursache ist
wahrscheinlich, dass die Verbindung zwei reduzierbare Elemente enthilt. Ahnliches
gilt fiir Ascorbat. Da Ascorbylpalmitat praktisch das gleiche Redoxpotential wie -
Tocopherol besitzt, ergibt sich eine Gleichgewichtskonstante nahe 1 (0,678). Als
Triebkraft der Reaktion wird die Weiterreaktion von "AH zu A angesehen [190]. Diese
Reaktion wurde bei -Tocopherol in Verbindung mit phenolischen Antioxidantien
zuerst beim Ubichinon-Radikal beschrieben und hier als exergonisch (ca. =60 kJ'mol™)
identifiziert [138]. Fiir die -Tocopherolregenerierung durch phenolische Substanzen
ist danach die Lage des Gleichgewichts zwischen den verschiedenen Semichinon-
Radikalen (Bindungsenergie) von Bedeutung. Auf welcher Seite es liegt ist wesentlich
davon abhéngig, ob sich das betreffende Antioxidants durch Disproportionierung iiber
eine chinonide Struktur stabilisieren kann. Quantitativ duBert sich das in der Senkung
des Einelektronen-Redoxpotentials (vgl. p-Hydroxyanisol und p-Hydrochinon Tab.
4.1). Das -Tocopherylradikal wird gerade deswegen regeneriert, weil es selbst nicht
tiber sein Chinon abreagiert, dieses entsteht erst durch Reaktion mit ROO-Radikalen
oder andere Molekiile (OH, O,", H,O, Nukleophile [112]). Auch die Reaktion iiber
Chinonmethide ist energetisch ungiinstig (Tab. 4.1). Da Phospholipide mit
Tocopherolen und BHA gerade die etherblockierten Antioxidantien synergistisch
verstirken, liegt die Vermutung nahe, dass auch hier ein Semichinon-Radikal—
Regenerationsmechanismus zugrunde liegt. Die Frage ist aber; was wird oxidiert?
Spielt eine dritte Komponente —wie z.B. Lipidperoxidationsprodukte oder Maillard-
Carbonyle— eine Rolle oder regiert PE bzw. seine Abbauprodukte direkt mit

Tocopherolen —etwa unter Bildung von Tocopheron-Strukturen— die mit Ascorbat
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regenerierbar sind? Warum zeigt auch PC mit Tocopherolen einen kleinen
synergistischen Effekt aber keinen mit Flavonoiden [101] ?

Die Wirkung von Phospholipiden auf den synergistischen Effekt zwischen
Ascorbylpalmitat und -Tocopherol wurde von Pongracz et al. [212] an einer
kommerziell erhiltlichen antioxidativen Mischung von 70% Sojalecithin, 25%
Ascorbylpalmitat und 5% DL- -Tocopherol an Schweineschmalz bei 120°C

untersucht.

:I Antioxidant effect
- Synergisti: etfect

Components (mgikg)
L = 1400 Lecithin

AP = S00 Ascorbyl palmitate
TL =100 a -Tocopheral

Prolongation of induction period (h)

L

Companents Synergistic mixtures

Abb. 4.25 Synergismus von Ascorbat/ -Tocopherol und Sojalecitin [aus 212]

In diesem Mischungsverhiltnis zeigte die Ascorbat/ -Tocopherol-Regeneration der
groflten synergistischen Effekt. Alle drei Komponenten zeigten eine um etwa 1,3h
groflere Wirkung als die Summe der drei einzelnen synergistischen Effekte erwarten
lieB. Da Ascorbinsdure selbst nur in Verbindung mit einem Emulgator -Tocopherol
synergistisch verstérkt [11], spielt auch die unterschiedliche Polariit der antioxidativen
Stoffe und deren Uberbriickung eine Rolle. Tatsichlich konnten Koga & Terao [126]
1995 an einem dem Schweineschmalz nachempfundenen Modellsystem aus

Methyllaurat und Methyllinolat (85:15) mit 10 nmolml' -Tocopherol und 100
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nmolml”’ PC zeigen, dass Dibutyryl-PC keinen synergistischen Effekt besitzt
(> SFsy,=1,03).

18 B 2,5 SFSyn.
16 1
A 211
14 1 1, 8“_ 2 -~ Di-Cno-
, PC
121 HLB
10 4 F15
8 s 1,24 A SF-Syn.
HLB 4 1,/9é -1 Linear (Dif
6 7 Cn:0-PC)
4 Linear
0,5 (HLB)
2 -
0 0
0 246 81012141618
n

Abbildung 4.26  synergistischer Effekt von Dibutyryl,
Dicaproy}t, Dimyristoyl- bzw. Dipalmitoy-PC (100nmolmI™)
mit -Tocopherol (10nmolmI") in Methyllaurat/ Methyllinolat
(85:15) bei 50°C [126]

Unter Einbeziehung der HLB-Werte [11,158] sieht man, dass erst bei Wechsel der
hydrophil-hydrophoben Balance des PC in den unpolaren Bereich (HLB < 7,
Kettenlange @ C10-C12) die synergistische Wechselwirkung deutlich mit der
Kettenlédnge ansteigt.

Mit dem System Tocopherol/Ascorbat/Lecithin lassen sich selbst Fischole gut
stabilisieren (Patente). Diese sind wegen des hohen PUFA-Anteils sehr
oxidationsempfindlich aber gerade durch den hohen Gehalt an  3-Fettsduren
—insbesonders Eicosapentaensdure (C20:5n3) und Docosahexaensdure (C22:6n3)—

erndhrungsphysiologisch wertvoll.

Ascorbin- e
Toc[ggkrf]r ole Homologe sdure L[;C;rt:]l " Methode Temp. P inn. [h] P [h] SF Ref.
[ppm]
1000 500 (AP) 750 Rancimat 100°C 10,1 1,5 6,7 [129]
2000 400 1000 Rancimat 80°C 40,0 4,0 10,0 [255]
1000 12:58:30%) 200 2000 Rancimat 90°C 24,1 0,9 26,8 [29]
4000 200 3000 1,8mm Film 30°C 1114 50,5 22,1 [77]
500 Mix (n.g.) 1000 10000 Fira-Astel 80°C 23,2 0,5 46,4 [150]

Tab. 4.5 Stabilisierung von Fischolen mit Tocopherolen/Ascorbat/Lecithin

Trotz der unterschiedlichen Messbedingungen ldsst sich als allgemeine Tendenz
erkennen; je mehr Lecithin desto groBer der Stabilisierungseffekt. Das Sojalecithin
kann daher nicht allein als Emulgator wirken, sondern ithm miissen zusitzlich auch

funktionelle Eigenschaften zukommen.
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Der groBte synergistische Effekt in raffiniertem Sardinendl bei 40°C wurde mit einer
Mischung von -Tocopherol und PE erhalten (0,04%/0,5%, 40°C), wahrend PC aber
ebenfalls noch eine deutliche Wirkung zeigte [9]. Ohshima et al. [182] arbeiteten mit
vergleichsweise wenig -Tocopherol (30ppm = 0,003%) und erhielten erst bei Zugabe
von 10% PL deutliche Effekte. In Sardinenol-Neutrallipiden zeigte Dipalmitoyl-PE
mit -Tocopherol bei 37°C eine SFgy, von 1,7 aber gegeniiber Trilinolein nur einen
von 1,4. Auch bei Zusatz der Basen-Komponenten als solches ergab sich im
Sardinendl etwa der doppelte Effekt. Fiir o-PE, o-PS und o-PC erhielten sie im
Sandinenol: 2,06, 1,52 und 1,14; und im Trilinolein: 1,45, 1,26 und 1,09. Man kann
daher vermuten, das weitere Inhaltsstoffe im Sardinendl den Effekt verstirken. Segawa
et al. [215] erkldren den beobachteten hoheren synergistischen Effekt von PE
gegeniiber PC mit einem H-Transfer aus der Aminogruppe zum Tocopheryl-Radikal
und damit iiber eine Tocopherol-Regenerierung. So steigt der synergistische Effekt
proportional zur Anzahl der Amino-Wasserstoffe im Phospholipid-Molekiil [216].
Sheldon et al. [178] beobachteten in raffiniertem Lachsol bei 100°C vergleichbare
Effekte fiir PE und PC. Bei 180°C zeigten sie, dass auch der synergistische Effekt von
PC mit seiner Konzentration ansteigt [125]. Dariiberhinaus ergab sich bei
1% PL-Zusatz fiir die GroB3e des synergistischen Effekts die Abstufung [125]:
Sphingomyelin = PC = LPC = PE > PS > P1 > PA.

Die Regeneration von -Tocopherol aus -Tocopherylchinon bei Reaktion mit PE
unter Riickfluerhitzung in Toluol wurde 1993 von Wenig und Gordon entdeckt [254].
Im Rancimat-Test an Schweineschmalz fanden Sie weder fiir 0,1% -Tocopheryl-
chinon noch fiir 0,26% L- -Dilauryl-PE einen antioxidativen Effekt (IP: 4-5h).
Werden beide aber vorher fiir 12h in Toluol am Riickflul} erhitzt, so erhoht sich die
Induktionsperiode auf 22,6h. Als Produkt konnten Sie u.a. -Tocopherol nachweisen,
welches auch den Stabilisierungseffekt erklért. Interessant ist weiter die Beobachtung,
dass 0,019% -Tocopherylchinon, das dquimolar mit 0,025% Dilauryl-PE in Toluol
fiir 37,5h erhitzt wurde, in Schweinefett mit 24,6h eine grofBere Induktionsperiode

verursacht als 0,1% -Tocopherol (21,8h).
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4.3. Ergebnisse und Diskussion

4.3.1. EinfluB von Lecithinen auf den Abbau von Tocopherolen

a.) Langzeitlagerversuch — Raps- und Sojadl

Handelstibliches raffiniertes Raps- bzw. Sojadl wurde mit 1% Sojalecithinl versetzt
und in braunen Glasgefdalen im Kiihlschrank bei 4°C bzw. bei Raumteperatur fiir 172
Jahre gelagert. Das Lecithin wurde durch ,,rotieren® in den Olen geldst. Der Abbau der
Tocopherole wurde wochentlich {iber HPLC-Fluoreszenz-Messung verfolgt (7.2.1).
Nach Abschluss der Lagerung wurden die Proben zusétzlich iiber POZ, ANZ, SZ und
ihr Fettsdurespektrum charakterisiert (7.3.1., 7.3.2., 7.3.3., 7.2.8.).

Im Sojaol, das neben - und -Tocopherol auch das -Homologe enthélt, ist der
Tocopherolabbau langsamer. In beiden Olen wird der Abbau aber durch 1% SL1

deutlich verzogert. Auch im Sojadl sind nach 18 Monaten bei 25°C die Tocopherole

_ Raps 200 Soja
:2 700 3
2 5]
g 600 g 600
g 500 ¢ 500 —— -
s) =]
& 400 N 400
c
S e —— 5 N
300 300 \\
200 200
100 \\ 100 =
0 0
0 5 10 15 20 25 30 35 0 10 20 30 40 50
t [Wochen] t [Wochen]
Abbildung 4.27 Toc.-Abbau in raff. Rapsol (1) bei RT, ohne Abbildung 4.28 Toc.-Abbau in raff. Sojadl (1) bei RT, ohne
(diinne Linie) und mit Zusatz (dicke Linie) von 1% techn. (dgnne.L}nle) und mit Zusatz (dicke Linie) von 1% techn.
Sojalecithin (SL1, Asolectin), RT ( schwarz, blau) Sojalecithin (SL1, Asolectin), RT (= schwarz, blau, orange)
Soja _ Soja -
5 700 = 3 700 a
2 600 o $ 600 0
= 7 = — n
g 500 o S 500 _ =
[ - [
'gi 400 g' 400 —=
~ a0 < 300 ]
] |
200 200 I**’
100 + ] _}—4'—- — — 100 -ﬂ‘r IR = Fr
| a | ‘ | — ] |7|
o H || . = o+ - - L :
0 6 12 18 0 6 12 18
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Abbildung 4.29 Toc.-Abbau in raff. Sojasl (1) bei RT, ohne Abbildung 4.30 Toc.-Abbau in raff. Soja6l (1) bei RT, mit
Sojalecithin, RT Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (SL1, Asolectin), RT
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POZ AZ SZ [%] ] C16:0 [ C18:0 |Cl18:1 |C182 | Cl18:3
R4°C 4,45 1,65 60,65 17,45 7,45
R4°C 33 3,0 0,2 R4°C+1%SL 4,45 1,65 60,65 17,55 7,25
R25°C 9,8 31 0,5 R25°C 4,6 1,65 59,15 15,8 5,8
R25°C+1%SL 3,0 49 0,5 R25°C+1%SL | 4,55 1,7 59,15 16,9 6,8
S4°C 10,0 2,75 23,7 50,75 5,56
S4°C 0,5 3,1 0,2 S4°C+1%SL 10,1 2,8 24,8 51,1 5,7
S25°C 14,2 17,2 0,5 S25°C 11,1 3,2 23,2 49,25 4,6
S25°C+1%SL 9,8 8,0 0,7 S25°C+1%SL [ 10,95 | 3,2 22,2 48,65 4,55
Tabelle 4.6 Fettkennzahlen von raff. Rapsél (1) bzw. Sojadl Tabelle 4.7 Fettsdurespektren von raff. Rapsol (1) bzw. Sojaél
nach 18 monatiger Lagerung, ohne und mit Zusatz von 1% nach 18 monatiger Lagerung, ohne und mit Zusatz von 1%
techn. Sojalecithin (SL1, Asolectin) techn. Sojalecithin (SL1, A solectin)
Soja
25 Raps 35 )
OpoOz Opoz
30 1oaz ] 30H{oaz
25 25
20 20
15 15 ——
10 10
5 5 —’>
0 T T 0 —,_I T T
R4° R25° R25°+1%SL S4°C S25°C S25°C+1%SL
Abbildung 4.31 Fettkennzahlen von raff. Rapsél (1) nach 18 Abbildung 4.32 Fettkennzahlen von raff. Sojaél (1) nach 18
monatiger Lagerung, ohne und mit Zusatz von 1% techn. Soja- monatiger Lagerung, ohne und mit Zusatz von 1% techn. Soja-
lecithin (SL1, Asolectin) lecithin (SL1, Asolectin)
Raps Soja
70
[%] 7 ORa: %1"° Tass
60 Er—{ O R4°+1% SL 60 10S4°+1%SL
0OR25° Os25° _
50 |2 R25°+1%SL 50 1= s25°+1%sL =
40 40
30 30
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Palmitins. ~ Stearins.  Olsaure  Linols.  Linolens. Palmitins. ~ Stearins. ~ Olséure  Linols.  Linolens.

Abbildung 4.31a Fettsdurespektren von raff. Rapsol (1) nach Abbildung 4.32a Fettsdurespektren von raff. Sojadl (1) nach 18
18 monatiger Lagerung, ohne und mit Zusatz von 1% techn. monatiger Lagerung, ohne und mit Zusatz von 1% techn.
Sojalecithin (SL1, Asolectin) Sojalecithin (SL1, Asolectin)

nahezu vollstindig abgebaut. Das -Tocopherol baut sich im Vergleich zu  und

—sowohl in der Vergleichsprobe, als auch mit 1% SL1- signifikant langsamer ab. Auch
die Fettkennzahlen nach 1'2 zeigen eine verminderte Oxidation der SLI-Proben.
Anhand der Fettsdaurespektren lisst sich kaum ein Unterschied erkennen. Das Rapsdél,
das mit SL1 versetzt wurde, zeigt nach 18-monatiger Lagerung bei Raumtemperatur

einen geringeren Linol- und Linolensdureabbau.
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b.) Abbau bei 110°C — Raps- und Sojadl

Um die Messzeit zu verkiirzen wurde der Tocopherolabbau in Raps- und Sojadl nach
1%iger Sojalecithinzugabe auch bei 110°C untersucht. Hierzu wurden 2,5g Ol —bzw.
Ol + 25mg SL1- auf 10ml Chloroform aufgefiillt und jeweils 100pul in 1,5-ml-Vials
pipettiert. Nach dem Abdunsten des Losungsmittels wurden die Proben im
Trockenschrank auf 110°C erhitzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden einzelne
Probenvials entnommen mit 1000ml Isooctan versetzt und zur HPLC eingesetzt

(Autosampler).

Raps

700 -
600 -
500 1

400 1

Konz. Toc. [ug/g] O
Konz. Toc. [ug/g] Ol

300 T
200 1

100 1

12 14 16
t[n] thh

Abbildung 4.33 Toc.-Abbau in raff. Rapsél (1) bei 110°C, ohne Abbildung 4.34 Toc.-Abbau in raff. Sojasl (1) bei 110°C, ohne
und mit Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin) und mit Zusatz von 1% techn. Sojalecithin (Asolectin)

Auch hier wird der Tocopherol-Abbau bei SL1-Anwesenheit deutlich verzogert. Wie
man an den Diagrammen erkennen kann, ergibt sich fiir -Tocopherol in beiden Olen
ein leichter Anstieg nach 2 stiindiger Erhitzung. Der Effekt tritt im Sojadl auch beim -
Tocopherol auf und wird nicht —wie anfanglich angenommen— durch einen Messfehler
verursacht. Bemerkenswert ist am Sojadl wieder die Beobachtung, dass das -
Homologe sich erst abzubauen beginnt, wenn bereits die beiden anderen Tocopherole
deutlich dezimiert sind. Der Grund liegt im hoheren Redoxpotential und dem damit
verbundenen synergistischen Effekt iiber die Regenerierung des -Tocopherylradikals
durch - und -Tocopherol [188]. Tatsdchlich ist es so, dass sich -Tocopherol
inbesondere in linolsdurereichen Samendlen findet. Hier ist es mit dem - und -
Homologen vergesellschaftet. In Weizenkeimdl kommt noch zusidtzlich das -
Tocopherol in gréoBeren Mengen vor. Nachdem nun gezeigt ist, dass Sojalecithin einen
Stabilisierungseffekt in raffinierten Samendlen besitzt, ist zur weiteren Untersuchung

der Zusammenhénge ein Modellsystem definierter Zusammensetzung notig.
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c.) Ethyllinolat— -Tocopherol-Modell, Einfluss von SL1 auf t;4 bei 110°C

Als Modellsubstanz wurde ein Ester der Linolsdure ausgewéhlt, da Linolsdure hiufig
in Samendlen vorkommt und auch die Hauptfettsdure der Phospholipide ist. Zudem ist
sie durch ihre doppelt aktivierte Allylposition besonders oxidationsempfindlich. Aus
Kostengriinden wurde nicht Methyllinolat sondern der Ethylester verwendet. Eine
andere hdufig verwendete Modellverbindung ist das Cumol. Diese Verbindung zeigt
ebenfalls autokatalytische Peroxidation. Sie wurde hier nicht verwendet.

Um die Wirkung der Phospholipide auf die Tocopherole zu untersuchen, wurde dem
Ethyllinolat 0,05% —in einigen Féllen auch 0,1%— -Tocopherol zugesetzt. Die
Menge von 500ppm entspricht etwa dem Gehalt in Sonnenblumendl (Abb. 4.3 S.76).
Im folgenden Versuch sollte geklart werden, in welchen Konzentrationen Sojalecithin
einen Effekt besitzt und ob sich die Lecithine von Soja-, Raps und Sonnenblume in
threr Wirkung unterscheiden. Zusédtzlich wurde hochangereichertes Soja-PC (gefillt,
Toc.-frei) eingesetzt. Gearbeitet wurde bei 110°C. Die Induktionsperiode wurde

photometrisch iiber die Absorption bei 233nm bestimmt (7.3.5.).

Das Ethyllinolat wurde in Chloroform/Methanol (3+1) zu 1g/10ml geldst. Jeweils 1ml (0,1g) wurde mit bis zu
10% (10.000ppm) SL1 —geldst im gleichen Losungsmittel- versetzt. Die Losung wurde auf 2ml ergénzt. Je
100ul wurden dann in 1,5-ml-Vials pipettiert und nach vertreiben des Losungsmittels am Stickstoffstrom im
Trockenschrank fiir auf 110°C erhitzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden Vials entnommen. Der Riickstand
wurde mit 1ml Hexan geldst und davon 200pl/2ml in Quarzkiivetten am UV-Photometer bei 233nm vermessen.
Uber den Anstieg der Absorption, der von Oyxdienen verursacht wird, wurde die Induktionsperiode bestimmt.

Fiir den Vergleich der verschiedenen Lecithine wurde diese jeweils in einer Menge von 1% zugesetzt.

— 12 Ethyllinolat / -Tocopherol 12+ Ethyllinolat/ -Tocopherol
£ |——sL1 £
=10 1 < 10
/n/’
8 - T 8
6 . . 6
4 47
2 21
[
0 0 —
0 9 4 6 8 10 SL1 | SL2 | SL3 [S-PC| RL | SoL
mst1 [%] 01% | 55 | 55 | 55 | 05 5 45
Abbildung 4.35 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C Abbildung 4.36 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
mit Zusatz von 0,05% -Tocopherol und verschiedenen Mengen mit 1%igem Zusatz verschiedener Lecithine (Soja, Raps,
Sojalecithin (SL1) Sonnenblume, Soja-PC*™) und 0,05% -Tocopherol
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Die Induktionsperiode des mit 0,05% -Tocopherol versetzten Ethyllinolats, die bei
110°C unter 2h liegt, steigt schon bei Zugabe geringer Mengen SL1 deutlich an. Ab
einer Menge von ca. 1% im Ethyllinolat steigt der Effekt mit zunehmender Menge nur
noch gering an. Wie die Grafik zeigt, ist eine Zusatz von 1% SLI1 sinnvoll. In
Abbildung 4.36 sind die Wirkungen der verschiedenen Pflanzenlecithine bei 1%iger
Zugabe dargestellt. Aufgrund der relativ groen Schwankungsbreite der Messwerte
sind die Ergebnisse auf halbe Stunden gerundet. Fiir Raps- und Sonnenblumenlecithin
ergeben sich etwas kleinere Induktionsperioden. Auffillig ist der kleine Wert fiir Soja-
PC. Es wirkt prooxidativ. Die kleineren Induktionsperioden fiir Raps und Sonnen-
blumenlecithin lassen sich nicht in einfacher Weise iiber die Zusammensetzung der
Phospholipide, die Braunfirbung und den Schwermetallgehalt erkldren (S.16-17).
Beide sind dunkler geférbt als die Sojalecithine und enthalten auch geringere Mengen
an PE. Der groBlere Effekt von Raps- gegeniiber Sonnenblumenlecithin konnte mit
dem hoheren Gehalt an Glycolipiden zusammenhadngen. Allgemein ldsst sich aber fiir
die drei untersuchten Pflanzenlecithine eine synergistische Verstirkung des -
Tocopherols feststellen. Der ,synergistiche Schutzfaktor* betrdgt unter den
verwendeten Bedingungen 3 0,5.

Da die Induktionsperiode von Ethyllinolat ""°* durch 1%ige Lecithin-Zugabe von ca.
1,5h nur auf maximal 5,5h erhoht wird, stellt sich die Frage, ob der Effekt nicht durch
weitere Stoffe bzw. Inhaltsstoffe noch verstirkt werden kann. Zuerst wurde der
Einfluss von D-Galactose untersucht, da diese bei der Hydrolyse der enthaltenen
Glycolipide zu erwarten ist. Der Zucker wurde bei 60°C in Methanol geldst und in
Verbindung mit dem jeweiligen Pflanzenlecithin (1%) in einer Menge von 0,5% des
Ethyllinolats zur Chloroform/Methanol-Losung zugesetzt. Wie Abb. 4.37 auf der
nichsten Seite zeigt, erniedrigt der D-Galactose-Zusatz aber die Induktionsperiode
wieder. Der Zucker wirkt unter den gewdhlten Bedingungen demnach prooxidativ. Als
ndchstes wurde der zusitzliche Effekt von 1% Dipalmitoyl-PE bzw. 0,5% D-Glucose
in Verbindung mit 1% SL1 bzw. Rapslecithin im Ethyllinolat ~°“-System untersucht.
Erstaunlicherweise erhoht das zusitzliche Dipal -PE den Effekt beider Lecithine nicht
weiter. D-Glucose selbst ist in Verbindung mit SL1 prooxidativ, in Verbindung mit

Rapslecithin aber leicht antioxidativ. Interessant ist die hohe Induktionsperiode, die
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12 Ethyllinolat / -Tocopherol — 12 Ethyllinolat / -Tocopherol
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Abbildung 4.37 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C Abbildung 4.38 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
mit 0,05%  -Tocopherol mit Zusatz von Sojalecithin bzw. mit0,05% -Tocopherol mit Zusatz von Sojalecithin (SL1) bzw.
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Abbildung 4.39 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C

mit Zusatz von 1% PE, 0,5% Glucose und 0,05% -Tocopherol

in Abhangigkeit vom Gehalt an Cu (IT) und Fe (III)

nach Zusatz von Glucose und PE ohne Pflanzenlecithin erhalten wurde. Der Wert
wurde eigentlich nur als Vergleichsblindwert angesetzt. Fiir den beobachteten hohen
Effekt sind eine ganze Reihe von Griinden denkbar. Einerseits enthélt die Probe im
Gegensatz zu den Lecithinansdtzen keine zusidtzlichen Schwermetalle. In der Tat
inaktiviert der Zusatz von Cu’" oder auch Fe'" den PE/Glucose-Effekt, wie die Grafik
4.39 des entsprechenden Versuchs zeigt. Die Schwermetalle wurden in Form von
Kupfersulfat bzw. Eisen(I1I)-chlorid, ebenfalls in Methanol geldst, zugegeben. Auf der
anderen Seite fiihrt die Erhitzung von PE und Glucose zu einer Brdunung, die
ebenfalls fiir den Effekt verantwortlich seien kann. In diesem Fall ldsst sich sagen,
dass der Effekt vermutlich nicht iiber eine Schwermetall-Inaktivierung durch die

Braunungsprodukte zustande kommt.
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4. Wechselwirkung mit primaren Antioxidantien — Synergismus mit Tocopherolen

4.3.2. Regeneration primérer Antioxidantien

a.) Propylgallat in Rapsol

Im theoretischen Teil zum synergistischen Effekt der Phospholipide (S.94-98) wurde
die Moglichkeit der Regeneration von Semichinonradikalen, insbesondere von
solchen, denen {iiber eine derivatisierte ortho- oder para-OH-Gruppe keine
Stabilisierung zu Chinonstrukturen offen steht, durch PE diskutiert. In Anlehnung an
die Untersuchungen von Dziedzic et al. [38] wurde der Effekt von 0,03% Propylgallat
und 0,3% Dipalmitoly-PC bzw. -PE auf die Tocopherole an Rapsol ndher untersucht.
Gearbeitet wurde bei 110°C. Gemessen wurde hier nicht der Verderb, sondern der
Abbau der im Raps6l enthaltenen Tocopherole (7.2.1). Der Gehalt von Propylgallat
wurde mit HPLC-UV verfolgt (7.2.4.). Die Sdulendiagramme zeigen die Zeit bis zum

Abbau der beiden Tocopherole. Im unteren Diagramm sind die Blindwerte in Abzug

Raps
= 20 T
= 1810 —H
1610 — 1 [
14 — | H
t [h] bi Toc.-Abb 12 HERERE
Phosphatidzusatz [h] bis zum Toc.-Abbau 10 1 ] | H
8 I I N I I
RI (Vergleich) | 68 67 N
PC (0,3%) 6,6 10,3 47 mEEmEEE
PE (0,05%) 49 7.8 27 mEEmEEE
PE (0,3%) 8,5 10,8 0 T T T T T
- (@) L O} [®] L
- X & o § 4 g
R1+PrG (0,03%, Vergleich) 8,7 14,8 + [0} 5}
PrG/PC 14,0 18,7 x o o
PrG/PE 16,2 18,5
Tabelle 4.8 Abbauzeit der Tocopherole in raff. Rapsdl (1) bei Abbildung 4.40 Abbauzeit der Tocopherole in raff. Rapsol (1)
110°C, ohne und mit Zusatz von PC bzw. PE; sowie weiterem bei 110°C, ohne und mit Zusatz von 0,3% PC bzw. PE; sowie
Zusatz von Propylgallat weiterem Zusatz von 0,03% Propy lgallat
3 400 Raps 10 Raps
> ¢ R1+PrG £ o440
S 350 - 915
= 300 - PrG/PC 8 1 —
O] ||
& o I\ * PrG/PE !
N 250 6 -
S 200 1= yi; d&\ 5 — — -
X A 4 4 L —
D §
150 ¢ N 3 || ||
100 ‘\Nu_‘_‘ 2 ] - ||
1 — |
50 A
N\ B 0 AL L LT
0 = &) L O] O w
x o o ﬂ“_ o o
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Abbildung 4.41 Abbau von von Propylgallat in raff. Rapsol (1) Abbildung 4.40a Abbauzeit der Tocopherole in raff. Rapsol (1)
bei 110°C, ohne und mit Zusatz von 0,3% PC bzw. PE bei 110°C mit Zusatz von 0,3% PC bzw. PE; sowie weiterem

Zusatz von 0,03% Propylgallat; dargestellt jeweils unter Abzug
der entsprechenden Vergleichswerte (R1 bzw. R1+PrG)
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COOCH, COOCH;
Z__!_

HO OH Red. HO o

OH (0]
Propylgallat
PE
COOCH, COOCH,
NHR HR
Ox.

HO 0] HO OH

(0] OH

Abbildung 4.42 hypothetische Regeneration von Propylgallat
mit PE

gebracht. Das Propylgallat selbst verzogert den Abbau des -Tocopherols stirker, als
den des  Homologen. Gleiches gilt fiir PC, nicht aber fiir PE und auch nicht fiir die
Mischungen beider Phospholipide mit Propylgallat. Hier ist die Verzdégerung des

-Tocopherol-Abbaus stirker. Der grofite synergistische Effekt beim  -Tocopherol
wird mit PE/PrG erreicht. Betrachtet man den Abbau des Propylgallats in Abb. 4.41,
so erkennt man bei Zusatz von PE/PrG einen Anstieg der Konzentration nach
2 Erhitzungsstunden. Ein dhnlicher Regenerationseffekt —allerdings weit weniger stark
ausgepragt— wurde auch schon beim -Tocopherol selbst in Verbindung mit SL1
gefunden (4.3.1.b.). Durch PC/PrG wird der Propylgallat- Abbau zwar auch verzogert,
eine explizite Regeneration wird aber nicht gemessen. Das Regenerationsphdnomen
lasst sich einerseits iiber eine Reduktion von PrG-Semichinon-Radikalen deuten.
Andererseits ist auch eine Reduktion der o-chinoiden Abbauprodukten denkbar. Einen
Erkldrungsansatz tliber eine Recyclierung aus der Ellagsdure, dem Hauptabbauprodukt
des Propylgallats, sehe ich nicht. Eine weitere hypothetische Moglichkeit der
Regeneration ist in Abb. 4.42 dargestellt. Nach Pokorny et al. reagiert PE mit
1,4-Benzochinon zum roten 2-Alkylamino-Derivat, welches zu braunen Produkten
weiterreagiert [194]. Anilin bildet mit 1,4-Benzochinon das 2-Anilinohydrochinon, das
durch ein weiteres 1,4-Benzochinon schnell zum Hydrochinon reduziert wird [229].
Fiir das PrG-o-Chinon ist daher eine analoge Reaktion vorstellbar, die neben PrG das
2-PE—Chinon (ortho oder para) ergeben sollte. Die Regeneration des Propylgallats ist
moglich, da das Redoxpotential durch Alkylamino-Substituenten in ortho oder para-

Position zur OH-Gruppe abgesenkt wird (vgl. Tab. 4.1. S. 70).
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b.) Effekt der Dipalmitoyl-PL-Standards auf -Tocopherylchinon

Jeweils 400uM Dipalmitoly-PL-Standard von PA, PC, PE, PI oder PS wurden mit
200uM -Tocopherylchinon (Fluka) in Toluol bei 100°C iiber mehrere Tage inkubiert.
Die Menge an -Tocopherol wurde in Abhédngigkeit von der Erhitzungszeit iiber

HPLC (7.2.1.) bestimmt.

— 10 g 12
E g TQ o 8 PE
2 .| Tord 7\ = 10 1 PS
g | ——TarE / = OPA
"] Tara / \ ko8
N | Tar \ 5
S , | Taps / \ ]
3 Z\ \\1 4
2 i
1 /1 / N 21
/L] ]
0 t 0 -
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0o 1 2 5 7 9 12 14
t[d] t[d]
Abbildung 4.43 Bildung von -Tocopherol aus -Tocopheryl- Abbildung 4.43a Bildung von -Tocopherol aus -Tocopheryl-
chinon (TQ) bei Reaktion mit verschiedenen Phosphatiden, in chinon (TQ) bei Reaktion mit verschiedenen Phosphatiden, in
Toluol bei 100°C Toluol bei 100°C
& &
E =
3 3
< <
=4
[/
=
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Abbildung 4.44 Bildung von -Tocopherol (14min) aus - Abbildung 4.44a Bildung von -Tocopherol (14min) aus -
Tocopherylchinon bei Reaktion mit verschiedenen Phosphatiden, Tocopherylchinon bei Reaktion mit PE bzw. PS, in Toluol bei
in Toluol bei 100°C; zusitzliche Peaks bei 15min und 23min 100°C; zusétzliche Peaks bei 15min und 23min

Beim PS entwickelt sich schon zu Beginn der Erhitzung -Tocopherol. Im Falle des
PE entwickelt es sich erst nach einer Induktionsperiode von iiber 2 Tagen, dann aber in
einer grofleren Menge. PC und PI regenerieren kein -Tocopherol. PA zeigt nur einen
leichten Effekt, und den auch erst nach langem Erhitzen. Wie im Sédulendiagramm
rechts zu sehen ist, liegt der regenerierte Anteil an -Toc. nur bei maximal ca. 10%.

Im HPLC-Fluoreszenz-Diagramm der -Tocopherol-Bestimmung tauchen wihrend
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der Erhitzung weitere Peaks auf. Das -Tocopherol eluiert nach ca. 14 min. Schon der
TQ-Blindwert zeigt einen kleinen Peak bei 15 min. Dieser Peak steigt insbesondere bei
der sauren PA stark an. Auch mit PS ist er erhoht. Da sich PS von PE nur durch die
zusitzliche Carboxylgruppe unterscheidet, verstéirkt sich der Verdacht auf einen sauren
Bildungsweg der Verbindung. Es handelt sich eventuell um das ,,Halbacetal* des -
Tocopherylchinons. PA kann die Struktur nicht zum -Tocopherol reduzieren. Ein
weiterer Peak tritt bei 23 min. auf. Der zeitliche Verlauf deutet an, dass es sich hier um
ein -Tocopherol-Abbauprodukt handeln konnte. Anhand der Verhéltnisse beim PS
1463t sich vermuten, dass der Peak bei 15 min. —also wahrscheinlich das ,,Halbacetal-
eine Vorstufe fiir die Tocopherol-Regenerierung ist. In dem Fall stellt sich die Frage,
ob die PE-induzierte Recyclierung nicht durch PA beschleunigt bzw. in ihrer Ausbeute
erhoht wird. Der Versuch wurde daher mit bindren Mischungen diverser PL-Standards
wiederholt. Eingesetzt wurden jeweils Konzentrationen von 200uM. Dariiberhinaus
wurde der katalytische EinfluB von 5% Essigsdure (im Toluol) bzw. 200uM
Palmitinsdure auf den PE-Effekt untersucht. Die Regenerationsblindwerte fiir PE und
PS sind wegen der halben Konzentration erniedrigt. Die besten Wechselwirkungen
zeigen PA und PS. Die Regeneration beginnt unmittelbar bei Erhitzung. Die
regenerierte Menge an  -Tocopherol ist im Vergleich zum PS-Blindwert mehr als
verdoppelt. Die Ausbeute an regeneriertem TQ wird aber insgesamt nicht bedeutend
erhoht. Sie liegt bei maximal ca. 11%. Interessant ist der Verlauf der PE/PS-Mischung.

In Mischung ergibt sich hier eine starkere Regeneration. Sie ist im Vergleich zum PS
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£ ——FE E 10
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g o / — —— —PE/PS S 8 o1
0 o o2

/ \ ————PAPS
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Abbildung 4.45 Bildung von -Tocopherol aus -Tocopheryl- Abbildung 4.45a Bildung von  -Tocopherol aus
chinon bei Reaktion mit Phosphatiden in Mischung, in Toluol Tocopherylchinon bei Reaktion mit Phosphatiden in Mischung,
bei 100°C in Toluol bei 100°C wérend 9 Tagen
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Abbildung 4.46 Bildung von -Tocopherol (14min) aus - Abbildung 4.46a Bildung von -Tocopherol (14min) aus -

Tocopherylchinon bei Reaktion mit verschiedenen Phosphatiden, Tocopherylchinon bei Reaktion mit Phosphatiden in

in Toluol bei 100°C; zusétzliche Peaks bei 15min und 23min Mischung,in Toluol bei 100°C; zusitzliche Peaks bei 15min und
23min

verzogert — im Vergleich zum PE aber beschleunigt. Der Kurvenverlauf deutet eine
Art Konkurrenzsituation an. Auch ist die unbekannte Verbindung, die bei 23 min
eluiert, schon relativ kurz nach Beginn der Erhitzung zu messen. Sie kommt hier aber
auch bereits vor, wenn nur PS anwesend ist. Warum das im vorstehenden Versuch mit
doppelter PS-Menge nicht so war, ldsst sich nicht unmittelbar einsehen. Die
Verbindung bei 23 min ist nach der neuen Messung als ein weiterer Precursor des -
Tocopherols anzusehen. Ich denke, dass der 23er-Peak eine labile Vorstufe des -

Tocopherols ist, die mit diesem direkt in einem pH-abhingigen Gleichgewicht steht.
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Abbildung 4.47 hypothetische Regenerationswege von  -TQ
mit PA/P S/PE
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Nach der Retentionszeit sollte es sich um eine polarere Verbindung handeln, als etwa
um das cyclische Halbacetal oder das -Tocopherylhydrochinon. Durch schnelles
Abreagieren zum -Tocopherol konnte sich die Verbindung im 1.Teil des Versuchs
der Bestimmung entzogen haben. Zu beachten ist, dass die Versuche iiber mehrere
Tage liefen in denen das Laufmittel aus Kostengriinden im Kreis gefahren wurde. Es
ist davon auszugehen, dass sich dabei inbesondere der pH-Wert des
Isooctan/Ethylacetats-Laufmittels verschoben hat. Der sdurekatalytische Effekt des PA
ist auch in Verbindung mit PE messbar, verkiirzt aber dessen Induktionsperiode nicht.
Essigsdure und Palmitinsdure haben in den verwendeten Konzentrationen keine
positiven Einfliisse auf die Reaktion des PE’s.

Eine Konkurrenz von PS und PE um das primidr gebildete ,,Halbacetal* ( -
Tocopheron) in Form einer nukleophilen Substitution zu entsprechenden Alkylamino-
Tocopheronen konnte das Wiederauftreten der Induktonsperiode bei PE-Zusatz
erkldren. Aufgrund der Aciditit der Carboxylgruppe wiirde das PS-Tocopheron
leichter wieder zum Zerfall neigen als das PE-Tocopheron. Dieses wiirde sich
anreichern, kann aber wegen der fehlenden Decarboxylierungsmoglichkeit nur
langsam zu  -Tocopherol und dem entsprechenden Imin abreagieren. Das in Abb.
4.47 zusammengefasste Reaktionsschema ist rein hypothetisch. Mit der Information,
welche Stoffe sich genau hinter den Peaks bei 15 und 23 min verbergen, lieBe sich
schon eine deutlich klarere Aussage machen. Prinzipiell muss bei der Reaktion von -
TQ zum -Tocopherol eine Cyclisierung und eine Reduktion stattfinden. Nach meiner
Meinung findet zuerst eine Cyclisierung statt und dann erst die Reduktion. Eine
direkte Reduktion von -TQ durch Aminosédurestrukturen unter Decarboxylierung ist
in der Literatur nicht zu finden. Es ist zu untersuchen, ob sich Alkylamino-
Tocopherone als Schliisselintermediate der Reduktion nachweisen lassen. Da PS in
den Lecithinen von Soja, Raps und Sonnenblume praktisch nicht enthalten ist, muss
das PE- -TQ-Kondensat nachgewiesen werden (S.122ff). Zuvor muss aber
ersteinmal gekliart werden, ob bsw. Sojalecithin liberhaupt in der Lage ist -Toco-
pherylchinon zu -Tocoperol zu reduzieren und ob man die Ausbeute und die
Reaktionsgeschwindigkeit erhohen kann, denn die momentan beobachtete Induktions-

phase der Regenerierung verzogert den antioxidativen Schutzeffekt des PE’s.
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c.) Effekt von Sojalecithin auf -Tocopherylchinon

Das -Tocopherylchinon (200uM; ca. 89,2ug/ml) wurde mit verschiedenen Mengen
an SL1 (a: 100pg/ml, b: 200pug/ml bzw. c: 1000pg/ml) in Toluol bei 100°C tiber 16d
inkubiert. Als Vergleich wurde auch 200uM Dipal.-PE, sowie 200uM Dipal.-PE und
200uM Hexanal (A6) eingesetzt. Es sollte gekliart werden, ob das Hexanal den Effekt

beeinflusst. Die -Tocopherol-Regenerierung wurde iiber HPLC bestimmt (7.2.1.).

t[d] Konz. -Toc.[pg/ml] Toluol
TQ TQ/PE___| TQ/PE/A6 | TQ/SLI | TQ/SL2__| TQISL3
0 0 0 0 0 0 0
1 0 0 0 0 0 0,13
2 0 0,10 0 0,04 0,44 0,57
3 0 0,11 0,10 0,05 0,41 0,56
7 0 2,90 2,98 0,05 0,39 0,46 t[d] Firbung (Ext.r. bei 350nm)
10 |0 7,12 7,38 0,05 0,46 0,61 TQ TQ/PE TQ/PE/A6 | TQ/SLI TQ/SL2 [ TQ/SL3
14 |0 4,99 4,75 0,10 0,39 0,70
16 |0 4,33 3,73 0 0 0,54 14 | 1,0 1,9 2,0 1,0 2,6 12,6
Tabelle4.9 Bildung von -Tocopherolaus -Tocopherolchinon Tabelle 4.10 Briiunung der Ansitze nach 2 Wochen

(TQ) bei Reaktion mit PE, PE/Hexanal (A6) bzw. techn.
Sojalecithin (SL1-a-c, steigende Konz.), in Toluol bei 100°C
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Abbildung 4.48 Bildung von  -Tocopherol aus - Abbildung 4.48a Bildung von  -Tocopherol aus -
Tocopherolchinon (TQ) bei Reaktion mit PE, PE/Hexanal (A6) Tocopherolchinon (TQ) bei Reaktion mit PE, PE/Hexanal (A6)
bzw. techn. Sojalecithin (SL1-a-c, steigende Konz.), in Toluol bzw. techn. Sojalecithin (SL1-a-c, steigende Konz.), in Toluol
bei 100°C bei 100°C

Nach einer Induktionsperiode von 2-3 Tagen wird ca. 8-9% des -Tocopherylchinons
durch PE zu -Tocopherol umgesetzt. Das zusitzliche Hexanal beeinflusst die
Regenerationswirkung des PE’s nicht. Bei Sojalecithin-Zusatz wird nur eine kleine
Regeneration beobachtet. Sie steigt mit der Menge an SL1 an. Allerdings zeigt auch
die 1000pg/ml-Probe (SL1-c) trotz einer starken Brdunung nach ldngerem Erhitzen
auch nur einen schwachen Effekt (unter 1%). Die IP ist im Vergleich zum PE kiirzer.
Das -Toc. konnte durch PUFA’s abgebaut worden sein. Moglicherweise reagiert PE

auch eher tliber die Braunung ab, statt liber die Regenerationsreaktion.
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d.) Tocopherole im Linolatsystem

Die Regeneration der Tocopherole konnte auch in Ethyllinolat bei 110°C, sowohl mit
Dipal.-PE, als auch mit SL1, beobachtet werden. Die Tocopherol-Homologe wurden
jeweils einzeln in einer Menge von 0,05% zugesetzt. Der Effekt zwischen PE auf -

Tocopherol ist im linken Diagramm dargestellt.
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Abbildung 4.49  -Toc.-Abbau im Linolatsystem mit Zusatz Abbildung 4.50 Toc.-Abbau in Ethyllinolat bei 110°C; ohne
von 0,5% PE bei 110°C und mit 1% techn. Sojalecithin (SL1, Asolectin)

Hier kommt es bereits am ersten Messpunkt nach der Erhitzung zur vollstdndigen
Regeneration, des nach der Zugabe teilsweise abgebauten -Tocopherols. Mit Dipal.-
PC und auch mit Soja-PC*" findet diese Regeneration nicht statt. In diesem Fall
verlduft der -Tocopherol-Abbau &dhnlich schnell wie ohne PL-Zugabe (nicht
dargestellt). Beim Sojalecithin beobachtet man ebenfalls schon nach kurzer Erhitzung
eine Regeneration aller Tocopherole bis fast zur Ursprungskonzentration von
1000pg/2g. Die Konzentrationen von - und -Tocopherol fallen nach Zugabe zu
Ehyllinolat/SL1 (in Chloroform/ Methanol 3+1) etwa auf die Hélfte; -und - bauen
sich nur etwa um 10-20% ab. Nach der Regeneration zeigen alle Tocopherole mit
zunehmender Erhitzungszeit einen nahezu linearen Abbau. Dieser ist fiir -Tocopherol
mit ca. 8ug'g 'min’ etwa doppelt so schnell wie fir , und (ca.4;3;3 pg'g min).
Insgesamt liefert der Versuch folgende Ergebnisse: Die Regenerationsreaktion geht
von der Aminogruppe aus; sie ist schnell und vollstdndig, bedarf aber einer hohen
Temperatur. In Verbindung zu den Ergebnissen der vorstehenden Versuche ist es
unwahrscheinlich, dass das -TQ allein das Target ist. Der Kurenverlauf sieht ganz so

aus, als ob T mit PE ein T-PE' bildet, das thermisch in TH und PE zerfillt.
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e.) Reaktion von o-PE mit oxidiertem -Tocopherol

Die Kldarung des Reaktionsmechanismus der -Tocopherol-Recyclierung ist nur {iber
den Nachweis der beteiligten Zwischenprodukte und der letztlich entstehenden
Produkte mdglich. Wird PE oxidiert und wenn ja zu was? Eine schwierige Frage, ist
doch die Oxidation primédrer Amine wegen der entstehenden Mischung verschiedener
Produkte in der organisch-chemischen-Synthese nicht brauchbar [229]. Oder wirkt PE
vorrangig als Katalysator, dhnlich wie die Aminosduren in der Kohlenhydrat-
Braunung? Da aus den Vorversuchen Zweifel daran bestehen, dass -Tocopheryl-
chinon allein fiir den beobachteten Regenerationseffekt verantwortlich ist, wird die
Isolierung von Produkten mit Synthesegemischen von oxidiertem -Tocopherol
durchgefiihrt. Um die Trennung von PE- und Tocopherol-Derivaten zu erleichtern,

wurde zundchst mit dem polaren ortho-Phosphoethanolamin (ortho-PE) gearbeitet.

a.) H0,/
Cu?/Fe?
-Toc. — > TQges. —= DC
(209) b.) PbAc,
(IDH NH
Ho—ﬁ—o/\/ 2
(¢]
Isopropanol/H ,0
-Toc. 80°C
+ CHCI,
TQges.>
-Toc. + X
DC H,0

Abbildung 4.51 Herstellung und Isolierung von Produkten aus der Reaktion von oxidiertem -Tocopherol (TQges.) mito-PE

Das -Tocopherol (20g) wurde zum einen direkt mit Wasserstoffperoxid oxidiert,
wobei aber erst nach Zugabe von katalytischen Mengen an FeCl;(H,0)s und CuSO,
ein exothermer Abbau beobachtet wurde (HPLC). Zum anderen wurde eine Oxidation
mit Blei(IV)-acetat in Essigsdure, analog wie bei Isodorides [105] beschieben,
versucht. Wie eine Ubersichts-DC [analog 254] des Produkts der H,0,-Oxidation
ergab, handelt es sich um eine Mischung von 3 Hauptprodukten und iiber 10
Nebenprodukten. Um Schwermetallreste abzutrennen wurde die erhaltene Mischung
(TQges.) mit Chloroform iiber einen Kieselgelsdule eluiert. Da o-PE (1g) in den
gingigen organischen Losungsmitteln nicht 16slich ist, wurde in Isopropanol/H,O
(200+50) auf 80°C erhitzt. Die Entstehung von -Tocopherol wurde mit HPLC

(7.2.1.) iiber Wochen bis zur Ausbildung der maximalen Konzentration verfolgt.
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Abbildung 4.52 Bildung von -Tocopherol aus -Tocopheryl- Abbildung 4.53 Bildung von -Tocopherol aus -Tocopheryl-
chinon (Synethesgemisch von HO,) bei Reaktion mit o-PE, in chinon (Synethesgemisch von PbAcs) bei Reaktion mit o-PE, in
Isopropanol/H,O bei 80°C Isopropanol/H, O bei 80°C
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Abbildung 4.52a Bildung von -Tocopherol aus -Tocopheryl- Abbildung 4.53a Bildung von  -Tocopherol aus -
chinon (Synethesgemisch von HO,) bei Reaktion mit o-PE, in Tocopherylchinon (Synethesgemisch von PbAc,) bei Reaktion
Isopropanol/H,O bei 80°C mit o-PE, in Isopropanol/H,O bei 80°C, zuitzlicher Peak bei 15

min

Wihrend einer Dauer von ca. 4 Wochen entstand im Falle des TQ-H,0, etwa
70 mgd"' -Tocopherol. Beim TQ-PbAc, waren es nur etwa 30 mg'd". Auch wird die
parallele Bildung eines Peaks, der kurz nach -Tocopherol bei 15 min eluiert,
beobachtet. In Versuch b.) wurde dieser bereits gefunden und als -Tocopheron oder

-Tocopherol-Hydrochinon interpretiert. Die eingesetzten -TQ-Synthesegemische
bilden insgesamt ca. 7-11% -Tocopherol. Nach Durchschreitung des Konzentrations-
maximums wurde die Erhitzung abgebrochen, das Losungsmittel abrotiert und mit
Hilfe von Chloroform/ Wasser in eine polare und eine unpolare Phase aufgetrennt. Da
in der Chloroformphase praktisch kein Phosphat nachweisbar war (0,002%, 7.3.8.) und

damit keine interessanten Verbindungen zu vermuten sind, wurde nur die wissrige
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Phase mittels DC weiter untersucht. Als Vergleich wurde auf den Platten -TQ, -

Toc. und o-PE aufgetragen.

UV 366nm bespriiht mit Molybdat UV 366nm bespriiht mit Bipyridyl/Fe3*
1 — | . 4
2
3
4
5/ '
-
]
>
Pp, TQ Toc. o-PE Pg, TQ Toc. o-PE
Abbildung 4.54 DC-Trennung der wilrigen Phase des Abbildung 4.54a  DC-Trennung der willrigen Phase des
PbAcs-0-PE-Ansatzes; Kieselgel zweimal entwickelt mit: PbAcs-0-PE-Ansatzes, Kieselgel zweimal entwickelt mit:
CH:Cl>: AcOH : MeOH : H,O 14:6:4:3 v+v CHxCl>: AcOH : MeOH : H;O 14:6:4:3 v+v
UV 254nm UV 366nm

Abbildung 4.55 Fluoreszenz der gesammelten Fraktionen aus
der wélrigen Phase des PbAcs-0-PE-Ansatzes (DC abgekratzt)

Im Vergleich mit den Standards lassen sich in der Probe mehrere bei 366nm
fluoreszierende Stoffe erkennen. Spot 3 tritt dabei besonders auffillig hervor; zudem
enthdlt er Phosphor, wie ein besprithen mit Molybdat, aber auch eine externe
Phosphat-Bestimmung des abgekratzten Spots zeigten (7.3.8). In Abb. 4.54a wird
deutlich, dass sich aus dem Spot Nr. 3 noch eine weitere Verbindung (3a) abtrennen
lasst. Spots 5/6 enthalten ebenfalls Phosphor. Punkt 2 ist mit bloBem Auge als gelber
Spot zu erkennen; er fluoresziert nicht und reagiert auch nicht mit Bipyridyl/Fe®". Das

-Tocopherol generiert mit diesem Reagenz Fe®', welches mit Bipyridyl zu einem
roten Komplex reagiert. Auch Spot 1 und 3 zeigen eine leichte Farbung. Die Zonen der
DC-Platte, die das o-PE enthalten bleiben hierbei farblos, was an e¢inem
Benetzungseffekt oder aber auch an den Komplexbildungseigenschaften der
Verbindungen liegen kann. Die Spots 1 und 4 zeigen ebenfalls noch jeweils einen
schwicheren Sateliten (1a, 4a).
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Auf 20x20cm-Platten wurde die wéaBrige Phase des -Toc.-PbAc,—0-PE—Ansatzes nun
vollstindig aufgetragen, die Zonen 1-6 abgekratzt, in Wasser aufgelost und damit die
einzelnen Verbindungen fiir eine spitere NMR-Untersuchung isoliert. Die Fluoreszenz
bei 366nm von Fraktion 3 (Spot 3) ist im Abb. 4.55 deutlich zu erkennen. Die Stoffe
wurden zur Trockene eingeengt und unter Stickstoff im Tiefkiihler gelagert. Zum

Zeitpunkt der NMR-Messung zeigte Fraktion 3 aber keine Fluoreszenz mehr.

o0-PE - -Tocopheron

Abbildung 4.56 hypothetisches o-PE- -Tocopheron

Aufgrund der dhnlichen Fluoreszenz wie die 2,4-Decadienal-PE-Schiffbase (S. 54)
und aufgrund der Polaritit sowie der nukleophilen Eigenschaften des o-PE wird eine
o-PE-Tocopheron Struktur vermutet. Diese ,,Halbacetal” ist allerdings wegen der

enthaltenen sauren Phosphatgruppe nicht sehr stabil.

f.) Essigsdure-Katalyse der Reaktion von Sojalecithin1 mit oxidiertem -Tocopherol

Die Regeneration von -Tocopherol aus einem PbAc,4-Synthesegemisch (20g -Toc.)
bei Reaktion mit 20g Sojalecithin 1 wurde in Isooctan bei 80°C untersucht. Das
eingesetzte Sojalecithin wurde zuvor mit Aceton aus etherischer Losung gefillt
(7.3.7). In einem weiteren Ansatz wurde zudem versucht die Reaktion durch

Essigsaure (10% in Isooctan) zu beschleunigen.

Die Produktkonzentration und damit die Reaktionsgeschwindigkeit (vg) steigt in der Regel exponentiell mit der

Temperatur. Mathematisch zeigen viele Reaktionen Arrhenius-Verhalten , d.h. folgende Proportionalitit:
T

T
Ve €

Dabei ist T, die Aktivierungstemperatur; sie liegt fiir viele organische Reaktionen im Bereich von 5000K (Abb.
4.57). Dieser Wert ist zwar gro3 im Vergleich zur Raumtemp eratur, die unter 300K liegt, aber er entspricht der
iiblichen Langsamkeit vieler Reaktionen unter Normalbedingungen (weil 2000300 ~ 55 10"%). Erhdht man die
Temperatur auf etwa 500K, wie es beim Backen im Herd der Fall ist, vertausendfacht sich vy
(e'SOOO/ 30 ~'5 x 107). Sobald die Reaktion mit merklicher Geschwindigkeit ablduft, gilt dann auch in guter
Niéherung die Reaktionsgeschwindigkeits-Temperatur-Regel (RGT-Regel) von Van't Hoff: Eine Temp eraturer-
héhung um 10°C bewirkt eine Verdopplung bis Vervierfachung der Reaktionsgeschwindigkeit. Um die -
Tocopherol-Regeneration zu beschleunigen ohne eine unndtige thermische Belastung des Untersuchungs-
materials, liegt es daher nahe, durch Einsatz eines Katalysators die Aktivierungstemperatur abzusenken. Je
kleiner die Aktivierungstemperatur ist, desto weniger wird die Reaktionsgeschwindigkeit von der Temperatur
beeinflusst:
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w 10
8 4 T,=10000K
6 -
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Abbildung 4.57 Abhéngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit
von der Aktivierungstemperatur nach der A rrhenius-Gleichung

Die Isolierung von Produkten gestaltet sich hier deutlich schwieriger. Dazu wurde die
erhaltene nahezu schwarze Losung eingeengt und {iber eine Kieselgelsdule in
Neutrallipide, Glycolipide und Phospholipide fraktioniert (7.2.10.). Die Phospholipid-

Fraktion wurde dann gegen entsprechend mitgefiihrte Blindwerte iiber DC untersucht.

PbAc,
-Toc. —— > TQges. —= DC
(209)
gef. Sojalecitin (20g)
a.) Isooctan
b.) Isooctan/AcOH(10%)
Kieselgel 80°C
Toc. 1. CHCI,
+ 2. Aceton
TQges.
-Toc. + X
DC 3.MeOH

Abbildung 4.58 Herstellung und Isolierung von Produkten aus
der Reaktion von -Tocopherylchinon (TQ) mit gefélltem
Sojalecitin (SL)

Trotz der im Sojalecithin enthaltenen ungesittigten Fettsduren, welche bei 80°C
schneller oxidiert werden und dadurch etwaig recycliertes -Tocopherol wieder
zerstoren sollten, sind in beiden Ansétzen grole Mengen -Tocopherol entstanden
(Abb. 4.59 und 4.59a). Essigsdure wirkt sich als Katalysator beschleunigend auf die
Reaktion aus. Vermutlich ist hier eine Erhitzung auch nicht zwingend notwendig. Das
Tocopherylchinon-Synthesegemisch setzt sich zu ca. 35% in  -Tocopherol um. Da
dies fiir beide Ansédtze gleichermallen gilt, ergibt sich, dass Essigsdure tatsdchlich nur
katalytisch wirkt. Interessant ist die groe Menge an entstandenem -Tocopherol im
Vergleich zu den bisherigen Untersuchungen mit Dipal.-PE oder o-PE (S.108, S.112
und S.114f).
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. . Abbildung 4.59a Bildung von -Tocopherolaus -Tocopheryl-
Abbildung 4.59 Bildung von -Tocopherol aus -Tocopheryl- chinon (Synethesgemisch) bei Reaktion mit gefilltem

chinon (Synethesgemisch) bei Reaktion mit gefélltem I < ‘ono . o s
Sojalecitin, in Isooctan bei 80°C, mit und ohne 10% Essigséure Sojalecitin, in Isooctan bei 80°C, mit und ohne 10% Essigsdure

Es wurden auch Blindwerte mit TQges. bzw. gefilltem Sojalecithin 1 (hier: S)
mitgefithrt. Im Falle des TQa.oy-Blindwerts ergab sich ebenfalls ein leichte -
Tocopherol-Bildung; Abb. 4.59a zeigt jedoch, dass sie gegeniiber dem Haupteffekt
vernachlidssigt werden kann. Alle Ansédtze die Sojalecithin enthalten, farbten sich
wahrend der Erhitzung schwarz. Die Erhitzung des Essigsdure-Ansatzes wurde nach 4,
die des essigsdurefreien Ansatzes nach 12 Tagen eingestellt. Die Proben wurden
einrotiert, in Chloroform geldst und im Tiefkiihlschrank aufbewahrt. Gleiches gilt fiir
die Blindwerte. Um das -Tocopherol und das nicht umgesetzte TQ abzutrennen,
wurde ein Aliquot jedes Ansatzes nun iiber eine Kieselgel-Saule aufgereinigt. Dazu
wurde zunichst die Neutrallipid- und Glycolipidfraktion mit Chloroform und Aceton
eluiert. Das anschlieBende Methanol-Eluat enthélt die Phospholipid-Fraktion und ggf.
auch strukturell interessante Produkte. Die DC-Laufe sind mit S fiir SL1-Blindwerte,
T fir -TQ-Blindwerte und mit P fiir Probe (S+T), bezeichnet. Besonders interessant
ist die Phospholipid-Fraktion des Essigsdure-Probenansatzes (P4.on), deren DC in den
beiden oberen Abbildungen der nidchsten Seite dargestellt sind. Da die erste
Fraktionierung (P',.on) aus ungeklirten Griinden noch -Tocopherol enthielt, wurde
die Auftrennung wiederholt (P2 AcOH)- P?,.on enthilt nun praktisch kein -Tocopherol
mehr, dafiir sind aber 4 weitere Peaks im HPLC-Chromatogramm der Tocopherol-
Bestimmung messbar; darunter moglicherweise auch die auf der DC sichtbaren

Verbindungen 1, 2 und 3:
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bespriiht mit Molybdat UV 254nm bespriiht mit Molybdat
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Abbildung 4.60 DC-Trenning der Phosphatid-Fraktionen Abbildung 4.60a DC-Trennung der Phosphatid-Fraktionen
(MeOH-Eluate) und Vergleich mit Standards, Kieselgel zweimal (MeOH-Eluate, P acon zweimal aufgearbeitet), Kieselgel zweimal
entwickelt mit: CHCl; : MeOH : NH; 8,1:3,1:0,5 v+v entwickelt mit: CHCl; : MeOH : NH; 8,1:3,1:0,5 v+v
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Abbildung 4.61 DPPH-Abbau durch die Phosphatid-Fraktionen Abbildung 4.60b DC-Trennung der Neutrallipid-Fraktionen

(CHCls-Eluate), Kieselgel zweimal entwickelt mit: CHCL :

(CHCIs-Eluat) je 375ug/ml; die Probenansitze enthalten auch
MeOH : NH3; 8,1:3,1:0,5 v+v

etwas -Toc., welches fiir die Stelle 120min herausgerechnet
wurde (die jeweils nahen roten Punkte)

Spot 1 ist eine Erhitzungsverbindung aus Sojalecithin. § ist ein SL1-Vergleich nach
Féllung. 3 und Sy.oy sind die SL1-Blindwerte nach alleiniger Erhitzung in Isooctan
bzw. Isooctan/AcOH. Auf der rechten DC-Platte Abb. 4.60 sind zusétzlich die Dipal.-
Standard-Phospholipide aufgetragen. Das PE ist in den erhitzten Proben praktisch
vollstindig abgebaut. An seiner Stelle tritt deutlich Spot 2 auf, der in den Blindwerten
nicht vorkommt. Auch ist die DPPH- Aktivitit (7.3.4.) der Phospholipidfraktionen der
Probenansitze grofer als die der Blindwerte, so dass reduzierende Verbindungen (Spot
2?) entstanden sein miissen. Auch in den Neutrallipid-Fraktionen (Abb. 4.60b) treten
Verbindungen (4 und 5) auf, die in den -TQ-Blindwerten (T) nicht enthalten sind.
Durch den Einsatz der Standardverbindung von -Tocopherylchinon (TQpur) anstelle

eines Synthesegemisches wurde in einem sehr viel kleineren Ansatz, die optimale
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Essigsduremenge fiir die Umsetzung mit SL1 zu -Tocopherol bei RT in Isooctan
bestimmt. Sie betrdgt 30 Vol.%, bedarf aber 9 Tage Reaktionszeit. Anhand der
Ubersichts-DC (nach 11d ) ist zu sehen, dass auch die Standardsubstanz wenigsten 3
weitere Stoffe enthilt. Durch die Umsetzung verschwindet Spot 2 und Spot 1 entsteht.

UV 360nm

TquISLgelSLDSZOOSLSODSLM)O Tqur/SOU SLB/SOO SL300

Abbildung 4.62  Umsetzung von Tocopherylchinon mit
gefilltem Sojalecithin (gef. Asolectin) unter Zusatz von
Essigsdure (0, 200, 300 und 400ul/ml Isooctan, 11d RT)
Kieselgel zweimal entwickelt mit CHCl; : MeOH : Aceton :
Wasser, 10:4:4:2:1 v+v

Da die -Tocopherol-Bildung aus -TQ bei Raumtemperatur trotz Essigsdure als
Katalysator nur langsam ablduft, wurden die Verhéltnisse bei Verwendung des PbAc 4-
Synthesegemisches nocheinmal bei 80°C und 25°C verglichen. Tatsédchlich wird bei
25°C trotz Essigsédure kein -Tocopherol gebildet. Das bedeutet, dass neben einem

Katalysator eine zusitzliche Erhitzung notwenig ist. Es lduft demnach eine weitere
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~ 40 —=—SL-80°C <40 N 7
B B-AcOH-80°C &, ~~J/ (4,0;36,3)
235 ~— —e—SL-AcOH-80°C 235 =
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Abbildung 4.63 Regeneration von oxidiertem -Tocopherol Abbildung 4.63a Regeneration von oxidiertem -Tocopherol
durch Sojalecithin (SL1) in Isooctan bei 25°C und 80°C mit und durch Sojalecithin (SL1) in Isooctan bei 25°C und 80°C mit und

ohne 10% Essigsdure ohne 10% Essigsdure
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wichtige Reaktion ab, die durch Sédure nicht katalysiert wird. Es liegt der Verdacht

nahe, dass diese mit der Brdunung zu tun hat.

g.) MS-Untersuchung: PE- -TQ
Das bei der Regeneration von -Tocopherylchinon mit Dipal.-PE analog zum o-PE
erwartete fluoreszierende Zwischenprodukt PE— -Tocopheron sollte hergestellt und

mit NMR charakterisiert werden. Die Isolierung einer ausreichenden Menge gelang

jedoch nicht.
o
i
H4,C o] 0]
H31C15—|-|—O o] \H
3115 n _)
o O—IID—O
OH
PE - -Tocopheron CgH,,,0,(,NP M: 1119

Abbildung 4.64 hypothetisches PE- -Tocopheron

Zunidchst wurden 2g -Tocopherol mit 5g¢ PbAc, in Eisessig oxidiert [105]. Das
sdulenchromatographisch von Schwermetallspuren befreite Produkt wurde mit 0,03g
Dipal.-PE in Isooctan/ Eisessig (90ml+10ml) fiir 36h im Trockenschrank bei 80°C zu

-Tocopherol regeneriert. Nach Einengen zur Trockene wurden mit Chloroform iiber
eine Kieselgelsdule (Durchmesser 2cm, Fiillhohe ca. 10cm) das -Tocopherol, nicht
umgesetzte -TQ sowie weitere unpolare Produkte abgetrennt. Die an den oberen 2cm
Kieselgel adsorbierten gelblichen PE-Produkte wurden mit einem Spatel abgenommen
und mit Methanol desorbiert. Die weitere Aufreinigung kann nun mit DC erfolgen.
Um die gesamte Produktmenge aufzutrennen wurde aber wie folgt vorgegangen: Eine
Icm x 10cm-Sdule wurde mit aktiviertem Kieselgel ca. 8cm hoch befiillt. Die
desorbierte Probe wurde —gelost in wenig Chloroform— auf die Sédule aufgebracht, mit
Icm Kieselgel iiberschichtet und die Sdule mit Glaswatte verschlossen. Die Séule
wurde herumgedreht und in einer DC-Kammer mit Chloroform/ Methanol/ konz. NH;
(49ml+18,5ml+3ml) entwickelt. Mit Druckluft wurde das noch feuchte Sdulenmaterial
aus der Sdule gedriickt und die unter UV bei 366nm sichtbare gelb-griinlich

fluoreszierende Bande mit einem Messer und einem Spatel selektiert und mit

Methanol desorbiert. Es konnten knapp 1,5mg Produkt isoliert werden, von dem aber
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kein aussagekriftiges NMR-Spektrum erhalten werden konnte. Es wurden MS-Scans
mit positivem bzw. negativem Potential im erwarteten Massenbereich aufgenommen
(7.4.2.). Mit negativem Potential konnte m/z 1119 gemessen werden, was der
Molmasse der erwarteten PE- -TQ-Struktur entspricht. Es existiert auch eine

Verbindung, die ein Wassermolekiil weniger besitzt (m/z 1101).
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1041.7
7.0e7 4 1085.7
6.0e7 | 1 1128.7
| 10137 10427 | 173.7
g e | | 10576 |
4 - | g ! '
_-&-'. 4 Qe | | r 1101 .7 1174.7
E ol | | |
I 11457
£ 30e7 m I | 11897
| o 10876 7 | .
2.0e7 | 11 1[:159 6 n |
| 1103.7 A1142.7 11968. |
1 1000.5 10447 r:]l._ ﬁ1DEEE ’!E; |114?? 11.3(}33 .
1.0e7 - Lo 10e1 it 107.7, "'
.r,u-, qﬂ,%'?;lﬂ.l'm' L .-,;I.ﬂ ﬁ.l i "mm it 12?{"5‘ ﬁw-"m}""mmﬂ' 'I"Be'u. .,-.“”%151%‘ Ll A i «_u n'r
0.0k el e P S A et S S SR
1000 1020 1040 1060 1080 1100 1120 1140 1160 1180 1200
miz, 0a |

Abb. 4.65 MS-Scan, pos. Potential (DP: 50, EP: 10; GSI: 12, GS2: 0)
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Abb. 4.66 MS-Scan, neg. Potential (DP: -50, EP:-10; GS1: 25, GS2: 25; 450°C)
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ESI negativ ] |
MeOH/Chloroform

PE - Tocopheron [1119]
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Abb. 4.67 Fragmente von PE- -TQ Abb. 4.68 UV-vis-Spektrum der fluoreszierenden Fraktion, in
Methanol/ Chloroform, steigende Konzentrationen

neg. Fragmentierung 1119 Da

Tochter-Ton Intensiti
255,2 251824
690,5 208552
4522 90605
140,0 56470
153,2 50448

Tab. 4.11 Fragmentierung m/z 1119

Das Fragmentierungsmuster der Massenspur 1119 zeigt, dass es sich um ein PE-
Derivat handelt (Dipal-PE: 691). In der Grafik 4.67 sind 2 weitere Strukturvorschlige
fir PE/TQ-Kondensate (Mpg + M1q — My,eer = 1119) angegeben. Die rechte
Verbindung konnte auch direkt Wasser abspalten und dadurch ein Chinonmethid bzw.
ein Ammoniumsalz bilden. Das UV-Spektrum der isolierten Bande zeigt eine

Absorption bei 250nm. Dies spricht fiir eine Tocopheron-Struktur [130].

h.) Effekte beit BHA und BHT mit SL1

In Versuch f.) wurde -Tocopherol durch BHA bzw. BHT ersetzt. Die Bestimmung
der Verbindungen erfolgte mit HPLC-UV (7.2.4.). Zunéchsteinmal wurden beide
Stoffe durch PbAc, nur teilweise abbaut. Auch ist mit SL1/AcOH bei 80°C keine
Regeneration messbar. Nach [37] zeigt BHA aber einen starken synergistischen Effekt
mit PE. Was hier lediglich gemessen werden konnte, war eine stirkere Braunung von

SL1, die mit BHT nicht zu beobachten ist (nicht dargestellt).
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Abbildung 4.69 Verhalten von oxidiertem BHA unter den Abbildung 4.70 Verhalten von oxidiertem BHT unter den
Bedingungen der TocopherolRegeneration (SL1 in Isooctan/ Bedingungen der TocopherolRegeneration (SL1 in Isooctan/
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Abbildung 4.69a Verhalten von oxidiertem BHA unter den
Bedingungen der TocopherolRegeneration (SL1 in Isooctan/
10% Essigséure, 80°C) — Braunung
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4.3.3. Ethyllinolat—Modelluntersuchungen an Drei—-Komponenten—Systemen
a.) EL ""°/PL/Glucose und EL "°/PL/Ascorbat bei 110°C
In den bisherigen Untersuchungen konnte gezeigt werden, das Sojalecithin in
Pflanzendlen den Abbau der Tocopherole verlangsamt. Der Effekt tritt auch bei der
thermisch beschleunigten Oxidation auf und konnte hier mit der Regeneration von -
Tocopherylchinon durch PE oder Sojalecithin in Verbindung gebracht werden. Die
Reaktion wird zwar durch Sduren beschleunigt, bedarf aber dennoch einer hohen
Temperatur. In Ethyllinolat bei 110°C erreicht der Stabilisierungseffekt ( IP) bei
1%iger Sojalecithinzugabe einen gewissen Séttigungspunkt. Im Ethyllinolat konnte bei
Erhitzung auf 110°C eine rasche Regeneration des abgebauten -Tocopherols durch
PE bzw. Sojalecithin beobachtet werden. Allerdings kommt es hier bei erhohter
Temperatur aber infolge eines ziligigen Tocopherol-Abbaus zu einem schnellen
Verderb. Da Phospholipide bzw. Pflanzenlecithine allein keine ausreichende
Stabilisierung erreichen, stellt sich die Frage, wie ihr Effekt weiter verstirkt werden
kann? Es bietet sich der Zusatz einer 3. Komponente mit potentiellen antioxidativen
Eigenschaften an. Diese Komponente sollte natiirlichen Ursprungs sein und
optimalerweise in den Pflanzenlecithinen selbst vorkommen, bzw. aus ihnen generiert
werden konnen. Unter 4.3.1.c. konnte bereits gezeigt werden, dass D-Glucose den PE-
-Tocopherol-Effekt verstirkt. Nach der Literatur ist der Einsatz von Ascorbinsdure
[183, 212] sinnvoll. Diese ermdglicht in Verbindung mit Phospholipiden auch die
Stabilisierung von Fischdlen (vgl. S. 98). Die Modelluntersuchungen wurden an
Ethyllinolat beil 10°C durchgefiihrt. Es wurden jeweils 3 Komponenten zugesetzt und
zwar: Phospholipide in einer Menge 1%, der 2. Synergist (z.B. D-Glucose oder L-

Ascorbinsdure) mit 0,5% und das primére Antioxidants (z.B. -Toc. bzw. -TQ) mit

0,05%. Die IP wurde {iiber die UV-Absorption bei 233nm bestimmt (7.3.5.).

Glucose / Ascorbinsaure Glucose
0,5% 0,5%

110°C
Ethyllinolat

1% 0,05% 1% PE 0,05% -Toc.
PE/PC -Toc./ -TQ
Abbildung 4.71 Versuch mit Ethyllinolat bei 110°C, unter Abbildung 4.71a Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
Zusatz von 1% PE bzw. PC, 0,5% Glucose bzw. Ascorbinséure bei Zusatz von 1% PE und 0,5% Glucose und 0,05%
sowie 0,05% -Tocopherol bzw. -Tocopherylchinon Tocopherol
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Als Phospholipide wurden zunidchst Dipal.-PE und Dipal.-PC miteinander verglichen.
PS wurde nicht eingesetzt, da es in den untersuchten Pflanzenlecithinen praktisch nicht
vorkommt. Dipal.-PA und Dipal.-PI wurden ebenfalls nicht eingesetzt, da sie als saure
Phosphatide stirkere Schwermetall-Wechselwirkungen zeigen, die hier nicht im
Mittelpunkt der Untersuchung stehen. Die drei Komponenten wurden jeweils einzeln,
paarweise bzw. alle zusammen zugesetzt. Die Verbindungen wurden dazu in Methanol
(Glu. und Asc.) bzw. Chloroform/Methanol (3+1) geldst und zu einer Losung von
Ethyllinolat (Chl./MeOH) zugegeben. Eine entsprechende Menge von je S5Smg
Ethyllinoat wurde in 1,5-ml-Vials pipettiert und nach Vertreiben des Losungsmittels
mit N, im Trockenschrank auf 110°C erhitzt. Nach verschiedenen Zeiten wurden Vials
entnommen, der Riickstand mit 1ml Hexan geldst und 200ul ad 2ml in Icm-

Quarzkiivetten bei 233nm vermessen. Ethyllinolat ~'° hat ein IP''" von 2 0,5 h.

Fiir das System PE/D-Glu./ -Toc. ergibt sich eine Induktionsperiode von 11 3 h.
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Abbildung 4.72 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C,
unter Zusatz von 1% PE bzw. PC, 0,5% Glucose bzw.
Ascorbinsdure  sowie  0,05% -Tocopherol  bzw. -
Tocopherylchinon ( -TQ)

Abbildung 4.72a Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C,
unter Zusatz von 1% PE bzw. PC, 0,5% Glucose bzw.
Ascorbinsdure sowie 0,05%  -Tocopherol (Toc.) bzw. -
Tocopherylchinon (TQ)
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Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten wurden die Versuche, die in Abb. 4.72
dargestellt sind gleichzeitig durchgefiihrt, d.h. mit der gleichen Ethyllinolat-Charge
unter gleichen atmosphédrischen Bedingungen. Der synergistische Effekt von PE und

-Tocopherol wird durch die zusitzlich anwesende D-Glucose mehr als verdoppelt.
Bei Verwendung von -TQ tritt kein zusétzlicher Effekt auf. Auch mit PC tritt keine
deutliche Stabilisierung auf. Interessant sind die Induktionsperioden, die im
PE/Ascorbinsdure-System erhalten wurden. Sie sind mit 44h deutlich grof3er, als die
Effekte der Einzelsubstanzen bzw. der Substanzpaare (IP = 7h). Die positive
Wechselwirkung zwischen Ascorbinsdure und PE ist aber immernoch groer (IP: 7h)
als die zwischen PE und -Tocopherol (4h). Die Wechselwirkung zwischen
Ascorbinsdure und -Tocopherol (7h) beruht auf die Regeneration von -Tocopherol
aus -Tocopherylradikalen [37] und kommt zwischen Ascorbinsdure und -TQ nicht
vor (4h). Ist aber zusétzlich PE vorhanden steigt die Induktionsperiode auch auf 44h.
Nach meiner Meinung lésst sich diese Beobachtung nur iiber die Regeneration vom -
Tocopherylchinon zu -Tocopherol erkldren. Da der Effekt mit PC nicht eintritt
(7,5h), spielt bei der Recyclierung die Aminogruppe des PE eine entscheidende Rolle.
Ein deutlicher Stabilisierungseffekt wird aber auch mit PC/Asc./ -Toc. erreicht (21h).
Die Beobachtung konnte mit den Phasentransfer-Eigenschaften des PC in Verbindung
stehen und tiber die Ausbildung eines Asc—PC Sédure-Base-Komplexes erklédrt werden.
Ein vergleichbarer Komplex ist fiir PC und Quercetin beschrieben worden [175]. Eine
andere Erklarung wére die Ausbildung von inversen Mizellen bzw. Vesikeln. Ein
reiner Loslichkeitseffekt scheidet aus, da Ascorbylpalmitat auch in Verbindung mit PE
nur eine IP von ca. 4,5h hervorruft. Es ist noch eine dritte Erklarung denkbar, die hier
aber nur der Vollstindigkeit halber erwdhnt werden soll: Ascorbinsdure wird leicht
durch Sauerstoff oxidiert, wodurch im Ethyllinolat der Gehalt an O, abnimmt. Durch
Verhinderung der Nachdiffusion —etwa durch Ausbildung ,seifenblasendhnlicher
Aggregationszustinde, freilich im Form inverser Vesikel— konnte der PC-Schutzeffekt
entstehen. Obwohl PC im Ascorbinsdure— -Tocopherolsystem nur knapp den halben
Effekt (21h) wie PE (44h) verursacht, ist die ausbleibende Braunung hier ein Vorteil.
Auf der anderen Seite kann gerade diese eine Ursache fiir den zusétzliche chemischen

PE-Effekt sein. In den Glucose-Ansitzen tritt mit PC/ -TQ sogut wie keine
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zusitzliche Stabilisierung auf. Eine synergistische Wirkung kommt aber zwischen PE
und -Toc., sowie zwischen PE und -TQ vor. Sie ist gleich grof3 (4h), wird aber nur
im Falle von -Tocopherol durch Glucose weiter verstirkt (8,5h). Grund konnte die
verzogerte Bildung von D-Glucoson, dem Hauptoxidationsprodukt der D-Glucose
sein, das wie Ascorbinsdure eine Reductonstruktur besitzt. Unter den verwendeten
Versuchsbedingungen kommt es insbesondere zum Abbau von PE, der unter Glucose

noch schneller verlduft als unter Ascorbinsédure, wie ein Versuch mit 5% SL1 zeigt:

PL-Abbau in Ethyllinolat, 110°C Ooh
O1h
O5h
010h

Area [Tausende]
N W w b
o
o
o
,
1

Toc./SL1/Asc. Toc./SL1/Glu.

Abbildung 4.73 Phospholipid-Abbau im Ethyllinolatsystem bei
110°C (0,05% Toc., 5% SL1, 0,5% Ascorbinsdure bzw.Gluc ose

Die Messung der Phospholipide erfolgte hier iiber HPLC-UV bei 205nm (7.2.3.).

b.) Einflu3 des phenolischen Antioxidants — Tocopherolhomologe
Welche Effekte zeigen die anderen Tocopherol-Homologen in einer Konzentration
von 0,05%? Auch andere phenolische Verbindungen wurden im Ascorbinsiure- bzw.

Glucose-Modellansatz untersucht, darunter BHA, BHT, Propylgallat und Quercetin:

o O
oH OH ~ N\ COOH COOH
Oy
HO OH HO
O OH OH
2,4-Dihydroxybenzoeséure  2,5-Dihydroxybenzoeséure
BHA BHT Propylgallat
COOH COOH
OH
OH HO OH
OH OH
3,4-Dihydroxyb a 3,5-Dihyd b a
Quercetin / Rutin (Quercetinglycosid) Tycroxybenzossaure Inycroxybenzossaure
Abbildung 4.74 eingesetze phenolische Verbindungen Abbildung 4.75 eingesetze Dihydroxybenzoesduren
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Tocopherols (31h) ist hingegen kleiner als die des

Abbildung 4.76 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C,
bei Zusatz der verschiedenen Tocopherol-Homologen sowie von
1% PE bzw. PC und 0,5% Ascorbinsédure

Glucose
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-Toc.
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Abbildung 4.76a Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C,
bei Zusatz der verschiedenen Tocopherol-Homologen (0,05%)

sowie von 1% PE und 0,5% Glucose

Abbildung 4.76b

-Homologen. Es wurden auch

Induktionsperiode von Ethyllinolat bei
110°C, bei Zusatz der verschiedenen TocopherolHomologen
sowie von 1% PE bzw. PC u. 0,5% Glucose bzw. Ascorbinsdure

-und -Tocopherol eine IP > 50h. Die Wirkung des

Mischungen der verschiedenen Tocopherole (zu gleichen Teilen, die und

enthielten) eingesetzt, wobei die Gesamtmenge 0,05% betrug. Die Induktionsperioden

sind: = 44h und > 60h. Im PE/Glucose-System gilt folgende

~

Abstufung: > > > -Acetat. Sie entspricht etwa den Verhéltnissen der

Vitamin C

Messreihe. Der erhohte synergistische Effekt der mono-ortho-
methylierten Homologen konnte auf die Bildung der Etherdimere zuriickgehen, die die
mantioxidative Halbwertszeit verlingern, da sie selbst Antioxidantien sind. Der
geringere Effekt beim -Tocopherol riihrt wahrscheinlich von dessen hohem
Redoxpotential her. In Verbindung mit PC/Ascorbinsdure zeigen alle Tocopherole

vergleichbare synergistische Effekte, was den physikalischen Charakter des Schutz-
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effekts untermauert. Mit PC/Glucose treten bei allen Homologen nur maginale Effekte
auf.
Bei den anderen untersuchten phenolischen Verbindungen (0,05%) sind die

beobachteten Effekte z.T. deutlich kleiner als bei den Tocopherolen:

tind.

2
=
o
]
8
8
(S
3

Ascorbinsaure Ascorbinsaure

alpha
beta —'—I|
gamma —'_I |

delta
 I— 1

Tocopherole

PE BHA PC BHA

Abbildung 4.77 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
mit 0,05% BHA bei Zusatz von 1% PE bzw. PC und 0,5%
Ascorbinsdure
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Abbildung 4.77b  Induktionsperiode von Ethyllinolat bei

110°C, Vergleich verschiedener antioxidativer phenolischer
Glucose Glucose Verbindungen in Verbindung mit 0,5% Ascorbinséure

>
>

PE PrG PE Quercetin

Abbildung 4.77a Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C,
Vergleich verschiedener phenolischer Antioxidantien (0,05%)
bei Zusatz von 1% PE und 0,5% Glucose (PE/Glu./ -Toc.:
12,5h)

Den grofiten Effekt zeigt noch BHA mit 17h in Verbindung mit PE/Ascorbinsdure und
9,5h mit PE/Glucose. Die IP fiir PE/Glu./ -Toc. wurde zum Vergleich hier auch

nocheinmal ermittelt und betrug 12,5h. Im PE/Glucose-System gilt die Abstufung:
Tocopherole > BHA ~ PrG > Que. > BHT

c.) Einfluss des Kohlenhydrats bzw. groBer Mengen phenolischer Verbindungen (0,5%)
Alle eingesetzten Zucker zeigen mit PE/ -Tocopherol einen synergistischen Wirkung.
Der Effekt fallt bei Fructose im Vergleich zu Glucose, Galactose und Mannose etwas
ab. Bei den Disacchariden sind die Effekte wegen der geringeren Molekiilzahl
entsprechend kleiner. Lactose zeigt als reduzierenden Kohlenhydrat aber keine grof3ere
Wirkung als Saccharose. Der Einsatz von Dipal.-PS liefert fiir alle Monosaccharide
kleine Induktionsperioden als bei Dipal.-PE. Auch phenolische Verbindungen kdnnen

in Mengen von 0,5% die Rolle der Zucker iibernehmen. Einen besonders groflen
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Abbildung 4.78 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
bei Zusatz verschiederne Zucker (0,5%) sowie 1% PE und
0,05% -Tocopherol
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Abbildung 4.79 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
bei Zusatz verschiederner phenolischer Verbindungen (0,5%)
sowie 1% PE bzw. PC und 0,05% -Tocopherol

(11,5h)
2,5- D|hydroxybenzoesaure 2,5-Dihydroxybenzoesaure

>75h 16,5h BZFIA
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Abbildung 4.80 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
bei Zusatz von 0,5% 2,5-Dihydroxybenzoesdure sowie 1% PE
bzw. PC und 0,05%  -Tocopherol bzw. -Tocopherylchinon
(TQ)
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Abbildung 4.78a Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
bei Zusatz verschiederne Zucker (0,5%) sowie 1% PE bzw. PS
und 0,05% -Tocopherol
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Abbildung 4.80a Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C
mit Zusatz von 0,5% 2,5 -Dihydroxy benzoeséure (B) und 0,05%
-Tocopherol sowie 1% PE bzw. PC und 0,05% -Tocopherol
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Effekt haben Propylgallat/PC und 2,5-Dihydroxybenzoesdure — sowohl mit PC als
auch mit PE. Von den verwendeten Dihydroxybenzoesduren ist die 2,5-Dihydroxy-
benzoesdure die einzige Verbindung mit zwei zueinander para-stindigen OH-Gruppen.
Wie die Ergebnisse zeigen, ist hier kein -Tocopherol notwendig. Die Verbindung
zeigt mit PE allein einen Synergismus mit einer IP''” von iiber 75h. Der PC-Effekt
ist ebenfalls betriachtlich (32h) und wird durch 0,05% -Tocopherol praktisch nicht
weiter erhoht (33h). Ahnlich wie schon bei Ascorbinsiure/ -Tocopherol und
Ascorbinsdure/BHA ist auch hier die PC-Wirkung etwa halb so grofl wie die PE-
Wirkung. Das ldsst vermuten, dass der Gesamteffekt des PE’s etwa zu gleichen Teilen
auf einem physikalischen Dispersionseffekt und einen chemischen Regenerations-
effekt zuriickgeht. Was den Regenerationseffekt mit 2,5-Dihydroxybenzoesdure
betrifft, diirfte dieser dhnlich wie schon fiir Propylgallat postuliert —also iiber
Alkylaminobenzole— ablaufen (vgl. Abb. 4.42 S.107).

Die bei hoheren Konzentrationen beobachtete Stabilisierungsreihenfolge:

PrG > BHA > BHT korreliert mit der Abbau-Geschwindigkeit dieser Substanzen
(7.2.4.). In Verbindung mit Glucose oder PE/Glucose lassen sich auch bei niedrigen
Konzentrationen fiir alle drei Verbindungen Regenerationseffekte messen. Aufgrund

des zusitzlichen langsamen Abbaus, ergibt sich fiir Propylgallat hier der grofite
Schutzeffekt.

= 120 Ethyllinolat 110°C PIG S 30 Ethyllinolat, Propylgallat 110°C
o —=—PrG/SL1 S PrG
P BHA =) A ——PrG/SL1
g’ 100 . g; \_. —=— BHA/SL1 g 25 ——PrG/PE
E 80 b /‘)\"H‘k‘ BHT 2 50 *ﬁ‘\v\ —+—PrG/Glu,
5]
< —>—BHT/SL1 1S \ —+—PrG/PE/Glu.
% . \\\) \-\""\.._“.\\ . \\:t\‘_/—l \
T
E 40 \ >\( N\ 10 \\\\;\' ——
\( N \\‘ R
20 |
‘ _~— 5 ~_
0 ; 0 |
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
th t[h]
Abbildung 4.81 Abbau von Propylgallat, BHA und BHT (2%) Abbildung 4.81a Abbau von Propylgallat (0,4%) in Ethyllinolat
in Ethyllinolat mit und ohne Sojalecithin (SL1 1%) mit und ohne Sojalecithin (SL1 1%), PE (1%) und Glucose
(0,5%)
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e.) Regeneration von -Tocopherol mit PE/Glucose

Da eine Regeneration von oxidiertem -Tocopherol (PbAc,-TQges.) bereits nur mit

PE gelingt, soll hier nur die Geschwindigkeit der Recylierung und das Vorhandensein
einer Induktionshemmung tiberpriift werden. Parallel wurde auch die Reaktion mit der

-Tocopherylchinon-Standardverbindung untersucht. Die Umsetzung wurde bei 80°C

mit verschiedenen PE-Mengen in Isooctan/Isopropanol (1+1; 20ml) durchgefiihrt um
ein Ausfallen der Glucose zu verhindern. Eingesetzt wurden: 0,025g -TQ bzw. -
TQges., 0,05g D-Glucose, sowie 0,0125g, 0,025g bzw. 0,05g Dipal.-PE. In den
Diagrammen ist die PE-Menge als Prozent der -TQ-Menge angegeben. Der PE-
Blindwert enthélt 0,05g PE (,,200%°). Die Braunungen der Ansétze wurde bei 420nm

verfolgt um ggf. eine Zusammenhang mit der Regeneration herstellen zu kénnen.

— -Tocopherol —_ -Tocopherol
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g 35 Glu. £ 35 Glu. —
I AN § 4l ~
© 30 GIu./50%PE / = = 30 GIu./50%PE
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15 / 15 / /u/
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4 —0——x——a
04— s—n= 04— .
0 2 4 6 8 10 0 2 4 6 8 10
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Abbildung 4.82 Regeneration von oxidiertem -Tocopherol mit Abbildung 4.83 Regneration von -Tocopherylchinon mit
PE/Glucose in Isoctan/Isopropanol (1:1) bei 80°C PE/Glucose in Iso ctan/Isopropanol (1:1) bei 80°C
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Abbildung 4.82a Regeneration von oxidiertem -Tocopherol Abbildung 4.83a Regneration von -Tocopherylchinon mit
mit PE/Glucose in Isoctan/Isopropanol (1:1) bei 80°C PE/Glucose in Iso ctan/Isopropanol (1:1) bei 80°C
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Abbildung 4.82b Regeneration von oxidiertem  -Tocopherol Abbildung 4.83b Regneration von  -Tocopherylchinon mit
mit PE/Glucose in Isoctan/Isopropanol (1:1) bei 80°C PE/Glucose in Iso ctan/Isopropanol (1:1) bei 80°C

Es ist zu sehen, dass bei 80°C PE allein nur geringe Mengen -Tocopherol erzeugt,
dass die Regeneration aber bei zusétzlicher Anwesenheit von Glucose mdglich ist.
Die Menge an PE (m) muf} etwa doppelt so hoch sein wie die Menge an -TQ um eine
deutliche Umsetzung zu erreichen. Die Reaktion zeigt sowohl beim -TQ-Synthese-
gemisch, als auch beim -TQ-Standard eine deutliche Induktionsperiode. Die
Regeneration lauft der Braunung hinterher. Interessant ist das Auftreten eines weiteren
Peaks im HPLC-Fluoreszenz-Chromatogramm der Tocopherole vor -Tocopherol
("12min). Die Verbindung eluiert bei ca. 8§ min und tritt nur in Verbindung mit PE auf.
Bei Anwesenheit von Glucose entsteht deutlich mehr, zudem bildet sich der Stoff vor
dem -Tocopherol. Ein Zusammenhang mit dem Regenerationseffekt ist auch deshalb
wahrscheinlich, weil bei beginnendem Abbau des 8er-Peaks auch die -Tocopherol-
Entstehung zum erliegen kommt. Der Peak bei 8 min korreliert zudem ebenfalls mit
der Bridunung. Der starke Anstieg des 8er-Peaks in der -TQ/Glu./100%PE-Probe
zwischen dem 4. und 5. Erhitzungstag hat eine einfache Ursache: Das 25ml-Vial war
nicht dicht verschlossen, so dass das Losungsmittel verdunstete. Durch die Trocknung
wird die Bildung der unbekannten Verbindung erhoht. Der Stoff wurde in den
bisherigen Untersuchungen nicht gefunden. Formal konnte aus dem -TQ durch
Cyclisierung zum -Tocopheron und anschlieBender thermischer Wassereliminierung
eines der beiden Chinonmethide entstanden sein. Die Verbindungen sind unpolarer als

-Tocopherol, was die kleinere Retentionszeit erklaren wiirde. Der Stoff sollte dann

auch in Verbindung mit Ascorbinséure auftreten.
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d.) Vergleich der Regeneration von -Tocopherol mit PE/Asc. und PE/Glu.
Zum Vergleich der -Tocopherol-Regeneration durch PE/Asc. und PE/Glu. wurde der

Effekt direkt im Ethyllinolat bei 110°C untersucht. Zunidchst wurde mit Dipal.-

PE/Ascorbinsdure gearbeitet.
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Abbildung 4.84 Peak bei 8 min. im Tocopherol- Abbildung 4.85 Peak bei 8 min. im Tocopherylchinon-
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Abbildung 4.84a parallele Entstehung vom 8ter-Peak und Abbildung 4.86 Peak bei 8 min. mit PE bzw. PC im
Tocopherol im Tocopherol-Ethyllinolatsystem (0,05% Toc., 1% Tocopherol-Ethyllinolatsystem (0,1% Toc., 1% PE bzw. PC,
PE, 0,5% Ascorbinsiure) 0,5% Ascorbinséure)

Auch mit Ascorbinsdure tritt tatsdchlich der &min-Peak im Tocopherol-Chromato-
gramm auf. Bei Einsatz von -Tocopherylchinon ist die gebildete Menge nach 10h
hoher, als bei Zugabe von -Tocopherol. Die Regeneration des -Tocopherols aus -
TQ lieB sich im Ethyllinolat-System bestédtigen. Der 8er-Peak scheint die Schliissel-
komponente er Regeneration zu sein. Da die Verbindung sowohl mit PE/Glucose,
PE/ Ascorbinséure als auch mit PC/Ascorbinsdure gebildet wird (Abb. 4.86), handelt es
sich offensichtlich um ein -Tocopherol-Abkdmmling (C5-Chinonmethid?). Der

Verlauf der -Tocopherol-Konzentration in Abb. 4.84 — also unter PE/Ascorbinsiure —
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sieht auf den ersten Blick nach einem Messfehler aus. Ein solcher liegt aber nicht vor.
Das -Tocopherol baut sich im Ethyllinolat (Blindversuch) bei 110°C innerhalb von
ca. 2h ab. Was man in der Grafik sieht, ist eine Uberlagerung von diesem Abbau und
der Regeneration durch PE/Ascorbinsdure. Geht man davon aus, das die Verbindung
bei 8min als Vorldufer relativ leicht in -Tocopherol iibergehen kann; und nimmt man
weiter an, dass sie ein dhnliches Fluoreszenzverhalten wie -Tocopherol zeigt, ergibt
sich fiir die Area von -Tocopherol an der Stelle t:

A(Toc.); = A(Toc.).; + A(8min.), — A(8min)_,

In Abb. 4.84a sind die entsprechenden Werte fiir die ersten 10h dargestellt. Damit

erklart sich der Tiefpunkt der -Tocopherolkonzentration bei ca. 3h.

Zum Vergleich der -Tocopherol-Regeneration durch PE/Asc. und PE/Glu. wurde die
zugegebene Menge an  -TQ auf 0,1% verdoppelt. Dies ist notwenig, da sonst fiir
PE/Glucose keine Werte erhalten werden. Das entstehende -Tocopherol und der Peak

bei 8 min wurden hier nur iiber die ersten 5 Erhitzungsstunden verfolgt. Der Verderb

wurde liber die Extinktion bei 233nm erfasst (7.3.5.).
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Abbildung 4.87 Peak bei 8 min. im Tocopherylchinon- Abbildung 4.88 Peak bei 8 min. im Tocopherylchinon-
Ethyllinolatsystem (0,1% TQ, 1% PE, 0,5% Ascorbinsdure) Ethyllinolatsystem (0,1% TQ, 1% PE, 0,5% Glucose)

Bei PE/Ascorbinsdure beginnt die -Tocopherolbildung bereits nach ca. 30min. Im
Falle von PE/Glucose ist sie verzogert. Aber auch hier ist eine Regenerierung zu
beobachten. Die entstehenden Mengen sind nur gering, da bereits der Verderb einsetzt,
wie am Anstieg der Extinktion bei 233nm zu erkennen ist. In beiden Fallen kommt als

Zwischenprodukt die Verbindung bei 8 min. vor. Die fortwdhrende Bildung innerhalb
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der Glucose-Messreihe deutet an, dass die Substanz weniger oxidationsempfindlich ist
als -Tocopherol.

Im Modellsystem mit 0,1% -Tocopherol wurde zusédtzlich die Braunung der Ansitze
tiber die Extinktion bei 420nm wéhrend der Erhitzungszeit bestimmt. Auch auf die
Bildung von o-Phenylendiamin-aktiven Verbindungen wurde nach Umsetzung eines
wissrigen Extrakts mit OPD und anschlieBender 2-Butanol-Extraktion und UV-

Messung bei 320nm vorgetestet.
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Ethyllinolatsystem (0,1% Toc., 1% PE bzw. PC, 0,5% Ascorbin - Tocopherol-Ethyllinolatsystem (0,1% Toc., 1% PE, 0,5%
sdure) Glucose) im Vergleich zur Braunung
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Abbildung 4.89a  OPD-aktive Substanz im Tocopherol- Abbildung 4.90a  OPD-aktive Substanz im Tocopherol-
Ethyllinolatsystem (0,1% Toc., 1% PE, 0,5% Ascorbinsdure) Ethyllinolatsystem (0,1% Toc., 1% PE, 0,5% Glucose)

Mit PE/Asc. entsteht der 8er-Peak noch vor der Briaunung. Die PC/Asc.- Ansitze
braunen nur leicht und zeigen nach einer Induktionsperode auch nur einen kleinen
Peak bei 8 min. Im PE/Glu.-System entsteht der 8er-Peak erst nach/mit der Braunung.
Uber die Optimierung der Fluoreszenzwellenlingen (270nm/400nm) gelang es
dariiberhinaus die unbekannte Verbindung hier ca. Faktor 10 empfindlicher zu
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detektieren. Die Verbindung selbst wurde iiber HPLC isoliert, die NMR-Untersuchung
verlief aber ergebnislos. Bei Umsetzung mit DPPH zeigte die Substanz keine
antioxidativen Eigenschaften. Die Bestimmung der gesamt-OPD-reaktiven Substanz
erbrachte fiir PE/Asc. eine schnelle Abnahme mit der Erhitzung, was vermutlich mit
dem Abbau der Ascorbinsdure zusammenhédngt. Mit PE/Glu. steigt die Post-OPD-
Aktivitit in den ersten 60 Erhitzungsminuten dagegnen an. Ein Effekt, der mit PC/Glu.
nicht beobachtet werden konnte. Hier deutet sich ein interessanter Zusammenhang an,

der iber HPLC noch genauer untersucht wurde. (5.2.1. S. 160fY).

e.) Oxidation von (RRR)- -Tocopherol und Regeneration mit PE/Ascorbinsdure

(RRR)- -Tocopherol wurde mit PbAc, in Essigsdure bis zum vollstdindigen Abbau
oxidiert und iiber Sdulenchromatographie mit Chloroform an Kieselgel von Schwer-
metallspuren befreit [105]. Von dem erhaltenen Synthesegemisch wurden ca. 1000ug
mit 1000pg Dipal-PE und 1000pg Ascorbinsdure (angefeuchtet mit Chloroform) fiir
3h bei 110°C inkubiert. Das erhaltene -Tocopherol wurde mittels chiraler HPLC auf
seine Konfiguration untersucht (7.2.2.). Entgegen den Erwartungen wurde keine
Racemisierung am C2 beobachtet. Es entstand nur (2R)- -Tocopherol. Die

biologische Wirksamkeit nimmt daher bei der Regeneration mit PE/Asc. nicht ab.

22’5'
m.
150
126

1]

o 1 2 3 4 5 & 7 8 3

Abbildung 4.91 chirale HPLC-UV-Trennung von (29- und (2R)- -Tocopherol; blau racemischer Standard, rot Probe: mit PE/Asc.
regeneriertes oxidiertes (RRR)- -Tocopherol

139



4. Wechselwirkung mit primaren Antioxidantien — Synergismus mit Tocopherolen

f.) Lagerung bei Raumtemperatur, Einfluss der Vorerhitzung von PE / Glucose
Der Zusatz der verschiedenen Pflanzenlecithine (1%) zu Ethyllinolat in Verbindung
mit 0,05% -Tocopherol bringt auch bei Lagerung unter Raumtemperatur eine bessere

Oxidationsstabilitdt. Im PE/Glu.-System beobachtet man bei 25°C aber keinen Effekt:
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Abbildung 4.92  Induktionsperiode von Ethyllinolat bei Abbildung 4.93  Induktionsperiode von Ethyllinolat bei
Raumtemperatur mit Zusatz von 0,05% -Tocopherol sowie 1% Raumtemperatur mit Zusatz von 0,05% -Tocopherol sowie 1%
verschiedener Lecithine (Soja, Raps, Sonnenblume) Dipal.-PE bzw. 0,5% D-Glucose, sowie Mischungen

Da Pflanzenlecithine wéahrend der Herstellung erhitzt werden, stellt sich die Frage;
welchen Effekt eine Vorerhitzung von PE und Glucose auf die Stabilisierung von
Ethyllinolat "°* bei Lagerung unter 25°C hat? Bisher wurde gezeigt, dass im System
PE/Glucose die Regeneration der Briunung hinterherlduft. Ferner deuten sich im
OPD-Vorversuch Reductonstrukturen an, welche die Rolle der Ascorbinsdure im
System PE/Ascorbinsdure einnehmen konnten. Auf der anderen Seite ergaben die
Regenerationsuntersuchungen in organischen LoOsungsmitteln, aber auch in Ethyl-
linolat, eine -Tocopherol-Regeneration erst nach Erhitzung. Die Untersuchungen zur
Vorerhitzung von Dipal.-PE und D-Glucose wurden prinzipiell analog den bisherigen
Modelluntersuchungen durchgefiihrt. Beide Substanzen wurden lediglich vor der
Zugabe zum Ethyllinolat fiir 0-3h zusammen (mit Chloroform angefeuchtet) bei 110°C
im Trockenschrank vorerhitzt. Der Riickstand wurde in Chloroform/ Methanol (3+1)
durch 1-miniitige Erhitzung auf 60°C geldst. Die Braunung der Losungen wurde bei
420nm gemessen. Nach Zusatz zum FEthyllinolat wurden Mengen von je S5Smg
Ethyllinolat in 1,5-ml-Vials pipettiert, mit N, zur Trockene eingeengt und im Dunkeln
bei Raumtemperatur gelagert. Der Verderb wurde iiber 17 Wochen [w] photometrisch

bei 233nm verfolgt (7.3.5.).
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Abbildung 4.94  Induktionsperiode von Ethyllinolat bei Abbildung 4.94a Braunung von PE und Glucose bei 110°C

Raumtemperatur mit Zusatz von 0,05% -Tocopherol sowie 1%
PE und 0,5% Glucose, wobei PE und Glucose fiir verschiedene
Zeiten [ min ] zusammen bei 110°C vorerhitzt wurden
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Abbildung 4.94b  Induktionsperiode von Ethyllinolat bei Abbildung 4.94c  Induktionsperiode von Ethyllinolat bei
Raumtemperatur mit Zusatz von 0,05% -Tocopherol sowie 1% Raumtemperatur mit Zusatz von 0,05% -Tocopherol sowie 1%
PE und 0,5% Glucose in Abhingigkeit von der PE/Glucose- PE und 0,5% Glucose, wobei PE und Glucose fiir verschiedene
Bréunung Zeiten zusammen bei 110°C vorerhitzt wurden

Die Proben, die fiir 0, 1 und 2min bei 110°C vorerhitzt wurden zeigen praktisch keine
Stabilitdtserhohung. Ab einer Vorerhitzung von S5min entwickeln Dipal.-PE und
D-Glucose in Verbindung mit -Tocopherol aber einen starken Schutzeffekt.
Vergleicht man den einsetzenden Effekt (t,4) mit der Brdunung, so sieht man, dass bei
Smin (rot) zwar noch kaum eine Farbung auftritt, aber dennoch schon ein deutlicher
Schutzeffekt vorhanden ist (Abb. 4.94b). Bei iiber 1-stiindiger Vorerhitzung nimmt der
antioxidative Effekt —trotz weiterer Brdunung— wieder ab. Beide Beobachtungen
zeigen, dass die Braunungsprodukte selbst den Effekt nicht verursachen. Der bei
233nm gemessene Anstieg der bei der Oxidation des Linolats entstehenden
konjugierten Oxidiene —darunter insbesondere die Hydroperoxide— lésst sich fiir den

gesamten Versuch in einem 3D-Sdulendiagramm darstellen. Besonders anschaulich ist
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aber die Darstellung als 3D-Flache. Beachten Sie, dass in der Darstellung die Achse

der Vorerhitzungszeit gestaucht ist:
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Abbildung 4.95 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei Raumtemperatur mit Zusatz von 0,05% -Tocopherol
sowie 1% PE und 0,5% Glucose, wobei PE und Glucose fiir verschiedene Zeiten zusammen bei 110°C vorerhitzt
wurden

Die Konzentration der konjugierten Oxidiene lauft auch bei der 5-miniitigen
Vorerhitzung iiber die Lagerzeit nur entlang eines schmalen Grats dicht am gefahr-
vollen autokatalytischen Anstieg. Die kritische Konzentration entspricht etwa dem
gelb dargestellten Bereich. Giinstiger ist es, die Hydroperoxide im roten Bereich zu
halten. Dieser Bereich durchlduft einen Sattelpunkt bei einer Vorerhitzung von 30 + 10
min. Da an dieser Stelle schon eine deutlich Briunung eingetreten ist, ist die
beginnende Braunung auch gleichzeitig ein guter Indikator fiir den antioxidativen
Effekt von PE/Glucose. Gleiches sollte fiir Pflanzenlecithine gelten, unter der
Voraussetzung, dass die Hydrolyse der Glycolipide hier ausreichende Mengen an
reduzierenden Kohlenhydraten zur Verfiigung stellt. Ein Indiz dafiir liefert die starke
Braunungs-tendenz des glycolipidreichen Rapslecithins. Maislecithin, dass mir nicht
zur Verfiigung stand, scheint aufgrund seines nur ca. 3%igen PE-Gehalts [260] zur

Regeneration von -TQ tiber den ,,Kohlenhydrat-Synergismus‘ eher ungeeignet.
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5. Wechselwirkungen mit Zuckern — Maillard-Braunung

5.1. Maillard-Reaktion

Im Jahre 1912 berichtete Louis C. Maillard von einem braunen Niederschlag, den er
beim Erhitzen eines Losung von Glucose und Glycin erhalten hatte [152,153]. Die in
der Folgezeit als Maillard-Reaktion bezeichnete Braunung von reduzierenden Zuckern
mit Aminosduren wurde von Hodge (1953) [94] in drei Phasen unterteilt. In der
Anfangsphase reagiert die Aminogruppe der Aminosiure mit der Carbonylgruppe des
Zuckers unter Wasserabspaltung zu einer Schiff’schen Base. Der Zucker wird dadurch
fiir weitere Reaktionen aktiviert (Enolisierung). M. Amadori berichtete 1931 iiber zwei
Produkte, die er als stabiles und labiles Isomer bezeichnete [4]. Die Glucose-Schiff-
Base lagert sich in das sdurestabilere Fructoseamin (Amadori-Produkt) um. Amadori-
produkte reagieren in der fortgeschrittenen Phase u.a. iiber Wasserabspaltungen und
Riickbildung der Aminokomponente zu reaktiven -Dicarbonylen, die als Schliissel-
verbindungen fiir die Briunungsreaktion angesehen werden [143]. Vergleichbare
Reaktionen treten auch bei der Karamellisierung der Zucker unter drastischeren
Bedingungen (ab 120°C, pH <3/>8) unter Abwesenheit von Aminen auf [135]. Bei der
Maillard-Reaktion katalysieren Amine die intramolekulare Disproportionierung der
Zucker zu Desoxydicarbonyl-Verbindungen. In der Endphase der Maillard-Reaktion
kommt es — insbesondere durch Aldolkondensationen — zur Bildung von polymeren
Strukturen, die man unter dem Begriff Melanoidine zusammenfasst [181,241,50].
Wihrend der Maillard-Braunung werden dariiberhinaus zahlreiche niedermolekulare
Stoffe gebildet, die Geruch, Geschmack und Haltbarkeit von Lebensmitteln
beeinflussen [143]. Maillardreaktionsprodukte kommen auch als freie oder protein-
gebundene Derivate in physiologischen Medien wie Geweben, Plasma oder Urin vor.
Uberwiegend findet die Reaktion hier unter der Beteiligung der -Aminogruppe des
proteingebundene Lysins statt. Nach [143] sind in Geweben zwischen 1-3% der
Lysinreste glyciert. Himoglobin liegt im Korper am N-terminalen Valin der -Kette
zu ca. 5-8% modifiziert vor, bei Diabetikern steigt dieser Wert aufgrund des hohen
Blutzuckers auf ca. 12% an [54]. Der Ubersichtsartikel der Stuttgarter F. Ledl und
E. Schleicher von 1990 [143] kann als Meilenstein der Maillard-Forschung angesehen

werden. Obwohl es zahlreiche Untersuchungen zur Maillard-Reaktion von redu-
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zierenden Zuckern mit Aminosduren gibt [143,54,156] 1ist die Rolle des
Phosphatidylethanolamins als Aminokomponente bislang kaum beachtet worden
[239]. Die nichtenzymatische Brdunung von Aminophospholipiden in Volleipulver
wurden bereite 1957 von Lea beschrieben [139]. Die Bedeutung von glyciertem PE
bzw. PS in vivo ist seit 1993 ein Schwerpunkt der Forschung (AGEs) [22, 239]. Die
Bezeichnung ,,advanced glycation endproducts* (AGEs) fiir zumeist proteingebundene
Produkte der fortgeschrittenen Reaktion in vivo wurde in den 90er Jahren von Cerami
eingefiihrt [243]. Die Glucose-Amadori-Verbindung des PE’s wurde 1997 in der
Stuttgarter Arbeitsgruppe um M. Lederer synthetisiert [140]. Kurz darauf folgten
Pyrrolcarbaldehyd (Pyrrol-PE: HMF-analoges PE-Produkt), Carboxymethyl-PE
(CM-PE) und Carboxyethyl-PE (CE-PE) [141,239,240]. Ausgehend von Lederers
Untersuchungen hat die japanischen Gruppe um T. Miyazawa die Amadori-Produkte:
Glucose-PE und Lactose-PE in Lebensmitteln iiber UV-Markierung der Carbonyl-
gruppe mit MBTH nachgewiesen [179]. Zudem ordnen Sie dem Amadori-PE in
Verbindung mit Linolsidure/Fe’" eine prooxidative Wirkung zu [180]. Lederer et al.
beschreiben eine proxidative Wirkung von Amadori-PE auch unter Abwesenheit von
Fe’™ bzw. Cu®" und nehmen an, dass die Glycierung der Aminophospholipide
mitverantwortlich ist fiir den oxidativen Stress an Membranen (insbesondere bei

Diabetikern). [142].

D-Glucose zeigt, obwohl es sich um ein Aldose handelt, nicht die fiir Aldehyde
typische Reaktion mit fuchsinschwefliger Sdure. Aus diesem abweichenden Verhalten
zog Tollens 1863 den Schluss, dass Glucose nicht als Aldehyd vorliegen kann und
schlug eine tautomere Halbacetal-Ringstruktur vor [13]. Da das C1 in dieser Struktur
chiral ist, existieren 2 diastereomere D-Glucopyranosen ( - und -Anomer), die sich
in ihrer optischen Aktivitdt unterscheiden. Die (S)- -Form hat einen spezifische
Drehung von +111°, die (R)- -Form: +19°. Die -Form kann aufgrund der axialen
Stellung der C1-OH-Gruppe die auf der gleichen Seite der Sesselform liegt, wie die
(dquatoriale) C2-OH-Gruppe einen Borsdure-Ester bilden, der aufgrund seiner starken

Dissoziation die Leitfahigkeit der Borsdure erhoht. Die -Form kann dies nicht, da
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beide OH-Gruppen &dquatorial sind und damit auf verschiedenen Seiten des Rings
(trans) liegen. Lost man eine der beiden D-Glucose-Formen, die sich separat isolieren
lassen in Wasser, so stellt sich nach einiger Zeit ein gleicher Drehwert von +52,5° ein.
Dieser Effekt der Mutarotation erklért sich iiber das Gleichgewicht beider Strukturen
tiber die offenkettige Form. Aus den Drehwerten lésst sich berechnen, dass die -Form
mit 64% im Gleichgewicht {iberwiegt. Die Einstellung des Mutarotationsgleich-
gewichts ist von Temperatur und pH-Wert abhéngig. Im Basischen stellt es sich sofort
ein. Auch D-Fructose bildet iiber das C2 eine 6-Ringacetalstruktur, die in Losung
ausschliefflich in der -Form vorliegt [11]. Dariiberhinaus bildet Fructose im
Gegensatz zur Glucose auch 5-Ring-Acetale [(S)- - und (R)- -D-Fructofuranose].
Aufgrund der zusétzlichen Strukturen stehen Fructose mehr Reaktionswege offen.

Die Nachweisreaktionen der Monosaccharide beruhen meist auf der leichten
Oxidierbarkeit im Alkalischen. So wird bei Erhitzung Cu’” zu Cu” reduziert (Fehling,
Trommer), Ag’ zu Ag (Tollens), Bi’" zu Bi (Nylander); mit Phenylhydrazin fallen
hingegen aus essigsaurer Losung gelbe Osazone aus (E. Fischer). Dabei reagiert
Glucose genau wie Fructose mit 3 Aquivalenten Phenylhydrazin zu einem Osazon
(Abb. 5.2) Dieses 146t sich mit HCI (besser mit Benzaldehyd) in D-Glucoson —einem
Oxidationsprodukt der D-Glucose bzw. D-Fructose— iiberfiihren [13]. Ein Agivalent
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Phenylhydrazin wird bei dieser Reaktion reduktiv zu Anilin und Ammoiak gespalten.
Die reduzieren FEigenschaften der Monosaccharide gehen auf die im Alkalischen
vorliegende Endiolatstruktur zuriick. Endiole sind Verbindungen die an den beiden
C-Atomen einer Doppelbindung je eine OH-Gruppe tragen. Die einfachsten Vertreter
sind -Hydroxy-Carbonyle, die unter bestimmten Bedingungen in die Endiol-Form
iibergehen konnen. In Analogie zur Keto-Enol-Tautomerie, handelt es sich hier um
eine Ketol-Endiol-Tautomerie. Tatsdchlich zeigen -Hydroxy-Aldehyde und -Ketone
sowie eine Reihe von Zuckern —jedoch meist nur im Alkalischen— ein mehr oder
weniger ausgeprigtes Reduktionsvermdgen. Derartige Verbindungen, die nur im
alkalischen Medium reduzierend wirken bezeichnet man auch als Reduktonate
(Endiolate). D-Glucose wird im Alkalischen als Reduktonat mit Cu’" iiber das
D-Glucoson u.a. zu Ameisensdure und Arabinonsdure oxidiert [11]. Bestidndiger als
die einfachen Endiole sind die Reductone. Diese enthalten die Endiol-Gruppieung

-stindig zu einer Carbonylgruppe und sind auch in saurer Losung reduzierend (aci-
Reductone). Beispiele sind die Ascorbinsdure, D-Glucoson und das Triosereducton,
welches durch Einwirkung von verdiinnter NaOH in Stickstoff-Atmosphire auf
Glucose entsteht (isolierbar {iber Pb-Reductonat) [13]. Das Triosereducton besitzt eine
Doppelfiinfring-Chelat-Struktur. D-Glucose, D-Fructose und D-Mannose besitzen ein
gemeinsames Endiol, liber welches sie sich ineinander umlagern konnen (Lobry de
Bruyn—Alberda van Ekenstein-Umlagerung; Abb. 5.3). Lobry de Bruyn und Alberda
van Ekenstein selbst gingen davon aus, das die Isomerisierungsreaktion iiber Epoxid-
Acetale verlduft [227]. Endiolat-Monoanionen, die durch Bronstedt-Basen aus
Aldosen und Ketosen entstehen, sind mesomerie-stabilisiert und konnen durch Tauto-
merie ineinander libergehen. Isotopenuntersuchungen zeigen, dass D-Glucose nicht
direkt in D-Mannose iibergeht, sondern dies iiber D-Fructose geschieht [227]. Die
Reaktion wird stark durch die Art des Katalysators bestimmt. Mit NaOH entstehen aus
D-Glucose; D-Fructose und D-Mannose, mit Pyridin entsteht vor allem D-Fructose
und mit NHj; bildet sich fast ausschlieBlich D-Psicose —das C3-Epimer der D-Fructose
[227]. Als Nebenprodukt entsteht zumeist 3-Desoxyhexoson, Furfural und HMF.
Wasser allein ist ein schlechter Katalysator fiir die Reaktion, aber Phosphatpuffer oder

Citronensiure konnen ebenfalls D-Fructose in D-Glucose isomerisieren.
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Die in der Anfangsphase der Maillard-Braunung stattfindende Amino-Carbonyl-
Kondensation fiihrt zu Schiffbasen (Azomethinen). Durch nukleophilen Angriff der
PE- Aminogruppe auf die Glucose-Carbonylgruppe entsteht unter Wasserabspaltung
das Schiff-PE, das als Imin in 2 isomeren Formen (syn und anti) vorkommt. Uber die
Oxo0-Cyclo-Tautomerie bildet sich aber insbesondere die Halbaminal -Struktur aus, die
in der stabileren -Form vorliegt. In den Erythrocyten von Diabetikern findet man
deutlich mehr Schiff-PE (0,18-34,2 mol%) als beim gesunden Menschen (0,012-
3,99 mol%) [142]. Glucosylamine konnen dhnlich der Glucose eine Lobry der Bruyn—
Alberda van Ekenstein—Isomerisierung durchlaufen. Diese sogenannte Amadori-
Umlagerung ist protonenkatalysiert, findet aber aufgrund des katalytischen Einflusses
der Aminokomponenten /Schiffbasen bereits unter neutralen Bedingungen statt [143].
Das Glucose-Amadori-PE ist ein Fructose-Derivat, als solches hydrolysestabil und
bildet 6-Ring und 5-Ring-Halbacetale. Erythrocyten von Diabetikern enthalten bis zu
0,375 mol% Amadori-PE im Vergleich zu 0,018-0,055 mol% bei Gesunden [142]. In
Lebensmitteln findet sich Amadori-PE (A-PE) insbesondere in Trockenprodukten
—z.B. in Eipulver [239] oder Milchpulver fiir Sduglinge (100 ppm) [179]- aber auch in
Sojamilch (250 ppm) [179]. In spriihgetrocknetem Eigelb und den daraus gewonnenen

Lecithinprodukten liegt ca. Y4 der im Eigelb enthaltenen Glucose als Amadori-PE vor
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[239]. Dies entspricht einer PE-Derivatisierung von 11-16 mol%. Schiff-PE und
Pyrrol-PE (HMF-N-Derivat — thermisches Abbauprodukt des A-PE) sind nur in
geringen Mengen enthalten [239]. Die Oxidation von Amadori-Produkten fiihrt zu
Dicarbonyl-Verbindungen. Kawakishi et al. [116] fanden als Hauptprodukt der
Oxidation von Amadori-Alanin (pH 7,2 / 40°C) mit Cu*" (50pmol1") das D-Glucoson.
Der Nachweis gelang direkt und als Chinoxalin-Derivat. Die Ergebnisse werden von
Liedke bestitigt [146]. Bei pH 7 und 40°C baut sich Fru-Ala unter Cu®>" — Zugabe
binnen 24h zu ca. 50% zu D-Glucoson ab. Die Oxidation soll {iber ein mesomerie-
stabilisiertes Endiol-Radikal ablaufen (vgl. Abb. 5.7). Nach Miyazawa et al. reduziert
das Amadori-PE (als 2,3-Endiol) Fe’" zu Fe** welches dann prooxidativ wirkt [180].

Dem primér gebildete Schiff-PE (bzw. -Glucosylamin) steht in der friihen Phase der
Maillard-Braunung neben der Amadori-Umlagerung der Reaktionsweg iiber die
Retroaldoladdition (Aldolspaltung) offen. Die Retroaldoladdition ist die Umkehrung
der Aldoladdition und wird ebenfalls durch Basen katalysiert. Die Aldoladdition selbst
ist die nukleophile Addition eines Enolat-lons an die Carbonylgruppe -einer
undissoziierten Carbonylverbindung. Dabei entsteht eine  -Hydroxycarbonyl-
verbindung. Der einfachste enolisierbare Aldehyd, der Acetaldehyd, bildet so durch
Reaktion mit sich selbst 3-Hydroxybutanal (Aldol). Bei hoheren Temperaturen kommt
es zur Wassereliminierung und es entsteht trans-2-Butenal (Crotonaldehyd — -
ungesittigter Aldehyd). Die Gesamtreaktion bezeichnet man als Aldolkondensation.
Sie fiihrt zu einer neuen C—C-Bindung. Wird eine Mischung von 2 verschiedenen
Aldehyden mit Base behandelt sind 4 Aldolprodukte mdglich, so dass die Reaktion zu
komplexen Produktgemischen fiihrt. Die intramolekulare Aldolkondensation von
Diketonen eignet sich hingegen gut fiir die Herstellung von 5- und 6-Ringen. 3-, 4-
und 7er-Ringe bilden sich aus energetischen Griinden nicht [229]. Das zur Ausféllung
von Phospholipiden verwendete Aceton unterliegt ebenfalls der Aldolkondensation.
Die einleitende Aldoladdition zweier Actonmolekiile fiithrt zum ,,Diacetonalkohol*
(4-Hydroxy-4-methyl-2-pentanon). Die Reaktion ist nur leicht endotherm und daher
umkehrbar (Retro-Aldoladdition). Unter basischen Bedingungen bildet sich ein echtes
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Gleichgewicht aus, in dem ca. 95% Aceton und 5% Diacetonalkohol nebeneinander
vorliegen [244]. Die thermische Wasser-Eliminierung fiihrt zum -ungeséttigten
Mesityloxid, welches in Phospholipiden nachgewiesen werden kann (vgl. Tab. 3.2
S. 36) [48]. Die Addition eines weiteren Molekiils Aceton an Mesityloxid fiihrt iiber
das -Dicarbonyl und dessen intramolekulare Aldolkondensation schlielich zur
6-Ring-Verbindung Isophoron, die ebenfalls in acetongefillten Phospholipiden
vorkommt [228].

Das Schiff-PE ist seinerseits ein ,,quasi‘~ -Hydroxycarbonyl und unterliegt so auch
der basenkatalysierten Retroaldoladdition. Diese Aldolspaltung wird durch die
basische Eigenschaft des Stickstoffs im Molekiil iniziiert und fiihrt zum Glycol-
aldehyd-Imin. Namiki et al. konnten 1975 durch die Auswertung der Hyperfeinstruktur
von ESR-Spektren von Maillard-Reaktionsgemischen N,N’-Dialkylpyrazinium-
Kationen-Radikale nachweisen [172]. In Reaktionsgemischen, die die entsprechenden
Amadori-Verbindungen enthalten, fanden sie hingegen keine Pyrazinium-Kationen-
Radikale [173]. Namiki und Hayashi gehen deshalb davon aus, dass die Radikale vor
der Bildung der Amadori-Produkte aus den Glycosylaminen iiber die Aldolspaltung
und die Kondensation von 2 Molekiilen Glycolaldehyd-Imin gebildet werden. Die
Radikale bilden sich oxidativ bereits wihrend der ersten Erhitzungsminuten noch vor

den Amadori-Produkten und bevor die Braunung einsetzt [95]. Fir PE und PS sind
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solche Verbindungen bislang nicht bekannt. Es ist allerdings anzunehmen das sie die
Lipidperoxidation beeinflussen [174]. Pyrazinium-Kationen-Radikale sind wenig
stabil. Da sie sowohl oxidiert als auch reduziert werden kdnnen, bauen sie sich primér
tiber Disproportionierung zum Dialkyl-dihydropyrrazin und dem Dialkyl-dikation
(Diquat) ab, wobei die Dihydroverbindung durch weitere Oxidation wieder in das
Kationen-Radikal iibergeht. Diquat kann sowohl Wasser als auch Methanol anlagern.
Dabei bilden sich Mono- und Dihydroxy-Dihydroverbindungen, bzw. die ent-
sprechenden Methoxy-Derivate [95]. Untersuchungen von Hofmann et al. mit dem
Diethyl-Diquat zeigen, dass sich bei Erhitzung auf 95°C schon binnen der ersten
5 Minuten parallel zum Abbau des Kationradikals (ESR) eine Braunung entwickelt
[95]. Auch in einem Ansatz von Glycolaldehyd mit Ethanolamin erhielten sie bereits
in den ersten Erhitzungsminuten Dialkylpyrrazinium-Kationen-Radikale, die bei
ca. 5 Minuten ein Maximum durchlaufen und sich dann mit vergleichbarem Braunung-
verlauf abbauen. Die Hydroxy-Hydropyrrazin-Verbindungen werden aufgrund ihrer
starke Nukleophilie und der damit einhergehenden Kondensationsreaktion mit
Elekrophilen als Schliisselstrukturen der Briunung angegeben. Im Ubrigen neigen
auch Schiff-Basen selbst zur Polymerisierung [13].

Eine weitere Verbindung, die bereits in der frithen Phase der Maillard-Briunung
gebildet wird ist das Glyoxal. Es ist das Spaltungsprodukt der Retroaldoladdition des
D-Glucosons, das sich aus dem Enaminol der Schiff-Base durch Oxidation in
Konkurrenz zum Amadori-Umlagerungsprodukt bildet [95]. Letzteres kann ebenfalls
durch Oxidation D-Glucoson bilden [251]. Namiki und Hayashi [81] nehmen an, dass
Glycolaldehyd unter Anwesenheit von Aminosduren zu Glyoxal bzw. Glyoxal-Imin
oxidiert wird. Desweiteren sollen die Dialkyl-Pyrrazinium-Kationenradikale nach
Oxidation Glyoxal und dessen N-Analoga freisetzen [143]. Bei Erhitzung von
Glucose/Alanin-Losung auf 100°C geht die Bildung von Glyoxal der Bildung der
Folgeprodukte des Amadori-Produkts (1-DH, 3-DH) voraus [95]. Glyoxal durchlduft
bei 15-20 Minuten ein frilhes Maximum, wird dann aber schnell abgebaut;
Glycolaldehyd wird nur wenig gebildet. Glyoxal entsteht sowohl in Glu./Ala.-Lésung,

als auch aus dem entsprechenden Amadori-Produkt vornehmlich unter O,-An-
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wesenheit. Es ist als -Dicarbonyl wenig stabil und geht z.B. als Imin der -
Aminogruppe von Lysin iiber eine intramolekulare Cannizzaro-Reaktion in das stabile
Carboyxmethyl-Lysin iiber [54,65] (Carboyxmethyl-Lysin: CML, Carboxymethyl-PE:
CM-PE). CML ist sdurestabil und liegt im Kdorper proteingebunden vor [1]. Der Gehalt
in den einzelnen Geweben nimmt mit dem Alter der Proteine zu [143]. Medizinisch
erfasst wird es mittles ELISA und dient als Markersubstanz fiir die Belastung
biologischer Systeme mit ,advanced glycation endproducts* [201]. Maogliche
Bildungswege fiir CM-PE sind in Analogie zum CML in Abb. 5.8 zusammengestellt.
Aus dem Amadori-PE ist die Bildung tiber 2,3-Enolisierung und Dehydratisierung
iiber die sogenante oxidative -Dicarbonylspaltung moglich. Hierbei werden zwei

benachbarte Carbonylgruppen zu Carboxylgruppen oxidiert, so dass neben CM-PE
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Erythronsdure entsteht. Uber die Wassereliminierung aus dem Schiff-PE bildet sich
zundchst ein  -Dicarbonyl, dessen Spaltung ( -Dicarbonylspaltung) iiber ein Hydrat
verlauft [65]. Von CM-Lysin ist bekannt, dass es sich auch aus Ascorbat {iber
Dehydroascorbat und N-Treuloselysin unter physiologischen Bedingungen (pH 7.4;
37°C) bildet [36]. Fu et al. [57] stellen einen Zusammenhang zur Lipidperoxidation
her, indem sie nachwiesen, dass CML auch bei der metallionenkatalysierten Oxidation
von mehrfach ungesittigten Fettsduren unter Proteinanwesenheit gebildet wird.
Goldberg et al. [67] haben die CML-Gehalte in 250 verschiedenen Lebensmitteln
bestimmt. Die hochsten Gehalte wurden in der ,,Fettgruppe* —insbesondere bei Butter,
Olivendl und Mayonnaise— gefunden. Die Verbindung Carboxyethyl-Lysin (CEL)
konnten Ahmed et al. 1997 u.A. durch Inkubation von Rattencollagen mit Glucose
nachweisen [2]. Die Verbindung entsteht bei der Reaktion der Lysinseitenkette mit
Methylglyoxal (aus der Aldolspaltung von 3-DH) {iber das Imin der Oxogruppe und
die entsprechende Cannizarro-Disproportionierung zum Carboxyaminol. Lederer et al.
fanden CM-PE bzw. CE-PE weder in spriihgetrocknetem Eigelb und daraus
hergestellten Lecithinprodukten [239] noch in biologischen Proben (Erythrocyten von
Diabetikern) [142].

Schiff-PE und sein isomeres Amadori-PE konnen aufgrund der unterschiedlich
verlaufenden Aldolspaltung anhand der MS-Fragmentierungsmuster unterschieden
werden. Schiff-PE spaltet das Fragment 120 (Erythrose), Amadori-PE dagegen das
Fragment 90 (Glycerinaldehyd) ab [239]. Beide Verbindungen konnen mit NaBH,
zum entsprechenden N-(Glucitol)-PE reduziert werden [180]. Das Schiff-PE wird im
Gegensatz zum A-PE bereits durch das schwichere Reduktionsmittel Natrium-
cyanoborhydrid (NaBH;CN) reduziert [180].

Uber das aus Fructose mogliche Heynes-PE ist in der Literatur nicht zu finden.
Heynes-Verbindungen sind als Aldehyde reaktiver als Amadori-Produkte und neigen
dazu iiber weitere Iminbildung in die Amadori-Verbindungen tiiberzugehen [143].
Lactose-PE fand man in Milch und Milchpulverprodukten in Mengen bis zu 100 ppm
[179]. Der HPLC-Nachweis gelang Miyazawa et al. nach UV-Derivatisierung der
Carbonylgruppe mit 3-Methyl-2-benzothiazolinon-hydrazin (MBTH) [179].
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Eliminierung); Desoxyosone und Didesoxyosone [143]

Amadori-Produkte reagieren in der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion
unter Wasserabspaltung zu Desoxyosonen und Didesoxyosonen. Das aus Glucose
gebildete Amadori-PE bildet 3-Desoxyhexoson (3-DH), 1-Desoxyhexoson (1-DH) und
4-Desoxyhexoson (4-DH) [11,143]. Die Desoxyosone gelten als Schliissel-
verbindungen der Maillard-Braunung. Unter sauren Bedingungen wird bevorzugt
3-DH gebildet; in neutraler bis basischer Umgebung entsteht {iber das 2,3-Endiol
bevorzugt 1-DH [250]. Die Desoxyosone liegen wie die Zucker als cyclische
Halbacetale vor. Thre Aldolspaltprodukte, die Produkte der oxidativen -Diketo-
spaltung und die cyclischen Produkte der weiteren Dehydratisierung sind in Abb. 5.10
zusammengestellt. Das 3-DH bildet durch Wasserabspaltung und Cyclisierung leicht
Hydroxymethylfurfural (HMF), welches in Honig dessen Erhitzung anzeigt. Die
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5. Wechselwirkungen mit Zuckern — Maillard-Braunung

ebenfalls gebildete 6-Ring-Verbindung -Pyranon ist nur als Vollacetal stabil und
neigt zur Polymerisation [11]. Bei Anwesenheit primédrer Amine wird kein HMF,
sondern (neben dem 6-Ring-Pyrridinium-Betain) der entsprechende Pyrrolaldehyd
gebildet. Mit der -Aminogruppe von Lysin bildet sich das Pyrralin, mit PE das
Pyrrol-PE. Lederer et al. fanden geringe Mengen Pyrrol-PE in spriithgetrocknetem
Eigelb [239]. Die Pyrrolstruktur ist sdurelabil [54]. In Modellstudien haben
Henle et al. 1993 gezeigt, dass die Pyrralin-Bildung unabhéngig von der friithen Phase
der Maillard-Reaktion (Bildung und Abbau des Amadori-Produkts) ist [86]. Daher
stammt das als Precursor fungierende 3,4-Didesoxyhexoson (3,4-DDH) vorrangig aus
dem direkten Zuckerabbau, der Karamellisierung. Die Kondensation von 3-DH mit
dem Amadori-Produkt fiihrt zu weiteren Pyrrolaldehyden. Da sdmtliche OH-Gruppen
in -Stellung zum Pyrrol-Ring leicht nulkleophile Substitutionsreaktionen eingehen,
neigen auch diese Strukturen zur Polymerisation [11]. Die Lobry de Bruyn—Alberda
van Ekenstein—Umlagerung der Cl-furanoiden Form des 3-DH’'s fiihrt zum
Metasaccharinsdurelacton [143].

1-DH ist reaktiver als 3-DH und daher auch schwerer nachzuweisen. Es besitzt wie das
4-DH eine Reductonstruktur. 1-DH reagiert vor allem iiber seine C2-furanoide
Struktur durch Wasserabspaltung zu Furanon, welches zu Norfuraneol abgebaut wird.
Die iiber Acetylformoin mdgliche Pyrrolinon-Struktur: Pronyl-PE ist bisher nicht
nachgewiesen worden. Bekannt sind derartige Strukturen von der Lysinseitenkette.
Pronyllysin ist fluoreszierend und wirkt antioxidativ (Aminoreducton, Pyrrolinon-
reductonyl-lysin) [148]. Es kommt z.B. in Brotrinde (60 ppm) vor. Das reaktive
Acetylformoin ist selbst ein Redukton. In der offenkettigen Form wird seine Endiol-
Struktur sogar durch 2 Carbonylgruppen aktiviert (H-Briicken). 1-DH gilt auch der
Precursor von Methylenreductinsdure, Diacetyl, -Hydroxypropionsdure-Lactat und
Hydroxymaltol [11]. Die oxidative -Diketospaltung fiihrt zu den zwei S&uren:
Essigsdure und Erythronsdure. Ein 2006 von Blank et al. formulierter Mechanismus
der Reaktion geht von einem O,-Angriff auf eine der beiden Carbonylgruppen aus,
gefolgt von einer Umlagerung entsprechend der Baeyer—Villiger Oxidation
(O-Insertierung zwischen die beiden Carbonyl-Gruppen-C’s) und der abschlieBenden
Hydrolyse des entstandenen Sdureanhydrids [33]. Alternativ wird auch ein We g durch
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Angriff von Hydroperoxiden diskutiert. Das primir gebildete Additions-Produkt (an
einer der Carbonylgruppen) soll mit der andere Carbonylgruppe einen Epoxid-
Ubergangszustand bilden, der ebenfalls zum hydrolysierbaren Sdureanhydrid fiihrt.
Die Wanderung der Carbonylgruppen innerhalb der G-Kette im 1-DH fiihrt iiber das
2,4-Dicarbonyl ( -Dicarbonyl) zum 3,4-Dicarbonyl. Dieses -Dicarbonyl unterliegt
auch der -Diketospaltung, die hier zu den C3-Fragmenten: Milchsdure und

Glycerinsdure fithrt. Das 2,4- -Dicarbonyl-Isomer seinerseits kann rein hydrolytisch

gespalten werden. Je nachdem ob OH an C2 oder C4 angreift, bildet sich Essigsdure
und Erythrulose (C2) bzw. Acetol (Hydroxyaceton) und Glycerinsdure (C4). Hierbei
ist der Weg zur Tetrulose (C4-Fragment) bevorzugt [33]. Nach Glomb et al. [64] kann
die Erythrulose iiber ihr 1,2-Endiol analog zur Glucose zum Threoson oxidiert, oder
zum 3-DT —bzw. iiber das 2,3-Endiol zum 1-DT- dehydratisiert werden.

Das 4-DH*™" bildet iiber die Isomerisierung (Enolisierung) ein 1,3- -Dicarbonyl™",
dessen Hydrolyse ( -Dicarbonylspaltung) zu Ameisensdure und dem C5-Endiol fiihrt
und aus dessen Oxidation 3-Desoxypentoson (3-DP) hervorgeht. 3-DP entsteht nach
[98] inbesondere bei der Maillard-Braunung oligomerer Zucker. Die Verbindung ist
ein -Dicarbonyl und zeigt auch analog die fiir 3-DH typischen Reaktionen: die
Retraldoladdition fiihrt zum Methylglyoxal, die Dehydratisierung/Cyclisierung fiihrt
zum Furfural. Das 4DH*™ bildet weiterhin durch die oxidative -Diketospaltung
CM-Derivate; auf dem Weg der Wassereliminierung entsteht bevorzugt Furosin.
Wihrend in roher und pasteurisierter Milch praktisch kein Furosin enthalten ist, enthélt
das Protein der Sterilmilch bis zu 1,2% Furosin [54]. Vergleichbare Werte findet man
in Milchpulver, Nudeln, und Backwaren [54]. Die Pyrralingehalte (aus dem
3-DH-Weg) liegen in der Regel wenigstens um den Faktor 10 darunter. In einigen
Backwaren findet man auch hohere Werte. CML-derivatisierte Proteine finden sich in
Milchpulver und Backwaren mit bis zu 0,3% [54]. Nach Krause [132] liefert die saure
Hydrolyse (6N HCL, 23h, 110°C) des Glucose- -Lysin- Amadori-Produkts
(Fru—N -Lys) tiberwiegend Lysin (56%). Daneben bilden sich ca. 30% Furosin,
ca. 15% Pyridosin und ca. 2% CML. Pyridosin bildet sich auch aus dem Lactose- -
Lysin- Amadori-Produkt (N -Lactuloselysin) [217]. Die Verbindung ist dem Maltosin

1somer. Maltosin selbst bildet sich wie Maltol aus Disacchariden. Maltol ist am
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Vesper-PE

Backaroma von Keksen und Brot malBgeblich beteiligt und ist auch als
Aromaverstiarker (AromV, 2006) in einer Menge von bis zu 10 ppm zugelassen.
Maltol bildet sich iiber das 1-DH-Derivat bei starker Erhitzung (Karamellisierung) von
Maltose und Lactose, oder auch amin-katalysiert iiber die Maillard-Braunung [143].
(Das 1-DH der Hexosen selbst bildet kein Maltol, sondern Hydroxymaltol.) Die
-Eliminierung von H,O am C5 nach Enolisierung des Galactosyl- bzw.
Glucosyl-1-DH’s fiihrt zum 1,5-DDH-Derivat. Dessen C2-pyranoide Halbacetal-
Struktur bildet das Maltol-Grundgeriist ( -Pyranon-Verbindung). Die protonen-
katalysierte Acetal-spaltung des Galactose- oder Glucose-Restes fiihrt unter
Wasserabspaltung zum Maltol [217]. Eine weitere fiir Lactose typische Maillard-
Verbindung ist das acetalgebundene Isomaltol [143]. Sowohl das aus Maltose
gebildete Glucosyl-Isomaltol, als auch das aus Lactose entstehende Galactosyl-
Isomaltol wurden in Gebiack zu 4,1 ppm bzw. 7,5 ppm bestimmt [148]. Unter
Beteiligung von primdren Aminen entstehen in der Maillard-Brdunung anstelle von
Maltol auch die entsprechenden 3-Hydroxy-4-pyranon-N-Derivate (3-Hydroxy-4-
pyridinone). Ledl et al. [143] formulieren als Zwischenprodukt (Reaktion mit n-
Propylamin) das entsprechende Galactose bzw. Glucose-Pyridiniumderivat. Nach

Kramholler et al. [131] liegen schon nach kurzer Erhitzung einer wéssrigen Losung
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von Maltose oder Lactose mit primdren Aminen das -Pyranon als Hauptprodukt, und
das Cyclopentenon als Nebenprodukt vor. Die Stabilisierung fiihrt zu 3-Hydroxy-4-
pyridinonen und Glycosyl-Pyrrolen. Bei Abwesenheit von Aminen bildet sich
Galactosyl- bzw. Glucosyl-Isomaltol als Hauptprodukt [131]. Maltol, Maltosin und
Pyridosin besitzen aufgrund ihrer 3-Hydroxy-4-pyranon- bzw. —pyridinon-Struktur
gute Komplexbildungseigenschaften (Fe’™: 1gK,= 11,5, 23 gMaltosin, () 7Pyridosiny
[217]. Fe’" bildet mit ihnen 1:3 Komplexe. Wie man an den Komplexbildungs-
konstanten sehen kann, ist die Schwermetall- Affinitdt der Aminosdurederivate grof3er.
Die Aminofunktion in den Komplexen von Maltosin und Pyridosin sind im sauren
nicht protonierbar und muss somit direkt an der Koordination beteiligt sein [217].
Entsprechendes kann man auch fiir die PE- bzw. PS-Derivate erwarten. Das
3-Hydroxy-4-pyridinon-Strukturelement kommt in Form der Aminosdure Mimosin
auch natiirlich vor (IgK,(Fe’")=18,9™™*") [217]. In den Blittern und Samen von
Mimosengewidchsen macht es bis zu 4% der Trockenmasse aus. Nach Ledl et al. [143]
erhdlt man aus Maillard-Produkten mit einer Carbonylgruppe, -stindig zu einer
Enolgruppe in Gegenwart von Metallen oft farbige Komplexe (rot, violett, blau).

Die Reaktion von Amadori- Verbindungen untereinander fiihrt zu Imidazol-Strukturen.
In Analogie zu den aus Glyoxal-, Methylglyoxal- und 3-DH- gebildeten Lysin-
Dimeren: GOLD, MOLD und DOLD (Abb. 5.11), sind auch bei PE bzw. PS
entsprechende Imidazol-Strukturen zu erwarten.

Die Maillard-Braunung wird hiufig iiber die Extinktion der Probelosungen bei 420nm
verfolgt, die jedoch fiir verschiedene Kohlenhydrat- und Aminkomponenten keine
Vergleiche zuldsst [143]. Generell wird heute davon ausgegangen, dass durch
Kondensationsreaktionen von nukleophilen/elekrophilen Intermediaten der Reaktion
durchkonjugierte braune Strukturen entstehen [11]. Desoxyhexosen sind durch ihre
CH-acide Struktur wichtige nukleophile Intermediate. Furan — bzw. Pyrrol-Aldehyde
sind gute Elektrophile. In einem speziellen Modellsystem konnte das primére
Kondensat von 3,4-DDH und HMF als gelbe Verbindung isoliert werden (Abb. 5.13)
[143]. Bei Einsatz von Pentosen bildet sich das analoge 3,4-DDP/Furfural-Derivat.

Das reaktivere 1-DH reagiert iiber seine Abbauprodukte —wie z.B. Acetylformoin,
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Methylenreductinsdure oder Hydroxymaltol- zu gelben HMF-Priméirkondensaten
[144]. Die beiden in der Abbildung dargestellten Acetal-Kondensate sind als
Halbacetale zu reaktiv und bilden Folgeprodukte; sie sind daher nur als Vollacetale
(z.B. in Ethanol) auf dieser Stufe isolierbar [143]. Hofmann hat ein Furfuralkondensat
aus 4 Furfuralmolekiilen an der -Aminogruppe von Lysin als chromophore Gruppe
nachgewiesen [96]. Das gleiche rotliche Strukturelement bildet sich auch aus Furfural
bei Reaktion mit Alanin aus [11]. In der finalen Phase der Maillard-Reaktion kommt
es zur Ausbildung von hochmolekularen stickstoffhaltigen braunen Verbindungen, den
Melanoidinen. Neben wasserunloslichen Pigmenten konnen Melanoidine in nieder-
molekulare und héhermolekulare (>12.400D) Fraktionen aufgetrennt werden [245]. In
Modelluntersuchungen zur Brdunung von Saccharose konnte Fiedler [50] bei der
Bestimmung der MolekiilgroBenverteilung 3 diskrete Melanoidindoméinen ausmachen,
die sich in Abhingigkeit von Temperatur und Erhitzungszeit ausbilden. Durch
Dotierungsversuche mit -Dicarbonylen konnte er zeigen, dass ausgehend von
Methylglyoxal bevorzugt die hohermolekulare Struktur gebildet wird, wohingegen
ausgehend von 3-DH und D-Glucoson eine niedermolekulare Doméne gebildet wird.
Das Braunungspotential von Methylglyoxal ist deutlich groBer als das von 3-DH,
welches aber stiarker braunt als D-Glucoson [50]. Methylglyoxal als solches ist eine
gelbe Fliissigkeit vom Siedepunkt 72°C, die leicht polymerisiert. Unter basischen
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Bedingungen findet die intramolekulare Disproportionierung zu Milchsdure
(Spezialfall der Cannizzaro-Reaktion) statt [13]. Durch intermolekulare Cannizzaro-
Reaktion bildet Methylglyoxal neben Brenztraubenséure Acetol, welches mit weiterem
MG zur C6-Struktur DMHF (Dimethylhydroxyfuranon) reagiert —das im Unterschied
zum Furanon nicht die Seitenketten-OH-Gruppe besitzt [247]. Strukturell wird von
Cammerer u. Fiedler fiir die Melanoidine ein durchkonjugiertes Aldolkondensat
diskutiert, welches im Falle des MG’s zunehmend an den Carbonylgruppen Seiten-
kettenverzweigungsreaktionen eingeht [26,50]. Bei der Kondensation von 3-DH selbst,
stabilisieren die Zuckeralkoholreste die Carbonylgruppen durch Acetalbildung.
Letzteres gilt auch fiir D-Glucoson. Dieses generiert {iber Gluconsdure u.a. Ameisen-
sdure und Arabinose. Letztere reagiert unter Dehydrierung zu 3-DP, welches durch
Aldolspaltung MG bildet, das mit 3-DP eine gemischte Kondensat-Struktur ausbilden
soll [50].

Melanoidinstrukturen wie sie bei der Rostung von Glucose/Glycin bei 120°C
entstehen, besitzen in Fetten im Gegensatz zu wissrigen Systemen praktisch keine
antioxidative Wirksamkeit [245]. Die hohermolekularen Fraktion (>12,400D) besitzt
die hochste ABTS-Aktivitat, gefolgt von der unloslichen Fraktion und der Nieder-
molekularen. Von den heterocyclischen Verbindungen der Maillard-Reaktion ist
bekannt, dass Pyrrole stirker antioxidativ wirken als Furane [131]. Formyl- oder
Acetyl-Seitenketten erhohen bei den Pyrrolen die antioxidative Aktivitat, haben aber
bei einfachen Furanen keinen Einfluss. Bei den Furanonen wird der antioxidative
Effekt auf die -OH-Gruppe zuriickgefiihrt [245]. Die fluoreszierenden Pyrrolinone
(Aminoreductone) reagieren im Sauren zu Methylenreductinsdure [143]. Diese ist
schwer nachweisbar, da sie sehr reaktiv ist. Neben Dimeren bilden sich vor allem
Kondensate mit anderen Carbonylen [143]. Stark antioxidativ wirken die bereits
diskutierten Reductone (1-DH, Acetylformoin, Methylenreductinsédure oder 4,5-DDH).
Wie Ascorbinsdure lassen sich derartige Verbindungen iiber HPLC mit
elektrochemischer Detektion bestimmen. Mit Hydrazinen bilden Reductone gas-
chromatographierbare Hydroxypyrazole. Carbocyclische Reductone -—wie z.B.
Methylenreduktinsdure— bilden keine Pyrazole; man kann sie aber mit

Methanol/Toluolsulfonsdure in fliichtige Methoxyderivate tiberfithren [143].
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5.2. Untersuchungen und Ergebnisse

Das Phianomen der Wechselwirkungen von Zuckern mit Amino-Phospholipiden und
des daraus resultierenden erhohten synergistischen Effekts mit primdren Anti-
oxidantien wurde bereits im Abschnitt 4.3.3. (S. 126ff) im Vergleich zum Effekt der
Ascorbinsdure beschrieben. Die Regeneration von -Tocopherol aus -Tocopheryl-
chinon verlauft iiber ein Zwischenprodukt (Abschnitt 4.3.3.d., S.136f: Peak bei 8min),
das ohne Glucose bzw. Ascorbinsdure nicht beobachtet wurde. Bei Lagerung unter
Raumtemperatur verursacht erst eine Vorerhitzung von PE und Glucose fiir ca. Smin
auf 110°C einen stabilisierenden Effekt in Ethyllinolat "° (Abschnitt 4.3.3.f).
Da nach dieser kurzen Erhitzungszeit nur eine geringe Braunung zu beobachten ist,
kann man annehmen, dass Stoffe aus der frithen Phase der Maillard-Reaktion den
Effekt verursachen. Es stellt sich die Frage; ob entsprechende Verbindungen auch bei

der Erhitzung der Pflanzenlecithine selbst gebildet werden?

5.2.1. -Dicarbonyle

Die -Dicarbonyle, die sich in Ethyllinolat —stabilisiert mit 0,05%  -Tocopherol—
unter Zusatz von 1% Dipal.-PE und 0,5% Glucose bei 110°C bilden, wurden iiber die
Abfangreaktion mit o-Phenylendiamin (OPD) nach Morita et al. [166] bestimmt.

N
o | N
X 1
NH, N
HO . HO
OH -2H,0 H
NH,

OH H
OH H
-Dicarbonyl  o-Phenylendiamin Chinoxalin
(D-Glucoson) Ext. 318nm

Abb. 5.15 OPD-Reaktion von .-Dicarbonylen

Die Messung erfolgte iiber HPLC-UV (7.2.7.). Es wurde zum einen préderivatisiert,
d.h. es wurde in Anwesenheit des o-Phenylendiamins erhitzt, zum anderen wurde auch
ein Nachweis liber Postderivatisierung versucht. Bei der Priderivatisierung ergibt sich
das Problem, dass das Ethyllinolat vorher abgetrennt werden muss. Dazu wurde es mit
Hexan, Chloroform / Methanol, Wasser ausgeschiittelt (7.2.7.). Leider werden hierbei
auch die unpolaren Chinoxaline der kurzkettigen -Dicarbonyle entfernt. Bei der

Postderivatisierung wurde die entsprechend erhaltene wissrige Phase mit OPD
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umgesetzt. Die Identifizierung und Quantifizierung erfolgte iiber eine Standard-

Mischung der Chinoxaline von je 2,5pgml™. Bei der Priderivatisierung (Abb.5.17/a)

entstehen bereit wenige Minuten nach der Erhitzung grof8ere Mengen an D-Glucoson.
Nach 2min sind ca. 3% und nach 10min ca. 6% der enthaltenen Glucose zu
D-Glucoson oxidiert. Das 3-Desoxyhexoson und das 1-Desoxyhexoson entwickeln
sich dagegen nur in kleinen Mengen. In klassischen Maillard-Mischungen von
Glucose mit Aminosduren bildet sich bei diesen Temperaturen eher 3-DH [50,213].
Grund konnten hier die vorliegenden oxidativen Bedingungen sein. Wird das
Dipal.-PE durch Dipal.-PC ersetzt, entstehen ebenfalls groBe Mengen an Glucoson
(5.17 gelbe Punkte). Wird statt PE/Glu. nur 1% Sojalecithin (SL1) zugesetzt, entsteht
hingegen kein Glucoson. Das zeigt, dass im Sojalecithin keine entsprechenden

Precursor-Kohlenhydrate zur Verfiigung stehen und der stabilisierende Effekt hier
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nicht in einfacher Weise auf die Bildung des Glucosons als Reducton-Struktur erklért
werden kann. Die Stabilisierung, die bei kurzer Erhitzung von PE/Glucose auf 110°C
beobachtet wurde (S. 140ff), korreliert andererseits zeitlich gut mit der D-Glucoson-
bildung. Ein Problem bei der Priderivatisierung ist, dass das OPD die Entstehung das

Glucosons beeinflusst und ggf. forciert. Bei der Postderivatisierung (Abb.5.18) ldsst

sich auch mit PE/Glu. kein Glucoson messen. Es finden sich aber geringe Mengen des
relativ stabilen 3-Desoxyhexosons. Interessant ist ein weiterer grofler Peak, der aber
erst nach ldngerer Erhitzungszeit mit einer dhnlichen Retention wie Diacetyl im
Chromatogramm auftaucht. Der Stoff ist polar genug, um vor der Derivatisierung in
die Methanol/Wasser-Phase iiberzugehen. Es handelt sich um eine Verbindung, die
auch bei Abwesenheit von Ethyllinolat entsteht. Es ist ein OPD-Derivat, allerdings
kein Chinoxalin. Bei der Préderivatisierung entsteht die Verbindung nicht;
moglicherweise wird sie aber auch bei der Entfettung abgetrennt. Wird zusitzlich
2ppm Cu”" zugegeben, entsteht der Stoff in groBeren Mengen. Man findet ihn auch
unter Zugabe von SL1/Glu./ -Tocopherol; im System PE/Ascorbinsdure/ -Toc. bildet
er sich hingegen nicht. Es handelt sich daher wahrscheinlich um ein

Glucoseabbauprodukt, das im Verlauf der Braunung entsteht.

5.2.2. MS-Untersuchung: Amadori-PE

Um einen Uberblick iiber die bei der Briunung entstehenden Verbindungen zu
bekommen wurden MS-Scans der PE/Glu.-Probe durchgefiihrt (7.4.2.). Hierfiir
wurden 1000ug Dipal-PE und 500mg D-Glucose in einem 4-ml-Vial 3h im
Trockenschrank bei 110°C erhitzt. Der braune Riickstand wurde durch Zugabe von
Iml Chloroform, 2ml Hexan, 0,25ml Methanol und 0,75ml Wasser in eine polare und
eine unpolare Phase aufgetrennt. Die braunen Verbindungen sind in der oberen
unpolaren Phase geldst. Von beiden Phasen wurden MS-Scans im m/z-Bereich 650-
1050 und 1300-1600 aufgenommen. Bei der unpolare Phase wurde auch der Bereich
dazwischen abgescannt. Die mit positivem Potential erhaltene Massenspur 855 Da
(Abb. 5.19) entspricht den PE-Glu.-Kondensaten, also: Schiff~PE bzw. Amadori—PE
(692 + 180 — 18 = 854). Bei negativem Potential erscheint die Struktur bei 853 Da
(Abb. 5.19a). Sie findet sich hier auch in der polaren Phase (Abb. 5.20).
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Die Verbindung 835 in 5.19 oben ist um HO leichter: 4-DH*™". Die 799 entspricht

dem Pyrrol-PE, dem Pyridiniumbetain bzw. dem Furosin. Die positive Fragmen-

tierung von 855 aus der braunen unpolaren Phase liefert neben einer fortschreitenden

Wassereliminierung die Abspaltung des gesamten Phosphoethanolamin-Derivat-Teils

vom Glycerin (855-303? 552). Das Ion 304 hat neben der Tendenz Wasser

abzuspalten mit 855 die Abspaltung von 84 Dalton gemeinsam. Die negative

Fragmentierung von 853 liefert das PE-Fragment: 691 und das Palmitat-Ion: 255.
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Um den EinfluB der Erhitzung auf die Bildung des PE-Glu.-Kondensats zu

untersuchen, wurde bei gleicher Aufarbeitung die mit negativer lonisierung erhaltene

Massenspur 853 sowohl in einer unerhitzten PE/Glu.-Probe, als auch in einer 2 min bei

110°C erhitzten Probe direkt gegeneinander gemessen (7.4.2.):
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Abb. 5.23 MS-Scan der braunen unpolaren Phase, neg. Potential
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Abb. 523a MS-Scan der braunen unpolaren Phase, neg.
Potential (DP: -90, EP: -10; GS1: 40, GS2: 30)

Eine Oxidation ist nicht zu erkennen. Die Intensitit des Kondensatsignals nimmt

deutlich zu. Die Verbindung wird demnach bei thermischer Behandlung leicht gebildet

und konnte fiir den beobachteten antioxidativen Effekt (4.3.3. S.140ff) im System

Ethyllinolat ""° bei Raumtemperatur verantwortlich sein. Und tatsichlich taucht die

Massenspur bei Anwesenheit von Ethyllinolat/ -Tocopherol nicht mehr auf (Messung

nach 3h bei 110°C); stattdessen findet man das 6 Dalton schwerere Molekiil 859:
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859,8 852,8 812,6 798,7 718,8 690,8 647,7 574,5
Fragment
255,2 23790.000 14158.000 35052.000 23218.000 26633.000 5095.000 37994.000 16614.000
690,5 - 2071.000 - - - - - -
78,9 1860.000 713.000 3693.000 141.400 2114.000 298.000 22399.000 3952.000
152,9 630.000 657.000 1354.000 1159.000 103.700 - 18518.000 1937.000
97,0 432.000 - 1045.000 433.000 - - 2886.000 476.000
256,1-12860. | 139,9—514. | 256,1-13057. | 241,1 -1295.] 167,9-645. [ 140,0—165. [ 391,2—6794.| 138,0—661.
308,0—397. |452,2—-342. | 137,9-1001.] 391,1 —562. | 480,2—543. |452,2—128. | 409,2—3201.] 318,0—399.
391,2—443. | 195,8—76.
227,2—54.

Tab. 5.1 Fragmentierungen (neg. Potential, 6 intensivste Fragmente) der Massenspuren aus Massenspektrum: Abb. 5.24a
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Abb. 5.25 Fragmentierung von Amadori-PE (neg. Potential)
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Abb. 5.25a Bildung von PA iiber cycl. Immonium -Ion [220]

Bleibt die Frage; was entsteht aus PE-Glu.? In der unpolaren braunen Phase liefert das

Vergleichsmassenspektum ohne Ethyllinolat im vermessenen m/z-Bereich hier

praktisch keinen Anhaltspunkt. Daher wurde auch die polare Phase untersucht. Diese
wurde im System Ethyllinolat ~'°/PE/Glu. mit 0,3g Ethyllinolat, 0,05% -Toc., 1%
Dipal.-PE und 0,5% D-Glucose nach 3h bei 110°C wie oben beschrieben isoliert und

sowohl mit, als auch ohne Zugabe von OPD (10mg, postderivatisiert), im m/z-Bereich

60 — 200 vermessen. Dargestellt ist auch eine Vergleichsprobe ohne Ethyllinolat aber

mit OPD (100-200, pos. bzw. neg. Potential), die bereits frither aufgenommen wurde

(Versuch zu Abb. 5.20 und 5.20a).
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Abb. 527 MS-Scan der farblosen polaren Phase, Vergleichs-
probe ohne EL ™ mit OPD, pos. Potential (DP: 50, EP: 10;
GS1: 25, GS2: 20)
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Abb. 5.28 Fragmentierungs von Chinoxalinen Abb. 5.29 Imidazole aus der Derivatisierung von Carboxyl-
gruppen

Die im Spektrum ohne OPD erhaltenen Massenspuren entsprechen den P-haltigen
Tochterionen des PE—Glu.-Kondensats, bei der negativen Fragmentierung. Hier lassen
sich keine weiteren Aussagen treffen. Postderivatisiert mit OPD findet man eine ganze
Reihe weiterer Massenspuren; darunter 117, 131, 145 und 159, die auf OPD-Derivate
zuriickgehen. Die Reihe dhnelt zwar dem Fragmentierungsmusters der Chinoxaline,
diese sind aber bei Postderivatisierung nicht nachweisbar (5.2.1.). Andererseits ent-
sprechen die Massenspuren nicht den bei negativem Potential erwarteten
MG-1-Strukturen. Diese lassen sich eher iiber Imidazol-Verbindungen aus der
Derivatisierung von Carboxylgruppen mit OPD [13] deuten. Hier erkldren sich aber
die gesittigten Alkylketten nicht. Da die entsprechenden Strukturen auch ohne
Ethyllinolat vorkommen, scheiden Produkte aus dessen Oxidation aber aus. Bei
Abwesenheit von Ethyllinolat findet sich unter negativem Potential zusétzlich die 119,
wobei es sich offensichtlich um die hydrierte Form von 117 handelt. Hier stellt sich
die Frage, ob die Verbindung reduziert wurde oder ob etwa Aldehyde mit OPD zu
,Hydroimidazolen* reagieren konnen? Wenn man davon ausgeht, dass stark
reduzierende Stoffe entstehen, muss auch in Betracht gezogen werden, dass die
Chinoxaline selbst reduziert werden. Die durch Hydrierung der beiden N-Atome
entstehenden ,,Hydrochioxaline* wiirden den gemessenen Molekiilionen der negativen

ESI ohne Ethyllinolat (119, 131, 145 und 159, Abb. 5.27a) entsprechen.

97 (neg.) 119 (pos.) 131 (neg.)
Fragment Fragment Fragment

78,9 | 5114.000 65,0 | 1627.000 100,9 509.000
62,9 493.000 92,0 888.000 30,6 413.000
79,8 345.000 39,0 226.000 61,2 404.000
77,6 26.000 63,0 143.000 65,3 402.00
47,3 21.000 51,0 64.000 31,7 400.000
75,4 21.000 62,0 61.000 34,8 400.000

Tab. 5.2 Fragmentierungen (6 intensivste Fragmente) ausgewahlter Massenspuren
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Abb. 5.30 Spektum von PE/Glu. (unerhitzt, erhitzt 110°C) in Hexan

Das Produkt PE-Glu. fluoresziert nicht, zeigt aber in Hexan eine UV-Absorption bei
337nm.

5.2.3. Ascobinsdure als Modellreducton, Wechselwirkung mit PE

Im PE/Ascorbinsdure-System beobachtet man ein weiteres interessantes Phdnomen:
Die Ascorbinsdure ist hier bereits nach 1h bei 110°C nahezu vollstindig abgebaut
(7.2.5.). Erhitzt man 1000pg PE und 500png Ascorbinsdure (angefeuchtet mit
Chloroform) in Abwesenheit von Ethyllinolat und -Tocopherol im Trockenschrank
fiir 1h auf 110°C und 16st anschliefend in 1ml Isooctan + 1ml Wasser (60°C), so zeigt
die organische Phase —und nur diese— eine deutliche DPPH-Aktivitat (100ul
Isooctanphase + 900ml Isopropanol + Iml DPPH-Losung, 7.3.4. ? vollstindige
Entfarbung). Mit PE und Glucose findet man bei gleichartiger Behandlung derartige
unpolare, reduzierende Stoffe nicht. Man kann beim Abbau der Ascorbinsdure in einen
oxidativen und einen nichtoxidativen Weg unterscheiden [212]. Der oxidative
Abbauweg wird durch alkalischen Bedingungen (Amine) forciert. Die Bildung von

-Dicarbonylen aus L-Ascorbinsdure ist von A. Schulz [213] untersucht worden.
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Abbildung 5.33 -Dicarbonyle (Priderivatisierung) bei Abbildung 5.33a -Dicarbonyle (Postderivatisierung) bei
Erhitzung auf 110°C Erhitzung auf 110°C (Standard vgl. Abb. 5.16)

Wie Abb. 5.31 zeigt bilden sich dabei eine Reihe von Osonen, u.a. das L-Threoson
und das L-Xyloson. Uber das 3-Desoxypentoson (3-DP) bilden sich beim nicht-
oxidativen Abbau Furfural und Methylglyoxal. 1-Desoxypentoson (1-DP) soll
Precursor von Diacetyl sein. Doch weder bei der Pré- noch bei der Postderivatisierung

mit OPD finden sich im System PE/Asc./ -Toc. Xyloson oder Threoson (Abb. 5.33/a).
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Methylglyoxal, Glyoxal und Diacetyl sind vermutlich Aufgrund ihrer geringen
Polaritdt mit dem Ethyllinolat abgetrennt worden. Bei Prd- und Postderivatisierung
findet man zwei verschiede Verbindungen, die auf die Ascorbinsdure zuriickgehen
sollten. Die Verbindung, die bei der Pridderivatisierung gemessen wird ist unpolarer.
Der Stoff aus der Postderivatisierung baut sich mit steigender Erhitzungzeit ab.

Es stellt sich nun die Frage, ob der beobachtete Effekt lediglich von unpolaren
Reducton-Verbindungen herriihrt oder ob Ascorbinsdure mit PE unpolare Konjugate
bildet. Zur Herstellung und Isolierung des erwarteten PE-Derivats wurden 3000ug
Dipal.-PE mit einem UberschuB an Ascorbinsdure 1h auf 110°C erhitzt. Durch Zugabe
von Isooctan und Wasser wurden die polaren Verbindungen abgetrennt. Der nach
Einengen der Isooctanphase erhaltene Riickstand 16st sich nur schlecht in Chloroform
aber gut in Methanol; er wurde aus Isooctan umkristallisiert und mit MS bzw. NMR
charakterisiert. Die MS mit negativer lonisierung liefert bei 848Da die intensivste
Massenspur, ferner treten die Spuren: 608, 846, 860, 864 und 878 deutlich hervor. Die
848(+1) entspricht einem PE-Asc.-Kondensat (691+176-18), die 846 konnte die
oxidierte Form des Molekiils darstellen. Mit positiver lonisierung erhélt man 851Da

als intensivste Masse. Grafik 5.35 zeigt die positive Fragmentierung dieser

Massenspur.
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Abb. 5.36 Fragmentierung (neg. Potential) m/z 865

Die positive Fragmentierung von 851 liefert das Fragment 552, was auch schon bei
PE-Glu. erhalten wurde. Es entsteht durch die Abspaltung des gesamten
Phosphoethanolamin-Derivat-Teils vom Glycerin (851 —299 ? 552). Das lon 440 hat
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5. Wechselwirkungen mit Zuckern — Maillard-Braunung

neben der Tendenz Wasser abzuspalten mit 851 die Abspaltung von 238 Dalton
gemeinsam. Die bei negativer lonisierung erhaltenen Masse 864,5Da ist um ein
Wassermolekiil schwerer als 846,5. Thre Fragmentierung (Abb. 5.36) zeigt neben
846,6 auch das PE-Fragment (691) sowie den Palmitatrest (255). Beide finden sich

auch bei der neg. Fragmentierung von 878,5.

846,4 8604 864.4 878,5
Fragment Fragment Fragment Fragment
255,2 | 34667.000 255,2 | 3897.000 255,2 | 8429.000 255,2 | 5665.000
152,9 | 3446.000 152,9 680.000 111,0 | 1987.000 152,9 689.000
784,5 | 3384.000 391,1 386.000 846,5| 1162.000 846,4 641.000
391,2 | 2969.000 78,9 | 382.000 152,9 [ 1143.000 391,2 379.000
78,9 | 1964.000 8104 134.000 78,9] 695.000 78,9 | 366.000
110.0 | 1644.000 8424 97.000 391.2 613.000 690.4 202.000
Tab. 5.3 neg. Fragmentierungen (6 intensivste Fragmente) ausgewahlter Massenspuren
Hmcﬁ,—l—o oH
Hy :I_O HO 0
S+ AT |
HO  OH
176
PE- Asc 849 1\ /
OH l *HO IIIII,I ; :
HO COOH oH \ :
OH HO. 0 |
(0] Ox i
HoOC coon 2 O NR gg5 \/‘\m" -
)\;—Q HO o o R k 10
0 AR
0”04 NHR
Abbildung 5.37 PE-Asc: hypothetische Struktur und Oxidation Abb. 5.38  Spektum von PE/Asc. in Isooctan (Isooctan,

unerhitzt, erhitzt 110°C, von unten nach oben)

Die gefundenen Massenspuren lassen sich formal durch die Oxidation des PE-Asc.-
Kondensats iiber das Imin der 2,3-Diketogulonsdure erkldren. Die erhaltene
umkristallisierte Verbindung besitzt eine UV-Absorption bei 244nm; welche auch
beim Zusammengeben von PE und Ascorbinsdure schon schwach erscheint
(Abb.5.38).

Der sichere NMR-Nachweis des PE-Ascorbinsdure-Kondensats gelang jedoch nicht.
Dazu wurden ein 400Hz-'H-NMR-Spektren in deuteriertem Methanol aufgenommen.
Es befindet sich zusammen mit dem Vergleichsspektrum von Dipalmitoyl-PE und den
theoretisch zu erwartenen Spektren fiir: Ascorbinsdure, Dipal-PE und Dipal.-PE-
Ascorbinsdure (berechnet mit ChemDrawUltra9.0) nocheinmal im Anhang. Das
Spektrum lédsst keine Aussage zu, ob es sich um Asc.-PE handelt oder nur um eine
Mischung beider Ausgangsstoffe.
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Abb. 5.39 'H-NMR-Spektrum vom PE-Ascorbinsiure-Kondensat (400 MHz, in MeOD)
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Abb. 5.40 'H-NMR-Signale von Dipalmitoyl -PE [ChemDrawU]tra9.0]
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5. Wechselwirkungen mit Zuckern — Maillard-Braunung

6. Untersuchungen zur oxidativen Stabilisierung von Lebensmitteln

In Abschnitt 4.3.1.(S.100ff) wurde bereits gezeigt, dass 1% Sojalecithin in raffiniertem
Raps- bzw. Sojadl den Verderb bei Raumtemperatur durch Verlangsamung des
Tocopherol-Abbaus verzogert. Auch in Ethylinolat, das mit 0,05% -Tocopherol
stabilisiert ist, tritt durch Zusatz von Soja-, Raps- oder auch Sonnenblumenlecithin
eine Verderbsverzogerung bei Raumtemperaturlagerung im Dunkeln unter
Luftatmosphédre auf (4.3.3.f.). Hochangereichertes Soja-PC wirkt unter diesen
Bedingungen prooxidativ. Die Frage, ob Pflanzenlecithine in der Lage sind
oxidationsempfindliche Lebensmittel zu stabilisieren wurde anhand von vier
verschiedenen Produkten untersucht: an Butter, einem Buttergebdck und an einfachem

bzw. einem kompletten Kartoffelpiireepulver (7.1.). An Butter wurde nur der Effekt

von 1% Sojalecithin (SL1) bzw. Soja-PC untersucht. Bei den selbst gebackenen
Butterwaffel-Tiiten und den beiden Chargen Kartoffelpiireepulver wurden sowohl
0,5% SL1 als auch SL2, Rapslecithin bzw. Sonnenblumenlecithin eingesetzt. Neben
Blindwerten wurden auch Proben angesetzt, die auBler Pflanzenlecithin zusitzlich
0,005% (50ug/g) -Tocopherol enthielten. Das Buttergebick (Pulverform) und die
Kartoffelpiireeproben wurden bei Raumtemperatur im Dunkeln gelagert und der
Verderb iiber die Extinktion von Hexanextrakten bei 233nm verfolgt. Dazu wurden
0,30g Pulver in 4ml-Vials eingewogen und mit 3ml Hexan 5min bei 55°C extrahiert.
Der klare Uberstand wurde nach Verdiinnung (Piiree: 1+1; Tiiten: 100ul/2ml) mit
Hexan in Icm-UV-Kiivetten vermessen. Die Butter wurde im Kiihlschrank gelagert

und neben der Extinktion bei 233nm iiber die Anisidinzahl (7.3.2.) charakterisiert.

Zur Butter wurde Sojalecithin bzw. Soja-PC zum einen als Pulver bei 25°C direkt eingeriihrt. Da dies
nur zu einer ungeniigenden Verteilung fiihrte, wurde zum anderen das Pflanzenlecithin in 5%
Butterschmalz bei 60°C vorgeldst und in noch fliissiger Form unter die Butter gertihrt.

Die ButterwaffelTiiten wurden aus einem Teig: 125g Mehl, 100g Zucker, 45g Butter, 5g
Schweineschmalz, Prise Salz, 200ml Wasser und 1 Eiweill im Waffeleisen gebacken und gerollt (ca.
7,5¢g pro Stiick). Der fliissige Teig wurde jeweils vorher in einer Tasse mit Pflanzenlecithin (37,5mg,
in Ethanol) bzw. Pflanzenlecithin und -Tocopherol (37,5mg+0,375mg, in Ethanol) verriihrt. Auch
eine -Tocopherol-Vergleichsprobe wurde gebacken und mit einer Moulinette fein gemahlen.

Beim Kartoffelpiireepulver wurden je 5g in einem 100ml Rundkolben mit 25mg Pflanzenlecithin bzw.
Pflanzenlecithin und  -Tocopherol (25mg + 0,25mg) in 5Sml Hexan versetzt und bis zur Trockene

einrotiert. Auch hier wurde in  -Tocopherol-Vergleichswert mitgefiihrt.
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N5 Butter 1 Buttergeback
<z( B £ —a—0(B)
—=—SL1 & —e—SL1
4 1— —s-PC N<>-<" 0,9 1 ——orroc. )
—&—B(v) w —4—SL1/Toc. ﬂ T
N [ },/J 0.8
—8—S-PC(v) L o [ /
//‘ 07
; Hy
T 06
L
1 1 ' 05 A %N"
o Eq:;ib-df—b- 04
4 1 T
0 2 4 6 8 10 0 10 20 30 40 50 60

t [w] t[w]

Abbildung 6.1 Verderb von Butter, mit Zusatz von 1% techn. Abbildung 6.2 Verderb von Buttergebéick, mit Zusatz von 0,5%

Sojalecithin (Asolectin, SL1) bzw. Soja-PC, Zugabe direkt bzw. techn. Sojalecithin (Asolectin, SL1) bzw. 0,5% Sojalecithin und
vorgeldst in 5% Butterschmalz -Tocopherol (0,005% )
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Abbildung 6.1a Verderb von Butter, mit Zusatz von 1% techn.
Sojalecithin (Asolectin, SL1) bzw. Soja-PC, Zugabe direkt bzw.
vorgelost in 5% Butterschmalz

Abbildung 6.2a Verderb von Buttergebédck, mit Zusatz von
0,5% techn. Soja- (SL1 und SL2), Raps bzw.
Sonnenblumenlecithin sowie 0,5% Lecithin und  -Tocopherol

(0,005%)
Butter Buttergeback
50
tina. (W] tina. (W]
5 —
40 T — —
i - L -
1100 o A O e I O e B O T B
34—
20 Ml T — H
24—
14— ’» 011111 ] M
0 0
B SL1 S-PC B |SL1 [SL2 | RL | SoL
O direkt 5 4,5 4 O ohne Toc. 37 36 34 40 37
O vorgeldst 4 4,5 15 O mit Toc. 38 35 35 41 36
Abbildung 6.1b Induktionsperiode von Butter, mit Zusatz von Abbildung 6.2b Induktionsperiode von Buttergebick, mit

1% techn. Sojalecithin (Asolectin, SL1) bzw. Soja-PC, Zugabe

0, fa
direkt bzw. vorgel6st in 5% Butterschmalz Zusatz von 0,5% techn. Soja- (SL1 und SL2), Raps bzw.

Sonnenblumenlecithin sowie 0,5% Lecithin und  -Tocopherol
(0,005%)
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6. Untersuchungen zur oxidativen Stabilisierung von Lebensmitteln

In Butter zeigt Sojalecithin 1 keinen stabilisierenden Effekt. Soja-PC verursacht einen
schnelleren Verderb und wirkt prooxidativ. Der Effekt ist weit stirker ausgeprigt,
wenn das Soja-PC in Butterschmalz vorgelost zugesetzt wird, was durch die bessere
Verteilung begriindet ist. Auch bei den Butterwaftel-Tiiten konnte keine Stabilisierung
beobachtet werden. Sowohl 0,5% Pflanzenlecithin, als auch die zusétzliche Zugabe
von -Tocopherol bringen keinen Effekt. Interessante Ergebnisse wurden aber bei den
beiden Karfoffelpiireepulvern erhalten. Hier konnte der Verderb erfolgreich tiber die
Extinktion bei 233nm verfolgt werden. Die Kombination von 0,5% Pflanzenlecithin
mit 0,005% -Tocopherol fiihrt zu einer signifikanten Verderbsverzogerung. Der

Effekt tritt mit allen Pflanzenlecithinen und sowohl in einfachem, als auch

14 Pureepulver (einfach Pireepulver (komplett)
- —=—0@) g ——0 @)
&, 10 —e—5L1 Q 12 —+—slL1
M —8—0/Toc. 5 —&—0/Toc.
1 —4—SL1/Toc. 1 5/ P | & stiToc
0,8 0,8 /
[
0,6 / f 0,6
04 f 0,4
0,2 * 0,2
(U T 0
0 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
t [w] t[w]
Abbildung 6.3 Verderb von Kartoffelpiireeflocken (einfach), Abbildung 6.4 Verderb von Kartoffelpiireeflocken (komplett),
mit Zusatz von 0,5% techn. Sojalecithin (Asolectin, SL1) bzw. mit Zusatz von 0,5% techn. Sojalecithin (Asolectin, SL1) bzw.
0,5% Sojalecithin und  -Tocopherol (0,005%) 0,5% Sojalecithin und  -Tocopherol (0,005%)
Pireepulver (einfach) ——0@® Pureepulver (komplett) —+—0@®
e 14 —+—SL1 e 14 —+—sL1
g 19 sL2 g 12 sL2
|_>|_|< s & RL 5 ’ —4+—RL
1 —&—SoL 1 B P A 4 —&—SoL
—&—0/Toc. —&—0/Toc.
0,8 —&—SL1/Toc. 0,8 —&—SL1/Toc.
SL2/Toc. 3 SL2/Toc.
—A—RL/Toc. 0,6 ~e —&A—RL/Toc.
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Abbildung 6.3a Verderb von Kartoffelpiireeflocken (einfach), Abbildung 6.4a Verderb von Kartoffelpiireeflocken (komplett),
mit Zusatz von 0,5% techn. Soja- (SL1 und SL2), Raps- bzw. mit Zusatz von 0,5% techn. Soja- (SL1 und SL2), Raps- bzw.
Sonnenblumenlecithin sowie 0,5% Lecithin und  -Tocopherol Sonnenblumenlecithin sowie 0,5% Lecithin und  -Tocopherol
(0,005%) (0,005%)
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50 Pureepulver (einfach) 50 Pureepulver (komplett)
tina. [W] M ting. [W]
40 — ] B 40 —
30 1 B 30
20 + H 20
10 B 10 1 <‘
0 0
B SL1 | SL2 | RL | SoL B SL1 | SL2 | RL | SoL
Oohne Toc. | 29 27 29 25 31 O ohne Toc. | 16 19 16 14 13
O mit Toc. 31 43 38 41 47 O mit Toc. 16 34 37 30 28

Abbildung 6.3b Induktionsperiode von Kartoffelpiiree-flocken
(einfach), mit Zusatz von 0,5% techn. Soja- (SL1 und SL2),
Raps- bzw. Sonnenblumenlecithin sowie 0,5% Lecithin und -
Tocopherol (0,005%)

Abbildung 6.4b Induktionsperiode von Kartoffelpiiree-flocken
(komplett), mit Zusatz von 0,5% techn. Soja- (SL1 und SL2),
Raps- bzw. Sonnenblumenlecithin sowie 0,5% Lecithin und -
Tocopherol (0,005%)

Piireepulver (einfach) pro 100g zubereitetes Piiree Piireepulver (komplett) pro 100g zubereitetes Piiree
Eiweil} 2g Eiweil} lg
Kohlenhydrate 10g Kohlenhydrate I1g
davon Zucker 1,5g davon Zucker 0,9¢
Fett 0,9¢ Fett lg
davon gesittigte Fettsduren 0,6g davon gesittigte Fettsduren 0,5g
Ballaststoffe 1,5g Ballaststoffe 0,8g
Zutaten 98% Kartoffeln, Zutaten 849% Kartoffeln
Emulgator: [ Mono-, Diglyceride 4,5% Magermilchpulver
Stabilisator: | Nartiumcitrat Milchzucker, Milcheiweil3
Antioxidationsmittel: | Ascorbylpalmitat Emulgator: | Mono-, Diglyceride
Natriummetabisulfit Antioxidationsmittel: | Ascorbylpalmitat
Aroma Speisesalz, Aroma
MHD | 8/2008 MHD | 7/2008

Tab 6.1 Zusammensetzung Piireepulver (einfach) Packungs- Tab 6.2 Zusammensetzung Piireepulver (komplett) Packungs-

angabe angabe
komplettem Piireepulver auf. Uber den genauen synergistischen Effekt ldsst sich keine
Angabe machen, da es sich um gekauftes Piireepulver handelt und der Verderb nicht
ab Herstellung verfolgt wurde. Die alleinige Zugabe von -Tocopherol bzw.
Pflanzenlecithin hat jeweils keinen antioxidativen Effekt zu Folge. Es ist auch davon
auszugehen, das die enthaltenen Zusatzstoffe (Natriumcitrat, Natritummetabisulfit und
Ascorbylpalmitat) — und zwar insbesondere das Ascorbat — den Effekt entscheidend
mitbeeinflussen. Man kann davon ausgehen, dass die Stabilisierung durch das System
PL/Ascorbat/ -Tocopherol verursacht wird. Eine Wechselwirkung mit Kohlen-
hydraten aus dem Kartoffelpiliree wére ebenfalls denkbar, ein deutlicher Einflull von
Lactose war aber im kompletten Piireepulver nicht zu erkennen. Grund konnte sein,

dass die Lagerfahigkeit vom kompletten Kartoffelpiireepulver unter Luftatmosphére

ohnehin geringer war (Blindwerte).
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7. Material und Methoden
7.1. Untersuchungsmaterial
Soweit nicht anders angegeben entspricht die Reinheit der aufgelisteten Chemikalien

Analysenqualitit (p.a.).

Degussa Texturant Systems, Hamburg
Sojalecithin entdlt (Metharin P, SL2 und SL3), Rapslecithin entdlt, Sonnenblumenlecithin entdlt, hochange-
reichertes Soja-PC (Epikuron 200)

Fluka, Buchs (Schweiz)

Asolectin  (SL1), 4-Methoxyanilin (p-Anisidin), Ascorbylpalmitat, -Tocopherolacetat, BHA, BHT,
Propylgallat, Nordihyroguajaretsdure (NDGA), Kaffeesdure, Quercetin, Rutin, Dihydroxybenzoesdure (2,4-,
2,5-,3,4-und 3,5-), 3,4-Dihydroxybenzoesdure-Ethylester,

L- -Dipalmitoyl- -phosphatidsdure, DL- -Dipalmitoyl- -lecithin =~ Monohydrat, L- -Dipalmitoyl- -
cephalin, - -Dipalmitoyl- -inosit, rac.-1,2-Dipalmitoylglycero-3-phosphoryl-L-serin; aus Sojabohnen: PA,
PC, PE, PI;

Ameisensdure (98%), Citronensdure, Ethylendiamintetraessigsdure Trihydrat, Ethyllinolat (99%), Ethyllinolat
(65-70%), Palmitinsdure, Salpetersdure (65%), Schwefelsdure (konz.),

Glycolaldehyd, D-Glucose, D-Fructose, D-Galactose, D-Mannose, D-Lactose Monohydrat, D-Maltose
Monohydrat, o-Phenylendiamin, 4-Dimetylaminobenzaldehyd, Pyrrol, N-Methylpyrrol, Dansylhydrazin (D100),
Bipyridyl, Natriumhydroxid, Natriummolybdat Dihydrat, Hydraziniumsulfat, Kupfermyristat, Kalium
dihydrogenphosphat, Kaliumiodid, Kaliumrhodanid, Magnesiumnitrat, Wasserstoffperoxid (30%)

Macherey-Nagel, Diiren
N-Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH)

Merck, Darmstadt

L-Ascorbinsdure, -, -, -, -Tocopherol, 22-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH, ca. 90%), Salzsdure (konz.),
Eisen(Il)-chlorid Hexahydrat, Kupfersulfat Pentahydrat, Natriumsulfat wasserfrei, Natriumthiosulfat Titrisol
(0,1N), Phenolphthalein, ortho-Phorsorsiure (85%), ortho-Phosphoethanolamin, Saccharose, Stirke (reinst),
Aceton, Ammoniak (konz.), Chloroform, Dichlormethan, Dietylether, Eisessig, Ethanol (96%), Ethylacetat, n-
Hexan (HPLC), Isooctan, Methanol, MTB-Ether (HPLC), 2-Propanol (HPLC), Toluol,

Kieselgel (65-230 mesh), Glaswolle

Roth, Karlsruhe
Methanol (HPLC)

Sigma-Aldrich, Sternheim

2-Thiobarbitursdure (TBA), Hexanal, 2-Octenal, trans,trans-2,4-Decadienal, -Tocopherylchinon,

lokaler Kaisers Supermarkt
Rapsdle (R1, R2), Sojadl, Butter, Butterschmalz, Kartoffelpiireepulver (einfach und komplett, Pfanni), Zutaten

fiir Buttergebdck: Weizenmehl Typ405, Zucker, Schweineschmalz, Butter, Eier, Salz
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7.2. chromatographische Methoden
7.2.1. Tocopherole, HPLC-Fluoreszenz

Pumpe: HPLC-Pump 420 Kontron Instruments

Injektion: 20ul, Autosampler 450 Kontron Instruments

Eluent: Isooctan/Isopropanol 96 :4,1 v+v

FluB3, Temp.: Iml'min’, 25°C

Saule: Knauer: Zorbax Sil, 5uM, 4,6x250mm

Detektor: Fluoreszenz Spektrophotometer Model F 1000 Merck-Hitachi
Messwellenldngen:  Ex.: 296nm, Em: 330nm

Integrator : Shimadzu C-R6A Chromatopac, Attenuation: 5
Elutionsfolge: -, -, -, -Tocopherol, kritisches Paar:

0,1-0,3g Probe werden ad Iml in Isooctan geldst, ggf. filtriert, und injiziert. Die

Kalibrierung erfolgt iiber externe Kalibriergeraden (2,0-20ugml).

7.2.2. -Tocopherol, chirale-HPLC-UV

Eluent: Heptan/1-Butanol 95 :5 v+v

FluB3, Temp.: Iml'min’, 25°C

Saule: Europac 01 SMM, 250x4,6mm (3,5-Dimethylphenylcarbamat-Cellulose)
Messwellenlinge: 290nm

Injektion: 20ul

Integrator : Shimadzu C-R6A Chromatopac, Attenuation 5

Elutionsfolge: (-)SRR-, (+)RRR- -Tocopherol

Die Probe wird in Isooctan ad 1ml gelost, filtriert und injiziert.

7.2.3. Phospholipide, HPLC-UV

Pumpe: HPLC-Pump 420 Kontron Instruments

Injektion: 20ul, Autosampler 450 Kontron Instruments

Eluent: Isooctan/Isopropanol/0,1%Ameisensdure 8 :8 :1 v+v+v
FluB3, Temp.: lml‘min'l, 25°C

Saule: Knauer: Zorbax Sil, 5uM, 4,6x250mm

Detektor: UV-Monitor 655A, Merck-Hitschi, Scale: 0,04
Messwellenlinge: 205nm

Integrator : Shimadzu C-R6A Chromatopac, Attenuation: 3
Elutionsfolge: NL, Cer., PE, NAPE, PA, PI, PC kritisches Paar: PE, PA

0,1-0,4g Probe werden im Laufmittel ad 1ml gelost, ggf. filtriert und injiziert. Die

Kalibrierung erfolgt extern iiber Sojalecithin- Standardverbindungen.
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7.2.4. phenolische Antioxidantien, HPLC-UV

Pumpe: HPLC-Pump 420 Kontron Instruments

Injektion: 20ul, Autosampler 450 Kontron Instruments

Eluent: Methanol/Wasser/MTB-Ether/Phosphorsédure 75 :25 :5:0,1 v+v
FluB3, Temp.: Iml'min™, 25°C

Saule: Knauer: Nukleosil-100 C18, 5 uM, 200x4,5mm

Detektor: UV-Monitor 655A, Merck-Hitschi, Scale: 0,02
Messwellenlinge: 280nm (innerer Standard: NDGA — externer Responsfaktor)
Integrator : Shimadzu C-R6A Chromatopac, Attenuation: 4

Die Probe wird im Laufmittel ad 0,8ml gelost, mit 0,2ml NDGA-Standard (in
Methanol) versetzt und injiziert. Die Kalibrierung erfolgt iiber die ermittelten
Responsfaktoren. Die Propylgallatmessungen wird bei 274nm durchgefiihrt und extern

kalibriert (20-140pg/ml).

7.2.5. Ascorbinsdure, HPLC-elektrochemische Detektion

Pumpe: HPLC-Pump 420 Kontron Instruments
Injektion: 20ul, Autosampler 450 Kontron Instruments
Eluent: Wasser/Methanol 95:5 v+v

FluB3, Temp.: Iml'min™, 25°C

Saule: Knauer: Nukleosil-100 C18, 5 uM, 200x4,5mm
Detektor: Dionex Pulsed Amperometric Detector PAD-2
Potential: Jr0,04'10'2 V, Range: 4

Integrator : Shimadzu C-R6A Chromatopac, Attenuation: 5

Die entfettete Probe (7.2.7.) wird unmittelbar nach der Entfettung injiziert. Kalibriert
wird extern im Bereich 0,02-3pug/ml.

7.2.6. Hydroperoxide, HPLC-UV

Pumpe: HPLC-Pump 420 Kontron Instruments

Injektion: 20ul, Autosampler 450 Kontron Instruments
Eluent: Isooctan/Diethylether 88 :12 v+v

FluB3, Temp.: Iml'min™, 25°C

Saule: Knauer: Zorbax Sil, SuM, 4,6x250mm

Detektor: UV-Monitor 655A, Merck-Hitschi, Scale: 0,04
Potential: 233nm

Integrator : Shimadzu C-R6A Chromatopac, Attenuation: 4
Elutionsfolge: 13-cis,trans; 13-trans,trans; 9-cis,trans; 9-trans,trans

Die Ethyllinolat-Probe wird in Isooctan ad 1ml gelost und injiziert. Die Identifi-
zierung der Peaks erfolgt Anhand von Literaturdaten [191]. Auf quantitative

Auswertung liber Standards wurde verzichtet.
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7.2.7. -Dicarbonyle, HPLC-UV

Pumpe: LC-10AT Shimadzu

Injektion: 40ul, Gina 50 Dionex

Eluent: Methanol/Wasser — Gradient (Mischkammer: FCV-10 AL)
Gradient: 0-5min 30% MeOH,

5-12min 30-50%
12-20min 50-100%
20-30min 100% MeOH

FluB3, Temp.: Iml'min™', 30°C (Saulenofen: CTO-6A Shimadzu)

Saulen: Vorsédule: Macherey-Nagel, CC8/4 Nukleosil 120-5 C18
Trennsdule: Macherey-Nagel, EC 250/4,6 Nukleosil 120-5 C18

Detektor: UVD 340S DAD Gynkothek

Wellenldnge: 318nm

Elutionsfolge: D-Glucoson, 1-DH, 3-DH, 3-DP,1,4-DDH, Glyoxal, 1,4-DDP,

Methylglyoxal, Diacetyl; kritisches Paar: Glyoxal, 1,4-DDP
Gearbeitet wird sowohl mit Pré- als auch mit Postderivatisierung, d.h. die Proben
werden entweder vor der Erhitzung oder erst danach mit o-Phenylendiamin behandelt.
Die Abfangreaktion geht auf Morita et al. zuriick [166]. Zu den Proben, die in 4-ml-
Vials jeweils 0,1mg Ethyllinolat enthalten, werden je 3mg OPD in Methanol zugesetzt.
Bei der Priderivatisierung wird mit N, das Losungsmittel vertrieben und dann im
Trockenschrank erhitzt. Mit Hilfe der Phasentrennung Chloroform-Hexan (1ml+2ml) /
Methanol-Wasser (0,25ml+0,75ml) werden die Proben nach der Erhitzung zunichst
entfettet. Nach der Phasentrennung wird die organische Phase moglichst vollstindig
abgenommen und nach weiterer 2ml-Hexanzugabe erneut entfernt. Von der
verbleibenden polaren Phase werden 500ml zusammen mit 500ul Methanol in die
Autosamplervials gefiillt und entsprechend vermessen. Bei der Postderivatisierung
wird das OPD erst in den Autosamplervials iiber die 500ml Methanol zugegeben.

Identifiziert und berechnet wird iiber einen Standardmischung (je 2,5ug/ml).

7.2.8. Fettsauren, GC-FID

Chromatograph: GC-14A Shimadzu

Injektion: Autosampler AOC-14 Shimadzu (Split-Splitless-Injektor)
Trigergas: Helium (He 21,34 PSI), 10ml'min’’

Saule: SP 2380-Kapillarsdule (Supelco, Bellefonte, USA);

30m x 0,25mm; Filmdicke: 0,25pum
Temp.-Programm: 100°C-175°C, 5°C'min’', 10min isotherm;
175°C-220°C, 8°C'min”', 10min isotherm

Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID), Temp. 250°C
Brenngase: Wasserstoff, Sauerstoff
Integrator: C-R4AX Chromatopac Shimadzu
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Die Uberfiihrung in Methylester erfolgt mit TMSH (N-Trimethylsulfoniumhydroxid)
[6]. Ca. 10mg Fett-Probe werden in 0,5ml MTB-Ether gelost mit 100ul TMSH
versetzt und davon 1pl injiziert. Die Identifizierung erfolgt liber einen Standardmix.

Berechnet wird tliber die Flachen unter Annahme gleicher Responsfaktoren.

7.2.9. fliichtige Verbindungen, GC-MS (Headspace)

Chromatograph: GC-14A Shimadzu
Injektion: Headspace Sampler: Agilent G1888 Headspace Sampler
Split ratio: 1:1 (280°C, 196,8kPa)
20ml-Vials, Ofentemp.: 60°C, Probenschleifentemp.: 165°C

Tragergas: Helium (He 21,34 PSI)
FluB: 8,0ml'min' (2,5ml Split flow)
Saule: Kapillarsdule: JW voc45 30db5+15db1701; 45m x 0,25mm,

Filmdicke: 0,25um, stabil bis 300°C
Temp.-Programm: 50°C-200°C, 5,8°C‘min’1;

200°C-300°C, 12,0°C’min’1, 3min isotherm
Detektor: MSD 5975, Agilent

Scan-Bereich: 40,6-550,0

0,1g Ethyllinolat in Chloroform wird mit 0,1% -Tocopherol (in Isooctan), 0,5%
Ascorbinsdure (in Methanol) und 1% Phospholipid (in Chloroform/ Methanol 3+1)
und 1% p-Anisidin (in Methnol) versetzt und im 20ml-Probenvial am Stickstoffstrom
eingeengt. Nach Zugabe der inneren Standards wird verschlossen und im
Trockenschrank 10h auf 110°C erhitzt. Die iiberstehende Gasphase wird bei 60°C iiber
den Sampler injiziert. Gemessen wird im Scan-Modus (EI). Die Auswertung erfolgt iiber die

Spektrenbibliotheken: [NIS 054k.L] bzw. [Wiley 7.L] und interne Standards.

7.2.10. Lipidklassen, Sdulenchromatographie

Die Auftrennung der entdlten Pflanzenlecithine in Neutrallipide (NL), Glycolipide
(GL) und Phospholipide (PL) erfolgt entsprechend Rouser et al. [204] iiber
Sadulenchromatographie an aktiviertem Kieselgel (65-230 mesh, Merck). Das Kieselgel
wird mit Chloroform in eine 20mm Sdule ca. 300mm hoch eingeschlemmt. Eine
Menge von 200mg Probe wird in Chloroform geldst und auf die Sdule aufgebracht.
Mit mindestens 3 Sdulenvolumina Chloroform werden die Neutrallipide eluiert,
danach erfolgt die Elution der Glycolipide mit mindestens 5 Sdulenfiillungen Aceton

und schlieBlich die der Phospholipide mit 4 Sdulenvolumina Methanol.
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7.2.11. Phospholipide, DC [109,165]

Platten: Kieselgel-Glasplatten, Fluka 5x10cm, Schichtdicke: 0,25mm,
mittlerer Porendurchmesser: 60A
Laufmittel: a.) Chloroform/Methanol/Eisessig/Wasser 8,5+1,5+1+0,36

b.) Chloroform/Methanol/Ammoniak 8,1+3,1+0,5

c.) Chloroform/Methanol/Aceton/Eisessig/ Wasser 10+4+4+2+1

d.) Dichlormethan/Eisessig/Methanol/Wasser 14+6+4+3
Detektion: a.) Molybdat: 0,137g Natriummolybdat Dihydrat, 0,008g

Hydraziniumsulfat, in Wasser 16sen + 2ml konz H,SO, / 20ml;

bespriithen, Smin 110°C

b.) reduzierende Verbindungen:

1.) 0,02g Eisen(IlT)-chlorid Hexahydrat in 10ml Ethanol
2.) 0,05g 2,2’-Bipydidyl in 10ml Ethanol
Losung 1 + Losung 2, bespriithen

7.3. nasschemische/ photometrische Methoden

7.3.1. Peroxidzahl

DFG-Einheitsmethode C-VI 6a (98)

Kaltmethode nach Wheeler. Probe (0,1-5g) wird in Isooctan/ Eisessig 3+2 geldst und
mit Kaliumjodid versetzt. Das freigesetzte lod wird mit Natriumthiosulfat-Losung
(0,002M) gegen Stirke als Indikator titriert. Berechnung als mmol O, kg

Viml]
Einwaage| g]

POz
7.3.2. Anisidinzahl

DFG-Einheitsmethode C-VI 6¢ (84)

0,05-0,3g Probe werden ad 2ml Isooctan geldst in in lcm Kiivetten bei 350nm
vermessen (B). Nach Zusatz von 0,4ml p- Anisidin-Reagenz (0,025g in 10ml Eisessig)

wird nach 10min (im Dunkeln) erneut vermessen (H).
232 H B)
Einwaage| g ]|

AnZ

7.3.3. Séurezahl [157]
1-5g Probe werden in ca. 100ml Ethanol (95%) /Diethylether (1+1, gegen Phenol-
phthalein neutralisiert) geldst und mit 0,0IN ethanolischer KOH gegen Phenol-
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phthalein (1%ig in Ethanol) titriert. Der Faktor der KOH wird z.B. mit 0,01N HCl

bestimmt.
§7 Viml] F 56,1
Einwaage| g]

7.3.4. DPPH- Aktivitit

Mit DPPH wird eine Kalibriergerade erstellt: Ext.’">"™ =0,0107 * ¢ [uM] - 0,032. Eine
Extinktion von 1 entspricht grob einer Konzentration von 100uM (96,45uM). Die
konzentrierte DPPH-Stammldsung in Toluol wurde im Tiefkiihler aufbewahrt. Sie
wird so verdiinnt (Reagenzlosung), dass 1ml + 1ml Toluol eine Extinktion von ca. 1,0-
1,1 ergibt. Die Probe wird in Toluol geldst und ein Aliquot ad Iml in eine Kiivette
gefiillt. Nach Zusatz von 1ml DPPH-Reagenzlosung wird die Extinktion bei 515nm
liber die Zeit gegen einen Blindwert vermessen. Der Abbau [DPPH],,, wird in den

Diagrammen aufsteigend in uM dargestellt.

7.3.5. konjugierte Oxidiene (Ext. 233nm)
Die Messung erfolgt mit dem Spektophotometer: UV/visible-UV-260 Shimadzu. Das
Ethyllinolat wird zu 5pg/ml in Hexan geldst. Von der Losung werden 200ul ad 2ml in

einer UV-Kivette vermessen.

7.3.6. p-(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktive Substanz, Pyrrole

Die Pyrrol-Strukturen werden iiber die Reaktion mit p-(Dimethylamino)-benzaldehyd
bestimmt. Die Umsetzung wird wie bei Hidalgo et al. [92] beschrieben durchgefiihrt.
Die Kalibrierung mit N-Methylpyrrol erbringt nach 1h bei 60°C, wahrscheinlich
infolge von thermischen Abbaureaktionen, nur eine geringe Fiarbung. Daher wurde
0,5g Ethyllinolat in 1ml Hexan nach Zugabe von 1400ul 0,1N HCI in 2-Propanol und
350ul Ehrlich’s-Reagenz (500mg p-(Dimethylamino)-benzaldehyd / 25ml 0,1N HCl in
2-Propanol) iiber Nacht bei Raumtemperatur belassen. Die Rotfarbung wird gegen
einen Blindwert bei 560nm vermessen und als N-Methylpyrrol berechnet. Das

Absorptionsmaximum des Pyrrol-Produkts betrdgt 548nm.
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7.3.7. Féllung der Phospholipide

Ca. 10g Pflanzenlecithin oder Soja-PC (stabilisiert mit -Toc.) werden in 10ml
Diethylether gelost und in 300ml Aceton unter starkem Riihren eingeschiittet. Nach
dem Absetzen wird der Acetoniiberstand verworfen und der Riickstand mit N,

getrocknet.

7.3.8. Phosphat

DFG-Einheitsmethode C-III 16a (97)

Die Probe wird mit Magnesiumacetat verascht und bei 800°C gegliiht. Mit 2N-
Schwefelsdure wird in der Wirme gelost (Wasserbad). Umsetzung mit
Natriummolybdat/ Hydraziniumsulfat und Photometrie bei 830nm. Kalibrierung mit

Kaliumdihydrogenphosphat.

7.3.9. reduzierende Zucker

Die Bestimmung der reduzierenden Zucker erfolgt tiber die reduktometrische Methode
nach Luff-Schoorl [157]. Die Hydrolyse der Glycolipide wird entsprechend der
Saccharoseinversion (Zollinversion) mit Salzsdure durchgefiihrt [157]. Die Be-

rechnung erfolgt als Galactose.

7.4. apparative Methoden

7.4.1. Atom- Absorptions-Spektroskopie (Graphitrohr AAS)

Je 0,3g Probe werden verascht, 2h bei 550°C gegliiht und mit Sml Salpetersdure (65%)
und 2ml Wasserstoffperoxid (30%) zunichst bei 50°C und nach dem Ausgasen tei
150°C bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird in 2ml Salpetersdure bei 80°C
aufgenommen und ad 10ml mit bidest. Wasser aufgefiillt. Die Messung von Fe und Cu
erfolgt mit einem Perkin/ Elmer Zeeman Atom-Absorption-Spektrometer 4100 ZL
4335 tiber externe Kalibrierung. Die Verdiinnung der Proben erfolgt mit 0,2% HNO;.
Es werden Dreifachbestimmungen durchgefiihrt. Als Modifier wird Magnesiumnitrat
(0,015mg/5ul) eingesetzt. Injiziert werden 20ul Probe und 5ul Modifier. Temperatur-
fiihrung des Graphitrohrs: 110°C-1s, 130°C-30s, 1400°C-10s, 2100°C-0s (Messung),
2450°C-1s.
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7.4.2. Massenspektroskopie

Typ: LCQ 3000 Applied Biosystems

Die Proben wurden direkt {iber eine Spritzenpumpe in das Massenspektrometer
injiziert. Das Electrospray-Interface wurde zum Entfernen des Eluenten, bzw. zur

Erzeugung von Analytmolekiilen genutzt.

Messen der Proben im Manuellen Tune-Modus — Q1-MS, d.h. Full-Scan
1. Zuerst wurde ein bestimmter Massenbereich eingestellt (in dem der zu
untersuchende Analyt sich befindet) und abgescannt.
2. Die Polaritdt der ESI-Needle (positiv oder negativ) wird ausgewahlt.
3. Die Potentiale: Declustering Potential (DP; -90V/-50V, 90V/50V), Entrance
Potential (EP; -10V, 10V), die Tempereatur der Quelle (450°C/500°C), die
Gase GS1 (12-40psi-12psi) und GS2 (0-35psi). Diese werden manuell

eingegeben.

Messen der Proben im Compound Optimization Modus — Fragmentierung einer

vorgegebenen Masse, MRM
1. Es wurden jeweils die 6 intensivsten Fragmente nach Kollision im Q2 des
vorgegebenen MW im Q3 gemessen
2. Die jeweiligen Potentiale, die notig sind fiir den jeweiligen Zerfall in ein
bestimmtes Fragment werden im jeweiligen Ausdruck angegeben (CE-

Kollisionsenergie, CXP: Collision Cell Exit Potential).

7.4.3 Magnetische Resonanzspektroskopie
NMR-Gerét: DRX 400 der Firma Bruker (1H 400MHz und 13C 100.6 MHz)

Die Proben wurden in deuteriertem Methanol geldst und vermessen.
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8. Zusammentfassung und Diskussion

Die antioxidativen FEigenschaften der Phospholipide lassen sich nicht wie bei
phenolischen Antioxidantien direkt auf die Inaktivierung freier Radikale durch Abgabe
von H-Atomen zuriickfithren. Fiir keines der Phosphatide wird ein Abbau des DPPH-
Radikals beobachtet. Pflanzenlecithine als solches entwickeln aber bei thermischer
Behandlung (110°C) unter Braunungsentwicklung eine DPPH-Aktivitdt (S.58fY).
Unter Rostbedingungen (5min, 150°C) wird diese auch nur von einer sehr schwachen
Briaunung begleitet. Die durchgefiihrten Untersuchungen (4.3. S.100ff) haben gezeigt,
das der Zusatz von 1% Sojalecithin zu raffinierten Pflanzendlen, sowohl bei Lagerung
unter Raumtemperatur als auch bei 110°C, den oxidativen Verderb verlangsamt. Die
genaue Identifizierung der Griinde fiir die antioxidativen Eigenschaften wird zum
einen durch den komplexen Aufbau der Pflanzenlecithine und zum anderen durch die
vielfdltigen Wechselwirkungsmoglichkeiten der polyfunktionellen Phosphatide im

Gesamtprozess der Lipidperoxidation erschwert.

Lipidperoxidations- |, primdre
produkte ——— Antioxidantien
£
L] Amino-Carbonyl-
Schwermetalle' Reaktion
{Maillard)

Abbildung 8.1 Phospholipide; komplexe Wechselwirkungen in der Lipidperoxidation

So ist z.B. eine geringe Peroxidzahl eines Ols bei Phosphatidanwesenheit formal iiber
jede der 4 dargestellten Wechselwirkungen erklirbar. Prooxidative Ubergangs-
metallionen kdnnen komplexiert worden sein, der Abbau primérer Antioxidantien iiber
den synergistischen Effekt verlangsamt, oder die Peroxide auch abgebaut wurden sein
— dies sowohl iiber ionische Mechanismen, als auch {iber eine Beteiligung an
Braunungsreaktionen. Die einzelnen Prozesse bedingen einander und kdnnen nicht
separat betrachtet werden. So gibt es zB. kein -eisenfreies Olsystem. Als

Schliisselstellen zur Erklarung der antioxidativen Wirkung der Phospholipide konnte
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erstens ihre Wechselwirkung mit Ubergangsmetallionen und zweitens die
Regeneration von primdren Antioxidantien herausgearbeitet werden. Uber den
Einfluss von Aminophosphatiden auf die thermische Brdunung und die
Wechselwirkung mit Glycolipiden wurden nur anhand von Modelluntersuchungen mit
einfachen Kohlenhydraten hinsichtlich der Verzogerung der Lipidoxidation erste

interessante Ergebnisse erzielt.

1.) Wechselwirkung mit Schwermetallen und Lipidperoxidationsprodukten

Durch die von Ubergangsmetallionen katalysierte Peroxidzersetzung besteht ein enger
Zusammenhang zwischen den Wechselwirkungen mit Schwermetallen und denen mit
Lipidperoxidationsprodukten. Saure Phosphatide besitzen eine Metallaffinitit und
kénnen die prooxidativen Effekte der Ubergangsmetalle beeinflussen. Schwermetalle
wirken prooxidativ, da sie aus Peroxiden reaktive Radikale freisetzen (Fenton-

Reaktion). Die freie Phosphatidsdure zeigt als einziges Phosphatid eine deutliche

Inaktivierung. Die Menge (m) an Eisen(IIl)- bzw. Kupfer(Il)-Ionen die inaktiviert
werden ist etwa gleich. Der Effekt ldsst sich durch eine Maskierung iiber die Bildung
von MePA,-Komplexen mit Kg-Werten um 3'10® I*mol? erkliren. Beim FeCl; x 6H,0
bewirkt die Komplexbildung eine Entfarbung der Losung. Unter Rostbedingungen
erhoht sich beim Sojalecithin aber auch die Schwermetalltoleranz. Sein Eigengehalt an
Fe liegt im Bereich 20-70ppm, der an Cu bei 1,5-3,5ppm.

Die von Saito et al. [205] beschriebene Eigenschaft der Peroxidzersetzung durch
Phospholipide ldsst sich bei 12-stlindiger Inkubation in Ethyllinolat nicht beobachten.
Andererseits steigt in Rapsol nach Zugabe von 1% Sojalecithin bei 110°C-Lagerung
die Anisidinzahl vor der Peroxidzahl. Der Verderb von Ethyllinolat unter
Phosphatiden liefert als fliichtige Verbindung insbesondere Hexanal, was mit der
sauren Peroxidzersetzung zusammenhingen kann. (Von Saito et al. [205] wird der
Effekt aber basischen Strukturen zugeschrieben.) Die gebildeten Hexanalmengen

fallen in der Reihe: PE > PA > PI > PC. Durch Inkubation von PE mit Aldehyden

konnten entsprechende fluoreszierende Schiff-Basenstrukturen nachgewiesen werden.
Dadurch werden einerseits prooxidative Verbindungen wie 2-Octenal oder
2,4-Decadienal gebunden, andererseits fiithrt die Blockierung der Aminogruppe zur

pH-Absenkung. Die von Farmer & Mottram [48] an Rindertalg durch PE beobachtete
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Verschiebung von 2-Alkenalen hin zu Methylketonen konnte in Ethyllinolat nicht

beobachtet werden.

2.) Synergistischer Effekt mit primidren Antioxidantien

Phospholipide sind in der Lage synergistisch den Effekt von primidren Antioxidantien zu verstirken
[37,38,100,101]. Der synergistische Effekt tritt insbesondere bei phenolischen Verbindungen auf, deren
Semichinonradikale sich nicht durch Disproportionierung zu Chinonen stabilisieren konnen (BHA, Tocopherol,
Flavonoide). Die synergistische Wirkung ist bei PE groBer als bei PC; sie tritt zudem nur bei unpolaren
Phosphatiden auf, so z.B. nicht beim Dibutyryl-PC [126]. Segawa et al. [215] erkliren den hoheren
synergistischen Effekt von PE gegeniiber PC mit einem HTransfer aus der Aminogruppe zum Tocopheryl-
Radikal und damit iiber eine Tocopherol-Regenerierung. Der synergistische Effekt steigt proportional zur Anzahl

der Amino-Wasserstoffe im Phospholipid-Molekiil [216]. Weng & Godon [254] konnten 1993 andererseits

zeigen, dass PE auch -Tocopherylchinon zu -Tocopherol regenerieren kann. Den grofften Effekt besitzen
Lecithine in Verbindung mit Tocopherolen und Ascorbinsdure [29,77,129,150,212,255]. Die Regeneration von

Tocopheryl-Radikalen durch Ascorbinsdure wurde erstmals von Packer et al. [183] 1979 beschrieben.

Die Untersuchungen an raffiniertem Rapsol bzw. Sojadl (4.3. S.100ff) haben gezeigt,
das der Zusatz von 1% Sojalecithin den Abbau der enthaltenen Tocopherole, sowohl
bei Lagerung unter Raumtemperatur als auch bei 110°C, verlangsamt. Eine Menge von
1% Sojalecithin wurde gewihlt, da der antioxidative Effekt (IP''") im Modell:
Ethyllinolat/ 0,05% -Tocopherol gerade bei ca. 1% Lecithinzugabe einen gewissen
Sittigungspunkt erreicht. Die Induktionsperiode''®® des Ethyllinolats erhoht sich
hierbei von ca. 1,5h auf ca. 5,5h. Modelluntersuchungen mit Dipalmitoyl-PC und
Dipalmitoyl-PE zeigten weiter, dass sich die Induktionsperiode durch Zugabe von

0,5% L- Ascorbinsdure noch deutlich steigern lésst:

Ascorbinsaure Ascorbinsaure
ting.[h]
PE 4h -Toc. PC 2h -Toc.
Ascorbinsaure Ascorbinsaure
h 4h 4h Asc.
Glu.
PE 4h -TQ PC <2h -TQ
Abbildung 8.2 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C, Abbildung 8.3 Induktionsperiode von Ethyllinolat bei 110°C,
unter Zusatz von 1% PE bzw. PC, 0,5% Ascorbinséure sowie unter Zusatz von 1% PE bzw. PC, 0,5% Glucose bzw.
0,05% -Tocopherol bzw. -Tocopherylchinon (- -TQ) Ascorbinsdure sowie 0,05%  -Tocopherol (Toc.) bzw. -

Tocopherylchinon (TQ)
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Allerdings ist der PC-Effekt nur etwa halb so gro3 wie der des PE’s. Die Werte, die
bei Austausch von -Tocopherol durch -Tocopherylchinon erhalten werden, deuten
ein Regenerationsphdnomen an, das beim PC nicht auftritt und nur in Verbindung mit
L- Ascorbinsdure effektiv die Lipidperoxidation verzogert. Der PE-Effekt ist fiir - und

-Tocopherol grofer als bei und . Auch bei Untersuchungen mit 2,5-Dihydroxy-
benzoesdure zeigt sich, dass der Gesamteffekt etwa zu gleichen Anteilen aus einem

physikalischen Dispersionseffekt (PC) und einer chemischen Regeneration (PE)

verursacht wird. Eine quantitativ kleinere, aber prinzipiell dhnliche synergistische
Wirkung wird auch bei Einsatz von D-Glucose anstelle der L- Ascorbinsiure erhalten.

Im System 1%PE /0,5%D-Glu. /0,05% -Toc. ist IP"'”" von Ethyllinolat: 11 3 h.

Die Regeneration von -Tocopherol aus -Tocopherylchinon gelingt bei erhdhter
Temperatur mit PS und PE, aber auch mit Sojalecithin (S.108ff). Die Reaktion mit PE
lasst sich durch Essigsdure katalysieren. Die Ausbeute betrdagt ca. 35%. Wird
RRR- -Tocopherol oxidiert und mit PE/Ascorbinséure regeneriert, bildet sich nur das
(2R)-konfigurierte -Tocopherol (S.139). Das bedeutet, dass keine freie Drehbarkeit
der Molekiilgruppen am C2 gegeben ist und bei der Recyclierung die biologische
Aktivitdt erhalten bleibt. Da Ascorbinsdure nur -Tocopherylradikale regenerieren
kann, nicht aber das -Tocopherylchinon selbst, muss PE irgendeine Aktivierung
bewirken. In Abb. 8.4 und 8.5 sind zwei verschiedene Aktivierungen zur Diskussion

gestellt.

Abb. 8.4 Regeneration durch PEToc. - Aktivierung
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8. Zusammenfassung und Diskussion

Zum einen die Aktivierung des -Tocopherols durch ein PE-Kondensat (1119Da),
dass dann durch Ascorbinsdure reduziert werden kann; zum anderen die Aktivierung
von Ascorbinsdure selbst durch Bildung eines PE-Asc.-Kondensats (849Da). Beide
Massenspuren wurden bei MS-Untersuchungen gefunden. Der NMR-Beweis fiir die
angegebenen Strukturen steht aber noch aus. Da PE nur in Verbindung mit
Ascorbinsdure oder auch Glucose aus -Tocopherylchinon eine Precurser-Verbindung
bildet, die bei der HPLC-Messung der Tocopherole (7.2.1.) vor -Tocopherol (8min
und -Toc.: 12min) eluiert, scheint es auch zwei verschiedene Reaktionswege zu
geben. Nach den Brown-Substituentenkonstanten (S.70) fir Amine und Alkylamine ist
fir PE-Kondensate eine Absenkung des Redoxpotentiale anzunehmen. Geht man
davon aus, dass gleiches auch fiir das Ascorbinsdure-Kondensat gilt, ist die
-Tocopherylchinon-Reduktion auch iiber das erhohte Reduktionsvermogen erklérbar.
Nach der Literatur sind Verbindungen mit Tocopheronstruktur bereits durch
Ascorbinsdure regenerierbar [177]. Tocopherone lassen sich anhand ihrer typischen
UV-Absorption bei 240nm gut von Tocopherol (290nm), Tocopherylchinon (270nm),
dem Dihydroxydimer (300nm) und dem Spirodienonether (300nm) unterscheiden
[130]. Die Fraktion in der die Massenspur 1119Da gemessen wurde, zeigt eine
Absorption bei 250nm und eine gelb/griinliche Fluoreszenz. Werden -Tocopherone
mit Salzsdure behandelt, zerfallen sie in -Tocopherylchinon, daneben wird auch
-Tocopherol gebildet, da zwischen -Tocopherol und -Tocopherylchinon ein
Redoxgleichgewicht besteht [108]. Das -Hydroxytocopheron wird mit Ascorbinsdure
vollstindig zu -Tocopherol umgesetzt [111,170,177]. Beim Abbau von PE entsteht
zudem u.a. PA (648 Da, S.165f), welche Schwermetalle binden kann. Der Spaltung
soll iiber ein cyclisches Immonium-Ion ablaufen [220].
2a.) Kohlenhydrat-Synergismus
In Verbindung mit PE/Glucose konnte der synergistische Effekt mit -Tocopherol in
Zusammenhang mit der Maillard-Reaktion gebracht werden. Die Regeneration von -
Tocopherol lauft hier im Gegensatz zu PE/Ascorbinsdure der Bridunung hinterher.
Durch Réstversuche wurde gezeigt, dass Produkte der frithen Phase der Maillard-
Braunung fiir den Effekt verantwortlich sind. So geniigt das Erhitzen von PE und

Glucose fiir Smin auf 150°C um die Induktionsperiode von Ethyllinolat/ 0,05% -
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Tocopherol bei 25°C von ca. 4 auf iiber 18 Wochen zu erhohen (S.142). Nach dieser
kurzen Rostung tritt nur eine vernachléssigbar kleine Braunung auf, dennoch ist die
beginnende Briaunung auch gleichzeitig ein guter Indikator fiir den antioxidativen
Effekt von PE/Glucose/ -Tocopherol iiber den ,,Kohlenhydrat-Synergismus®. In Pri-
derivatisierungsversuchen mit o-Phenylendiamin konnte hier D-Glucoson nachge-
wiesen werden, das als Reducton die Rolle der Ascorbinsiure iibernimmt. Nach 2min
sind ca. 3% und nach 10min ca. 6% der enthaltenen Glucose zu D-Glucoson oxidiert
(S. 161). Die Oxidation von Amadori-Produkten fiihrt nach Kawakishi et al. [116] zum
D-Glucoson. Das PE-Glu.-Kondensat (Schiff-PE bzw. Amadori-PE) wurde iiber die
Massenspur 853Da gemessen. Im Sojalecithin selbst konnte kein D-Glucoson
bestimmt werden, obwohl es durch die enthaltenen Glycolipide ca. 6,5% hydro-
lysierbare Kohlenhydrate (vor allem Galactose) enthdlt. Beim Erhitzen von 1% Soja-
lecithin in Ethyllinolat/ 0,05% -Tocopherol auf 110°C wurde aber ein Anstieg der p-
(Dimethylamino)-benzaldehyd-reaktiven Verbindungen (Pyrrole) schon wihrend der
ersten Erhitzungsminuten gemessen. Die Stoffe werden ohne -Tocopherol erst nach
ca. 3 h gebildet (S. 67). An dieser Stelle kann daher die These aufgestellt werden, dass
auch Pyrrol-Verbindungen aus der Maillard-Braunung/ Lipidperoxidation dhnlich wie
Reducton-Strukturen als Antioxidantien wirken und mit der -Tocopherolrecyclierung
in Verbindung stehen. Von den heterocyclischen Verbindungen der Maillard-Reaktion
ist bekannt, dass Pyrrole stirker antioxidativ wirken als Furane [131]. Formyl- oder
Acetyl-Seitenketten erhohen bei den Pyrrolen die antioxidative Aktivitdt, haben aber
bei einfachen Furanen keinen Einfluss. Bei den Furanonen wird der antioxidative
Effekt auf die -OH-Gruppe zuriickgefiihrt [245]. Da samtliche OH-Gruppen in -
Stellung zum Pyrrol-Ring leicht nulkleophile Substitutionsreaktionen eingehen, neigen
solche Strukturen zur Polymerisation [11]. Bei MS-Scans wurden im PE/Glucose-
Modellversuch neben Amadori-Dipal-PE (853) wu.a. auch die Massenspuren
835 (853-18), 799 (853-3'18) und 648 (PA) gefunden (S.163ff). Die 799 entspricht
formal dem Pyrrol-PE, dem Pyridiniumbetain oder dem Furosin. Letzteres bildet sich
bei der sauren Hydrolyse von Amadori-Produkten iiber das 4-DH"™" [132]. Das
4-DH*™" (835) gilt auch als Precurser fiir das Aminoreducton: 4,5-DDH"™" [143].
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Auch bei Propylgallat und 2,5-Dihydroxybenzoesédure treten in Verbindung mit PE
Regenerationseffekte auf. Bemerkenswert ist die schnelle und vollstdndige
Regeneration der Tocopherole in Ethyllinolat durch PE oder Sojalecithin bei Erhitzung
auf 110°C (S.113). Hier scheint ein Gleichgewichtsphdnomen bzw. eine katalytische
H-Ubertragung vorzuliegen. Der Effekt tritt mit PC nicht auf. Moglicherweise oxidiert
PE in Form eines Aminoxids Linolsdurealkoxyradikale zur Ketosdure + Aminoxid-H
und tibertrdgt den Wasserstoff auf Tocopherylradikale [192]. Lin et al. [147] haben
auch freie Aminoxide von Prolin, Histidin und Tryptophan erfolgreich als

Antioxidantien in Lipiden eingesetzt.

In Schema 8.6. sind die unter 1. und 2. beschriebenen Effekte der Phosphatide

nocheinmal stark vereinfacht zusammengestellt:

HO 0 o
PC/Ascorbins.
R R R
0] o (0]
HO
-Tocopherol -Tocopheryl-Semichinonradikal -Tocopherylchinon

A -

PE/Ascorbinsaure

fr

PE + Glucose &» Reductone

2PA +Me2* —= MePA,

Abb. 8.6 Effekte der Phosphatide

Der bei Anwesenheit von Ascorbinsdure nur etwa halb so grofle antioxidative Effekt
von PC gegeniiber PE erkldrt sich dadurch, dass PC nur die -Tocopherol-
Semichinonradikale regenerieren kann. Prinzipiell gleiches wurde auch fiir die anderen
Tocopherol-Homologen gefunden, aber auch fiir BHA und fiir gr68ere Mengen an 2,5-
Dihydroxybenzoesdure (S. 130ff). Fiir -und -Tocopherol ist der Effekt von PE sogar
mehr als doppelt so hoch, wie der des PC’s. Der Grund dafiir liegt im besonderen
Abbauverhalten dieser Homologen, speziell im Auftreten der antioxidativen

Etherdimere.
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3.) Mechanistische Betrachtung: Tocopheryliumphosphat-Theorie
Wie bereits dargestellt spielt bei den antioxidativen Effekten der Phospholipide die
Regeneration primdrer Antioxidantien eine entscheidende Rolle. Es stellt sich nun die
Frage, wie diese Regeneration beim wichtigsten natiirlichen Antioxidants, dem
-Tocopherol, ablduft. Aus den Grafiken 8.2, 8.3 und 8.6 geht hervor, dass fiir den
antioxidativen Effekt neben Phosphatiden zusitzliche Reduktionsdquivalente — z.B. in
Form von Ascorbinsdure — ndtig sind. Fiir PE und PS als solches ist die Regeneration
von -Tocopherylchinon zu -Tocopherol aber auch ohne weitere reduzierende Stoffe
moglich (S.108). Das bedeutet, dass PE bzw. PS oxidiert werden. Die Moglichkeit,
dass die beiden Amino-Phosphatide lediglich eine Disproportionierung des
-Tocopherylchinons bewirken, ldsst sich zwar nicht sicher ausschlielen, erscheint
aber in Anbetracht des bevorzugten Abbaus dieser Phosphatide bei thermischer
Behandung eher unwahrscheinlich. Zudem ist fraglich, was das Oxidationsprodukt des
-Tocopherylchinons sein soll. Andererseits war auch der Nachweis oxidierter Spezies
der Amino-Phosphatide unmoéglich, zumal primédre Amine keine ,,glatten* Oxidations-
reaktionen eingehen. Als Produkte kommen wu.a. Imine, cyclische Imine,
Hydroxylamine oder auch Aminoxide in Betracht. Geht man davon aus, dass die bei
der Regenerations-Reaktion in Toluol bei 100°C gebildeten -Tocopherol-Molekiile
nicht durch eine Oxidation des Toluols entstanden sind, dann stammt der dazu nétige

Wasserstoff aus den Aminogruppe des PE’s.

-Tocopherylchinon + PE ——> -Tocopherol + PE>

fr

- Imin
- cyclisches Imin
- Hydroxylamin

- Aminoxid
- Polymere
Abb. 8.7 PE als Reduktionsmittel fiir -Tocopherylchinon: Brutto-Reaktion
Da aber das  -Tocopherylchinon weder durch Ascorbinsdure noch durch

Ascorbinsdure/PC regeneriert wird, fungieren die Aminogruppen nicht nur als

Reduktionsdquivalente, sondern sind auch als nukleophile funktionelle Gruppen von

Bedeutung. Die bereits in Abb. 8.4 dargestellte Aktivierung des -Tocopherylchinons
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mit Dipalmitoyl-PE zu einem PE-Kondensat (1119Da, S.123) riickt daher ins Zentrum

des Interesses.

© Dipal.-PE
R -H,0
HO 2 O 7o
NHR HA ?
-Tocopherylchinon PE- -Tocopheron ~"o— ﬁ OR,
(0]
-Tocopherylium-
Phosphat
\
PEOX PE pon PE )
-Tocopherol -Toc.-Semichinonradikal \/\O—P OR,
O

TQ —= TQPE ——>| -TQ Toc: ———>  -Toc.
ﬁ ﬁ ﬁ Reductone ﬁ
(Abb. 8.6)
RRR- -Toc. H*-Katalyse ca. 35% 100% Regeneration
(Essigsaure, PA) -Toc.-Ausbeute (PE/ S.113)
Ox. || Red. (S.118f u. S.108) (S.119, S.121)
RRR- -TQ
(S.139)

Abb. 8.8 mechanistische Deutung der Ergebnisse: Tocopheryliumphosphat -Theorie

Durch den nukleophilen Angriff der Amino-Gruppe auf die Chinon-Carbonyl-Gruppe
bildet sich ein reaktiveres cyclisches Halbaminal. Das fluoreszierende Kondensat ist
sdurelabil, was insbesondere die Isolierung der entsprechenden ortho-PE-Verbindung
erschwert. Dariiberhinaus kann beim PE-Tocopheron auch iiber seiner Schwermetall-
affinitit eine bevorzugte Redoxaktivitit vermutet werden. Die These, dass das

eigentliche Target der Reduktion ein Tocopheryliumion ist, wird dadurch gestiitzt,

dass Séuren wie PA oder Essigsdure den Regenerationsprozess beschleunigen. Der
Ubergang des PE-Kondensats in das mesomeriestabilisierte Tocopherylium-Salz
besitzt offenbar eine hohere Aktivierungsbarriere und ist als der geschwindigkeits-

bestimmende Schritt anzusehen. Arrhenius-Verhalten der Reaktion vorausgesetzt, ist
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iber die Absenkung der Aktivierungsenergie durch die saure Katalyse die
Reaktionsgeschwindigkeit auch kaum noch iiber die Temperatur beeinflussbar. Die
besonders gute Recyclierung im Falle von PS (Abb. 4.43 S.108) lédsst sich zwanglos
iiber die enthaltene Carboxyl-Abgangsgruppe erkldren. Es stellt sich aber die Frage;
warum durch PE nicht einmal die Hilfte alle -Tocopherylchinon-Molekiile
regeneriert werden? Die Ausbeute betrigt gut 35% und wird von der Essigsdure-
Katalyse nicht beeinflusst (S.119, S.121). Geht man zunichst einmal davon aus, dass
der zweite Schritt der Regeneration, die Reduktion des Semichinon-Radikals zum -
Tocopherol, problemlos und mit 100%iger Ausbeute ablduft — diese Annahme wird
durch die Ergebnisse der Versuche des thermischen Abbaus von -Tocopherol in
Linolsdureethylester (S.113) gestiitzt — so ist allein die Umsetzungsrate des -
Tocopheryliumions ausschlaggebend. Fiir die Reaktion stehen fiir n Tocopherylium-
ionen n Elektronen (im PE-Phosphat) zur Verfigung. Nimmt man eine zuféllige
Verteilung der FElektronen an, ist die Wahrscheinlichkeit p, dass bei n
Tocopheryliumionen alle n Elektronen in anderen Tocopherylium-Teilchen sind, im

Grenzwert furn ? §:

— 13\ 1IN 1
p= lim (n ) = lm (1 — —) = -

D.h. werden n Elektronen vollig zufdllig auf n  -Tocopheryliumionen verteilt, geht die

Wabhrscheinlichkeit, dass ein Tocopheryliumion kein oder genau ein Elektron enthélt
gegen: 1 0,3679... bzw. ~37%, fiirn ? 8.
e

Reagieren im zweiten Schritt der Reduktion diese 37% Semichinoradikale nun nahezu
vollstindig zu  -Tocopherol, erklért sich damit auch die Ausbeute von ca. 35%. Die
Regeneration von nur knapp jedem e. -Tocopherylchinon-Teilchen, liefert auch eine
Begriindung fiir die geringen antioxidativen Eigenschaften des PE’s als solches. Erst
durch die Anwesenheit von ausgewiesenen Reduktionsmitteln wie L-Ascorbinsédure,
oder des in der Kohlenhydrat-Bridunung bzw. -Oxidation auftretenden D-Glucosons
kommt es zur Ausbildung eines praktisch nutzbaren antioxidativen Effekts, etwa zur
Oxidationsstabilisierung von Samendlen. Die Beobachtung, dass RRR- -Tocopherol
nach vollstdndiger Oxidation mit Blei(IV)-acetat durch PE/Ascorbat wieder zur RRR-
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Form der -Tocopherols regeneriert wird, zeigt meiner Meinung nach, dass an keiner
Stelle -Tocopherol-C2-Radikale bzw. -Ionen gebildet werden. Der vorgeschlagene
Mechanismus tragt dem Rechnung. Der in Verbindung mit Ascorbinsdure nur etwa
halb so grof3e antioxidative Effekt von PC gegeniiber PE erklért sich — wie bereits in
Abb. 8.6. gezeigt wurde — dadurch, dass PC nur die -Tocopherol-Semichinonradikale
regenerieren kann. Zwar kommt der in Abb. 8.8 vorgestellte Mechanismus ohne die
spezielle Aktivierung der Ascorbinsdure durch PE aus, ich bin aber davon iiberzeugt,
dass die gemeinsame Affinitit beider Stoffe zum PE letztlich der Schlissel fiir die

beobachteten antioxidativen Effekte ist.

4.) Stabilisierung von Lebensmitteln durch Pflanzenlecithine
Wie bereits eingangs erwihnt, wird durch Zusatz von 1% Sojalecithin zu raffinierten
Pflanzendlen, sowohl bei Lagerung unter Raumtemperatur als auch bei 110°C, deren
oxidativer Verderb verlangsamt. Bei den weiterfilhrenden Untersuchungen an
komplexeren Lebensmittelsystemen konnten keine stabilisierenden Effekte bei der
untersuchten Butter und dem untersuchten Buttergebidck beobachtet werden.
Interessante Ergebnisse wurden aber mit Kartoffelptlireepulvern erhalten. Hier konnte
der Verderb erfolgreich iiber die Extinktion eines Hexanextrakts bei 233nm verfolgt
werden. Die Kombination von 0,5% Pflanzenlecithin mit 0,005% -Tocopherol fiihrt
zu einer signifikanten Verderbsverzogerung. Es ist davon auszugehen, das die
enthaltenen Zusatzstoffe (Natriumcitrat, Natriummetabisulfit und Ascorbylpalmitat) —
und zwar insbesondere das Ascorbat — den Effekt entscheidend mitbeeinflussen.
Vermutlich wird die Stabilisierung auch hier durch das System: PL/Ascorbat/ -
Tocopherol verursacht. Hinsichtlich der Stabilisierungswirkung wurden keine
signifikanten Unterschiede zwischen Soja-, Raps- und Sonnenblumenlecithin
festgestellt (S.176f). Auch in den Modelluntersuchungen an Linolsdureethylester/
-Tocopherol wurden fiir die Lecithine aus allen drei Pflanzenquellen unter oxidativen
Stressbedingungen (110°C, S.103) vergleichbares antioxidatives Verhalten gemessen.
Damit zeigt sich, dass sowohl der erhohte Gehalt an Glycolipiden im Rapslecithin, als
auch der verminderte Linolsduregehalt (S.16f) seine antioxidativen Eigenschaften

nicht steigern konnen. Hochangereichertes Soja-PC war im Gegensatz zu den
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untersuchten antioxidativen Pflanzenlecithinen sowohl bei Raumtemperatur (S.140),
als auch bei 110°C (S.103) im Ethyllinolat-Modell inaktiv bis leicht prooxidativ. Unter
verminderter Sauerstoff-Sattigung (diffusionskontrolliert oder O,—Ausschluss, S.62fY)
zeigt aber auch 1% hochangereichertes Soja-PC bei 110°C in entlecithiniertem Rapsol
bzw. im Ethyllinolat-Modell antioxidatives Verhalten. Im Vergleich zum Sojalecithin
steigen hier aber die Carbonylgehalte schneller an. Beim Sojalecithin konnen diese

durch das enthaltene PE iiber Schiff-Basen zu Folgestrukturen abreagieren.

5.) Ausblick

Ausgehend von den durchgefiihrten Untersuchungen ergeben sich folgende Frage-
stellungen fiir die zukiinftige Forschung:

Lassen sich Reducton—PE-Kondensate herstellen? Welche Redoxpotentiale haben
diese Stoffe und sind sie als Antioxidantien einsetzbar?

Wie beeinflussen Briaunung und Oxidation der Glycolipide die antioxidativen
Eigenschaften von Lecithinen? Wie wird die Entstehung von D-Galactoson und
Pyrrolverbindungen durch Tocopherole beeinflusst?

Eignet sich das System: Maislecithin/L- Ascorbinsdure/ -Tocopherol aufgrund des
geringeren PE-Gehalts als Antioxidans fiir thermisch stirker belastete Produkte

(geringere Braunung)?
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10. Anhang

Anhang

Abkiirzungen

AAS Atom-Absorptions-Spektroskopie

A6 Hexanal

AcOH Essigsédure
Anisidinzahl

APE/A-PE Amadori-PE

Asc. Ascorbinsdure

aq Wasser als Ligand

B Blindwert
Bindungsenergie

BS Dihydroxybenzoesédure

bpy Bipyridyl

Car Carotenoid

CE-PE Carboxyethyl-PE

Cer. Ceramide

Chl. Chloroform

CM Chinonmethid

CML Carboxymethyllysin

CM-PE Carboxymethyl-PE

2,4-D 2,4-Decadienal

DDH Didesoxyhexoson

DH Desoxyhexoson

DHA Docosahexaenséure

Dipal. Dipalmitoyl-

Disp. Disproportionierung

DP Desoxypentoson

DPG Di-phosphatidylglycerin

DPPH Diphenyl-picryl-hydrazyl-Radikal

DT Desoxythreoson

EL Ethyllinolat

Em. Emissionswellenldnge

EtOH Ethanol

Ex. Exitationswellenldnge

Ext. Extinktion

Fru. Fructose

FS Fettsdure

Gal. Galactose

GC Gaschromatographie

GL Glycolipid

Glu. Glucose

HLB hydrophil-hydrophobe-Balance

HMF Hydroxymethylfurfural

HPLC high performance liquid
chromatography

I Induktionsperiode

ISTD interner Standard

1P Induktionsperiode

K Gleichgewichtskonstante

k Geschwindigkeitskonstante

konz. konzentriert

Konz. Konzentration

LPC lyso-PC

m Masse

M Molar, motl!

M /MG Molekulargewicht
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Mal.
Man.
MHD
MW
NAPE
n.g.
NL
o'W
o-PE
OPD

PA

Pal.

PC

PE
PE-Asc.
PE- -TQ
PE-Glu.
phen

PI

PL

PO

POZ
PrG

PS
PUFA
Q/ Que.
R1/R2
RA-Add.
Red.

RL

Sacc.
SFSyn.
SL
SoL
SM
S-PC
SPM

TBD
TED
TG
THQ
Toc.
TocAc.
TQ
TQges
TQpur
Tr

VR
w/W

Maltose

Mannose

Mindesthaltbarkeitsdatum

molecular weight

N-Acyl-phosphatidyethanolamin

nicht gemessen

Neutrallipid

Ol-in-Wasser

ortho-PE, Ethanolaminphosphat

ortho-Phenylendiamin

Phospholipid-Fraktion

Phosphatidsdure

Palmitinsdure

Phosphatidylcholin

Phosphatidylethanolamin

PE-Ascorbinsdure-Kondensat

PE- -Tocopheron

Amadori-PE / Schiff-PE

o-Phenanthrolin

Phosphatidylinosit

Phospholipid

Peroxid

Peroxidzahl

Propylgallat

Phosphatidylserin

poly unsaturates fatty acid

Quercetin

Rapsol 1/2

Retro-Aldol-Addition

Reduktion

Rapslecithin

Substrat, Sojalecithin

Saccharose

synergistischer schutzfaktor

Sojalecithin

Sonnenblumenlecithin

Schwermetall

Soja-PC

Sphingomyelin

Zeit

Temperatur, Tocopherol

Toc.-Biphenyl-Dimer

Toc.-Ether-Dimer

Triglycerid
-Tocopherolhydrochinon

Tocopherol/e
-Tocopherolacetat
-Tocopherylchinon

Synthesegemisch Tocopherylchinon
-Tocopherylchinon (Standard)

Trockenmasse

Reaktionsgeschwindigkeit

Woche
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ChemNMR 'H Estimation
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OH
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HO OH
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Estimation quality: blue = good, magenta = medium, red = rough
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Estimation quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

Estimation quality: blue = good, magenta = medium, red = rough

theoretische lH-NMR—Spektren: Ascorbinséure, Dipal.-PE und Dipal.-PE-Ascorbinsédure [ChemDrawUltra9.0]
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