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Kurzfassung

In der vorliegenden Studie erfolgt unter Nutzung der Flissigkeitschromatographie mit
Massenspektrometrie-Kopplung (LCMS)-Analytik eine qualitative und quantitative
Bestimmung von Xanthophyllen in nativem, pasteurisiertem und gefrier- bzw.
spruhgetrocknetem Eigelb zweier Eier-Chargen eines Eiproduzenten. Die Eigelb-
pulver jeder Charge werden im Dunklen bei -18 T und +20 T fir bis zu 6 Monate

gelagert.

Die Xanthophylle werden mittels einer zu validierenden Extraktionsmethode aus der
Eigelb-Matrix gewonnen, die Analyse der Farbstoffe erfolgt mittels Hochleistungs-
flussigkeitschromatographie (HPLC) unter Verwendung einer C30-S&aule und unter
Kopplung an einen Photodiodenarray- und Massendetektor.

Als quantitativ dominierende Xanthophylle stellen sich all-E-Canthaxanthin, all-E-
Lutein, all-E-Zeaxanthin, 9-Z-Canthaxanthin und B-Apo-8 -Carotinsaureethylester
heraus. Die Pasteurisation von Eigelb fihrt mit den gewéahlten Pasteurisations-
parametern zu keinen signifikanten Veranderungen der Xanthophyllgehalte. Im
Gegensatz dazu verursacht das Trocknen von Eigelb auf Trockenmassegehalte von
98 % bis 99 % signifikant erhohte Xanthophyllgehalte, was vermutlich auf eine
Denaturierung der Bindungsproteine und eine Destabilisierung der Zellmatrix

zuruckgefuhrt werden kann.

Wahrend der 6-monatigen Lagerung nehmen die Gehalte der meisten Xanthophylle
im Eigelbpulver signifikant ab. Die synthetischen Xanthophylle Canthaxanthin und
B-Apo-8’-Carotinsaureethylester zeigen dabei eine deutlich hdhere Retentionsrate
als die naturlichen Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin. Die gréf3ten Verluste sind
allgemein wéhrend der ersten 8 Wochen der Lagerung zu verzeichnen. Des
Weiteren zeigen statistische Untersuchungen (einseitige Varianzanalysen, ANOVA),
dass sich nach 26 Wochen die Xanthophyllgehalte von bei -18 € und +20 T im
Dunklen gelagertem Eigelbpulver tendenziell nur unwesentlich voneinander unter-

scheiden.



Abstract

A liquid chromatography—atmospheric pressure chemical ionization mass
spectrometry [LC-(APCI)MS] method is developed to identify and quantify the
xanthophylls present in fresh, pasteurized, freeze- and spray-dried egg yolk in two
independent batches. The egg yolk powders in each batch are stored in the dark for
six months at -18 C or +20 C.

Xanthophylls are isolated by solvent extraction without saponification and analyzed
by HPLC using a C3, column coupled to a photodiode array and mass detector.

The most abundant xanthophylls are all-E-canthaxanthin, all-E-lutein, all-E-
zeaxanthin, 9-Z-canthaxanthin, and [-apo-8 -carotenoic acid ethyl ester.
Pasteurization of the egg yolk causes no critical changes on the xanthophyll content.
On the contrary, drying to a dry matter of 98 to 99 % leads to increased xanthophyll
contents, induced by a denaturation of binding proteins, and a destabilization of the

cell matrix.

During the six months of storage, the contents of all main xanthophylls in the egg
yolk powder decrease significantly. The synthetic xanthophylls canthaxanthin and (-
apo-8’-carotenoic acid ethyl ester show a higher retention rate, and the greatest
losses occur within the first eight weeks. Statistical tests (ANOVA) also prove that
after 26 weeks the egg yolk powders stored at -18 °C show only a slightly higher
retention of xanthophylls when compared to the powders stored at +20 C.

Based on the outcome of this study, the retention of total xanthophyll content during
six months of lightless storage depends mostly on the distribution of natural and
synthetic pigments in the egg yolk and on storage temperature only to a lesser
degree.

Furthermore, knowledge about xanthophyll concentrations in dried egg yolks at all
stages of storage will help to support estimations of the intake of xanthophylls from
foods partly or completely made of processed egg yolk.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Im Zuge einer wachsenden Bedeutung von Convenience-Produkten, was zum
Beispiel am deutlich gestiegenen Einsatz von Produkten aus Trockenvollei in der
Lebensmittelindustrie in den letzten Jahren festgemacht werden kann [FRANKE 2002],
wird auch in den kommenden Jahren mit einem steigenden Bedarf fir Eiprodukte
gerechnet [VTI 2008]. Bei optimaler Auslegung des Trocknungsprozesses ist eine
weitgehende Erhaltung der technofunktionellen Eigenschaften, z. B. das Schaum-

bildungs- und Emulgiervermdgen, moglich [JAEKEL 2008].

Wahrend sprihgetrocknetes Eigelb von der Lebensmittelindustrie in grof3em
Maf3stab aus mikrobiologischen Grinden und aufgrund einer bis zu 24-monatigen
Haltbarkeit vor allem bei der Produktion von Back- und Nudelwaren verwendet wird,
ist der Einsatz von gefriergetrocknetem Eigelb, dessen Herstellung vergleichsweise

kostenintensiv ausfallt, auf wenige hochpreisige Anwendungen beschrankt.

In der Literatur sind zahlreiche Erkenntnisse Uber trocknungsbedingte
Veréanderungen in der Technofunktionalitat von Eiern und Eiprodukten beschrieben
[JAEKEL 2008, AvaDI 2008], der Einfluss einer Pasteurisation, Spriuh- und
Gefriertrocknung und Lagerung der resultierenden Eigelbpulver auf den Gehalt an
Farbstoffen, den Xanthophyllen, ist bislang nur punktuell untersucht.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt die systematische Betrachtung der Einfliisse einer
Pasteurisation von Flussigeigelb, einer Sprih- und Gefriertrocknung von
Flissigeigelb und einer Lagerung der resultierenden Eigelbpulver bei unterschied-
lichen Temperaturen im Dunklen Uber einen Zeitraum von 6 Monaten auf die
Xanthophyllgehalte, wobei ein Schwerpunkt auf die industrienahe Simulation der
einzelnen Prozessschritte gelegt wird.

Samtliche Verfahrensschritte werden dabei zweifach, auf Basis zweier Chargen
(n = je 80 Eier) von Legehennen aus Bodenhaltung eines Eiproduzenten, ausgefthrt.
Zum einen konnen dadurch biologische Schwankungen der Xanthophyllgehalte
determiniert werden, zum anderen konnen bei Mittlung der jeweils relativen
Xanthophyllgehalte beider Ansatze vorsichtig Trends fur die Verlaufe dieser Gehalte

im Laufe der Lagerung von spriih- und gefriergetrocknetem Eigelb formuliert werden.
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Der qualitative und quantitative Nachweis der Xanthophylle in Eigelb auf allen
Verarbeitungs- und Lagerungsstufen erfolgt mittels HPLC unter Nutzung von

Standardsubstanzen der im Eigelb detektierten Farbstoffe.

Zur statistischen Betrachtung der ermittelten Xanthophyllgehalte wird das Verfahren
der einseitigen Varianzanalyse genutzt, wobei aufgrund des pro Verarbeitungsstufe
zu erwartenden geringen Stichprobenumfanges ein Signifikanzniveau mit Einbezug

einer 5-prozentigen Fehlerwahrscheinlichkeit (P < 0,05) gewahlt wird.
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2 Stand des Wissens und der Technik
2.1 Huhnereier
211 Aufbau des Hihnereies

Bei rein morphologischer Betrachtung lasst sich das Hihnerei in die Fraktionen
Eiklar, Dotter (Eigelb) und Schale unterteilen. Das Gewicht eines Hihnereies liegt
fast ausnahmslos im Bereich zwischen 30 g und 80 g, wobei ca. 57 % auf das Eiklar,
ca. 33 % auf das Dotter und ca. 10 % auf die Schale entfallen [FREDE 2006, BELITZ
2004]. In Abbildung 2-1 wird der Aufbau des Hihnereies schematisch dargestellt.

Dotter
i Keimscheibe mit Keimbléaschen
2 2 Bildungsdotter
3 3 weil3er (heller) Dotter
4 4 gelber (dunkler) Dotter
5 5 Dottermembran
Schale
& 6 Deckschicht
Fi 7 Kalkschale mit Poren
& 8 Schalenhaut
2] 9 Luftkammer
8 10 Schalenmembran
11 Eiklar
12 11 Hagelschnur
T3 12 dinnflussiges Eiklar
13 dickflussiges Eiklar
Abb. 2-1: Schematischer Aufbau eines Hilhnereies (mo  difiziert nach F REDE 2006)

Schale

Die Schale des Eies besitzt einen schichtférmigen Aufbau und schitzt den Eiinhalt
vor Schmutz und/oder Mikroorganismen. Eine etwa 10 ym dicke Deckschicht tber-
zieht matt-glanzend die Poren der Kalkschale. Durch Abtrocknung und Zersetzungs-
prozesse im Laufe der Lagerung kann die Deckschicht rissig werden. Ebenso
begunstigt das Waschen der Eier eine Penetration unerwinschter Keime in das Ei-
innere. Das Waschen von Eiern der Guteklasse A ist in Deutschland seit Jahren
verboten und wird europaweit von der EU-Verordnung 589/2008 geregelt [EUROPA
2008Db]. Die poros-kristalline Schale besteht mal3geblich aus Calciumcarbonat und
—phosphat, welche in eine Matrix aus organischem Material eingebettet sind. Die
Poren dienen dem Gasaustausch zwischen der Umwelt und der etwa 5 mm grol3en
Luftkammer [FReEDE 2006]. Die Dicke der Schale des Hiuhnereies betragt 0,2 mm bis

0,4 mm, wobei Werte unter 0,32 mm als ,dinnschalig” betrachtet werden [FEHLHABER
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1992]. Die Stabilitat der Schale wird wesentlich durch die Futterung, Haltungs-
bedingungen, das Alter und den Gesundheitsstatus der Tiere bestimmt. Die
Pigmentierung der Schale ist rasseabhdngig und wird durch Pyrrolderivate
hervorgerufen. Die Schalen von Huhnereiern sind tblicherweise weil3 bzw. gelb bis
braun gefarbt [FREDE 2006].

Eiklar

Die vielfaltigen technologischen Anwendungsmaglichkeiten von Eiklar (vgl. Kap. 2.2)
liegen in seinem Proteinspektrum begrindet. Zu den im Eiklar quantitativ
dominierenden Proteinen zahlen: Ovalbumin, Ovotransferrin, Ovomucoid, G-
Globulin (Lysozym), G,-Globulin, G3-Globulin und Ovomucuin. In Tabelle 2-1 werden

ausgewahlte Parameter der Eiklarproteine dargestellt.

Tab. 2-1: Ausgewadhlte Parameter von Eiklarproteinen (modifiziert nach F REDE 2006)
Protein Anteil [%)] i. P. Eigenschaften
Ovalbumin 54 4,6-4,8 | bei Lagerung erfolgt Umwandlung in hitzestabiles S-

Ovalbumin und denaturiert beim Aufschlagen

Ovotransferrin 13 6,1-6,6 | kann mit Metallionen hitzestabile Komplexe bilden, kann
zu unerwiinschter Rotfarbung fuhren, in freier Form
hitzelabil, antimikrobiell

Ovomucoid 11 3,9-6,6 | hitzestabil, kann Trypsin hemmen (nur beim Rind)

Lysozym 3,5 11 antibakteriell, verhindert Spatblahung bei Hart- und
Schnittkase

G,-Globulin 4,0 5,5 Schaumbildner

G;-Globulin 4,0 4.8 Schaumbildner

Ovomucuin 15 4,5-5,0 | hitzestabil, beeinflusst durch Mikrofibrillen die Viskositat

des nativen dickfliissigen Eiklares, bildet
wasserunldsliche Komplexe mit Lysozym

Eigelb
Das Eigelb stellt eine Ol-in-Wasser-Emulsion dar, deren pH-Wert im Frischzustand

bei 6,0 liegt und bei der Lagerung auf 6,4 bis 6,9 ansteigt. Die Trockenmasse des
Eigelbes besteht zu zwei Dritteln aus Lipiden und zu einem Drittel aus Proteinen (vgl.
Tab. 2-3). Die Lipide setzen sich zu 65 % aus Triacylglyceriden, 21 % - 28 % aus
Phospholipiden und 1,5 % bis 2,2 % aus Mono- und Diacylglyceriden zusammen.
Der Gehalt an Cholesterin und seinen Estern liegt bei etwa 6 %. Freie Fettsauren,
Kohlenwasserstoffe und Carotinoide liegen nur in Spuren vor. Die typische Farbe des
Dotters wird insb. durch die Carotinoide Lutein und Zeaxanthin hervorgerufen,
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welche ausschlie3lich Uber das Futter aufgenommen werden. Eine Klassifizierung
der Eigelbproteine in die Hauptgruppen Plasmaproteine (66 %), Granulaproteine
(18,6 %), Livetin (11 %) und Phosvitin (4,6 %) ist moglich [FReEDE 2006]. Im Jahr 1995
stellt TERNES eine Gleichverteilung von Lutein und Zeaxanthin in den Lipoproteinen

von Plasma und Granula heraus [TERNES 1995].

2.1.2 Klassifizierung von Hihnereiern nach Qualitat und Gewicht
Aufgrund einer EU-weiten Regelung ist eine Einteilung von Huhnereiern nach
Qualitat und Gewicht moglich [EUROPA 2008b]. Demnach ergeben sich die drei
Guteklassen , A", ,A extra“ und ,B".

Eier der Giteklasse , A" mussen die folgenden Merkmale aufweisen:

» Schale und Deckschicht: sauber, unbeschéadigt, von normaler Form,

» Luftkammer: unbeweglich, nicht tiber 6 mm dick,

e Dotter: beim Durchleuchten nur schattenhaft, beim Drehen des Eies nicht
wesentlich von der zentralen Lage abweichend,

» Eiklar: klar und durchsichtig,

» Keim: Entwicklung nicht sichtbar,

« Fremde Ein- und Auflagerungen: nicht zulassig,

* Fremdgeruch: nicht zulassig.

Zum Ausloben der Eier als Guteklasse ,A extra® missen mindestens die Kriterien
zum Erzielen der Guteklasse ,A” erreicht werden, jedoch darf die Luftkammer nicht
dicker als 4 mm sein, was einen Hinweis auf besonders frische Eier darstellt.
Huhnereier der Giteklasse ,B“ erfillen keine bzw. nicht alle Merkmale, die zum
Ausloben der Guteklasse ,A* berechtigen, und werden als Industrieeier bezeichnet.
Eier der Guteklassen ,A* und ,A extra® werden unter dem Begriff ,Konsumeier®
zusammengefasst und nur sie durfen direkt an den Endverbraucher unter Auslobung
der Gewichtsklasse verkauft werden. Tabelle 2-2 bietet einen Uberblick tiber die in

der EU vorgeschriebenen Gewichtsklassen von Konsumeiern.

2.1.3 Inhaltsstoffe des Huhnereies
Ausschlaggebend fir die zahlreichen Verwendungsmaglichkeiten von Eiern ist deren

ernahrungsphysiologischer Wert, Bekémmlichkeit und Schmackhaftigkeit. Tabelle 2-3
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gibt

einen Uberblick Uber

die quantitative Verteilung von

Makro-

Mikron&hrstoffen in je 100 g Hihnervollei, Hiihnereigelb und Hiuhnereiklar.

in Anlehnung an SCHLATTERER 2006, MAJCHRZAK 1997und OLLILAINEN 1989

und

Tab. 2-2: Sortierung von Eiern der Klassen ,A" und LA extra“ nach Gewicht (nach E  uropPA
2008b)

Gewichtsklasse Gewicht

XL (sehr grof3) 2739

L (groR) 263gbis<73g

M (mittel) 253 gbis<63g

S (klein) <53¢

Tab. 2-3: Mittelwerte ausgewahlter Eibestandteile i n 100 g essbarer Anteil ohne Schale
(nach T ERNES 2005, BELITZ 2004, Souci 2000)
Bestandteil MaR3- Hihner- Hahner- Hihner-
einheit vollei eigelb eiklar

Wasser g 74,4 50,0 87,3
Protein (N x 6,25) g 12,8 16,1 11,1
Fett g 11,3 31,9 0,2
- gesattigte Fettsauren g 4,0 12,0 0,1
- mehrfach ungesattigte Fettsauren g 2,2 6,4 Spuren
Kohlenhydrate g 0,7 0,3 0,7
Mineralstoffe g 1,0 1,7 0,7
- Natrium mg 144 51 170
- Kalium mg 147 138 154
- Calcium mg 54 140 11
- Kalium mg 2 7,2 0,2
- Phosphor mg 214 590 21
Vitamin A (Retinol) Mg 270 881 Spuren
Vitamin D Mg 29 5,6
Gesamt-Tocopherole Mg 2300 6500 0
Vitamin K Mg 8,9
Vitamin B12 Mg 1,9 159 0,1
Vitamin B1 Mg 100 290 0,02
Vitamin B2 Mg 408 400 320
Cholesterin g 0,40 1,26
Gesamtphospholipide g 3,51 10,3
Gesamtcarotinoide® mg 1,0-1,5 1,5-3,5
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Aufgrund der jeweiligen Zusammensetzung ergeben sich fur je 100 g Hihnervollei,
Huhnereigelb und Hihnereiklar Energiegehalte von 646 kJ, 1459 kJ und 208 kJ.

Uber den Gesamtcarotinoidgehalt in Hihnereiern lassen sich in der Literatur
unterschiedliche Angaben finden. Dies liegt vor allem darin begriindet, dass in den
zugrundeliegenden Studien, je nach Studienschwerpunkt oder Verfligbarkeit von
Standardsubstanzen, oftmals nur ausgewahlte Carotinoide quantifiziert werden. Da
die Haltungsform der Legehennen einen entscheidenden Einfluss auf das
Vorkommen und die Quantitat der Carotinoide im Huihnerei hat, wird dieser Aspekt

im Folgenden néher betrachtet.

2.1.4 Legehennenhaltung

2141 Arten der Legehennenhaltung in Deutschland

Mit der Neufassung der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung vom 22. August 2006
[TIERSCHNUTZTV 2006], welche sogar Uber die in der Richtlinie 1999/74/EG [EUROPA
1999a] genannten Mindestanforderungen hinausgeht, werden die Anforderungen fur
die Legehennenhaltung in Deutschland geregelt. Demnach ist die Kafighaltung in
Deutschland nur noch voriibergehend bis zum 31.12.2020 zuldssig. Eine
Inbetriebnahme von Kéfigbatterien ist in Deutschland nicht mehr mdéglich, egal ob es
sich um ausgestaltete Kafige mit 750 cm? je Henne mit Sitzstange, Nest und Einstreu
oder um herkémmliche Kafige mit 450 cm? oder 550 cm? je Henne handelt. Ab dem
01.01.2009 ist in Deutschland eine horizontale Kéfigflache von mindestens 750 cm?
je Henne vorgeschrieben [TIERSCHNuTzTV 2006]. Im Unterschied dazu sind laut
Richtlinie 1999/74/EG [EUROPA 1999a] europaweit bis zum 31.12.2011 horizontale
Kafigflachen von mindestens 550 cm? je Henne erlaubt und erst ab 01.01.2012

Kafigflachen von mehr als 750 cm? je Henne obligatorisch.

Die Bodenhaltung von Legehennen erfolgt in Kleingruppen in einer abgegrenzten

Stallflache mit einem Auslauf- und einem Nestbereich. Dabei sind maximal 9 Tiere
pro m? Bewegungsflache zulassig. Der Stall muss komplett tiberdacht sein. Aus
Okonomischen Grunden kann die Bodenhaltung auch in maximal 4 Etagen mit
mindestens 45 cm lichtem Abstand Ubereinander erfolgen — es wird dann von
Volierenhaltung gesprochen. Zu den Anforderungen der Bodenhaltung gehort
beispielsweise, dass mindestens ein Drittel der Bodenflache mit Streumaterial
bedeckt sein muss und erhohte Sitzstangen zur Ausbildung der Hackordnung

vorhanden sein missen.
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Bei der Freilandhaltung gelten an den Stall die gleichen Anforderungen wie bei der

Bodenhaltung. Der Auslauf muss so beschaffen sein, dass zum einen ausreichend
Unterschlupfméglichkeiten zum Schutz vor widrigen Witterungsbedingungen und
Raubtieren, insb. Greifvogeln, gegeben und zum anderen geeignete Wassertrdnken
verfugbar sind. Pro Legehenne ist bei der Freilandhaltung eine Auslaufflache von

mindestens 4 m? vorgeschrieben [EuRoPA 2001].

Die Mindestanforderungen an die Erzeugung von biologischen Produkten und deren

Kennzeichnung werden europaweit und allgemein durch die EU-Verordnung
834/2007 geregelt [EUROPA 2007], welche die bis dahin giltige EU-Verordnung
2092/91 ersetzt. Etwa zwei Drittel der in Deutschland biologisch erzeugten Eier
werden nach privatwirtschaftlichen Richtwerten und Standards der 0Okologischen
Anbauverbénde erzeugt. Die Regelungen dieser Anbau- und Produktionsverbande
gehen oftmals Uber die in der EU-Verordnung 834/2007 genannten Forderungen
hinaus [vTI 2008]. Bereits im Jahr 2001 wird zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit
in Deutschland insb. fur die Konsumenten ein einheitliches Bio-Siegel eingefihrt.
Durch Erteilung des Siegels wird konstatiert, dass die Produktion und deren Kontrolle
nach den Vorgaben der EU-Verordnung 2092/91 (jetzt: EU-Verordnung 834/2007)
erfolgen. Damit ein Eiproduzent die von ihm erzeugten Eier mit dem Bio-Siegel des
deutschen Verbraucherschutzministeriums fur Produkte des 6kologischen Landbaus
ausloben kann, mussen beispielsweise folgende Kriterien erfillt sein:

Kafighaltung ist nicht erlaubt,

« jedes Huhn erhalt mindestens 4 m? Auslauf mit Strauchern und Gras,

* Madoglichkeiten zum Scharren fur die Hihner,

e Einhaltung des naturlichen Tag- und Nachtrhythmus,

* Verbot des Einsatzes vorbeugender Antibiotika,

* Futtermittel stammen Uberwiegend aus dkologischem Anbau,

* Verbot des Zusatzes von synthetischen Farbstoffen und Antibiotika zum
Futter,

* Verbot der Anwendung von Gentechnik.

Wahrend im Jahr 1997 ca. 89,7 % aller Haltungsplatze von Legehennen in
Deutschland in der Kafighaltung zu finden sind, sind es im Jahr 2008 nur noch
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62,1 % mit weiterhin fallender Tendenz [STABuU 2009, STABu 2008]. Im Gegensatz
dazu steigen im selben Zeitraum die Haltungspléatze von Legehennen aller anderen
Haltungsformen grundsatzlich an, was unter Einbezug der Tatsache, dass Eier ein
vergleichsweise preislich ginstiges Lebensmittel darstellen, mit einem verstarkten
Bewusstsein der Konsumenten fir tierschutzrechtliche Aspekte begriindet werden
kann. Fur die Anzahl der Haltungsplatze in der o©kologischen Erzeugung wird
spatestens bis zum Jahr 2011 von einer Verdopplung bis Verdreifachung auf etwa
4 Millionen bis 6 Millionen ausgegangen [vTI 2008]. Eine Ubersicht tiber den Verlauf
der Anzahl der Haltungsplatze von Legehennen in Deutschland in den einzelnen

Haltungsformen wahrend der letzten Jahre bietet Abbildung 2-2.

45 -
40 4 — —
] — m
354 [ | || || | |
] B Okologische Erzeugung !
E' 30 ~ Bl — || O Freilandhaltung®
g o5 ] O Bodenhaltung
[%)] 7 —
g O Kéafighaltung
£ 20 1
T
S 15 | " bis 2006 i.d.R.
> .
= bei Haltungsform
Freilandhaltung
10 2 . . .
inclusive frihere
5 intensive Auslauf-
| haltung
O T T T T T T 1
1997 2004 2005 2006 2007 2008
Jahr
Abb. 2-2: Haltungsplatze von Legehennen in Deutschl and nach Haltungsform (nach
STABU 2008 und S TABU 2009)
2.1.4.2 Kennzeichnung von Konsumeiern

Seit dem 01.01.2004 ist in der EU eine einheitliche Kennzeichnung von Konsumeiern
vorgeschrieben, welche durch EU-Verordnung 2052/2003 [EUROPA 2003a] geregelt
wird. Demnach ist jedes Konsumei mit einem Erzeugercode zu versehen, aus dem
die Kennnummer des Erzeugerbetriebes und die Art der Legehennenhaltung
abgeleitet werden kann. In die Praxis umgesetzt wird dies durch das Stempeln eines
jeden Konsumeies unter Verwendung des in Abbildung 2-3 gezeigten
Stempelschemas mit lebensmittelechter, kochstabiler und migrationsarmer Farbe.
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0-DE-1234567

T —— Stallnummer
Haltungsform:
0 = okologische Erzeugung Betriebsnummer
1 = Freilandhaltung
2 = Bodenhaltung
3 = Kaéfighaltung

Herkunftsland:

AT Osterreich
BE = Belgien

DE = Deutschland
NL = Niederlande

Abb. 2-3: Stempelschema zur Kennzeichnung von Konsu meiern in der EU

2.1.4.3 Einflussfaktoren auf Distribution und Quant  itat der
Xanthophylle im Eigelb

Da Carotinoide nicht von Tieren synthetisiert werden koénnen, beruht auch die
Farbung des Eigelbes ausschliel3lich auf der Einlagerung von Uber das Futter
zugefihrten Farbstoffen. Die Zusammensetzung des Futters korreliert wiederum
stark mit der Haltungsform der Legehennen (vgl. Kapitel 2.1.4.1). Die im Futter
naturlich enthaltenen und zugesetzten, meist synthetischen Carotinoide werden von
der Legehenne aufgenommen, mitunter modifiziert, im Gewebe gespeichert und je
nach Carotinoid zu einem entsprechenden Anteil ins Ei transferiert. Die Lutein-
Transferrate vom Futter ins Eigelb ist beispielsweise stark abhéngig von der
Konzentration im verwendeten Futter und sinkt signifikant bei steigender
Konzentration. Im Jahr 2004 stellt LEESON Transferraten von ca. 10 % ins Ei bei
einem Luteingehalt von 126 ppm und von ca. 2 % bis 3 % bei einem Luteingehalt von
451 ppm im Futter fest [LEESON 2004]. Als entscheidender Faktor fir die
Transferraten von Carotinoiden vom Futter ins Blut der Legehenne und von dort Gber
das Fettgewebe ins Ei kann deren Polaritat angesehen werden. So findet NA im Jahr
2004 in diversen Futterungsversuchen heraus, dass die relativ polaren Xanthophylle
B-Apo-8’-Carotinsaureethylester und Canthaxanthin 3-fach bis 11-fach hodhere
Absorptionsraten vom Futter ins Blut der Legehenne haben als g-Carotin, jedoch bei

der Translokation vom Blut ins Gewebe ein dazu reverser Effekt auftritt [NA 2004].
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Des Weiteren stellt NA heraus, dass selbst das alleinige Verfuttern von 300 mg
B-Carotin pro kg Futter keinen signifikanten Einfluss auf die Dotterfarbe des Eies hat.
Im Gegensatz dazu bereits flhrt das alleinige Verfiuttern von je 50 mg B-Apo-8°-
Carotinsaureethylester und Canthaxanthin pro kg Futter zu einer deutlich
intensiveren Farbgebung des Dotters.

Analytische Nachweise mittels HPLC zur Bestimmung des Einflusses von der Art des
Futters und der Haltungsform auf Distribution und Quantitéat der Xanthophylle im
Eigelb erbringen beispielsweise MAJCHRzAK im Jahr 1997 und SCHLATTERER im Jahr
2006 [SCHLATTERER 2006, MAJCHRZAK 1997]. Eine Ubersicht liber die von MAJCHRZAK
1997 und ScHLATTERER 2006 ermittelten Carotinoidgehalte bieten die Tabellen 2-4

und 2-5.

Tab. 2-4: Carotinoidgehalte von Hihnereiern verschi  edener Haltungsformen in  pg/100 g
Vollei + Standardabweichung (nach M AJCHRzAK 1997)
Haltungsform
Carotinoid Freilandhaltung Bodenhaltung Kafighaltung
Lutein 553,4+179,5 |246,8+53,4 |3740+715
Zeaxanthin 452,7+124,2 | 1759+90,9 |258,9+62,3
Canthaxanthin | 132,4 £43,5 88,9 +£20,8 68,3 £ 16,9
Cryptoxanthin 20,0 +£3,5 12,9+3,6 n. n.
n. n. nicht nachweisbar
Tab. 2-5: Carotinoidgehalte von Huhnereiern verschi  edener Haltungsformen und
Eiproduzenten in ug/100 g Eigelb + Standardabweichung (nach S CHLATTERER
2006)
Haltungsform
Xanthophyll Oérglggésucnhge Fhrgli'lagg- Bodenhaltung Kéfighaltung
Lutein 1764,1 +430,0 | 748,9 £262,4 541,0 £ 275,6 410,6 £ 375,0
Zeaxanthin 1021,4+199,5 | 325,4+84,4 222,0+81,1 398,2 +£138,7
Canthaxanthin n.n. 620,0 + 268,2 873,7 +277,6 615,7 £ 263,0
A 'Apc?'slf n.n. 707,4+236,4 | 809,5+5257 | 669,4+338,5
Carotinsaureethylester
Citranaxanthin n. n. 502,6 + 294,2 676,01+ 0 n. n.
B-Cryptoxanthin 82,5+14,6 n. n. n. n. 68,80

n. n. nicht nachweisbar
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Es wird ersichtlich, dass die Haltungsform einen unmittelbaren Einfluss auf die
Zusammensetzung des Futters und somit auf die Art und Quantitat der im Eigelb
enthaltenen Carotinoide hat. Aus den von SCHLATTERER (vgl. Tabelle 2-5) ermittelten
Xanthophyllgehalten von Eiern aus 6kologischer Erzeugung, erkennbar am Bio-
Siegel nach Oko-Kennzeichenverordnung [OKOKENNZV 2005], lasst sich ableiten,
dass zur Erzielung der gewlnschten Dotterfarbe aufgrund des Verbotes des
Einsatzes synthetischer Farbstoffe nur die natirlich in Getreide und Gras
vorkommenden gelb farbenden Xanthophylle Lutein, Zeaxanthin und B-Cryptoxanthin
in Frage kommen. Daruber hinaus besteht prinzipiell bei der 6kologischen Erzeugung
zum Erzielen von Rot- und Orangetdnen im Eigelb die Mdglichkeit der Verfltterung
von stickigen oder gemahlenen Gemuseresten. Eigelbe von Eiern aus 6kologischer
Erzeugung sind folglich oftmals kraftig gelb bis gelborange geféarbt, Eigelbe von Eiern
aus Freiland-, Boden- und Kafighaltung durch die Zuflitterung von kostengiinstigen

synthetischen Rot-Farbstoffen oftmals gelborange bis orange.

Der Nachweis von Z-lsomeren der Xanthophylle in Eiern und Eiprodukten ist, im
Gegensatz zu den bekannteren all-E-Formen, bislang nur sporadisch erbracht. In
einer aktuellen Studie aus dem Jahr 2009 belegt PERRY zwar, dass in rohem Eigelb
ca. 14 % des Gesamtluteins und ca. 12 % des Gesamtzeaxanthins von den
entsprechenden Z-lsomeren gestellt werden, benennt jedoch keine konkreten
Z-Verbindungen [PERRY 2009].

Eine in diesem Zusammenhang zu sehende weitere wichtige Einflussgrof3e stellt die
gewinschte Dotterfarbe dar, welche einfach mit Farbfachern der Firmen DSM und
Roche mit Skalen von 1 (blassgelb) bis 15 (orangerot) bestimmt werden kann
[VUILLEUMIER 1969]. Zur Erzielung des gleichen Farbwertes muss von den
natirlichen Xanthophyllen mindestens die dreifache Menge der synthetischen
Pigmente eingesetzt werden. Hohere Farbwerte als 11 (Roche yolk color fan) sind
bei ausschliel3licher Futterung mit nattrlichen Xanthophyllen aber nahezu unmdglich
[SANTOS-BOCANEGRA 2004].

Wahrend in Nordeuropa tendenziell blassgelbe bis gelbe Dotterfarben praferiert
werden, sind es in Mittel- und Stdeuropa eher gelbe, gelborange und orange
Dotterfarben [BLANCH 2000]. Aber auch innerhalb Deutschlands existiert ein
determinierbares Gefalle: wahrend in den nordlichen Bundesléandern eher blassgelbe
und gelbe Dotterfarben bevorzugt werden, sind es in Siddeutschland eher gelbe bis

orange Farbtone. Obwohl in den Niederlanden weniger intensive, gelbliche Farbtone
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bevorzugt werden, werden den zum Export bestimmten Eiern und je nach

Bestimmungsregion oftmals intensivere Dotterfarben eingestellt [vTI 2008].

2.1.4.4 In der EU fur die Fiatterung von Legehennen zugelassene
Carotinoide
Der rechtliche Rahmen zur Verwendung von Carotinoiden im Futter von Legehennen
ist durch die EU-Verordnung 1831/2003 Uber Zusatzstoffe zur Verwendung in der
Tierernahrung vorgegeben [EUROPA 2003b], welche die EU-Richtlinie 524/1970 uber
Zusatzstoffe in der Tiererndhrung erganzt [EUROPA 1970]. Im Amtsblatt der EU
wiederum werden alle erlaubten Futtermittel-Zusatzstoffe in einer offenen Positivliste
namentlich aufgefihrt. Laut aktueller Liste ist das Zuflttern von acht Carotinoiden in
der Legehennenhaltung unter Beachtung der genannten Hochstmengen, welche zum
Schutz der Gesundheit von Mensch und Tier dienen, erlaubt [EUROPA 2004]. Dabei

handelt es sich um die in Tabelle 2-6 aufgeflhrten Substanzen.

Tab. 2-6: Erlaubte Carotinoide zur Verwendung als F uttermittel-Zusatzstoffe fur

Legehennen und deren Héchstmengen in mg/kg Alleinfu ttermittel (nach E UROPA
2004)

Carotinoid Chemische Formel Hochstgehalt [mg/kg Alleinfuttermittel]

Capsanthin (E 160c) CaoHs605 80?

B-Apo-8 -Carotinal (E 160e) C30H400 80?

B-Apo-8’-Carotinséure- CosHaiOs 80°

Ethylester (E 160f)

Lutein (E 161b) CoHs605 80?2

Zeaxanthin (E 161h) CoHs605 80?2

Canthaxanthin (E 1619) CoHs,0, g?

Cryptoxanthin CaoHs60O 80?

Citranaxanthin (E 161i) Ca3H40 80?

% allein oder zusammen mit anderen Carotinoiden und Xanthophyllen

Zur Gewahrleistung eines hoheren Schutzes der Verbrauchergesundheit erlasst die
EU mit Verordnung 775/2008 [EUROPA 2008a] Ruckstandshochstgehalte fir den
Futtermittelzusatzstoff Canthaxanthin zusétzlich zu den in der EU-Richtlinie 7/2003
enthaltenen Bedingungen [EUROPA 2003c]. Demnach sind nicht mehr als 30 mg
Canthaxanthin pro Kilogramm Eigelb (Feuchtgewebe) erlaubt. Als Grund fur den
vergleichsweise niedrigen Hochstgehalt von 8 mg Canthaxanthin pro kg Alleinfutter-

mittel und die Einfihrung eines RuUckstandshochstgehaltes fur Canthaxanthin in
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frischem Eigelb kann angefiihrt werden, dass es bei einer hohen Aufnahme dieses
Pigmentes zu einer Ablagerung in der Retina des Auges mit anschlieRender
Verschlechterung der Sehkraft kommen kann [GORALCzYK 2000, ARDEN 1991]. Die
biochemischen Hintergrinde dafir werden in einem aktuellen Review-Artikel
zusammengefasst [Suiak 2009]. Fur die anderen in Tab. 2-6 aufgefiihrten
Carotinoide werden seitens der Europaischen Behorde fir Lebensmittelsicherheit
(EFSA) keine Bedenken geéaulert [EFSA 2009, EFSA 2006].

2.1.5 Eiererzeugung und Eierkonsum in Deutschland

Auf den weltweiten Huhnerbestand des Jahres 2007 mit ca. 17,25 Mrd. Tieren
entfallen nur ca. 108 Mio. auf Deutschland, was einem Anteil von etwa 0,6 %
gleichkommt. Bei europaweiter Betrachtung (EU-27) fallt auf, dass, trotz eines
Anteiles von 7,5 % am weltweiten Bestand an Hiuhnern, immerhin 9,7 % der weltweit
erzeugten Eier aus der EU stammen [LEL 2009]. Dies spricht fur die hohe
Produktivitat der europaischen und somit auch deutschen Eiererzeuger. Der
Selbstversorgungsgrad (SVG) fur Eier liegt in der EU bei 101 %. Wahrend Lander
wie die Niederlande, Lettland, Spanien, Finnland, Polen und Belgien/Luxemburg im
Jahr 2007 Selbstversorgungsgrade von = 110 % aufweisen, befindet sich
Deutschland mit einem SVG von 67 % auf den hinteren Platzen. Mit einem Pro-Kopf-
Verbrauch (PKV) von 13,1 kg Eier/Jahr liegt Deutschland im Jahr bei europaweiter
Betrachtung im Mittelfeld (Spanne von 9,0 kg bis 18,0 kg Eier/Jahr) [LEL 2009]. Den
Verlauf Uber die erzeugten Mengen an Eiern und die Entwicklung des Pro-Kopf-
Verbrauches der letzten Jahre zeigt Abbildung 2-4. Demnach geht die
Erzeugungsmenge des Jahres 2000 von ca. 14 Mrd. Stuck auf ca. 12 Mrd. Stick im
Jahr 2007 zurtck. Der Pro-Kopf-Verbrauch sinkt im selben Zeitraum von 223
Eier/Jahr auf 210 Eier/Jahr.

Nur 53 % der im Jahre 2007 von den deutschen Haushalten erworbenen Eier werden
als Schaleneier gekauft. Die anderen 47 % kauft der deutsche Konsument in Form
von Eiprodukten, in Nahrungsmitteln verarbeiteten Eiern und im Aul3er-Haus-Verzehr
[LEL 2009]. Aufgrund der geringen Haltbarkeit, aber auch aus Kostengriinden, setzt
die Nahrungsmittelindustrie, z. B. die Backwaren- und Nudelindustrie, verstarkt auf

Produkte aus Eiern, insb. vorbehandeltes Flissigei und Eigelbpulver.
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Abb. 2-4: Entwicklung des deutschen Eiermarktes in den Jahren 1992-2007 (modifiziert

nach LEL 2009)

2.2 Eiprodukte

Die BRD stellt bei weltweiter Betrachtung einen der attraktivsten Markte fir
Veredelungsprodukte dar und gilt, nach Frankreich, als gréf3ter Exporteur von
Trockeneigelb [vTI 2008]. Durch die Umsetzung der Tierschutz-Nutztierhaltungs-
verordnung (vgl. Kapitel 2.1.4.1) wird in den nachsten Jahren fur Deutschland unter

anderem mit folgenden Konsequenzen gerechnet [WINDHORST 2003]:

» Selbstversorgungsgrad fir Eier wird sich auf etwa 35 % halbieren,
« bei vorausgesetztem, gleichbleibendem Pro-Kopf-Verbrauch werden die Eier-
Importe von ca. 4,8 Mrd. Stiick auf 10,8 Mrd. Stiick steigen.

Ausgehend von einer wachsenden Bedeutung von Convenience-Produkten, was
beispielsweise am deutlich gestiegenen Einsatz von getrockneten Volleiprodukten in
der Lebensmittelindustrie in den letzten Jahren festgemacht werden kann [FRANKE
2002], wird auch in den kommenden Jahren mit steigenden Produktionsmengen fur
Eiprodukte gerechnet [vTI 2008]. Abbildung 2-5 bietet einen umfassenden Uberblick
Uber die auf dem Markt erhéltlichen Eiprodukte.
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Eischalen

Isolate

\

Ganze Eier (gekocht,
gefarbt, geschalt),
Soleier

Eiergerichte aus gefrorenen
oder fliissigen, pasteurisierten
Eiprodukten

Abb. 2-5:

Uberblick Eiprodukte (modifiziert nach

Vollei
- getrocknet
- flissig, pasteurisiert

Eiklar

- getrocknet

- flissig, pasteurisiert
- gefroren

Eigelb
- getrocknet

- flissig, pasteurisiert
- gefroren (meist gezuckert
oder gesalzen)

VTl 2008)

Neben der Farb- und Geschmacksgebung werden Eiprodukte insb. wegen ihrer

technofunktionellen Eigenschaften in zahlreichen Lebensmitteln eingesetzt. Einen

Einblick in typische Anwendungen von ausgewahlten Eiprodukten gewéhrt Tabelle

2-7.
Tab. 2-7: Anwendungsgebiete von ausgewahlten Eiprod  ukten (modifiziert nach  vTI 2008)
Eiprodukt Anwendungen

Vollei (pasteurisiert)

Teigwaren, Backwaren, Eierstich, Rihreier,
Créme brilée, Bindemittel fir Farcen und
Crémes

Trockenvollei
(1 Teil Pulver wird mit 3 Teilen Wasser geldst)

Backwaren z. B. ready-for-use, in Pulver fur
Pfannkuchen

Eigelb (pasteurisiert)

Mayonnaise, Backwaren, aufgeschlagene
Saucen (z. B. Sauce Hollandaise)

Trockeneigelb
(1 Teil Pulver wird mit 1,2 Teilen Wasser gelost)

Backwaren, Nudeln, Mayonnaise, Eiblock
(Meterei), Suppen, Speiseeis

Eiklar (pasteurisiert)

Fleischwarenindustrie, Backereien,
Schokolade, SuRwaren, Nougat,
vorbehandeltes Eiklar fiir Eierschnee, Baiser,
zum Klaren von Briihen

Eiklar (kristallin)
Eiklar (spriihgetrocknet)

Industrien (Lederwaren, Kronkorken, Leim),
Eierschaumwaren (Schaumkiisse)
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221 Vollei

Flissiges Vollei wird als Lockerungs- und Bindemittel in zahlreichen Speisen, z. B.
Backwaren und SiURspeisen, als Rezepturbestandteil eingesetzt. Zudem tragt es
malgeblich zum Wohlgeschmack und zur Farbe bei. Zur industriellen Verwendung
und Abtétung von Keimen wird flissiges Eigelb bei etwa +62 T bis +66 T
pasteurisiert, die HeiRhaltezeit bewegt sich dabei zwischen 90 und 180 Sekunden.
Bei exakter Prozessfuhrung ist flissiges pasteurisiertes Vollei, im Vergleich zu
frischem Ei, ohne jegliche Qualitatseinbul3e zu verwenden. Neben gekochten Eiern
und Eierrollen (Meterei) zahlen insb. tiefgekihlte Convenience-Produkte, wie
Omelettes, Eierstich und Eierpatties, zu den bekanntesten Produkten auf Volleibasis.
Die Convenience-Produkte unterscheiden sich mittlerweile sensorisch kaum mehr
von frischen Eierzubereitungen [vTI 2008].

Volleipulver weist, je nach Herstellerangabe, mit 12 bis 36 Monaten eine deutlich
verlangerte Haltbarkeit auf und stellt fir die Produzenten eine grol3e
Herausforderung dar. Im Jahr 2002 kommt FRANKE zu dem Ergebnis, dass bereits
geringe Anderungen der Parameter bei der Spriihtrocknung von Vollei einen
entscheidenden Einfluss auf die spateren technofunktionellen Eigenschaften des
Produktes haben koénnen [FRANKE 2002]. Eine gezielte Ausnutzung der
Trocknungsbedingungen und auch eine mikrobielle und enzymatische Einwirkung
wahrend des Herstellungsprozesses von Volleipulver kdnnen zu einer Optimierung

von Folgeprodukten bzgl. ihrer Textur und Haltbarkeit flihren [TERNES 1994].

2.2.2 Eigelb

Flissiges, getrocknetes und gefrorenes Eigelb wird aufgrund seiner positiven
Geschmacksbeeinflussung und technofunktionellen Eigenschaften, wie beispiels-
weise Emulsions- und Schaumbildung, Konsistenzgebung, Klebemittel und
Farbgebung, bei der Zubereitung vieler Gerichte sehr geschéatzt. Die Pasteurisation
von Eigelb muss stets genau uberwacht werden, da bereits kleine Anderungen der
Temperatur einen entscheidenden Einfluss auf die Struktur diverser Eigelbproteine
haben (Denaturierung). Wéahrend bei Temperaturen von unter +65 T mit keiner
negativen Beeinflussung zu rechnen ist, I6sen Temperaturen von +66 C bis +72 C
die Denaturierung erster Proteinfraktionen (Livetine) unter Bildung eines Netzwerkes
aus. Temperaturen Uber +75 T fuhren zur Ausbildung eines schnittfesten Geles [VTI
2008]. Folglich wird Eigelb utblicherweise bei Temperaturen von +61 T bis +68 T

pasteurisiert, die Heil3haltezeiten liegen zwischen 30 und 120 Sekunden. Bei
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aseptischer Verpackung und Lagerung bei +4 T ist eine Haltbarkeit von bis zu 6
Wochen méglich [TERNES 2005].

Spriuhgetrocknetes Eigelbpulver weist nach Herstellerangaben eine Haltbarkeit von
bis zu 24 Monaten auf [MIELKE 2008]. Dessen technofunktionelle Eigenschaften,
insb. das Schaumbildungs- und Emulgiervermdgen, sind aufgrund des thermischen
Einflusses wahrend der Trocknung jedoch deutlich schlechter. Eine enzymatische
Vorbehandlung des zu trocknenden Eigelbes mit Phospholipase A fuhrt zu merklich
stabileren Folgeprodukten und ist mittlerweile vor allem bei der Herstellung von
Mayonnaise unverzichtbar [TERNES 1994]. Weitere typische Vertreter fur die
Verwendung von Eigelbprodukten sind Feinkostprodukte und Eierlikor. In den USA
sind cholesterinreduzierte Eigelbprodukte auf dem Markt, denen bei der Herstellung
mittels B-Cyclodextrinen oder Uberkritischem CO, das Cholesterin weitestgehend
entzogen wird.

Um beim Einfrieren von Eigelb die Ausbildung eines puddingartigen, die
technofunktionellen Eigenschaften der Inhaltsstoffe verandernden Geles zu
verhindern, ist ein schnelles Durchschreiten des Temperaturbereiches von —7 C bis
—18 T unerlasslich. Ein entsprechendes Sandwichpla ttenkontaktgefrierverfahren zur
Verhinderung der Gelbildung der LDL-Mizellen entwickelt JAEKEL im Jahr 2008
[JAEKEL 2008]. Durch Gefriertrocknung des so eingefrorenen Eigelbes ist, unter
Beachtung eines maximalen Wassergehaltes von 4 % bei der Temperaturerhéhung
bei Haupt- oder Nachtrocknung, eine Fixierung der hervorragenden techno-
funktionellen Eigenschaften von Eigelb mdoglich. Aus 6konomischen Grinden
erscheint die Gefriertrocknung von Eigelb jedoch nur fir hochpreisige Folgeprodukte
sinnvoll [KROELL 1989]. Des Weiteren besteht die Moglichkeit, die Gelbildung durch
Vorbehandlung des Eigelbes mit Lecithinase A oder proteolytischen Enzymen bzw.
durch Zusatze von 2 % bis 10 % Natriumchlorid oder 8 % bis 10 % Saccharose zu

hemmen oder gar zu verhindern [SCHUCHMANN 2005].

2.2.3 Eiklar

Flissiges und getrocknetes Eiklar wird vor allem wegen seiner schaumbildenden
Eigenschaften zur Herstellung von Baiser und Eischnee verwendet, wird aber auch
zur Bindung und Stabilisierung von zahlreichen Lebensmitteln eingesetzt. Die
Pasteurisation von Eiklar ist durch Temperaturen zwischen +56 € und +58 T und
HeiBhaltezeiten von 120 bis 180 Sekunden gekennzeichnet. Durch gezielte
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Pasteurisation, Aktivierung antimikrobiell wirksamer Proteine und aseptische
Verpackung ist eine Haltbarkeit von mehreren Monaten méglich [vTI 2008].

Die Spruhtrocknung ist das géngigste Verfahren zur Herstellung von Eiklarpulver und
mittlerweile soweit optimiert [LECHEVALIER 2007, HAMMERSH@J 2004], dass die
technofunktionellen Eigenschaften von frischem Eiklar weitgehend erhalten bleiben.
Bei luft- und lichtdichter Verpackung ist die Funktionalitat und die Qualitat der Pulver
Uber mehrere Jahre hinweg gewahrleistet [KROELL 1989]. Vor der Sprihtrocknung
wird das Eiklar zur Vermeidung von Maillardprodukten entzuckert und aus
Okonomischen Grunden auf einen Trockenmassegehalt von maximal 18 % bis 22 %
mittels Membran-/Ultrafiltration aufkonzentriert [VTI 2008]. Die Entzuckerung kann
durch drei Verfahren erfolgen: Fermentation mit Hefen, Fermentation mit Bakterien

und enzymatische Fermentation mittels Glucoseoxidase und Katalase [KROELL 1989].

2.2.4 Isolate aus Eigelb und Eiklar

In Eigelb und Eiklar kdnnen zahlreiche Minorkomponenten mit unterschiedlichsten
Wirkungen detektiert werden, deren Isolierung im Industriemalistab erfolgt. Zu den
bekanntesten Vertretern gehort Lecithin.

Pro Jahr werden in Europa mehr als 300 Tonnen Lecithin aus Eigelb gewonnen.
Allein in den Jahren zwischen 1995 und 2002 ist der Markt fur Eilecithin um tber
300 % gestiegen [vTl 2008]. Das gewonnene Lecithin wird zu 70 % in der
Lebensmittelindustrie eingesetzt und zu je 15 % im Klinischen Bereich und der
Kosmetikindustrie [LANGE 2007]. Darlber hinaus sind in den Eigelb-Livetinen
Immunglobuline enthalten, die in der Lage sind, die Aktivitat kariesverursachender
Mikroorganismen zu senken. Zudem werden die Lipoproteine des Eigelbes bei der
Kultivierung bestimmter tierischer Zellen zugesetzt. Aus dem Eigelb, aber auch den
Hagelschniren, kann N-Acetylneuraminsdure gewonnen werden, welche im
pharmazeutischen Bereich verbreitet eingesetzt wird [VTI 2008, HARTMANN 2001].

Zu den industriell bedeutsamsten Isolaten aus Eiklar z&hlen Lysozym, Conalbumin
und Avidin. Wahrend Lysozym aufgrund seiner Fahigkeit, bestimmte Polysaccharide
in den Zellwanden von Prokaryoten spalten zu konnen, vor allem in der
Kosmetikindustrie und bei der Produktion von Hartkdse als Konservierungsmittel
genutzt wird, dienen Conalbumin und Avidin speziell in der Chromatographie der
Bindung von Schwermetallen (Conalbumin) bzw. der Bestimmung von Biotin (Avidin)
[VTI 2008, HAYAKAWA 2008].
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Dartber hinaus sind zahlreiche weitere Ei-Minorkomponenten mit interessanten
Eigenschaften bekannt, deren industrielle Nutzung aber noch nicht vorangeschritten
ist. Dazu gehéren bestimmte Peptide mit blutdrucksenkender Wirkung bzw. Proteine
zur Herstellung von biologisch abbaubaren Kunststoffen [LOPEz-FANDINO 2006,
GUERRERO 2006].

2.2.5 Eischalen

Gemahlene Eischalen finden in der Zementindustrie als Calciumquelle Anwendung
und werden als kostengunstige Alternative zur Anreicherung von Tierfutter mit
Calcium eingesetzt. Des Weiteren existieren Konzepte zur energieeffizienten
Herstellung von hochreinem Kalk aus Eischalen unter Verwendung von Hockern
(Pappen zur Verpackung der Eier) als Brennmaterial [GODTHAAB 2008]. Ebenso
konnten in Zukunft bestimmte Eischalen-Membranproteine fir allem fir den Einsatz
im pharmazeutischen Bereich, z. B. Collagen Typ 1 und Collagen Typ 10, auch im
Industriemal3stab aus Eischalen isoliert werden; entsprechende Patente existieren
bereits (PCT/US98/05315, WO 98/41326). Eischalen-Membranen bestehen zu ca.

10 % aus Collagen.

2.3 Carotinoide

Der Begriff Carotinoide fasst eine Gruppe in der Natur vorkommender Farbstoffe
zusammen, die den ,sekundaren Pflanzenstoffen“ zugeordnet werden und deren
bekanntester Vertreter das S—Carotin ist. Uber 700 verschiedene Carotinoide, welche
aufgrund der enzymatischen Ausstattung nur von Pflanzen, Pilzen, Algen und
Bakterien synthetisiert werden konnen, sind bislang bekannt [CORTES 2004]. Zur
de novo-Synthese von Carotinoiden Uber die Bausteine Dimethylallylpyrophosphat
(DMAPP) bzw. Isopentenylpyrophosphat (IPP) und die Zwischenprodukte
Geranylgeranylpyrophosphat (GGPP), Phytoen, all-E-y-Carotin und all-E-Lycopin,
welches den Ausgangspunkt zur Synthese von all-E-a- und all-E-B-Carotin, aus
welchen wiederum all-E-B-Cryptoxanthin, all-E-Zeaxanthin, all-E-Lutein und
zahlreiche weitere Carotinoide hervorgehen, darstellt, sind zahlreiche Enzyme aus
der Gruppe der Synthasen und Desaturasen notwendig, die im Tierreich jedoch nicht
vorkommen.

Carotinoide sind fur die charakteristische Farbung von Laubbléattern verantwortlich,
welche im Herbst erst nach dem Abbau des dunkelgrinen Chlorophylls zum

Vorschein kommt. Des Weiteren tragen Carotinoide wesentlich zur Farbgebung
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zahlreicher Samen, Pollen und Frichte bei. So ist die rote Farbe von Tomaten im
Wesentlichen auf die Anwesenheit von Lycopin, und die orange Farbe von diversen
Citrusfrichten auf das gemeinsame Auftreten von Violaxanthin, Neoxanthin,
Cryptoxanthin und diversen Carotinen zurtickzufiihren [CORTES 2004].

DarlUber hinaus verleihen Carotinoide auch Blumen, z. B. Narzissen, ihre typische
Farbe und tragen im Tierreich wesentlich zur Farbgebung von Végeln (Grasmiicke,
Dompfaff, Kanarienvogel, Flamingo), Insekten (Marienkéafer) und Meeresbewohnern
(Krill, Krebs, Lachs) bei.

Carotinoide bestehen rein strukturell aus Kohlenwasserstoffketten und deren
Oxidationsprodukten. Es werden dabei die sauerstofffreien Carotine von den

sauerstoffhaltigen Xanthophyllen unterschieden.

2.3.1 Wirkungen

Die sicherlich bekannteste Wirkung von Carotinoiden ist die Wirkung als Provitamin
A. Jedoch kdnnen bei Weitem nicht alle Carotinoide nach der Aufnahme in die Darm-
Schleimhaut durch Oxygenasen im ersten Schritt in Retinal gespalten werden.
Voraussetzung fur die Spaltbarkeit in Retinal und somit fur die Wirkung als
Provitamin A ist das Vorhandensein eines unsubstituierten B-lonon-Ringes im
Carotinoid-Molekul. Dies trifft fir zahlreiche Carotine, insb. a- und B-Carotin, zu,
jedoch nur fur wenige Xanthophylle. In Tabelle 2-8 werden die Vitamin A-Aktivitaten

ausgewabhlter Carotinoide dargestellt.

Tab. 2-8: Vergleich der relativen Vitamin A-Aktivit &t ausgewabhlter Carotinoide mit der von
B-Carotin (modifiziert nach S ural 2001)

Carotinoid relative Vitamin A-Aktivitat [%]
B-Carotin 100
9-Z-B-Carotin 38
13-Z-B-Carotin 53

a-Carotin 50 - 54
y-Carotin 42 - 45
B-Cryptoxanthin 50 - 60
B-Apo-8”-Carotinal 66 - 72
Citranaxanthin 44 - 56
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Von den zur Filtterung von Legehennen acht zugelassenen Xanthophyllen (vgl.
Kapitel 2.1.4.4) sind allein B-Apo-8'-Carotinal, B-Apo-8 -Carotinsdureethylester,
Citranaxanthin und B-Cryptoxanthin als Substanzen mit Provitamin A-Wirkung zu
nennen. Lutein, Zeaxanthin, Canthaxanthin und Capsanthin zeigen keinerlei Wirkung
als Provitamin A, da sie keinen unsubstituierten B-lonon-Ring im Molekll aufweisen.
Abbildung 2-6 gibt einen Uberblick tiber die Strukturformeln aller acht zur Fitterung

von Legehennen zugelassenen Xanthophylle.

Trotz der grofRen Anzahl an bekannten Carotinoiden liegt bis zum jetzigen Zeitpunkt
nur der Nachweis von 25 davon und 9 daraus gebildeten Metaboliten im Kérper des
Menschen vor. Als bevorzugte Speicherorte sind dabei die Leber, das Fettgewebe
und das Blutserum zu nennen, und insb. fur die Xanthophylle Lutein und Zeaxanthin
das Auge [KHACHIK 2002].

Wahrend Carotinoiden im Pflanzenreich neben der Wirkung als Farbstoff zweifellos
eine entscheidende Rolle bei der Photosynthese zukommt, indem sie
Chlorophylimolekdle vor irreversibler Zerstérung durch Photooxidation schiitzen und
zudem am Energietransfer beteiligt sind, entfalten sie im Korper des Menschen
zahlreiche weitere Wirkungen [BRITTON 1995].

Dazu zahlen:

* moglicher Einfluss auf die Signalleitung auf zellularer Ebene [STAHL 2002,
STAHL 1997],

* mogliche anticancerogene Wirkung [LIAN 2006, GlovANNuUCCI 2002, MAYNE
1996],

* mogliche antioxidative Aktivitdten [GALANO 2010, BOHM 1998],

» Schutz der Haut vor UV-Strahlung [SIES 2004, HEINRICH 2003],

* moglicher Schutz vor altersbedingter Maculadegeneration (AMD) [CARPENTIER
2009, RHONE 2008].

Als Verursacher dieser Wirkungen werden in nahezu allen Fallen alleinig die
jeweiligen all-E-Formen der untersuchten Carotinoide hervorgehoben, Uber
physiologische Wirkungen von Z-Isomeren im Korper des Menschen liegen bislang,
wie ScHIEBER und UPDIKE betonen, keine Nachweise vor [SCHIEBER 2005, UPDIKE
2003]. Das mogliche Potenzial von Z-lsomeren belegen in vitro-Studien von

VENUGOPALAN und BOHM [VENUGOPALAN 2009, BOHM 2002], in welchen zum einen
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eine hohere Kapazitat von 9-Z-Canthaxanthin als von all-E-Canthaxanthin zur
Induzierung des Zelltodes bestimmter Macrophagen, und zum anderen drei Z-Isome-
ren von Lycopin eine signifikant hohere antioxidative Kapazitat (TEAC-Wert), im

Vergleich zu all-E-Lycopin, hachgewiesen wird.

Capsanthin

. CHO B-Apo-8”-Carotinal

B-Apo-8’-
Carotinséaureethylester

all-E-Lutein

all-E-Zeaxanthin

all-E-Canthaxanthin

B-Cryptoxanthin

Citranaxanthin

Abb. 2-6: Strukturformeln der zur Fitterung von Leg ehennen zugelassenen Xanthophylle

Die AMD ist eine Hauptursache fir irreversible Blindheit alterer Menschen. Neuere
Vero6ffentlichungen gehen davon aus, dass ungefahr 20 % der westlichen Bevol-
kerung im Alter von mehr als 65 Jahren an AMD leiden [KRINSKY 2003]. Die AMD,
u.a. klinisch nachweisbar durch eine stark verschlechterte Seh- und Kontrastscharfe
und Blutgerinsel im Auge, ist eine multifaktorielle Krankheit, bei deren Ausbruch

genetische und Umweltfaktoren eine Rolle spielen [AucusTiN 2009]. Zahlreiche
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Studien konstatieren einen protektiven Effekt einer Supplementation mit den
Xanthophyllen Lutein und Zeaxanthin, da offensichtlich hdéhere Konzentrationen
dieser Verbindungen im Blut mit einer vermehrten Ablagerung in der Retina des
Auges einhergehen in Verbindung mit einem niedrigeren Risiko, an AMD zu
erkranken [CARPENTIER 2009, RHONE 2008]. Der genaue Mechanismus, wie Lutein
und Zeaxanthin das Augengewebe vor oxidativen Einflissen schitzen, ist dabei
noch nicht geklart. Laut einer Verotffentlichung von STAHL aus dem Jahr 2005
kommen zwei mogliche Mechanismen in Betracht. Zum einen kénnten die Molekile
als Filter vor dem schéadigenden Blauanteil des Lichtes wirken, zum anderen als
Antioxidanzien fungieren zum Entscharfen reaktiver Sauerstoffspezies wie z. B.
Hydroperoxiden oder Superoxidradikal-Anionen [STAHL 2005]. Es muss jedoch betont
werden, dass nicht alle Carotinoide als protektive Substanzen zum Schutz vor AMD
in Frage kommen, zudem auch Studien existieren, die keinen Zusammenhang
zwischen Carotinoid-Supplementation und einem geringeren Erkrankungsrisiko

nahelegen [JOHNSON 2010, MARES-PERLMAN 2001].

2.3.2 Stoffeigenschaften

Im folgenden Abschnitt wird auf die Stabilitat und die chemischen Eigenschaften von
Carotinoiden eingegangen. Ebenso erfolgt eine kurze Betrachtung der Nachweis-
maoglichkeiten dieser Substanzen, welche sich aus den chemischen Eigenschaften
ergeben.

2.3.2.1 Stabilitat

Carotinoide gelten als vergleichsweise instabile Substanzen, die unter dem Einfluss
von Wéarme, Sauerstoff, Licht, S&dure und Metallionen (z. B. zweiwertiges Eisen und
Kupfer) abgebaut werden und dabei oftmals isomerisieren [MELENDEZ-MARTINEZ
2009, L1 2008, ZHAO 2005, LIAAEN-JENSEN 1997]. In der Natur liegen Carotinoide aus
Grinden der Stabilitat oftmals in der all-E-Konformation vor [HADDEN 1999, GAO
1996]. Aufgrund ihrer Polyenstruktur mit konjugierten Doppelbindungen wirken
Carotinoide als Radikalfanger und Antioxidanz und gehen dabei in verschiedene
Isomerisierungs- und Oxidationsformen Uber. Bei Lagerung von Carotinoiden, sei es
in Reinform oder als Bestandteil einer Lebensmittelmatrix, treten im Zuge der
Lagerung oftmals signifikante Verluste auf, was neben der Isomerisierung vor allem
mit einer Degradation der Moleklle begrindet werden kann [LIN 2005, SHEEHAN

1998]. EinflussgréfRen auf die Erhaltung von Carotinoiden kénnen neben der Zeit
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(Lagerdauer) die Lagertemperatur, Lichtverhaltnisse, pH-Wert und das
Vorhandensein von Antioxidanzien sein [SHI 1997]. Dass diese Einflussgro3en
zusammen nicht immer zu einem erwarteten Verlauf der Carotinoidgehalte flihren
missen, beschreibt CRAFT in einer Studie aus dem Jahr 1993 [CRAFT 1993].
Wahrend 12-monatiger Lagerung von Carotinoidmischungen ergeben sich bei
Betrachtung der Lagertemperaturen -20 € und +4 T keine signifikanten Unter-
schiede (P > 0,05) in den Gehalten an Lutein, Zeaxanthin, B-Cryptoxanthin, a- und -
Carotin und Lycopin. XIANQUAN konstatiert im Jahr 2005 sogar, dass, im Falle von
spruhgetrocknetem Tomatenpulver, niedrigere Temperaturen, ebenso wie sehr
niedrige Wasseraktivitats-Werte und Feuchtigkeits-Level, einen pro-oxidativen und
damit schadigenden Einfluss auf die Stabilitat von Lycopin haben kénnen und
begrindet dies unter anderem mit einer verbesserten Sauerstoff-Loslichkeit bei
niedrigeren Temperaturen [XIANQUAN 2005]. Laut AMAN kann wegen des komplexen
Isomerisierungsverhaltens die in einem System beobachtete Stabilitat jedes
einzelnen Carotinoides nicht ohne Weiteres auf eine andere Matrix Ubertragen
werden [AMAN 2005].

2.3.2.2 Chemische Eigenschaften und Nachweis

Bei rein chemischer Betrachtung handelt es sich bei Carotinoiden um unpolare
polymere Isoprenderivate, die im Reinstzustand Ublicherweise von fester, kristalliner
Struktur sind und Schmelzpunkte zwischen +130 € und +180 T aufweisen und
welche sich allesamt von einer Ausgangsverbindung mit der Summenformel C4oHsg,
dem Lycopin, ableiten lassen. Aufgrund von Hydrierung, Dehydrierung, Cyclisierung
bzw. der Inkorporation funktioneller Gruppen, wie Carbonyl-, Hydroxyl- und
Epoxygruppen, entstehen unzéhlige weitere Carotinoide mit unterschiedlicher
Polaritat und entsprechend unterschiedlichem Ld&slichkeitsverhalten. Xanthophylle
gelten dabei wegen ihrer oftmals vorhandenen Hydroxylgruppen als vergleichsweise

polar bzw. hydrophil, Carotine als unpolar bzw. lipophil (vgl. Abbildung 2-6).

Der Nachweis einzelner Carotinoide kann problemlos Uber die Nutzung eines
Fotometers erfolgen, da alle Carotinoide aufgrund zahlreicher konjugierter
Doppelbindungen im Molekil charakteristische Absorptionsspektren aufweisen.
Diese liegen typischerweise im nahen UV-Bereich bzw. visuellen Bereich (300 nm bis
500 nm). Liegen jedoch, wie es biologischen Matrices ublich ist, Gemische von

Carotinoiden vor [CORTES 2004, SHEEHAN 1998], ist zum Erzielen einer qualitativen
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und quantitativen Aussage eine Auftrennung der einzelnen Substanzen mittels HPLC
unerlasslich. Aufgrund einer zu geringen Selektivitat ist es dabei nicht sinnvoll,
HPLC-Saulen mit C18-Material zu nutzen, da oftmals schon die Trennung der
Stereoisomere Lutein und Zeaxanthin unbefriedigend ist. Die Nutzung spezieller
C30-Saulen erlaubt bei entsprechender Wahl und Kenntnis der Eluenten eine
problemlose Trennung der einzelnen Haupt-Carotinoide und auch deren Isomere

[SCHLATTERER 2006, SANDER 2000, DACHTLER 1998].

Um Carotinoide unterschiedlicher Polaritdt komplett aus Matrices zu extrahieren,
werden oftmals Loésungsmittelgemische auf Basis von Aceton, Hexan, Leicht-
Petroleum, Ethanol, Ethylacetat, Methanol, Trichlormethan, Wasser und tert-
Butylmethylether (TBME) in unterschiedlichen Zusammensetzungen und Mischungs-
verhaltnissen genutzt [SHEN 2009, ScCHLATTERER 2006]. Um reproduzierbare
Ergebnisse bei der Extraktion zu liefern, ist ein vollstandiges Herauslésen der
Carotinoide aus dem Probenmaterial notwendig, was oftmals an der Farblosigkeit
des Extraktionsrickstandes erkennbar ist. Der Einsatz von Ultraschall bei der
Extraktion, auch bei der Extraktion von Carotinoiden aus Eigelb, hat sich dabei in den

letzten Jahren eindrucksvoll bewahrt [Yue 2006, MASON 1996].

Da Xanthophylle in biologischen Matrices nicht nur ungebunden vorliegen, sondern
auch an andere Inhaltsstoffe assoziiert sind, z. B. verestert mit einer oder mehreren
Fettsaure(n), zahlt die Verseifung zu den typischen Prozessschritten im Rahmen der
Probenaufarbeitung carotinoidreicher Proben [PANFILI 2004]. Neuere Studien belegen
jedoch, dass dieser Prozessschritt aufgrund der Einflisse von Hitze, pH-Wert und
Sauerstoff zu einer signifikanten Degradation der Xanthophylle fuhren kann und
daher wohlbedacht eingesetzt werden muss [MuzHINGI 2008, LARSEN 2005]. Neben
der klassischen (zeitintensiven) Verseifung mittels wassriger Ldsungen von
Hydroxiden existieren auf dem Markt diverse Kurz-Anleitungen bzw. Verfahren und
Hilfsstoffe, z. B. basische Anionen-Austauscherharze, welche durchaus zu hervor-
ragenden Extraktionsresultaten fihren kdnnen, deren Einsatz aber auf die konkrete

Lebensmittelmatrix abgestimmt werden muss [LARSEN 2005, GRANADO 2001].

Aufgrund der Empfindlichkeit der Xanthophylle sollte die Probenaufarbeitung, insb.
die Extraktion, so wenig Zeit wie mdglich in Anspruch nehmen und dabei dennoch

vollstandig, zuverldssig und reproduzierbar sein. Der Einsatz von Ultraschall im
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Rahmen der Extraktion kann in diesem Zusammenhang einen sehr guten
Ansatzpunkt bieten, wenngleich bei inaddquatem Einsatz Degradations- und
Isomerisierungseffekte der Xanthophylle mdglich sind [ZHAO 2006]. In Abbildung 2-7
wird, stellvertretend fur alle Xanthophylle und anhand der Strukturformeln der am
haufigsten in der Natur vorkommenden geometrischen Isomere von Lutein, das

komplexe Isomerisierungsverhalten dargestellt.

HO OH OH

H
,\\\\\\\ A
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all-E-Lutein

13-Z-Lutein T S NS

HO OH

Abb. 2-7: Strukturformeln der am héufigsten in der Natur vorkommenden geometrischen
Isomere von Lutein

Bei der Absicherung der Ergebnisse der qualitativen und quantitativen Determination
von Xanthophyllen mittels HPLC hat sich die Kopplung an ein Massenspektrometer
bewahrt, da diese eine massenspezifische und sehr sensitive Detektionsmethode
reprasentiert [BubzikiEwicz 2005]. Bei der Identifikation von unbekannten Z-Isomeren
im Probenmaterial, aber auch beim Vorliegen geringster Mengen an Xanthophyllen
im  Probenmaterial ohne Aussicht auf Identifikation mangels fehlender
Standardsubstanzen bzw. sehr schwacher Absorptionsspektren, kann der Einsatz
der LCMS sehr hilfreich sein. Zudem kann der Nachweis einzelner hochlabiler
Verbindungen bzw. Substanzen mit identischer Molektilmasse, wie z. B. im Falle der
Konstitutionsisomere Lutein und Zeaxanthin, erst Uber den Nachweis charak-
teristischer Massenfragmente erfolgen [ABDEL-AAL 2007, SCHLATTERER 2006].
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Massenspektrometrische Untersuchungen von Carotinoiden gestalten sich oftmals
schwierig, weil deren lonisierbarkeit als schlecht einzustufen ist. Dies liegt in deren
hoher Labilitat und Flichtigkeit, aber auch in deren geringer Polaritat begrindet. Von
einer Eignung der lonisierungstechnik wird dann gesprochen, wenn auf der einen
Seite vergleichbar hohe Mengen an Eluenten verdampft werden kénnen (Flussraten
von mehr als 1,0 ml/min), auf der anderen Seite die unpolaren Analyten
weitestgehend ohne Fragmentierung ionisiert werden.

Zur Charakterisierung von Carotinoiden mittels LCMS sind prinzipiell die
Electrospray-lonisierung (ESI) und die Chemische lonisierung bei Atmospharendruck
(APCI) geeignet [EITENMILLER 2008], jedoch sind bei beiden Techniken polare
Molekile zur lonisierung der Carotinoide notwendig. Die ESI-Technik, welche
tendenziell besser zur Analyse polarer Substanzen, wie z. B. Flavonoiden [INBARAJ
2010] und Tocopherolen [BUSTAMANTE-RANGEL 2007], geeignet ist, und bei
Flussraten von 1 ml/min an ihre Grenzen stof3t, erfordert zudem den Zusatz
spezieller polarer Hilfsreagenzien, wie z. B. Eisessig oder Ammoniak [VAN BREEMEN
1995]. Die Nutzung der APCI-Technik macht hingegen keine polaren Additive
erforderlich. Das Vorhandensein der polaren mobilen HPLC-Phase mit Methanol und
Wasser im Eluentensystem reicht aus, um eine hervorragende lonisierung zu
erhalten [ABDEL-AAL 2007, SCHLATTERER 2006]. Ein weiterer grofRer Vorteil der APCI-
Technik liegt in der Anwendbarkeit von Flussraten von deutlich mehr als 1 ml/min. In
einer Studie aus dem Jahr 2008 zur Untersuchung der Carotinoid-Zusammensetzung
von Orangensaft findet beispielsweise eine Flussrate von 2,5 ml/min Anwendung
[Duco 2008].

Carotinoide weisen bei Betrachtung ihrer UV-Spektren oftmals eine sogenannte 3-
Finger-Konstellation auf (vgl. Abbildung 2-8). Unter diesem wird das gemeinsame
Auftreten eines Hauptmaximums (Bande IlI) und zweier Nebenmaxima verstanden,
wobei je eines bei niedrigerer (Bande I) und eines bei hoherer Wellenlange (Bande
[Il) auftreten. Das erste Nebenmaximum (Band I) kann unter Umstanden auch sehr
schwach ausgepragt und sogar nur als Schulter vorhanden sein. Aufgrund der Lage
der Banden I, 1l und 11l und vor allem der Verhaltnisse der Peakhéhen der Banden 1/11
und /1l sind Riickschlisse auf die Struktur des entsprechenden Carotinoids mdglich
(vgl. Tabelle 2-8). In seiner Dissertation aus dem Jahr 2001 fasst GLASER die
Regelungen, die fur die Feinstruktur und die Lage der Absorptionsbanden gelten, wie

folgt zusammen [GLASER 2001] — eine Auswabhl:
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Je mehr konjugierte Doppelbindungen im Molekll vorhanden sind, desto mehr
verschiebt sich Bande Il hin zu hoéheren Wellenlangen (Phytoen mit 3
konjugierten Doppelbindungen: 286 nm, ¢-Carotin mit 7 konjugierten Doppel-
bindungen: 400 nm, Lycopin mit 11 konjugierten Doppelbindungen: 470 nm).
Z-Stereoisomere weisen, im Vergleich zum adaquaten all-E-Molekul, eine
schwach hypsochrome Verschiebung der Banden I, Il und Ill von je 2 nm bis
6 nm auf. Die Feinstruktur wird dabei reduziert und eine neue, Z-Bande tritt mit
etwa Amax, z = Amax, m — 140 nm auf (vgl. Abbildung 2-8), wobei diese aufgrund
der Anderung der Molekiilsymmetrie von all-E nach Z zustande kommit.

Je néher die Z-Bindung in die Mitte des Molekiils ruickt, desto intensiver ist die
Z-Bande. Eine Doppel-Z-Bande gibt einen Hinweis auf acyclische oder
monocyclische Carotinoide, symmetrische Di-Z-Carotinoide zeigen hingegen
keine Z-Bande.

Die Spektren von z. B. Zeaxanthin (2 Hydroxylgruppen) und B-Carotin (keine
Hydroxylgruppe) sind deswegen nahezu identisch, da eine oder mehrere

Hydroxylgruppe(n) keinen Einfluss auf das Chromaphor haben.
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Abb. 2-8: Absorptionsspektren von  all-E-Lutein und 13-Z-Lutein

Festzuhalten bleibt auch, dass die Wahl der Eluenten einen grof3en Einfluss auf die

Lage und Auspragung der Absorptionsbanden hat (vgl. Tabelle 2-9). Von einer

alleinigen Identifikation unbekannter Isomere von Carotinoiden mittels aus der

Literatur bekannter UV-Spektren muss daher abgeraten werden [GLASER 2001].
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Tab. 2-9: Einfluss des Ldsungsmittels auf die Lage der Absorptionsmaxima ausgewabhlter
Isomere von Lutein und Zeaxanthin (nach K HACHIK 1992) und deren
Bandenverhaltnisse (nach D ACHTLER 2001)

Absorptionsmaxima der Banden I, 1l und Il [nm]
Carotinoid Hexan Ethanol Dichlormethan  Vprhaltnis | /11 [%]
all-E-Lutein 333 444 473 333 445 474 337 455 484 60,6
9-Z-Lutein 330 439 468 332 440 469 336 449 478 65,1
9’-Z-Lutein 329 440 468 331 441 469 337 450 478 56,9
13-Z-Lutein 330 438 466 332 439 467 337 447 475 30,2
13’-Z-Lutein 330 438 466 332 439 467 337 447 475 34,8
15-Z-Lutein 330 441 469 332 442 473 337 451 479 k. A.
all-E-Zeaxanthin 338 451 477 340 452 478 347 461 489 23,9
9-Z-Zeaxanthin 342 445 473 344 448 473 351 456 485 33,3
13-Z-Zeaxanthin 337 443 470 339 446 472 345 454 481 12,4

k. A. keine Angabe

2.3.3 Carotinoidgehalte ausgewébhlter Lebensmittel

Aufgrund von Biodiversitat und der gleichzeitigen gro3en Bandbreite an Carotinoiden
(s. Kapitel 2.3) weisen selbst Studien an vergleichbaren biologischen Matrices und
dem Ziel einer qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung immer wieder grof3e
Schwankungen auf. Am Beispiel von frischem Orangensaft kann diese Aussage

nachvollzogen werden (s. Tabelle 2-10).

Tab. 2-10: Mittelwerte ausgewahlter Carotinoide in 100 ml frischem Orangensaft
Gehalt in pg/100 ml frischem Orangensaft
Quelle a-Carotin | B-Carotin | B-Cryptoxanthin Lutein
MELENDEZ-MARTINEZ 2003 11 21 69 k. A.
SANCHEZ-MORENO 2003 49 61 314 766
MouLy 1999 19* 33* 203 * 87 *
25 ** 38 ** 175 ** 68 **
9 *k%k 12 *k%k 33 *k%k 36 *k%k

k. A. keine Angabe, * Spanien, ** Israel, *** Belize

Des Weiteren existieren zu zahllosen Matrices pflanzlichen- und tierischen Ursprungs
jeweils mehrfach Ergebnisse wissenschaftlicher Untersuchungen zur Bestimmung
der entsprechenden Carotinoidgehalte, welche auch von Zeit zu Zeit in mihevoller
Kleinarbeit zu umfassenden Review-Artikeln zusammengefasst werden [MAIANI 2009,
THURNHAM 2007].
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Einzelne quantitative Angaben zu Carotinoiden in Huhnereiern werden unter
anderem von SCHLATTERER im Jahr 2006, MAJCHRzAK im Jahr 1997 und OLLILAINEN
im Jahr 1989 veroffentlicht [SCHLATTERER 2006, MAJCHZRAK 1997, OLLILAINEN 1989].
Da jedoch, wie in Kapitel 2.1.4.3 gezeigt, die Zusammensetzung und damit die
guantitative Auspragung der Carotinoide im Ei vor allem von der Futterung bzw.
Haltungsform der Legehennen abhéngen, sollte insb. letztere bei Vertffentlichungen
von quantitativen Daten immer mit angegeben werden, um eine gewisse

Vergleichbarkeit zu ermdglichen.

2.4 Pasteurisation

Die Pasteurisation als Form der thermischen Erhitzung zéhlt zu den géangigsten
Methoden der Haltbarmachung von Lebensmitteln und beruht auf der Inaktivierung
von Mikroorganismen bzw. Enzymen mit dem Ziel einer Verlangerung der
Lagerungsstabilitdt und damit der Haltbarkeit. Im Gegensatz zur Sterilisation steht
bei der Pasteurisation nicht die Abtétung aller Keime im Vordergrund, sondern die
gezielte Reduzierung von den Mikroorganismen und Enzymen, welche im jeweiligen
Lebensmittel bei Nicht-Ausschaltung zu einem raschen Verderb fuhren wirden. Als
groles Problem kann dabei angesehen werden, dass bei unzureichender
Pasteurisation der Verderb des Lebensmittels voranschreitet, bei inadaquater
Anwendung (z. B. Temperatur und Dauer zu hoch bzw. zu lang) es zu irreversiblen
Beeintrachtigungen in der Struktur des Produktes, zum Verlust thermosensibler
Nahrstoffe und auch zur Bildung unerwinschter Aromen kommen kann [RAHMAN
2007].

24.1 Pasteurisation von Flissigei und deren Wirkun gen

Bei der Pasteurisation von Flissigei werden je nach Anteil an Eiklar unterschiedliche
Pasteurisationsbedingungen genutzt.

Fir die Pasteurisation von Vollei werden Pasteurisationstemperaturen von +62 T bis
+66 T empfohlen bei einer Heil3haltezeit von 90 Sekunden bis 180 Sekunden
[VTI 2008]. Nach STADELMAN sollte gezuckertes Vollei bei +60,0 T und gesalzen es
Vollei bei +62,2 T jeweils fur 3,1 Minuten pasteur isiert werden. Dabei hebt er jedoch
hervor, dass Zusatze wie Salz und Zucker die Hitzeresistenz der Mikroorganismen
erhohen [STADELMAN 1995]. Ublicherweise erfolgt durch die Pasteurisation eine
Reduktion der Keimbelastung mit Salmonella um 5 log bis 9 log, des Weiteren ist

sogar eine Reduktion der sehr hitzeresistenten Gattung Salmonella senftenberg
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775 W um bis zu 4 log moglich [MARNAs 2003]. Das Auskeimen von Sporen kann
durch eine anschlieRende Sprihtrocknung oder Hochdruckeinwirkung mafgeblich
verhindert werden [vTI 2008].

Die Pasteurisation von flissigem Eigelb kann Temperaturen im Bereich von +61 C
bis +68 T bei einer Dauer von 30 Sekunden bis 120 Sekunden erfolgen, wobei bei
Temperaturen von +68 T Schadigungen der Inhaltssto ffe nicht auszuschlie3en sind.
Eine 2-minitige Behandlung bei +63 T hat im Gegens atz dazu keine wesentlichen
negativen Einflisse auf die technofunktionellen Eigenschaften [vTl 2008]. Dies
bestétigt die Angaben von STADELMAN, welcher 1995 eine Pasteurisation von
Flissigeigelb bei +64 T nahelegt [S TADELMAN 1995]. Nach SuN liegt der D-Wert fr
Salmonella typhimurium in unbehandeltem Flissigeigelb bei einer Temperatur von
+60 € bei 0,4 Minuten bis 0,8 Minuten, in gezuckertem oder gesalzenem
Flissigeigelb obgleich derselben Temperatur jedoch bei 4 Minuten bis 6 Minuten
[SuN 2006].

Da die Eiklarproteine die hitzesensitivste Fraktion der Eiproteine darstellen, liegt die
Empfehlung zur Pasteurisation von reinem Eiklar bei einer Temperatur von +56 C
bis +58 T bei einer Dauer von 2 Minuten bis 3 Minu ten [vTI 2008]. Auch STADELMAN
spricht sich fur die Einhaltung von Temperaturen unter +59 T bei der Pasteurisation
von Eiklar aus [STADELMAN 1995]. Da die Erhitzung von Eiklar unausweichlich mit
einer Minderung der Schaumstabilitat einhergeht, wird der Einsatz bestimmter
Zusatzstoffe (Aluminiumsalze, Hydrokolloide) empfohlen. Aluminiumsalze sollen
dabei die Denaturierung des sehr hitzesensitiven Proteins Conalbumin verhindern,
Hydrokolloide dienen hingegen der Wasserbindung [vTI 2008].

Da das im Eiklar vorhandene antibakterielle Lysozym nur effektiv gegen gram-
positive Organismen wirkt, missen die Pasteurisation bzw. andere Verfahren zur
Verlangerung der Haltbarkeit die Ausschaltung der Bakterien der Gattung Salmonella
Uubernehmen [LAKINS 2008].

Neben Bakterien der Gattung Salmonella zahlt auch die Gattung Listeria zu den fir
den Menschen potenziell gefahrlichen Keimen, welche durch Eier und Eiprodukte
verbreitet werden. Laut BRACKETT kann dieser Gefahr jedoch durch ein gutes

Durcherhitzen von Eiern und Eiprodukten vorgebeugt werden [BRACKETT 1992].
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2.4.2 Alternative Formen der Haltbarmachung

Ozon-Behandlung

Im Laufe der letzten Jahre hat sich die Ozon-Behandlung von Lebensmitteln zur
Verringerung der mikrobiellen Flora und damit zur Verlangerung der Lagerungsdauer
in den verschiedensten Bereichen durchgesetzt. Kim fiihrt 2003 an, dass dieses
Verfahren hervorragend zur Oberflachendesinfektion und im Waschprozess von
festen Lebensmitteln, zur Desinfektion von am Verfahrensprozess beteiligten
Geraten und auch Verpackungsmaschinen geeignet ist [Kim 2003].

Ozon (O3) stellt ein sehr reaktives Oxidationsmittel dar, dessen Wirksamkeit bei der
Entkeimung von Oberflachen auf der Oxidation von Aminosauren und mehrfach
ungesattigten Fettsauren beruht. Ozon zerstort somit neben Zellmembranen auch
innere Komponenten von Zellen bzw. Mikroorganismen und eignet sich daher
gleichermal3en zur Inaktivierung gram-positiver und gram-negativer Keime. Im Jahr
2004 weist GUzEL-SEYDIM die Inaktivierung von Staphylococcus aureus (gram-
positiv) und Escherichia Coli (gram-negativ) in diversen Lebensmittelbestandteilen
mittels Ozon-Behandlung nach [GUzEL-SEYDIM 2004].

Als Hauptanwendungsgebiet der Ozon-Behandlung im Bereich von Eiern und
Eiprodukten ist die Oberflachenentkeimung von Schaleneiern anzusehen. Studien
aus der jungeren Vergangenheit mit Versuchen zur Trocken-Ozonisierung und der
Verwendung von ozonisiertem Waschwasser belegen die Eignung dieses Prinzipes
durch Reduktion der Keimmengen an Salmonella enteritidis, Salmonella
typhymurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes und Escherichia coli
um mehrere log [PERRY 2008, RusseLL 2003]. Die Behandlung von Flussigei mit
Ozon erscheint nicht sinnvoll, da eine Zerstérung wertgebender Bestandteile des
Eies, wie mehrfach ungesattigten Fettsauren, Aminosauren und Carotinoiden, zu

erwarten ist.

Behandlung mittels ionisierender Strahlung

Die Bestrahlung diverser Lebensmittel zum Zwecke der Verringerung der
Keimbelastung und Verlangerung der Haltbarkeit zahlt zu den anerkannten
Methoden der Haltbarmachung. Im Jahr 2008 verabschiedet die oberste
Lebensmittel- und Arzneimittelbehdérde der USA (FDA) ein Gesetz, welches die
Bestrahlung von Eisbergsalat und Spinat mit einer Strahlungsdosis von bis zu 4 kGy
erlaubt [FDA 2008]. Auf europaischem Boden ist, abgesehen von einzelnen
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Verfiugungen weniger Mitgliedsstaaten, ausschliel3lich die Bestrahlung von
getrockneten Gewirzen und Kréutern erlaubt [EUROPA 1999b].

Das Prinzip der Entkeimung mittels ionisierender Strahlung beruht auf der
groRenbedingten Empfindlichkeit von Nukleinsauren, welche eine Zerstérung dieser
Molekule zur Folge hat. Makromolekile und auch Vitamine bleiben dabei aufgrund
ihrer vergleichsweise geringen Grof3e verschont [TERNES 2005].

Laut MiIN stellt die ionisierende Strahlung die effektivste Methode zur
Dekontamination von Schaleneiern und Eiprodukten dar, da sie nur unwesentliche
Verdanderungen der technologischen Eigenschaften, der Farbe und des Geruches
von Eiklar und Eigelb bewirkt [MiN 2005]. Aufgrund einer dabei auftretenden
Verflissigung des Eiklares wird jedoch von einer Verwendung dieser Methode als
Alternative zur Pasteurisierung abzuraten, stattdessen wird eine Nutzung im Rahmen
der Verarbeitung angeregt, z. B. beim Portionieren und als vorgelagerter
Prozessschritt der Sprihtrocknung. Die Eignung des Verfahrens zur deutlichen
Reduktion der Keimzahlen von Salmonella enteritidis und Escherichia coli in
Schaleneiern, Flissigei und Volleipulver belegen unter anderem SERRANO und

NARVAIZ [SERRANO 1997, NARVAIZ 1992].

Behandlung mit UV-Strahlung
Wahrend UV-A-Strahlung (Wellenlange 400 nm bis 315 nm) und UV-B-Strahlung
(Wellenlange 315 nm bis 280 nm) weitestgehend flr technische Zwecke eingesetzt

werden, z. B. zum Trocknen UV-hartender Lacke, weist UV-C-Strahlung
(Wellenlange < 280 nm) mikrobizide Wirkungen mit einem Maximum bei ca. 260 nm
auf, da sich dieses Absorptionsmaximum weitgehend mit dem von DNA deckt
[BUCHNER 1999]. Prinzipiell ermdglicht dieses Verfahren die effiziente Abtotung von
Mikroorganismen, jedoch kbnnen beim unvorsichtigen Umgang auch beim Menschen
Gesundheitsschaden hervorgerufen werden, z. B. Hautrétungen. Darlber hinaus
kann durch UV-C-Strahlung mit WellenlAngen von unter 200 nm Ozon aus
Luftsauerstoff gebildet werden, welches ab einer gewissen Konzentration
gesundheitsschadlich ist [BUCHNER 1999].

Da UV-C-Strahlung nur eine geringe Gewebe-Eindringtiefe hat, eignet sie sich priméar
zur Behandlung von Oberflachen. Auch bei unzahligen Lebensmitteln kann eine
bemerkenswerte Reduktion der Keimbelastung erzielt werden, z. B. Fleisch, Fisch,
Apfelsaft und Kartoffeln [RAHMAN 2007], jedoch bleibt die Anwendung im industriellen

Malflistab aus rechtlichen Griinden auf die Entkeimung von Trinkwasser und Raumluft
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beschrankt und wird durch EU-Richtlinie 1999/2 gemeinschaftlich mit anderen Arten
der ionisierenden Strahlung geregelt [EU 1999c]. In Deutschland ist entsprechend
dem nationalen Recht (8 8 LFGB) zudem die Bestrahlung von Obst- und
Gemuseerzeugnissen bzw. Hartkase erlaubt, welche jedoch auf der Verpackung mit
den Worten ,bestrahlt” oder ,mit ionisierenden Strahlen behandelt* kenntlich gemacht
werden muss [FREDE 2006].

Als Nachteil der UV-Strahlung muss angefihrt werden, dass bei der Einwirkung auf
Lebensmittel Fettsduren bzw. freie und gebundene Aminosauren oxidiert werden,
ebenso viele Vitamine und Carotinoide [EBERMANN 2008]. Daher kann sich die
Anwendbarkeit der UV-Strahlung im Bereich von Eiern und Eiprodukten nur auf die
Oberflachenbehandlung von Schaleneiern beschranken. Eine Eignung zur
Inaktivierung von Salmonella enteritidis allein durch UV-Bestrahlung von Schalen-
eiern beschreibt RODRIGUEZ-ROMO, wobei in Kombination zusammen mit einer Ozon-
Behandlung eine Reduktion der Salmonella-Population um 4,6 log beobachtet wird
und damit die besten Ergebnisse liefert [RODRIGUEZ-ROMO 2005]. Dartiber hinaus
beschreibt CouraL im Jahr 2003 eine deutliche Reduktion von Kontaminations-
belastungen mit Salmonella typhimurium und Escherichia coli um bis zu 4 log bzw.
bis zu 5 log bei alleiniger Anwendung der UV-Strahlung auf die Schale bebruteter
Huhnereier in Zuchtbetrieben und beobachtet dabei keine signifikant veranderte
Mortalitdt der Hihnerembryos [CouFaL 2003]. Ebenso vermag gepulstes UV-Licht
eine Keimbelastung durch Salmonella enteritidis bei ungewaschenen Eiern um bis zu

3,6 log und bei gewaschenen Eiern um bis zu 1,8 log zu vermindern [HIERRO 2009].

Behandlung mit Mikrowellen

Der Effekt von Mikrowellen zur Senkung der Population pathogener Keime auf und in
Lebensmitteln beruht auf zwei verschiedenen Wirkungen [LAKINS 2008]. Zum einen
erfolgt eine thermisch induzierte Zerstérung der Mikroorganismen, zum anderen
greifen auch nicht thermische Mechanismen, wie z. B. Elektroporation und ein
Aufreil3en der Zellwande [KozempPEL 1998]. Aufgrund der geringen Eindringtiefe der
Mikrowellen, welche Uublicherweise auf Frequenzen von 0,9 GHz bis 2,45 GHz
beruhen, beschrankt sich deren Anwendbarkeit auf Produkte mit geringer
Schichtdicke bzw. Flussigkeiten. Im Gegensatz zu haushaltsiblichen Mikrowellen-
Geraten kommen in der Industrie sogenannte Mikrowellentunnel zum Einsatz,
welche bereits zum An- und Auftauen von Lebensmitteln und zum Pasteurisieren von

Schnittbrot bzw. verpackten Fertiggerichten genutzt werden, ebenso in Kombination
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mit Vakuum oder Hei3luft zum Trocknen von Cerealien, Teigwaren und Gemise
[DEHNE 2000]. Die dabei auftretenden Verluste bzw. Veranderungen an Nahrstoffen
liegen im Rahmen anderer Verfahren der Haltbarmachung, nach Angaben von
RAHMAN sogar darunter [RAHMAN 2007]. Als weiterer Vorteil der Behandlung mit
Mikrowellen ist der Zeitaspekt zu nennen, da auch grof3e Produktmengen schnell
und effektiv erhitzt bzw. behandelt werden kdnnen.

Im Bereich von Eiern und Eiprodukten kann die Mikrowellen-Technik nur bedingt
eingesetzt werden, da ansonsten sehr schnell eine Denaturierung der Proteine
einsetzen wiurde. In Versuchen mit einer modifizierten Mikrowelle unter Einsatz von
kihlendem CO, weist LAKINS die Eignung dieses Verfahrens zur Senkung der
Reduktion der Keimbelastung mit Salmonella enteritidis in Schaleneiern um 2 log
nach [LAKINS 2008]. KozempPEL stellt bereits 1998 fest, dass bei Untersuchungen zum
Einfluss der Mikrowellenstrahlung auf gleichzeitig mittels Kuhlwasser gekuinhlte
Flussigeiprodukte keine signifikanten Anderungen der Keimbelastung mit Hefen,
Pediococcus sp., Escherichia coli, Listeria innocua und Enterobacter aerogenes

auftreten [KozeMPEL 1998].

Behandlung mit Ultraschall

Der Anwendung der Ultraschallbehandlung flissiger Lebensmittel zum Zwecke der
Keimreduktion liegt das Prinzip der Kavitation zugrunde. Als Kavitation wird die
Blasenbildung in Flussigkeiten bezeichnet, welche durch ultraschallinduzierte
Wechseldriicke hervorgerufen wird. Dabei kommt es zu einem zyklischen
Anwachsen und anschlieRenden Kollabieren der Blaschen durch auf3eren Druck.
Daraus ergeben sich mechanische Effekte, wie z. B. die Zerstorung von bakteriellen
Zellwanden, welche letztendlich zu einer Reduktion der Keimzahl fihren [ZENKER
2004, MASON 1996].

Fur eine effektive Keimreduktion sind hohe Ultraschallintensitaten notwendig, die
jedoch zwangsweise zu einer unerwunschten Veranderung des Lebensmittels fihren
kénnen. Daher bieten sich Kombinationen der Ultraschallbehandlung mit anderen
Verfahren zur Haltbarmachung, z. B. die Kombination mit Druck (Manosonication),
die Kombination mit hohen Temperaturen (Thermosonication) und die Kombination
mit Druck bei gleichzeitiger Hitze (Manothermosonication), an [RASO 2003, PIYASENA
2003].

Neben dem Einsatz als unterstitzender Prozessschritt zur Erleichterung bestimmter

Verfahrensablaufe, wie z. B. bei der Herstellung von Extrakten oder dem Schneiden
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gefrorener Lebensmittel, findet die (kombinierte) Ultraschallbehandlung als Verfahren
zur Keimreduktion bislang nur wenig Anwendung. Zu den bislang erfolgreich
getesteten Einsatzmdglichkeiten zahlt die Reinigung von Eiern in Bebritungs-
betrieben, da mittels Unterstitzung von Ultraschall die verunreinigten Eier deutlich
effizienter zu dekontaminieren sind als mit den konventionellen Verfahren [MASON
1996]. Zudem beobachtet LEe mit steigender Ultraschallleistung eine hdhere
Abtotungsrate von Escherichia coli (bis zu 2 log) in Flissigei, jedoch keine Effekte
auf eine Belastung mit Listeria seeligeri [LEe 2003]. Im Jahr 2005 weist CABEZA nach,
dass eine thermische Ultraschallbehandlung von Schaleneiern, im Vergleich zu einer
konventionellen Pasteurisationsmethode (+60 C, 3,5 min), zu einer deutlich héheren

Reduktion der Keimbelastung mit Salmonella senftenberg fuhrt [CABEZA 2005].

Behandlung mit Hochspannungsimpulsen (HSI)

Bei der Behandlung mit HSI werden die zumeist flissigen bzw. flieRfahigen
Lebensmittel in einem kontinuierlichen System flr sehr kurze Zeit, meist 50 usec bis
480 usec, hohen Spannungsimpulsen (Ublicherweise 20 kV/cm bis 80 kV/cm)
ausgesetzt, welche letztendlich durch Aufplatzen von Zellkompartimenten bzw.
Zellmembranen fur eine Reduktion der Keimbelastung verantwortlich sind [GONGORA-
NIETO 2003, DUTREUX 2000]. Dabei ist tendenziell mit steigender Feldstarke und
Anzahl an Pulsungen eine vermehrte Inaktivierung von Mikroorganismen und auch
schadigenden Enzymen madglich [RAHMAN 2007]. Um Schadigungen am Produkt zu
vermeiden, ist jedoch ein exaktes Abstimmen der HSI-Parameter auf die zu
behandelnde Matrix zwingend erforderlich [MARSELLES-FONTANET 2009, MOSQUEDA-
MELGAR 2008]. Damit ein Produkt mit HSI behandelt werden kann, muss es eine
niedrige Leitfahigkeit aufweisen, da ansonsten die Spannungsimpulse von Elektrode
zu Elektrode tber das Produkt geleitet werden und nicht durch das Produkt [HEINZ
2002].

Der Einsatz von HSI zum Zwecke der Verlangerung der Haltbarkeit von
Lebensmitteln ist ein sehr wirtschaftliches Verfahren, bei dem auch nur sehr geringe
Veréanderungen in der Struktur von Proteinen und wertgebenden Bestandteilen und
auch kaum Abstriche bei der Beurteilung sensorischer Parameter zu erwarten sind
[ScHUCHMANN 2005]. Trotz mehrfachen Nachweises der Eignung dieses Verfahrens
zur Erh6hung der Haltbarkeit findet es in der europaischen Industrie kaum
Anwendung, da insbesondere hohe Prozesskosten, z. B. durch den notwendigen

Einsatz von lebensmittelechtem Ol zur Kiihlung und Isolierung der Impulserzeuger,
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und hohe Anschaffungskosten durch Substitution alter Anlagen zu erwarten sind
[ScHILLING 2008, CLARK 2006].

Die Eignung des HSI-Verfahrens zur Senkung der Keimbelastung mit Listeria
innocua in Flussigei um 3,5 log bei einer Feldstarke von 50 kV/cm und insgesamt 32
Impulsen weist CALDERON-MIRANDA nach [CALDERON-MIRANDA 1999]. Darlber hinaus
ist eine Senkung der Keimzahlen von Salmonella enteritidis und Escherichia coli in
Flissigeiprodukten bei entsprechender Parametrisierung um bis zu 5 log méglich
[AMIALI 2007, JEANTET 1999].

Behandlung mit Hochdruck

Charakteristisch fur eine Hochdruckbehandlung zum Zwecke der Haltbarmachung ist
das Anlegen von Driicken im Bereich von 200 MPa bis 600 MPa, welche zum
Inaktivieren von Mikroorganismen bzw. Enzymen bendtigt werden, wobei prinzipiell
auch Dricke von mehr als 1000 MPa erzeugt werden kénnen [vTI 2008]. Die
Wirkung einer Verlangerung der Haltbarkeit beruht dabei nicht nur auf einer
druckbedingten Deformation &ufRerer Strukturen und innerer Zellkompartimente,
sondern vor allem auf einer Zerstérung innerer Molekilbindungen, insbesondere von
Wasserstoffbindungen, welche unter anderem auch an der Bildung von
Tertiarstrukturen  von Enzymen beteiligt sind [HENDRICKX 2003]. Die
hochdruckbedingte Zerschlagung von Wasserstoffbindungen hat zum einen eine
Zerstorung von Strukturen innerhalb mikrobieller Ribosomen und damit zu
Schadigungen im Bereich der Protein- und Genexpression zur Folge, und zum
anderen, im Falle von Enzymen, eine Anderung der Tertiarstruktur beteiligter
Proteine und somit eine andere Konformation, welche zu einer Destabilisierung und
Inaktivierung fuhren kann. Zur Erh6hung der Effektivitat der Behandlung mit
Hochdruck legen zahlreiche Autoren eine Kombination mit thermischen Verfahren,
insbesondere zum Zwecke der Denaturierung von Proteinstrukturen, nahe [vTI 2008,
SCHUCHMANN 2005, HENDRICKX 2003]. Da zudem mittels reiner Hochdruck-
behandlung zwar viele Hefen, Bakterien und Schimmelpilze, aber kaum Sporen von
Schimmelpilzen abgetétet werden kodnnen, ist diese Kombination von nicht
thermischen und thermischen Verfahren auch aus Grinden der Produktsicherheit
erforderlich [HENDRICkX 2003]. Die Anwendbarkeit der Hochdruckbehandlung
beschrankt sich dabei auf Produkte mit einem Mindest-Wassergehalt von 15 %,
Trockenprodukte kdnnen nicht bzw. nur nach vorheriger Befeuchtung behandelt

werden [FRANKE 2000].
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Prinzipiell ist dieses Verfahren zur Verlangerung der Haltbarkeit von Lebensmitteln
nach EU-Verordnung 258/1997 (Novel-Food-Verordnung) erlaubt, jedoch muss bei
Anwendung von Drucken dber 150 MPa das Produkt mit dem Wortlaut
-hochdruckpasteurisiert* gekennzeichnet werden [SCHUCHMANN 2005, EUROPA 1997].
Die Eignung der Hochdruckbehandlung zur Verlangerung der Haltbarkeit unter
weitgehender Beibehaltung der sensorischen und technofunktionellen Eigenschaften
von Saften, Milch bzw. Milchprodukten und auch Fleischwaren belegen unter
anderem Untersuchungen von SMITH, PEREDA, LOPEz-PEDEMONTE, MORALES und
ANANTH [SMITH 2009, PEREDA 2007, LOPEZ-PEDEMONTE 2006, MORALES 2006, ANANTH
1998].

Die Anwendung im Bereich der Eier und Eiprodukte ist moglich, jedoch weisen
mehrere Autoren darauf hin, dass hochdruckbedingt und in Abhangigkeit von der
Temperatur bereits bei einem Druck von 200 MPa Koagulationserscheinungen der
Proteine auftreten kbnnen [vTI 2008, LEe 2002]. Jedoch ist auch vorstellbar, dass
dieses Verhalten gezielt zur Produktentwicklung eingesetzt wird, z. B. zur
Haltbarmachung zubereiteter Fertigprodukte wie beispielsweise Rihrei und
Omelettes [VTI 2008]. Die Reduktion der Keimbelastungen mit Salmonella enteritidis
und Escherichia coli in Flussigei gelingt PONCE bei systematischer Betrachtung der
Einflisse der Parameter Zeit (5 min, 5 min + 5 min, 10 min, 5 min + 5 min + 5 min,
15 min), Druck (mehrere Drucklevel zwischen 300 MPa und 450 MPa) und
Temperatur (-15 C, +2 C, +20 C, +50 ) um bis z u 8 log bzw. 7 log [PONCE 1999,
PONCE 1998]. PONCE hebt in diesem Zusammenhang hervor, dass mit steigendem
Druck und mit hoherer Prozesstemperatur eine hohere Inaktivierung der

Mikroorganismen erfolgt.

2.5 Trocknungsverfahren

Allgemein ist unter Trocknung das Abtrennen von Flissigkeiten, insbesondere von
Wasser, aber auch kettenférmigen und cyclischen Kohlenwasserstoffen, durch deren
Verdunsten aus einem Feststoff-Flussigkeitssystem (Feuchtgut) zu verstehen
[GEHRMANN 2009]. Die thermische Trocknung wird als Verdunstungs-, Kontakt- und
Strahlungstrocknung, in Sonderfallen auch als Gefriertrocknung, Vakuumtrocknung
und Hochfrequenztrocknung durchgefuhrt, wobei Warme durch Leitung, Konvektion
oder Strahlung im Gutsinneren erzeugt oder von auf3en an das Gut herangefiihrt
wird. Die mit der Warme zugefihrte Energie ist notwendig, um Feuchte aus dem Gut

zu verdampfen oder zu verdunsten [SATTLER 2001]. Dabei ist zu beachten, dass der
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thermische Einfluss nicht nur Auswirkungen auf den Gehalt an Wasser hat, sondern
auch, je nach Produkt, auf die Gehalte an geruchs- und geschmackswirksamen
Verbindungen, wie Alkoholen, Estern und Aromen. Unter der Kinetik der Trocknung
ist die Veranderung der mittlere Gutsfeuchte und der mittleren Gutstemperatur mit
fortschreitender Trocknungszeit, somit der zeitliche Ablauf des Trocknungs-
vorganges, zu verstehen (vgl. Abbildung 2-9).

Wahrend einer kurzen Vorwarmperiode (Bereich AB) verdunstet bereits in geringem

MafRRe Feuchte. Der erste Trocknungsabschnitt, welcher durch eine konstante

Trocknungsgeschwindigkeit gekennzeichnet ist (Bereich BC), nimmt die
Feuchtebeladung linear ab und beruht auf der kapillaren Feuchteleitung, welche
Feuchte zum Verdunsten aus dem Gutsinnern an die Oberflache nachfoérdert. Die
.Knickpunktsfeuchte®*  (Punkt C) kennzeichnet einen Rulckgang der
Trocknungsgeschwindigkeit, da die kapillare Leitung nicht mehr so schnell
Feuchtigkeit an die Oberflache des Guts heranfihren kann, wie sie von dort
verdunstet. Die ,Knickpunktsfeuchte” ist charakteristisch fur jedes zu trocknende Gut
und muss experimentell ermittelt werden. Die ,Knickpunktsfeuchte* ist dabei umso
groer, je grolRer Gutsschichtdicke und Trocknungsgeschwindigkeit im Trockner
ausfallen.

Der zweite Trocknungsabschnitt endet im Falle von hygroskopischen Gutern mit der

kompletten Austrocknung (Bereich CF). Es liegt dann ein hygroskopisches Gut vor,
wenn die von ihm gebundene Feuchte einen niedrigeren Dampfdruck aufweist als die
reine flissige Feuchte bei der gleichen Bezugstemperatur [SATTLER 2001]. Zu den
hygroskopischen Giutern im Lebensmittelbereich zahlen z. B. Trockeneigelb,
Fruchtpulver, Getreide, Olsaaten und Gewiirze. Theoretisch kénnen hygroskopische
Guter dann vollstandig getrocknet werden, wenn das Trocknungsgas keine
Feuchtigkeit enthalt.

Da dies in der Praxis nicht umsetzbar ist, schlief3t sich fur hygroskopische Guter noch

ein dritter Trocknungsabschnitt an (Bereich DE), welcher dann beginnt, sobald an

allen Stellen des Guts der grofstmogliche hygroskopische Feuchtegehalt erreicht ist
(Punkt D). Am Ende des dritten Trocknungsabschnittes stehen die Feuchte des
Gutes und die Feuchte des Trocknungsgases im Gleichgewicht, die
Trocknungsgeschwindigkeit fallt dabei immer weiter ab und betragt letztendlich Null
[SATTLER 2001].
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Feuchtebeladung

Zeit ——»

Abb. 2-9: Verlauf der Trocknung bei kapillar-porése =~ m Festgut: Feuchtebeladung des Guts
in Abhangigkeit von der Zeit (modifiziert nach S ATTLER 2001)

Wird die Trocknungsgeschwindigkeit Uber der Trocknungszeit aufgetragen, lassen
sich die einzelnen Trocknungsabschnitte deutlich aus der Trocknungsverkaufskurve
ablesen (vgl. Abbildung 2-10).

2. TA

3. TA

Trocknungsgeschwindigkeit mp

L J

Zeit t

Abb. 2-10: Trocknungsgeschwindigkeit als Funktion d er Zeit (G EHRMANN 2009)

Der Trocknungsverlauf selber wird durch folgende Parameter bestimmt:

« Art des Feuchtgutes,
* Feuchtebindung des Feuchtgutes,
* Trocknungsverfahren,

* Einstellungen an der Trocknungsapparatur.
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Die Spruhtrocknung ist aus 6konomischen Grinden das am weitesten verbreitete
Verfahren zur Herstellung von Vollei-, Eigelb- und Eiklarpulver. Walzen- und Gefrier-
trocknung werden wegen der vergleichsweise hohen Verfahrenskosten nur fir
Spezialanwendungen eingesetzt, z. B. Outdoor-Mahlzeiten. Zur Verlangerung der
Haltbarkeit kann eine Begasung mit Stickstoff erfolgen [KROELL 1989]. Einen
Uberblick uber die typische Zusammensetzung von Trockeneiprodukten gibt Tabelle
2-11.

Tab. 2-11: Prozentuale Zusammensetzung von Trockene iprodukten (hach K ROELL 1989)

Vollei Eigelb Eiklar
Wasser 4,0 3,0 6,0
Eiweil3 47,0 32,0 83,0
Fett 42,0 59,0 0,2
Kohlenhydrate 2,0 1,0 7,0
Mineralstoffe 4,0 4,0 50
pH-Wert 8,5 5,5 7,0

Im Folgenden werden die Grundziige der Sprih- und Gefriertrocknung dargestellt.

25.1 Grundlagen der Sprihtrocknung

Voraussetzung fur die Spruhtrocknung ist die Zerstaubbarkeit des zu trocknenden
Gutes. Folglich kann die Sprihtrocknung u.a. zum Trocknen von Flissigkeiten,
Schlammen und Suspensionen eingesetzt werden. Typisch fur die Zerstaubung sind
Partikelgrof3en zwischen 5 ym und 1 mm. Aufgrund der dabei provozierten, enormen
VergroRerung der Oberflache werden sehr hohe Trocknungsgeschwindigkeiten und
kurze Verweildauern der Partikel in der Anlage ermdéglicht. Wahrend 1 Liter
Flissigkeit eine Oberflache von 0,06 m? aufweist, sind es beim Zerstauben dieses
Volumens in 2,4 * 10° Tropfen mit 200 ym Durchmesser bereits 30 m? Oberflache
und beim Zerstauben in 2,4 * 10* Tropfen mit 2 pm Durchmesser schon 3000 m?

Oberflache [SCHUCHMANN 2005].

Mittels eines Aspirators wird Trocknungsgas durch das Gerat gesaugt und
gleichzeitig ein Unterdruck aufgebaut. Die Erwarmung des Gases geschieht in einer
vorgeschalteten Heizung. Eine Peristaltikpumpe fordert die zu verspriihende Losung

in die DUse, wo sie mittels Pressluft in unzahlige kleine Tropfchen zerstaubt wird und
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in die heilBe Trocknungsluft gelangt. Das Losungsmittel wird dabei vollstandig
verdampft. Aufgrund der stark vergroRerten Oberflachen der zerstaubten Trépfchen
wird diesen sehr schnell Warme entzogen, so dass trotz der hohen Temperaturen
das Produkt weitestgehend geschont wird. Die feinen Partikel folgen dem Luftstrom,
werden im Zyklon abgeschieden und in einem Auffanggefald gesammelt. Da
Sprihgut und Trocknungsluft in die gleiche Richtung strémen, wird vom

Gleichstromprinzip der Spruhtrocknung gesprochen [SATTLER 2001].

25.2 Grundlagen der Gefriertrocknung

Die Gefriertrocknung stellt einen Prozess dar, bei dem das Produkt besonders
schonend getrocknet wird, da die biologischen, chemischen und strukturellen
Eigenschaften auch nach der Trocknung weitgehend erhalten bleiben [KROELL 1989].
Ein Charakteristikum der Gefriertrocknung ist die Uberfiihrung von Feuchte aus dem
gefrorenen Feuchtgut bei Temperaturen unter 0 C und unter Vakuum direkt aus
dem festen in den dampfférmigen Zustand. Die Gefriertrocknung wird deshalb auch

Vakuumsublimationstrocknung genannt [SATTLER 2001].

Der Gefriertrocknungszyklus kann generell in drei Phasen unterteilt werden [nach
GEHRMANN 2009]:

» Einfrieren des Produktes durch Abkihlen mit einem geeigneten Tempera-

tur-/Zeitprogramm,

» Haupttrocknung des gefrorenen Wassers bei maximal mdglicher

Produkttemperatur und zugehérigem Systemdruck,

* Nachtrocknung von nicht ausgefrorenem Wasser bei hodchstmdglicher

Temperatur und geeignetem Systemdruck.

Beim Einfrieren des Produktes muss darauf geachtet werden, dass neben dem freien
auch das zellgebundene Wasser vollstandig in die feste Phase Ubergeht. Letzteres
gefriert teilweise, je nach Feuchtgut, erst bei Temperaturen von ca. -50 C.

Die Einfriertemperatur und damit die Geschwindigkeit, mit der das zu trocknende Gut
eingefroren wird, haben einen entscheidenden Einfluss auf den spéateren
Produktcharakter, aber auch auf den Gefriertrocknungsprozess selbst. Werden sehr
niedrige Temperaturen gewahlt, so entstehen viele kleine Eiskristalle, die nur kleine

Poren bei der Trocknung bewirken und damit die Struktur des Produktes erhalten.
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Aufgrund der engen Kapillaren zwischen den Poren dauert die Trocknung jedoch
vergleichsweise lange. Erfolgt hingegen eine Entscheidung flr héhere Temperaturen
und damit fur eine langere Einfrierzeit, entstehen grol3ere Eiskristalle, die groRRe
Poren bei der anschlie3enden Trocknung zur Folge haben. Die Dauer der Trocknung
ist dabei verkurzt, da der Wasserdampf schneller entweichen kann. Dieser Effekt
wird vor allem bei Produkten genutzt, bei denen die Strukturerhaltung von

sekundarer Bedeutung ist [SATTLER 2001].

Bei der Haupttrocknung wird das Eis mittels Sublimation aus dem Produkt entfernt,
wobei dem Produkt stdndig Energie in Form von Warme zugeflhrt werden muss.
Dies geschieht zum einen durch das Beheizen der Stellflachen (Warmeleitung), zum
anderen durch Strahlung der Stellflachen des dartber liegenden Produktes. Ein
Kondensator bindet den wahrend der Haupttrocknung entstehenden Wasserdampf
und verhindert somit, dass Feuchtigkeit zurtick ins Produkt gelangt. Am Ende dieses
Trocknungsabschnittes ist das gebundene Wasser aus der Feststoffstruktur komplett
entfernt. Zum Einstellen einer gewlnschten niedrigen Restfeuchte ist eine Nach-
trocknung erforderlich.

Die Nachtrocknung bewirkt durch eine Erhéhung der Temperatur der Stellflachen die
Entfernung adsorptiv gebundenen Restwassers aus dem Produkt. Stellflachen-
temperaturen von +20 T bis +60 T sind fir diesen Trocknungsabschnitt
charakteristisch. Eine Einschrankung der Qualitat des Produktes ist dabei nicht zu

erwarten [TERNES 2005].

2.6 Zielsetzung & Erwartungen
Ziel dieser Arbeit ist die Bestimmung des Einflusses von Pasteurisation, Trocknung
und Lagerung auf die Gehalte an Xanthophyllen in Eigelb mittels LCMS-Analytik. Die

dazu notwendigen Teilziele kbnnen wie folgt formuliert werden:

» Herstellung zweier Chargen Flussigeigelb aus handelsiblichen frischen Eiern,

» partielle Pasteurisation der homogenisierten Flussigeigelbe beider Chargen,

e Spruh- und Gefriertrocknung der pasteurisierten und nicht pasteurisierten
Flissigeigelbe beider Chargen mit jeweils identischen Trocknungsbedin-

gungen,



Stand des Wissens und der Technik 45

e 6-monatige Lagerung der erzeugten Eigelbpulver bei =18 T und +20 € unter
Lichtausschluss und Nz-Atmosphare,

* begleitende Bestimmung der Xanthophylle mittels LCMS-Analytik auf allen
Verarbeitungs- und Lagerungsstufen,

» statistische Betrachtung der Xanthophyllgehalte auf allen Verarbeitungs- und
Lagerungsstufen mittels einseitiger Varianzanalyse (ANOVA),

» Erstellung von Verlaufskurven fir die im Eimaterial detektierten Xanthophylle

wahrend der Lagerung.

In  der Lebensmittelindustrie werden Trockeneiprodukte Ublicherweise in
lichtundurchlassigen Tanks mit mehreren Kubikmetern Fassungsvermdgen
(zwischen-)gelagert. Folglich wird die Lagerung der Eigelbpulver im Rahmen dieser
Arbeit bewusst unter Lichtausschluss und unter Np-Atmosphare vorgenommen, um
einen maximalen Schutz der Ei-Inhaltsstoffe, so auch der Xanthophylle, zu
gewahrleisten [KROELL 1989].

Bezuglich der Xanthophyllgehalte wird erwartet, dass:

» eine Pasteurisation aufgrund der nur minimalen thermischen Belastung keinen
entscheidenden Einfluss hat, auch nicht auf den Verlauf der Gehalte wéhrend
der Lagerung,

» trocknungsbedingt vermehrt Xanthophylle aus der Eigelbmatrix freigesetzt
werden, da dieser Effekt von der Trocknung anderer Lebensmittel bekannt ist
[CHANG 2007, REGIER 2005],

« die Retention aus gefriergetrocknetem Eigelb {ber den gesamten
Lagerungszeitraum hoher ist als aus sprihgetrocknetem Eigelb,

» die Lagerung bei —18 <, verglichen mit der Lagerung bei +20 T, einen
messbaren protektiven Effekt bietet,

» sie wahrend der Lagerung aufgrund von Degradation und Isomerisierung

kontinuierlich sinken.

Um die Xanthophyllgehalte von sprih- und gefriergetrocknetem Eigelb tberhaupt
miteinander vergleichen zu kénnen, wird groRer Wert auf eine gemeinsame und

homogenisierte Ausgangsmatrix gelegt. Zur Erstellung der mathematischen
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Aussagen (Verlaufskurven) werden die Xanthophyllgehalte wenigstens zweier
getrennter Eier-Chargen bendtigt, deren Mittelwerte zur Erstellung herangezogen

werden.



Material und Methoden 47

3 Material und Methoden

3.1 Auswahl der Eier und deren Homogenisation
Um eine ausreichende Menge an Probenmaterial fir die spateren, im Wochen-
wechsel stattfindenden LCMS-Analysen sicherzustellen, werden jeweils 80 Eier mit

den folgenden Deklarationen erworben:

» Eier aus Bodenhaltung, Guteklasse A, Gewichtsklasse M, DE-160004, MHD
01.06.2008, EDEKA,

» Eier aus Bodenhaltung, Guteklasse A, Gewichtsklasse M, DE-160004, MHD
13.06.2008, EDEKA.

Bei der Auswahl der Eier-Chargen wird gezielt darauf geachtet, dass sie von einem
Legebetrieb stammen, da dort erwartungsgemafd Uber die Zeit ein einheitliches
Futter an die Legehennen verfuttert wird, was sich in einem sehr ahnlichen
Xanthophyllspektrum im Eigelb widerspiegeln sollte. Eine spatere Auswertung der
Ergebnisse wird somit vereinfacht.

Das manuelle Aufschlagen der Eier erfolgt unter Gelblicht, um eine maximale
Protektion der Xanthophylle im Eigelb vor UV-Licht zu gewahrleisten. Eine saubere
Trennung von Eiklar und Eigelb ist dabei unerlasslich, da am Eigelb haftende
Eiklarreste die spéateren Ergebnisse verfalschen wirden.

Zur Sicherstellung einer gleichmafigen Verteilung der Xanthophylle im Flissigeigelb
erfolgt unter Gelblicht jeweils eine 1-minitige Homogenisation mittels einer
Ruhrmaschine (KitchenAid Professional Mod. K45SS, KitchenAid, St. Joseph, USA)
auf Stufe 1. Das Volumen an homogenisiertem Flissigeigelb wird anschlieRend
halbiert. Eine Halfte wird in verschliebare, lichtundurchldssige und lebensmittel-
echte Kunststoffooxen gefillt, zur Minimierung des Einflusses an Sauerstoff mit
technisch reinem N, begast und in einem Kihlraum bei +2 T zwischengel agert. Die

andere Halfte wird umgehend der Pasteurisation zugefuhrt.

3.2 Bestimmung der Trockenmasse nach § 64 LFGB
Die Trockenmassebestimmung des Eigelbes auf allen Verarbeitungsstufen ist zur

exakten Berechnung der Xanthophyllgehalte zwingend erforderlich. Zur statistischen
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Absicherung erfolgt die Determination der Trockenmasse jeder Probe mittels
Doppelbestimmung.

Zunachst werden ausreichend Abdampfschalen aus Porzellan mit 30 — 35 g Seesand
und einem Glasstabchen versehen. AnschlieBend erfolgt die ca. 6-stindige
Vortrocknung im Trockenschrank bei +103 € + 2 C.

Nach vorsichtiger Uberfiihrung der Abdampfschalen in einen Exsikkator und ca. 30-
minttigem Abklhlen werden diese ausgewogen.

Nachfolgend werden in die Abdampfschalen je ca. 2 g der Probe eingewogen und
mit dem Glasstdbchen gleichméaRig verteilt. Die Abdampfschalen werden
anschlieBend fur 4 Stunden bei einer Temperatur von +103 € = 2 T in den
Trockenschrank gestellt. Nach Ablauf der Zeit erfolgt das Uberfiihren der Schalen in
einen Exsikkator, wo sie ca. 30 Minuten abkiihlen missen. Das erneute Auswiegen
der Schalen liefert nun Werte, welche fur die Berechnung des Trockenmasse-

gehaltes nétig sind.

Der Trockenmassegehalt w wird nach Gleichung 3-1 berechnet.

(m-a) « 100
w=—"
m

Gl. 3-1: Berechnung des Trockenmassegehaltes.
mit:
w [9/100 g] Trockenmasse
m [0] Probeneinwaage
a [0] durch die Trocknung erfolgte Massenabnahme
3.3 Pasteurisation von Flussigeigelb

In einem auf +61,5 T vorgeheizten Laborreaktor (LR -A 1000, IKA-Werke, Staufen,
Deutschland) erfolgt die 3,5-minitige Pasteurisation bei 80 Umdrehungen des
Ankerrihrers pro Minute. Das pasteurisierte Material wird direkt in
lichtundurchlassige Kunststoffboxen gefillt und ins nebenanliegende Technikum
gebracht, wo bereits der Mini-Sprihturm und der Gefriertrockner auf ihren Einsatz

vorbereitet werden.
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3.4 Sprih- und Gefriertrocknung

3.4.1 Sprihtrocknung

Die Sprihtrocknung von unpasteurisiertem und pasteurisiertem Flussigeigelb erfolgt
mit einem Mini-Spruhturm (B-190, Buchi, Flawil, Schweiz) im Technikum des
Fachbereiches Lebensmitteltechnologie der Hochschule Fulda.

Da reines Flussigeigelb eine hohe Viskositat besitzt, was zu einem schnellen
Verstopfen der Sprihlanzen-Dise fihren wirde, muss das Eigelb jeweils im
Verhaltnis 50:50 mit bidestilliertem Wasser verdinnt werden.

Zur Sicherstellung eines schnellen Verdampfens des Wassers aus der Flussigei-
Wasser-Mischung, wird der Sprihzylinder zunachst auf +80 T vorgewarmt. Mittels
einer Peristaltikpumpe wird das Gut bei einer Flussrate von 2 ml/min in die
Sprihdise befordert und mittels anliegender Druckluft (0,1 MPa) in kleinste
Tropfchen zerstaubt. Von grof3er Bedeutung sind dabei, dass Sprihlanze und —dise
mittig im Sprihzylinder sitzen und dass die Spruhdise nur geringfligig Uber deren
Verschraubung in der Lanze ragt, um eine optimale Verwirbelung des Sprihgutes
durch die Druckluft zu ermdglichen. Falsch justierte Sprihlanzen und -disen kdnnen
schnell zu einem feuchten Produktfilm im Inneren des Sprihzylinders flihren, was
einen Verlust des Produktes und einen erhéhten Reinigungsaufwand bedeutet. Als
Zulufttemperatur fur die Spruhtrocknung werden +72 T gewahlt, der Flow betragt
400 NI/h.

Das unten im Spruhzylinder landende Eigelbpulver wird kontinuierlich tber einen
Zyklon abgeschieden, wobei ein Staubfilter zur Reinigung der Abluft dient. Uber das
Bedienelement vom Mini-Sprihturm B-190 besteht die Mdglichkeit, verschiedenste
Parameter individuell auf das Produkt abzustimmen. Mehrere Temperaturfihler
ermdglichen dabei die Uberwachung der Produkttemperatur.

Das spruhgetrocknete Eigelb wird in lichtundurchlassige Kunststoffboxen verpackt

und sofort zum Einvakuumieren gebracht.

3.4.2 Gefriertrocknung

In gekennzeichnete, auf -40 T vorgekuhlte Edelstah Ischalen werden das unpasteu-
risierte und pasteurisierte Flissigeigelb ohne Verdinnung mit einer Schichtdicke von
3 mm gefullt. Die so beflllten Edelstahlschalen werden bei -40 €T fir 2 Stunden in
einem Schockfroster vorgefrostet, um ein komplettes Durchfrieren des Gutes zu

gewabhrleisten.
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Die Schichtdicke ist ein entscheidendes Kriterium bei der Gefriertrocknung. Sie sollte
so gering wie moglich gehalten werden, um eine groR3e Oberflache des Gutes zu
erzielen und damit die Trocknung zu beschleunigen.

Uber die auf -80 T vorgekiihlte Gefrierkammer des G efriertrockners (beta 2-16,
Christ, Osterode am Harz, Deutschland) werden die Edelstahlschalen mit dem
Gefriergut in die entsprechenden Haltevorrichtungen gestellt und das Vakuum wird
angelegt. Wahrend sich das Soll-Vakuum von 0,370 hPa einstellt, erreichen die
Stellflachen mit den Edelstahlschalen nach anfanglichen +22 € (Raumtemperatur)
die gewtinschte Temperatur von -10 C.

Es folgt die 20-stiindige Haupttrocknung, wahrend der das Gefriergut immer mehr
Wasser verliert, was sich an einem verstarkten Auskristallisieren des Wassers in der
Gefrierkammer gut nachvollziehen lasst. Im Anschluss daran erfolgt die sogenannte
Nachtrocknung: die Stellflachen werden auf Raumtemperatur beheizt, um letzte
Wasserreste aus dem Gut zu treiben. Dieser Prozessschritt nimmt ca. 12 Stunden in
Anspruch.

Wahrend des kompletten Trocknungsprozesses sind alle lichtdurchlassigen Teile des
Gefriertrockners mit Aluminium-Folie umwickelt, um Effekte von UV-Licht auf die
Eigelb-Xanthophylle zu vermeiden.

Das Ende der Trocknung wird mit dem Beenden des Nachtrocknungsprogrammes
eingeleitet, es erfolgt das Offnen des Beliftungsventiles. Die Edelstahlschalen
kénnen nun leicht enthommen werden, aus welchen sich das gefriergetrocknete

Eigelb leicht |I6sen lasst.

Das noch plattenformige Material wird in lichtundurchldssige Kunststoffboxen

verpackt und fur das Einvakuumieren vorbereitet.

3.5 Lagerung

3.5.1 Einvakuumieren der Eigelbpulver

Nach dem Feinvermahlen des noch plattenférmigen gefriergetrockneten Eigelbes
mittels eines Morsers wird dieses, ebenso wie das bereits pulverférmige
spruhgetrocknete Eigelb, in Vakuumbeutel der Gré3e 13 cm x 13 cm uberfuhrt. Die
mit je ca. 2 g Probenmaterial beflllten Beutel werden in einen Tischvakuumierer
(Multivac A 300/16 MC, Multivac, Wolfertschwenden, Deutschland) eingespannt und
mit technisch reinem Stickstoff begast. AnschlieRend wird ein Vakuum von 5 hPa

erzeugt und die Vakuumbeutel werden mit einer Doppelnaht automatisch versiegelt.
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Eine eindeutige Kennzeichnung der Probenbeutel mit Chargennummer 1 bzw. 2,
dem Inhalt und dem Datum der Probenherstellung erlaubt bei der anschlieRenden

Lagerung eine einfache Probenahme.

3.5.2 Lagerung der Eigelbpulver

Die Halfte aller einvakuumierten Eigelbpulver-Proben wird ohne Lichteinfluss bei
-18 € in einem Gefrierschrank gelagert, die Lagerung der anderen Halfte erfolgt
ebenso ohne Einfluss von Licht in einer Styroporbox in einem klimatisierten Raum
bei +20 C.

3.5.3 Probenahme der Eigelbpulver im Rahmen der Lag  erversuche
Zum entsprechenden Zeitpunkt (vgl. Abbildung 3-1) werden von jeder Versuchsreihe
zwei Probenbeutel ausgewahlt, deren Inhalt sofort zur Bestimmung des Xanthophyll-

gehaltes herangezogen wird (s. Kapitel 3.6.2.1).

3.6 LCMS-Analytik

3.6.1 Stamm- und Standardlésungen

Zur exakten ldentifizierung der Xanthophylle und zur Bestimmung der Gehalte im
Probenmaterial sind Losungen bekannter Konzentration aus Standardsubstanzen

unerlasslich. Bei den Standardsubstanzen handelt es sich um:

e Lutein (5 mg, MHD 03/2010, Art. Nr. CDX-00012453-005, LGC Promochem,
Wesel, Deutschland),

e Zeaxanthin (5 mg, MHD 03/2010, Art. Nr. CDX-00026504-005, LGC
Promochem, Wesel, Deutschland),

e Canthaxanthin (5 mg, Catalogue No. 0380, CaroteNature, Lupsingen,
Schweiz),

* B-Apo-8’-Carotinsaureethylester (5 mg, Catalogue No. 1010, CaroteNature,

Lupsingen, Schweiz).

Zuerst werden Stammlosungen mit einer Konzentration von 100 ug Xanthophyll/ml
Methanol hergestellt. Dazu werden die pulverformigen Standardsubstanzen mit
einem Messspatel auf einer Feinwaage direkt in einen 5 ml-Messkolben eingewogen.
Entsprechend der eingewogenen Masse wird nun mit Methanol aufgefullt (z. B.

werden zu 480 pg Substanz exakt 4,8 ml Methanol hinzugefigt. Zum kompletten
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Losen der Substanz wird der 5 ml-Messkolben zunachst per Hand geschuttelt und
anschlielend fur 5 Minuten ins Ultraschallbad (Sonorex Super RK 510H, Bandelin,

Berlin, Deutschland) gegeben.

Charge 1 und 2

(je n =80 Eier)

Nicht pasteurisiertes
Eigelb

Spruhtrocknung

Pasteurisiertes Eigelb

Spruhtrocknung

Nicht pasteurisiertes
Eigelb

Gefriertrocknung

Pasteurisiertes Eigelb

Gefriertrocknung

|

1

1

1

LCMS-Analyse nach
0, 2, 4, 8, 26 Wochen

(Lagerung bei -18 C)

LCMS-Analyse nach
u 0, 2, 4, 8, 26 Wochen

(Lagerung bei -18 )

LCMS-Analyse nach
0, 2, 4, 8, 26 Wochen

(Lagerung bei -18 C)

LCMS-Analyse nach
| 0, 2, 4, 8, 26 Wochen

(Lagerung bei -18 C)

LCMS-Analyse nach
= 0, 2, 4, 8, 26 Wochen

LCMS-Analyse nach LCMS-Analyse nach
0, 2, 4, 8, 26 Wochen {0, 2, 4, 8, 26 Wochen

LCMS-Analyse nach
0, 2, 4, 8, 26 Wochen

(Lagerung bei +20 C) (Lagerung bei +20 C) (Lagerung bei +20 ) (Lagerung bei +20 C)

Abb. 3-1: Flieschema Uber die Probenahme der Eigel  bpulver-Proben

Aus den Stammlésungen werden jeweils durch Verdinnung vier Standardldsungen
hergestellt, welche den zu erwartenden Konzentrationsbereich des biologischen
Materials nach der Extraktion abdecken (vgl. Tab. 3-1). Die LCMS-Analysen erfolgen
jeweils umgehend nach der Herstellung der Standardldsungen.

Tab. 3-1: Verdinnungsstufen der Standardlésungen [  pg/ml]
Verdiinnungsstufe
Xanthophyll
1 2 3 4

Lutein 0,125 0,25 0,50 0,75
Zeaxanthin 0,125 0,25 0,50 0,75
Canthaxanthin 0,10 0,40 0,50 0,80
B-Apo-8 -Carotinsaureethylester 0,25 0,50 0,75 1,00

Anhand der jeweiligen Verdinnungsstufen, wobei die Berechnung auf Basis von
Peakflachen bzw. Peakhthen aus den vorliegenden Chromatogrammen erfolgen
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kann, sind fur alle zu untersuchenden Xanthophylle Kalibriergeraden erstellbar. Die
LCMS-Analysen der Standardldsungen erfolgen unter den in Kap. 3.6.5 genannten

chromatographischen Bedingungen.

3.6.2 Probenaufarbeitung

3.6.2.1 Extraktion der Xanthophylle aus dem Probenm  aterial

Die Extraktion der Xanthophylle aus nativem, pasteurisiertem und getrocknetem
Eigelb erfolgt mit einer Kaltmethode auf Methanolbasis ohne Verseifung und unter
Zuhilfenahme von Ultraschall. Eigene Vorarbeiten zeigen, dass durch eine
Verseifung zwar geringfigig hohere Xanthophyllgehalte in einer Eigelbmatrix
detektiert werden kdnnen, sich durch die hohe thermische Belastung im Rahmen der

Aufarbeitung aber auch das Xanthophyllspektrum entscheidend verandern kann.

Mit Hilfe einer Analysenwaage werden unter Gelblicht 0,5 — 0,6 g Probenmaterial
direkt in ein 75 ml-Zentrifugenrbhrchen eingewogen. Zur Probe werden 13 ml
Methanol pipettiert, das Réhrchen wird sofort mit Parafim® luftdicht verschlossen.
Nach 1-mindtiger Ultraschallbehandlung, welche dem ersten Aufschluss der
Eigelbmatrix dient, wird die Probe mittels eines Ultra-Turrax T25 flr eine Minute bei
9500 U/min homogenisiert. Der Kopf des Ultra-Turrax T25 und die Gefa3innenwand
des Zentrifugenréhrchens werden mit je 1 ml Methanol gespult, um eventuell
anhaftende Reste zu entfernen und somit Verluste zu vermeiden. Zur Vermeidung
oxidativer Prozesse und einer Aufkonzentrierung durch Verdunstung wird das
Zentrifugenrohrchen erneut mit Parafilm® verschlossen. Nach 20-minutiger
Inkubation wird das Zentrifugenrohrchen in einer Laborzentrifuge (Labofuge 400R,
Heraeus Instruments, Osterode am Harz, Deutschland) bei 4500 U/min und +20
abzentrifugiert. Es bildet sich bei allen untersuchten Proben ein fester, nahezu
weiller Bodensatz (vgl. Abbildung 3-2), bestehend aus Fetten, Proteinen und
anderen Makro- und Mikrondhrstoffen, ebenso ein leuchtend gelb-orangefarbener
Uberstand, welcher die in Methanol gelésten Xanthophylle enthalt. Vom Uberstand
werden 1,5 ml mit einer Einmalspritze abgenommen und durch einen 45 pm-
Spritzenfilter direkt ins HPLC-Vial gegeben, welches umgehend unter den in Kapitel

3.6.5 genannten chromatographischen Bedingungen analysiert wird.
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Abb. 3-2: Farbloser Bodensatz nach dem Zentrifugier  en

Einen zusammenfassenden Uberblick tiber die wahrend der Extraktion ablaufenden
Einzelschritte bietet Abbildung 3-3.

Einwaage von jeweils 0,5 g Probe in Zentrifugenglas

Zugabe von 13 ml Methanol, 60 sec
Ultraschallbad

Homogenisieren mittels Ultra-Turrax, 1 min bei 9500
U/min, Nachsptlen mit 2 ml Methanol

b Inkubation , 20 min

Zentrifugieren , 5 min bei 4500 U/min

.

Filtrieren des Uberstandes mit 0,45 ym-Spritzenfilter
direkt ins HPLC-Vial

Abb. 3-3: FlieRschema der Probenextraktion

Zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und Effektivitat der gewéahiten Extraktions-
methode zum kompletten Herauslosen der Xanthophylle aus der Eigelbmatrix wird
das gewahlte Extraktionsverfahren (vgl. Abb. 3-3) zwei weiteren Verfahren
gegenubergestellt, bei denen zum einen kein Ultraschall (vgl. Abb. 3-4) angewandt
wird und zum anderen ein anderes (unpolareres) Losungsmittelgemisch (vgl. Abb.
3-5) zum Einsatz kommt. Um eine Vergleichbarkeit zu ermaoglichen, wird auf der

einen Seite frisches und auf der anderen Seite gefriergetrocknetes Eigelb
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homogenisiert und zur Analyse herangezogen (jeweils n = 4). Zudem werden die
jeweiligen Extraktionsrickstande, welche nach der ersten Extraktion im
Zentrifugenglas verbleiben, einer zweiten Extraktion unterworfen. Um die Effekte der
einzelnen Extraktionsschritte nachvollziehen zu kénnen, werden die Uberstande aus
jeweils erster und zweiter Extraktion nicht kombiniert und aufkonzentriert, sondern
separat in die HPLC-Anlage injiziert.

Bei Betrachtung der Extraktion aus frischem Eigelb (siehe Tabelle 3-2) kann

konstatiert werden, dass eine einmalige Extraktion mit reinem Methanol und mit
Unterstitzung von Ultraschall, im Vergleich zu einer 2-maligen Extraktion mit reinem
Methanol und ohne Ultraschall bzw. einer 2-maligen Extraktion mit einer Mischung
aus Methanol und TBME im Verhaltnis 2:1 (v/v) und Unterstitzung von Ultraschall,
zu den hochsten Gehalten an all-E-Lutein, all-E-Zexanthin, 13-Z-Lutein und 13-Z-
Zeaxanthin fuhrt. Allein bei Betrachtung der vergleichsweise unpolaren Xanthophylle
all-E-Canthaxanthin und 9-Z-Canthaxanthin ist zu beobachten, dass die préaferierte
Extraktionsmethode mit reinem Methanol zu etwas niedrigeren Gehalten fihrt. Dies

kann mit den polaren Eigenschaften des Methanols begriindet werden.

Einwaage von jeweils 0,5 g Probe in Zentrifugenglas

k— Zugabe von 13 ml Methanol

Homogenisieren mittels Ultra-Turrax, 1 min bei 9500
U/min, Nachsptlen mit 2 ml Methanol

b Inkubation , 20 min

Zentrifugieren , 5 min bei 4500 U/min

.

Filtrieren des Uberstandes mit 0,45 ym-Spritzenfilter
direkt ins HPLC-Vial

Abb. 3-4: FlielBschema der alternativen Probenextrak  tion ohne Ultraschallbehandlung

Unter Berucksichtigung des Gesamtxanthophyligehaltes als Gradmesser erweist sich
die beschriebene Methode als hervorragend geeignet, da mit ihr keine signifikant
niedrigeren Gehalte (P > 0,05) detektiert werden als mit einer 2-fachen
Methanolextraktion ohne Ultraschall und gleichzeitig signifikant hohere Gehalte
(P <0,05) als mit einer 2-fachen Extraktion mit Unterstlitzung von Ultraschall auf
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Basis eines Ldsungsmittelgemisches aus Methanol und TBME im Verhéltnis 2:1

(VIv).

Einwaage von jeweils 0,5 g Probe in Zentrifugenglas

Zugabe von 13 ml Methanol: TBME
(2:1, viv), 60 sec Ultraschallbad

Homogenisieren mittels Ultra-Turrax, 1 min bei 9500
U/min, Nachspiilen mit 2 ml Methanol: TBME (2:1, v/v)

I

Zentrifugieren , 5 min bei 4500 U/min

.

Filtrieren des Uberstandes mit 0,45 ym-Spritzenfilter
direkt ins HPLC-Vial

Inkubation , 20 min

Abb. 3-5: FlieRschema der alternativen Probenextrak  tion mit unpolarerem Lésungsmittel-
gemisch
Tab. 3-2: Xanthophyllgehalte in homogenisiertem fri ~ schen Eigelb nach Extraktion mittels
dreier Extraktionsverfahren (entsprechende Fliel3sch emata siehe Abbildungen
3-3, 3-4 und 3-5)
Methanol + Methanol + Methanol ohne Methanol ohne Methanol/TBME | Methanol/TBME
Ultraschall Ultraschall Ultraschall Ultraschall + Ultraschall + Ultraschall
nach 1. nach 2. nach 1. nach 2. nach 1. nach 2.
Extraktion Extraktion Extraktion Extraktion Extraktion Extraktion
all-E-Lutein 540,9 + 6,6 n.d. 494,9 £12,2 530,4 + 8,0 3448+21,1 | 3448+21,1
all-E-Zeaxanthin 365,8 £21,4 n.d. 305,8 £3,9 329,7+4,6 263,9+123 | 263,9:123
13-Z-Lutein 54 +32 n.d. 233+1,8 23,3+1,8 83+15 8315
13-Z-Zeaxanthin 74,8+3,6 n.d. 75,1+0,8 75,1+0,8 60,6 + 6,7 60,6 + 6,7
9-Z-Canthaxanthin 200,5 4,8 n.d. 207,5+16,1 226,7 £16,1 221,7+£8,0 221,7+£8,0
all-E-Canthaxanthin | 468,8+12,6 n.d. 467,0+£7,6 519,7 +10,8 517,0+16,5 | 517,0+16,5
Gesamt 1676,2 + 54,0 n.d. 1573,6 +30,6 | 1704,9+27,8 | 1416,3+58,7 | 1416,3+58,7

n.d. nicht durchgefihrt

Auch bei Betrachtung der Xanthophyligehalte nach Anwendung der drei Verfahren
zur Extraktion von Xanthophyllen aus gefriergetrocknetem Eigelb (siehe Tabelle 3-3)

kann festgestellt werden, dass eine einmalige Extraktion mit reinem Methanol mit
Unterstitzung von Ultraschall, im Vergleich zu einer 2-maligen Extraktion mit reinem
Methanol und ohne Ultraschall bzw. einer 2-maligen Extraktion mit einer Mischung
aus Methanol und TBME im Verhéltnis 2:1 (v/v) mit Unterstitzung von Ultraschall, zu
den hdchsten Gehalten an all-E-Lutein, all-E-Zeaxanthin, 13-Z-Lutein und 13-Z-

Zeaxanthin fuhrt. Nach Durchfuhrung einer zweiten Extraktion mit Methanol und
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Ultraschall ergeben sich noch etwas hohere Gehalte, jedoch sind diese Anderungen
nicht signifikant (P > 0,05). Werden die im getrockneten Eigelb ermittelten Gehalte an
B-Apo-8’-Carotinal, einem vergleichsweise unpolaren Xanthophyll, herangezogen, ist
bei Vergleich der drei Extraktionsverfahren kein signifikanter Unterschied auszu-
machen.

Wird jedoch erneut der Gesamtxanthophyllgehalt als MaRstab herangezogen,
erweist sich die beschriebene Methode als hervorragend geeignet, da mit ihr signifi-
kant hohere Gehalte (P < 0,05) detektiert werden als mit einer 2-fachen Methanol-
extraktion ohne Ultraschall und gleichzeitig signifikant hoéhere Gehalte
(P < 0,05) als mit einer 2-fachen Extraktion mit Unterstltzung von Ultraschall auf
Basis eines Losungsmittelgemisches aus Methanol und TBME im Verhéltnis 2:1
(v/v). Allein die Durchfihrung einer zweiten Extraktion fuhrt zu einem marginal
die Differenz

hoheren Gesamtxanthophyllgehalt, ist jedoch nicht signifikant

(P > 0,05).
Tab. 3-3: Xanthophyllgehalte in  homogenisiertem gef riergetrockneten Eigelb nach
Extraktion mittels dreier Extraktionsverfahren (ent sprechende FlieBschemata
siehe Abbildungen 3-3, 3-4 und 3-5)
Methanol + Methanol + Methanol ohne Methanol ohne Methanol/TBME Methanol/TBME
Ultraschall Ultraschall Ultraschall Ultraschall + Ultraschall + Ultraschall
nach 1. nach 2. nach 1. nach 2. nach 1. nach 2.
Extraktion Extraktion Extraktion Extraktion Extraktion Extraktion
all-E-Lutein 436,0 £ 14,2 455,7 £ 14,5 399,8 +16,6 418,8 £ 16,0 219,4+8,8 230,6 + 8,3
all-E-Zeaxanthin 268,0+12,5 282,2+13,1 258,4 + 30,7 271,1+30,9 172,4+7,4 181,1 +8,2
13-Z-Lutein 325+26 325+26 250+34 25,0+34 25,9+0,9 25,9+0,9
13-Z-Zeaxanthin 61,7+2/4 61,7+24 53,8+ 3,6 53,8+ 3,6 415+3,9 415+3,9
B-Apo-8'-Carotinal 184,7 +4,9 184,7£4,9 180,6 £ 5,7 180,6 £ 5,7 192,1 +11,6 192,1 +11,6
Gesamt 983,0+ 31,1 | 1016,8 + 32,2 917,7 £50,5 949,5 + 49,9 651,3+15,4 671,2 +15,9

Als Ergebnis dieses Vergleiches wird festgehalten, dass nach Anwendung der
praferierten Extraktionsmethode im Vergleich zu den beiden Alternativverfahren die
hdchsten Xanthophyllgehalte detektiert werden (siehe Tabellen 3-2 und 3-3), zudem
ein farbloser Rickstand im Zentrifugenglas verbleibt (siehe Abbildung 3-2), was auf

eine nahezu vollstéandige Extraktion hinweist.

3.6.2.2
Als Mal3 fiir die Richtigkeit eines Analyseverfahrens gilt die Wiederfindung. Sie ist bei

Validierung der Extraktion — Bestimmung der Wiederfindung

einer mangelnden Ubereinstimmung von gefundenem und wahrem Wert als Indikator
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fur das Vorliegen eines systematischen Fehlers zu werten und daher ein wichtiger
Validierungsparameter [GOTTWALD 2000].

Da keine Referenzmaterialien mit entsprechender Probenmatrix und zertifizierten
Xanthophyllgehalten auf dem Markt erhaltlich sind, wird zur Ermittlung der
Wiederfindung freier Xanthophylle natives, homogenisiertes Eigelb (Eier aus
Bodenhaltung, Guteklasse A, Gewichtsklasse L, NL-415, MHD 20.05.2009, LIDL) je
dreimal mit konstanten Konzentrationen an Lutein (0,5 pg/ml Methanol), Zeaxanthin
(2,6 pg/ml Methanol), Canthaxanthin (1,7 pg/ml Methanol) und B-Apo-8"-Carotin-
saureethylester (2,4 pg/ml Methanol) dotiert. Die Berechnung der Wiederfindungsrate
W erfolgt nach KRomIDAS nach Gleichung 3-2 [KRoMIDAS 2000].

C1—0C»
W= — « 100%
Cs

Gl. 3-2: Berechnung der Wiederfindungsrate.

mit:
W [%] Wiederfindungsrate

C1 [Mg/l] Konzentration bei Gabe von 0,5 ml Kalibrierlosung zu 15 ml
Probenlésung

C2 [Wg/l] Konzentration bei Gabe von 0,5 ml Lésungsmittel zu 15 ml
Probenlésung

C3 [Wg/l] Konzentration bei Gabe von 0,5 ml Kalibrierlosung zu 15 ml
Losungsmittel

3.6.3 LCMS-System

Zur qualitativen und quantitativen Determination der Xanthophylle kommt im Vitamin-
labor (ganzjahrig Kklimatisiert auf +20 <C) unter Ge Iblicht ein LCMS-System zum
Einsatz, welches aus einer kompakten HPLC-Anlage mit Kopplung an ein Massen-

spektrometer besteht.

HPLC-Anlage

Entgaser, Pumpe, Autosampler: Waters 2695 (Waters, Eschborn,
Deutschland)

Detektor Photodiodenarray-Detektor Waters PDA 996

(Waters, Eschborn, Deutschland)
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beheizbarer Saulenofen Gynkotek STH 585 (Gynkotek, Germering,
Deutschland)
HPLC-Vorsaule Stability 100 C30 endcapped, 5 pm, 10 mm X

40 mm (Dr. Maisch, Ammerbuch,
Deutschland)

HPLC-Saule Stability 100 C30 endcapped, 5 um, 250 mm
X 4,6 mm (Dr. Maisch, Ammerbuch,
Deutschland)

Massenspektrometer

Triple-Quad-Massenspektrometer Quattro LC (micromass, Manchester, Grol3-
britannien)

Stickstoff-Versorgung NGM-11 (CMC Instruments, Eschborn,
Deutschland)

Druckluft (0,8 MPa) DK50-2x2V/110 (ekom, PieStany, Slowakei)

Wasserkihlung WK 500 (Lauda, Lauda-Koénigshofen,

Deutschland)

Die Steuerung des LCMS-Systems und das Aufzeichnen bzw. Auswerten der Daten
erfolgen unter Nutzung der Software MassLynx 4.0 (Waters, Eschborn,
Deutschland).

3.6.4 Eluenten

Es kommt ein bindres Eluentensystem zum Einsatz, bestehend aus Eluent A
(Methanol, bidestilliertes Wasser, Ameisensaure) im Verhaltnis 994:5:1 (v/v/v) und
Eluent B (tert-Butylmethylether, Methanol) im Verhaltnis 93:7 (v/v). Zur Herstellung
von einem Liter des Eluenten A werden 782,18 g Methanol, 5,00 g bidestilliertes
Wasser und 1,22 g Ameisensaure bendétigt. Fur einen Liter des Eluenten B missen
688,20 g tert-Butylmethylether und 55,08 g Methanol eingewogen werden.

Die Chemikalien zur Herstellung der Eluenten werden nach fallenden Masseanteilen
genau an einer Analysenwaage abgewogen. Nach der Herstellung eines jeden

Eluenten erfolgt eine 10-mindtige Entgasung im Ultraschallbad.

3.6.5 Chromatographische Bedingungen

Elution

Die Eluenten A und B werden isokratisch eingesetzt. Wahrend der kompletten
Laufzeit mit einer Flussrate von 1,1 ml/min betragt deren Verhéltnis 93:7 (A:B). Als

Saulentemperatur werden +30 T gewahlt.
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HPLC-Parameter

Lauflange:
Injektionsvolumen:

Aufzuzeichnender Wellenlangenbereich:

Einstellungen des Massenspektrometers

20 Minuten
40 pl

220 — 600 nm bei einer Auflésung von
1,2 nm

Modus: APCI+
Temperatur APCI-Quelle: +150 C
Temperatur APCI-Probe: +450 C
Coronanadel-Spannung: 3,1V
Spannung der RF-Linse: 0,1 kV

N», Flussrate 150 I/h
N», Flussrate 800 I/h

Nebuliser-Gas:

Desolvations-Gas:

Massenbereich: 400 — 600 m/z
Scandauer: 1,0 sec
Zeitversatz zwischen den Scans: 0,1 sec

3.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Daten erfolgt computerunterstiitzt mit dem
Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft® Office Excel 2003. Zur Uberpriifung von
signifikanten  Unterschieden der Xanthophyllgehalte auf den einzelnen
Verarbeitungs- und Lagerungsstufen wird ein Modell eingesetzt, welches auf der
einseitigen Varianzanalyse (ANOVA) aufbaut und Aussagen uber Signifikanzklassen
erlaubt. Diese kdnnen mit Hilfe von Indices gekennzeichnet werden. Aufgrund des zu
erwartenden geringen Stichprobenumfanges pro Verarbeitungsstufe wird ein
Signifikanzniveau mit Einbezug einer 5-prozentigen Fehlerwahrscheinlichkeit

(P < 0,05) gewabhlt.

Die Verlaufe der Gehalte der einzelnen Xanthophylle wahrend der Lagerung werden
durch Regressionslinien beschrieben, deren Gleichungen und Bestimmtheitsmalie
angegeben werden.
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4 Ergebnisse
4.1 Qualitative Bestimmung der Xanthophylle
4.1.1 Standardlésungen

Aufgrund der sich teilweise abzeichnenden Uberlappung von all-E-Lutein, all-E-
Zeaxanthin, 13-Z-Lutein und 13-Z-Zeaxanthin erfolgt die Erstellung der Kalibrier-
geraden (s. Abb. 4-1 bis 4-4) nicht auf Basis der Peakflachen, sondern auf
Grundlage der Peakhéhen. Da kommerziell keine Standardsubstanzen fir Z-Isomere
erhaltlich sind, werden zu deren Quantifikation die Kalibriergeraden der zugehdrigen
all-E-Verbindungen herangezogen. Die HPLC-Analysen der Standardlésungen flr
Lutein, Zeaxanthin, Canthaxanthin und -Apo-8"-Carotinsaureethylester (vgl. Tabelle
3-1) ergeben die in Tabelle 4-1 ausgewiesenen Peakhdhen. Beispielchromato-
gramme dieser vier Verbindungen sind in den Abbildungen 4-5 bis 4-8 dargestellt.

Tab. 4-1: Mittelwerte (n = 3) der Peakhdhen [AUs] z  ur Erstellung der Kalibriergeraden von
Lutein, Zeaxanthin, Canthaxanthin und  B-Apo-8-Carotinsaureethylester
Verdiinnungsstufe
Xanthophyll
1 2 3 4
Lutein 2580 5248 10245 14688
(0,125 pyg/ml) | (0,25 pg/ml) (0,50 pg/ml) (0,75 pg/ml)
: 1892 3545 7061 11087
Zeaxanthin
(0,125 pg/ml) | (0,25 pg/ml) (0,50 pg/ml) (0,75 pg/ml)
. 1076 4171 5017 8653
Canthaxanthin
(0,10 pg/ml) (0,40 pg/ml) (0,50 pg/ml) (0,80 pg/ml)
3297 7020 10585 13561
B-Apo-8"-Carotinsaureethylester
(0,25 pg/ml) (0,50 pg/ml) (0,75 pg/ml) (21,00 pg/ml)
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Abb. 4-1: Kalibriergerade, Gleichung und Bestimmthe  itsmal} R? der Kalibriergerade von
Lutein
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Abb. 4-2: Kalibriergerade, Gleichung und Bestimmthe  itsmal R? der Kalibriergerade von
Zeaxanthin
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Abb. 4-3: Kalibriergerade, Gleichung und Bestimmthe  itsmal R? der Kalibriergerade von

Canthaxanthin
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Abb. 4-4: Kalibriergerade, Gleichung und Bestimmthe  itsmal3 R % der Kalibriergerade von -
Apo-8’-Carotinsaureethylester
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Abb. 4-5: Beispielchromatogramm einer Lutein-Standa  rdlésung mit den Substanzen all-E-
Lutein (1) und 13-Z-Lutein (3). Die Detektion erfolgt bei 450 nm.
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Abb. 4-6 Beispielchromatogramm einer Zeaxanthin-St  andardlésung mit den Substanzen

all-E-Zeaxanthin (2) und 13-Z-Zeaxanthin (4). Die Detektion erfolgt bei 450 nm.
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Abb. 4-7: Beispielchromatogramm  einer  Canthaxanthin -Standardlésung  mit  den
Substanzen 9-Z-Canthaxanthin (5) und all-E-Canthaxanthin (6). Die Detektion
erfolgt bei 450 nm.
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Abb. 4-8: Beispielchromatogramm einer  B-Apo-8-Carotinsaureethylester-Standardldsung
mit der Substanz B-Apo-8-Carotinsdureethylester (8). Die Detektion e rfolgt bei
450 nm.
4.1.2 Eigelbproben

Qualitative Xanthophyllanalysen zeigen, dass im Vergleich zu den unbehandelten,
nativen Proben durch die einzelnen Verarbeitungsschritte keine zusatzlichen Peaks
auftauchen. Es werden in jeder Probe zwdlf Peaks detektiert (vgl. Abb. 4-9), von
denen acht quantitativ bedeutsam sind und aufgrund von charakteristischen
Retentionszeiten, UV-Spektren, Q-Ratios und Molekilmassen zugeordnet werden
konnen. Die Identifikation der Peaks erfolgt unter Nutzung der in Tabelle 4-2
aufgefuihrten Parameter u.a. durch Vergleich mit Literaturwerten [SCHLATTERER 2006,
GLASER 2001, WEI 1997].

Fur die in den Chromatogrammen auftauchenden und im Beispielchromatogramm
mit a, b, ¢ und d (vgl. Abbildung 4-9) bezeichneten Minorkomponenten ist keine
Auswertung moglich, da weder die Retentionszeiten, noch die sehr schwachen

Signale der UV-Spektren und Molektlmassen eine Identifikation zulassen.
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Tab. 4-2: Spektroskopische und LCMS-Daten, welche z ur Identifikation von
Xanthophyllen in nativem und verarbeitetem Eigelb h erangezogen werden

Xanthophyll® UV-VIS-Maxima” Q-Ratio Moleklilmasse
all-E-Lutein (1) 420 | 443 | 474 | I/l 0,61 569
all-E-Zeaxanthin (2) 420 | 446 | 475 | I/l 0,23 569
13-Z-Lutein (3) 417 | 441 | 472 | I/l 0,30 569
13-Z-Zeaxanthin (4) 416 | 442 | 473 | I/l 0,11 569
9-Z-Canthaxanthin (5) 363 | 478 I/110,23 565
all-E-Canthaxanthin (6) 478 565
Z-lsomer Canthaxanthin (7) 478° 565°
B-Apo-8"-Carotinsdureethylester (8) 445 461

% aufgefiihrt entsprechend der Elutionsreihenfolge
® pestimmt in den HPLC-Eluenten
¢ schwaches Signal

123 4 56 7 8

6.42

200 4.00 6.00 500 1000 4200 14.00 16.00 1800 20,00

Abb. 4-9: Beispielchromatogramm eines pasteurisiert en, spruhgetrockneten Eigelbes. Die
Peak-Nummerierungen 1 bis 8 entsprechen denen von T  abelle 4-2, die Peak-
Bezeichnungen a, b, c und d reprasentieren nichtid  entifizierbare Komponenten.
Die Detektion erfolgt bei 450 nm.

4.2 Quantitative Bestimmung der Xanthophylle

4.2.1 Bestimmung der Trockenmasse nach 8§ 64 LFGB

Die Doppelbestimmungen pro Probe ergeben nur minimal voneinander abweichende
Ergebnisse. In die Quantifikation der Xanthophylle auf der jeweiligen Verarbeitungs-
stufe flieBen die entsprechenden Mittelwerte ein. Da im Verlauf der Lagerung der
Eigelbpulver keine Veranderungen der Trockenmasse auftreten, erfolgt die Quantifi-
kation der Xanthophylle nach 2, 4, 8 und 26 Wochen auf Basis der Eigelbpulver zum
Zeitpunkt Null.

Die Proben der Eier-Chargen 1 und 2 weisen auf den jeweiligen Verarbeitungsstufen
die in den Tabellen 4-3 und 4-4 gezeigten Trockenmassen auf.
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Tab. 4-3: Trockenmassen der aus Eier-Charge 1 erzeu gten Eiprodukte [g/100 g]
nativ sprihgetrocknet gefriergetrocknet
nicht pasteurisiert nicht pasteurisiert nicht pasteurisiert
pasteurisiert pasteurisiert pasteurisiert
Bestimmung 1 49,13 49,97 98,42 98,30 98,76 99,10
Bestimmung 2 49,23 49,42 98,34 98,05 98,82 99,40
Mittelwert 49,18 49,69 98,38 98,17 98,79 99,25
Tab. 4-4: Trockenmassen der aus Eier-Charge 2 erzeu gten Eiprodukte [g/100 g]
nativ sprihgetrocknet gefriergetrocknet
nicht asteurisiert nicht asteurisiert nicht asteurisiert
pasteurisiert P pasteurisiert P pasteurisiert P
Bestimmung 1 48,73 49,04 97,86 97,88 97,71 98,98
Bestimmung 2 48,66 48,98 97,93 97,83 97,68 98,78
Mittelwert 48,69 49,01 97,89 97,85 97,70 98,88
4.2.2 Validierung der Extraktion — Bestimmung der W iederfindung

HPLC-Analysen (jeweils n = 9) ergeben bei Anwendung der in Kapitel 4.1.1
beschriebenen Kalibriergeraden fir die Xanthophylle Lutein, Zeaxanthin,
Canthaxanthin und B-Apo-8-Carotinsaureethylester die in Tabelle 4-5

ausgewiesenen Konzentrationen c1 — Cs.

Tab. 4-5: Mittelwerte (n = 9) der Konzentrationen ¢ ; — c3 [Mg/l] zur Berechnung der
Wiederfindungsraten von Lutein, Zeaxanthin, Canthax anthin und B-Apo-8’-
Carotinsaureethylester

Xanthophyll Cy Cy (o

Lutein 330,20 292,68 11,04
Zeaxanthin 304,16 252,41 54,48
Canthaxanthin 37,78 0* 39,60
B-Apo-8 -Carotinsdureethylester 52,36 0* 55,10

* im nativen Material nicht nachweisbar

Nach dem Einsetzen der in Tab. 4-5 gezeigten Werte in Gleichung 3-2 ergeben sich

folgende Wiederfindungsraten W:
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* Lutein: W = 95,3 %,
¢ Zeaxanthin: W = 95,0 %,
¢ Canthaxanthin: W = 95,4 %,
» B-Apo-8’-Carotinsaureethylester: W = 95,0 %.
4.2.3 Absolute Xanthophyllgehalte

Unter Einbeziehen der jeweiligen Einwaagen, Trockenmassen und Wiederfindungs-

raten ergeben sich fur die aus den Eiern der Chargen 1 und 2 erzeugten Eiprodukte

die in den Tabellen 4-6 bis 4-13 dargestellten Xanthophyligehalte.

Tab. 4-6: Xanthophyllgehalte in nativem und sprithge __trocknetem Eigelb (gelagerte Pulver:
obere Werte entsprechen der Lagerung bei -18 C, un  tere Werte entsprechen der
Lagerung bei +20 ) der Charge 1, ohne Pasteurisat __ion. Darstellung als Mittel-

werte + Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g Eigelb, n = 9); Peak-
Nummerierungen entsprechen denen von Tabelle 4-2.
1g/100 g Eigelb
Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt
nativ 729,1+33,5% 549,2427,5%  32,846,0% 111,1+4,9° 429,7+26,8% 1111,6458,1% 75,3+5,6™ 221,9+7,2° 3260,9+154,4

spriihgetrocknet | 882,7#459°  689,9+41,7°  81,1#55°  150,1#10,1°  460,4%21,7°  1147,4#555° 75,9+2,3%

265,8+23,9"

3753,3+189,6

2 Wochen 547,3:31,6° 338,3%13,0° 73,4#3,8°  67,3#52°  400,1#11,6°  10439:29.6°  74,1s3,7°  266,5x13,7™ | 2810,8:42,6
734,8+31,6°  489,5+31,4° 83,1#6,3"  105,3t5,1" 427,2+4135°  1125,0+38,9° 81,6+4,1°°  2056+20,7° | 3342,1#112,2
4 Wochen 481,3+47,1°  344,6+32,7° 54,7479°  50,9¢13,2"  4333%17,0  1004,2452,2°  66,9:3,3°  261,8+11,1° | 2697,7+154,4
404,3152°  284,016,0'  44,1%18°  41,1:1,7° 4484164  1006,4£12,7°  754:1,9°  274,35,9° 2577,9£22,5
8 Wochen 472,8425,7°  315,7#5,6°  59542,0°  757+2,5°  446,049,9% 962,6:37,7  74,4+4,9° 2435156 | 2650,3:81,2
382,2+150"  256,9+11,3° 41,7+1,6'  40,6+12°  400,8+13,7° 951,4+23,7°  79,0¢3,6%  2358+45' 2388,6462,8
26 Wochen 477,0£151°  311,4455°  586+1,9°  77,8+2,3°  420,7+12,0° 955,4+21,7° 76,4+4,6°°  244,046,6° 2621,3450,4
372,136,6'  251,842,8°  42,4+1,3'  434+10°  388,5:7,8° 919,89,8" 79,8+3,2°  233,7:3,8' 2331,6+28,1
> Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)
Tab. 4-7: Xanthophyllgehalte in nativem und sprithge __trocknetem Eigelb (gelagerte Pulver:

obere Werte entsprechen der Lagerung bei -18 C, un  tere Werte entsprechen der
Lagerung bei +20 ) der Charge 1, mit Pasteurisati _on. Darstellung als Mittel-

werte + Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g Eigelb, n = 9); Peak-
Nummerierungen entsprechen denen von Tabelle 4-2.
pg/100 g Eigelb

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt
nativ 729,1#335 54924275 32,8460  111,1#49 429,7+426,8  1111,6458,1 75356  221,9+7,2 3260,9+154,4
pasteurisiert 747,6$20,3°  573,9¢257°  31,0#4,1° 118,6+7,9°  436,4%9,6° 1103,9445,0°  79,5:6,6°  234,3+13,3% | 3325,3+104,9
sprihgetrocknet | 954,4+18,8°  757,1+19,3°  86,2+4,1°  162,1+4,4°  502,9+10,5°  1232,9+26,2°  80,6+3,0° 320,2+12,3" | 4096,5+87,4
2 Wochen 679,94350°  414,3:27,9° 77,4+23°  82,9+4,9°  411,2+85° 1069,9+419,8°  73,123,3°  281,1#10,5° | 3089,8+101,4

769,9+20,5'  523,7+22,89  79,9+53°  1059:3,3%  427,8+14,4%  1139,4+358°  78,5:32°  303,6+19,9' | 34285+104,3
4 Wochen 454,8+153°  306,1#5,9°  46,4+34°  39,3+1,8°  468,66,8° 1003,9420,6°  67,2#1,4°  2757#4,7° | 2662,0+40,5

239,3+16,5°  233,3%3,1" 26,320,1' 28,9+1,6"  525,7+7,8' 917,3+9,0" 62,0+1,8°  257,5451¢ 2190,2+28,8
8 Wochen 4232+11,3°  287,949,0°  49,3%24°  41,6+2,2°  449,0+11,9° 914,0+413,9°  78,5:2,4°  256,848,5° | 2500,3+40,9

239,5+4,89  23509#54"  43,1#23°  39,7#2,5%  431,2484% 929,4+151"  71,4#3,0° 237,646,5° | 2227,6+34,2
26 Wochen 411,1#13,2°  278,6¢6,7'  51,2¢1,8°  50,2:19"  426,746,8' 902,1+28,9°  72,2¢19°  246,848,2° | 2439,0:62,8

237,143,19 227,644 453+2,0° 46,323 384,8+7,4° 941,3+3,59 85,7+3,6°  233,4432° | 2201,4415,1

& Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)
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Tab. 4-8: Xanthophyllgehalte in nativem und gefrier __ getrocknetem  Eigelb (gelagerte
Pulver: obere Werte entsprechen der Lagerung bei -1 8 €T, untere Werte
entsprechen der Lagerung bei +20 <C) der Charge 1, ohne Pasteurisation
Darstellung als Mittelwerte +  Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g
Eigelb, n = 9); Peak-Nummerierungen entsprechen den  en von Tabelle 4-2.

1g/100 g Eigelb

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt
nativ 729,1+33,5% 549,2+27,5% 32,846,0% 111,1+4,9% 429,7+26,8% 1111,6458,1% 75,315,6% 221,947,2° 3260,9+154,4
gefriergetrocknet | 1014,6+10,9°  791,8+12,8°  71,3:+35°  1482+4,4°  454,2+6,4" 1233,0:¢12,9°  73,1#36°  3255+7,4" 4111,8+43,5
2 Woch 807,2+38,9° 531,5+35,2% 71,713,4b 87,3%3,6° 425,448,3° 1208,2+17,4° 72,614,1ad 325,618,3b 3529,5+81,2
ochen 719,2426,3%  462,8+21,7°  77,0#3,1° 77,24359  421,846,4° 1176,14235"  69,3¥39°  317,5¢6,2° | 3320,8467,0

4 Woch 294,4112,4d 276,245,2° 26,8%3,0° 28,412,6d 428,6x11,6° 988,0118,8d 55,012,8b 274,043,4° 2371,3+34,9
ochen 244,7+15,6° 231,013,2f 23,013,5' 26,413,1d 409,0113,9Cd 935,1+24,09 56,912,6b 258,9114,0f 2185,0+44,0

8 Woch 290,7¢12,6°  255,0+8,1"  30,7#2,0° 33,8+1,7°  437,0:24,6%  994,2+46,0%°  66,2+4,1°  264,5¢154" | 2372,1+94,6
ochen 224,4+6,4' 228,249,1%  34,8+2,8% 44,9+1,5"  399,5+11,2¢ 914,3+21,5"  67,0+¢3,1°  234,648,8° 2147,7452,2

26 Wochen 297,3:2,2°  2546+2,7"  36,5¢1,1° 36,6:1,3  412,747,1° 1021,746,2° 68,9+1,6°  281,83,0° 2410,1#12,7
222,4+2,5'  2227+25°  35,041,29 46,641,3  377,1457° 911,5¢17,0"  86,3%7,3°  228,1+4,9° | 2129,7+26,4

I Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)

Tab. 4-9: Xanthophyllgehalte in nativem und gefrier __ getrocknetem  Eigelb (gelagerte
Pulver: obere Werte entsprechen der Lagerung bei -1 8 T, untere Werte
entsprechen der Lagerung bei +20 €C) der Charge 1, mit Pasteurisation
Darstellung als Mittelwerte +  Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g
Eigelb, n = 9); Peak-Nummerierungen entsprechen den  en von Tabelle 4-2.

1g/100 g Eigelb

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt

nativ 72914335  549,24275 32,8460  111,1#49  429,7+268 11116581 753456 221,947,2 3260,9+154, 4

pasteurisiert 747,6+20,3°  573,9+25,7°  31,0+4,1°  118,6+7,9%  436,449,6% 1103,9+45,0°  79,546,6% 234,3+13,3% | 3325,3+104,9

gefriergetrocknet | 1005,3:9,5" 781,2+¢29,9"  74,9+3,7°  1542459°  477,9¢139"  1229,1+38,9°  71,9+6,00°  324,7+12,5° | 4119,1+109,8

2 Woch 785,1+39,1° 514,7+41,5° 74,113,8" 91,946,5¢ 443,8+22,4° 1202,6151,7Dd 72,515,5b 327,2112,2" 3512,0+172,8

ochen 829,7+40,6'  551,24432*  69,8+4,5° 101,3+6,0'  422,0£17,9°  1162,0¢42,7°  71,5¢33"  316,7+17,5" | 3524,2+157,7

4 Wochen 310,1132,0de 279,316,7d 29,142,1° 26,411,8d 438,2+27,9% 995,4+25,5° 57,62,2° 275,0+4,1° 2411,0£73,2
246,0+20,5° 239,3+2,0° 25,612,7f 26,212,2d 400,4121,4d 897,8+13,5° 54,112,2' 246,6+2,5° 2136,1+54,9

8 Wochen 305,5+4,7° 251,247,0° 33,9+1,9°  443+1,6°  4356+13,9%°  984,3+18,6°  64,8+2,6°  252,7459% | 23723351
232,049,99 229,519,3h 36,712,3d 41,3%3,0° 400,6110,3d 886,1+27,5° 63,312,9d 224,016,6f 2113,6463,6

26 Wochen 297,144,6° 244,8+4,9' 35,7+1,6°  456+1,8™  436,5¢5,8° 980,2+14,7°  67,6:3,1°  239,7+4,5° | 2347,2345
233,0+3,5° 223,8+2,6" 36,6x1,2"  47,1420"  396,8+6,3" 912,0¢9,1" 73,1+2,7°  226,3+2,0' 2148,7+20,6

" Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)

Tab. 4-10: Xanthophyllgehalte in nativem und sprithg ___etrocknetem Eigelb (gelagerte Pulver:
obere Werte entsprechen der Lagerung bei -18 C, un  tere Werte entsprechen der
Lagerung bei +20 ) der Charge 2, ohne Pasteurisat __ion. Darstellung als Mittel-
werte + Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g Eigelb, n = 9); Peak-
Nummerierungen entsprechen denen von Tabelle 4-2.
1g/100 g Eigelb
Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt
nativ 549,0£17,1°  350,7+19,8° 14,9+#46° 69,7#47° 322,4+11,3%  887,5+37,0° 67,443,9%  211,4#12,7% | 2473,1#99,2
sprithgetrocknet | 594,7+#152°  349.2$13,9°  42,9+1,6° 90,1#36° 322,3:10,5° 809,9+239°  66,7#4,4%  186,3:8,1b° | 2462,1#732
2 Wochen 377,3¥27,4°  233,448,3°  5094#31° 544#35° 353,1#7,2°  0085#154°  79,1#34°  2114+39° 2268,2451,6
362,1#20,8°  209,5¢12,6° 4544259 54367° 312,0:7,3°  810,3%27,3° 73,4#24%  189,8+12.4™ | 2056,9+81,4
4 Woch 221,24357°  203,5:3,9° 2524219 312+1,6° 358,08264° 794,3+211° 64,5:2,1°  208,7#37° 1906,5482,2
ochen 189,3+24,9°  183,06,2°  23,0¢2,7° 31,7+24% 3516+225° 790,7+22,1°  68,8+2,1®°  199,8+3,3" 1838,0467,9
8 Woch 188,0+3,8°  1950#42°  28,2#1,9° 36,0£1,1° 3254#9,8°  764,9+10,0° 71,8:17%  186,3:47° 1795,7+22,4
ochen 1659454  174,1#63'  280:2,2° 37,9+2,3 316,683  771,1+134° 71,6:0,8°  167,5:2,8° 1732,6£32,5
26 Wach 185,243,0°  193,9+32°  33,7+#1,1" 385+1,0' 3112+4,7°  753,9+65°  74,3+26"  191,2+1.8° 1782,0£14,0
ochen 161,5:2,3°  174,0¢33"  33,5:3,7'  394+28"  310,6#4,9°  7722+41°  796:14°  168,8+2.2° 1739,79,9

&0 Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)
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Tab. 4-11: Xanthophyllgehalte in nativem und sprithg ___etrocknetem Eigelb (gelagerte Pulver:
obere Werte entsprechen der Lagerung bei -18 C, un  tere Werte entsprechen der
Lagerung bei +20 C) der Charge 2, mit Pasteurisati __on. Darstellung als Mittel-
werte + Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g Eigelb, n = 9); Peak-
Nummerierungen entsprechen denen von Tabelle 4-2.
1g/100 g Eigelb
Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt
nativ 549,0+17,1  350,7+19,8 14,946 69,7¢4,7  322,4#113  887,5:37,0 67,4%3,9 211,4+12,7 2473,1299,2
pasteurisiert 549,7+10,8°  341,446,2*  10,2454°  729+35%  331,347,8° 893,4+19,2°  68,3#3,6° 215,6+12,9° | 2482,9+40,5
spriihgetrocknet | 701,2+27,2°  429,6+22,3° 38,0+2,9°  94,7#52° 356,5¢12,7°  920,5:#38,0" 57,832  2250+13,0% | 2823,2+114,0
2 Woch 434,2420,4°  256,9+11,4° 489+24°  512+45°  357,2+26" 941,6+18,9°  63,4#3,0°°  234,3+7,4° 2387,6442,2
ochen 384,1#105"  210,7#6,5°  46,74#2,2°  51,0#24° 3155:9,7° 831,1#30,4°  62,0#2,4°9  201,8:6,1° 2102,9460,0
4Waoch 274,9+17,1°  223,0+7,8°  29,8+3,09 32,2+20° 385,0+9,8° 830,4%12,4° 55,93 7" 217,843,5% 2049,2+26,4
ochen 199,7 11,49  190,8+4,1" 20,9+2,6'  31,4+2,1°  340,2+16,3°  793,2#12,7"  55,1:3,6' 202,76,1° 1834,0+35,9
8 Woch 263,145,4° 218,54,8° 36,4432°  48,5+4,2°  374,9+11,1°  810,2#10,9%°  59,3+3,7"%  193,1+7,7° 2003,9+34,7
ochen 179,643,7" 186,1+4,2°  293+22%  38,9+1,7"  334,048,7° 792,2+13,6"  60,6+4,7° 174,743,3° 1800,3#25,1
26 Woch 251,4+4,6° 211,643,4°  43,3¥22°  569+26°  368,9:0,2° 804,5+9,2° 60,4+2,2%9  190,7+2,0° 1987,8+15,4
ochen 177,7+3,2" 184,9+2,79  32,2427°  451+1,9°  323,0+4,9° 804,06,8" 72,4+3,4" 175,1+4,5° 1814,4+4,7

& Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)

Tab. 4-12: Xanthophyllgehalte in nativem und gefrie__ rgetrocknetem  Eigelb (gelagerte
Pulver: obere Werte entsprechen der Lagerung bei -1 8 €T, untere Werte
entsprechen der Lagerung bei +20 <C) der Charge 2, ohne Pasteurisation
Darstellung als Mittelwerte +  Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g
Eigelb, n = 9); Peak-Nummerierungen entsprechen den  en von Tabelle 4-2.

1g/100 g Eigelb

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt
nativ 549,0£17,1°  350,7+19,8°  14,9+4,6°  69,7+4,7%  322,4%113" 887,5¢37,0°  67,4#39°  2114+12,7* | 2473,199,2
gefriergetrocknet | 749,1#256°  4732+24,2°  682:54° 81,8+4,8°  4054+16,5° 1136,0:50,0°  62,4#3,1°  300,5+20,3° | 3276,6+133,8
2 Wachen 4445+26,7°  230,6+11,2%  46,4+4,5° 50,115°  304,3:6,1° 864,512,1°  51,0£19°  222,2+7,5° 2213,6460,0
518,9+27,59  276,0+13,6°  52,5+2,9'  58,4+2,79  3285+11,7° 9159+31,8°  551+34%  223,0+16,6™ | 2428,2459,1

4 Woch 256,147,4%  230,5#3,2%  205:22° 26,435  341,6+11,4° 875,4+15,7°  46,6+2,8°  237,5¢2,7° 2034,6+33,8
ochen 367,5¢13,7"  253,5+4,0' 32,3:3,9° 325+2,6"  396,945,5" 913,749,5° 54,1+2,1°  247,9+10,6° | 2298,3+16,9

8 Woch 237,045,6°  216,9+7,5%  29,9+1,8° 40,1#2,5° 3354%292°°  8432+19,9° 534+1,8°  179,4+12,5° | 19353+395
ochen 328,7¢16,1'  226,4+132%"  37,8+419 45243  3565:12,1% 855,1420,7%  48,9¢1,3%  182,1:8,2° 2080,8+71,1
26 Woch 241,8+1,6' 213,643,2¢ 30,140,9°  46,0£2,1'  324,2+4,9° 839,4+4,2° 57,4+1,8"  169,4+2,8' 1921,8+10,0
ochen 331,8:3,0'  228.8+4,0"  40,6:1,3%  52,0:2,2°  359,242,8' 866,1:6,7%  65,1+3,3%  184,4+3,9° 2128,0:9,4

I Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)

Tab. 4-13: Xanthophyllgehalte in nativem und gefrie__ rgetrocknetem  Eigelb (gelagerte
Pulver: obere Werte entsprechen der Lagerung bei -1 8 €T, untere Werte
entsprechen der Lagerung bei +20 <€) der Charge 2, mit _Pasteurisation
Darstellung als Mittelwerte +  Standardabweichung (Mikrogramm pro 100 g
Eigelb, n = 9); Peak-Nummerierungen entsprechen den  en von Tabelle 4-2.

1g/100 g Eigelb

Probe 1 2 3 4 5 6 7 8 gesamt
nativ 549,0#17,1  350,7+19,8 14946  69,7#4,7 3224113 887,5¢37,0 67,4%3,9 211,4+12,7 | 2473,1299,2
pasteurisiert 549,7+10,8°  341,4%6,2* 10,245,4°  72,9435°  331,3+7,8% 893,4+19,2%®  68,3%3,6°  215,6+12,9° | 2482,9+40,5
gefriergetrocknet | 692,3+28,6°  428,8+23,3"  67,5¢3,2°  77,0:24°  3952+24,9° 1053,1#41,4° 58,0+2,9°  270,8+8,9° 3043,6£117,2
2 Woch 470,3+32,7°  250,8+24,5%  50,241,9°  550+3,3° 328,84#21,2°°  000,1#46,1°°  556+3,3°  2356+153° | 2346,5+139,6
ochen 486,5£12,0°  265,9+7,4° 55,642,09  52,8+41,9°  339,4%9,9° 922,4+381%  56,8#4,7™  2332+10,9° | 2412,7#653

4 Wochen 261,2+¢17,5°  233,3+1,8° 22,4%2,4°  27,1%20°  349,8+16,8° 876,7428,4°"  46,9+2,3°  239,247,3° 2056,6+51,8
375,3+20,3°  248,246,39 31,843,8%  32,142,7%  422,9+18,3" 943,1+34,0 57,043,7™  256,848,7' 2367,2480,3

8 Woch 241,8+4,7°  218,424,4° 29,7+1,1°  389+1,4°  329,246,7° 872,1+16,0°  51,62,2°  192,8+50° | 1974,5+27,3
ochen 327,7413,0"  233,8+7,0°"  39,041,6"  49,6+4,1"  359,0+9,5° 833,4£17,29 50,2+1,4°  183,7+4,6° | 2076,2+53,0
26 Woch 233,7+2,4 213,0+4,2" 30,9¢1,1'  42,74#24' 322,638 862,8+4,8" 57,1#1,7"  187,1£1,6° 1950,0£9,2
ochen 328,2+2,9"  228,3+3,9" 40,6109 53,4+1,6°  353,2465° 828,8+13,6° 62,4+1,1'  178,0+2,9° | 2072,9+16,6

& Mittelwerte einer Spalte mit unterschiedlichen Indices unterscheiden sich signifikant (P < 0,05)
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424 Pasteurisation

Aus den Werten der Tabellen 4-7, 4-9, 4-11 und 4-13 kann abgeleitet werden, dass
der Prozessschritt der Pasteurisation (Parameter s. Kapitel 3.3) keinen signifikanten
Einfluss auf die Xanthophyllgehalte hat. Das Pasteurisieren von Eiern der Chargen 1
und 2 verursacht, bei Betrachtung der einzelnen Xanthophylle und der Gesamt-
xanthophyllgehalte, in keinem einzigen Fall eine signifikante Anderung. Der

Veranschaulichung dieses Sachverhaltes dienen die Abbildungen 4-10 und 4-11.

700 - O all-E-Lutein
Charge 1 Charge 2
600 - T
T T
L
500
)
S
= 400 .
(@] T ——
8 300 L
—
Ee)
=
200 A
100 —
O T T T 1
nicht pasteurisiert nicht pasteurisiert
pasteurisiert pasteurisiert
Abb. 4-10: Einfluss der Pasteurisation auf die abso Iluten Gehalte von all-E-Lutein.
Darstellung der Mittelwerte (n = 9) und der Standar  dabweichungen.
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Charge 1 Charge 2
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o
o 2500 -+ T £
> =
w
o 2000 +— —
o
=
S 1500 ~
=
1000 +
500 +— —
O T T T 1
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pasteurisiert pasteurisiert
Abb. 4-11: Einfluss der Pasteurisation auf die abso Iluten Gesamtxanthophyllgehalte.

Darstellung der Mittelwerte (n = 9) und der Standar  dabweichungen.
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4.2.5 Trocknung

Im Folgenden werden die durch das Sprih- und Gefriertrocknen hervorgerufenen
Anderungen in den Gehalten der einzelnen Xanthophylle und der Gesamt-
xanthophylle n&her betrachtet. Mdgliche Erklarungen fir die beobachteten
Anderungen werden in den Kapiteln 5.2.5 und 5.2.6 gegeben.

4.25.1 Sprihtrocknung

Eine Spruhtrocknung unter den in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Parametern resultiert
in den meisten Fallen in einer signifikanten Anderung der Gehalte der einzelnen
Xanthophylle und der Gesamtxanthophyligehalte zur Folge. In den Tabellen 4-14 und
4-15 werden die jeweiligen relativen Veranderungen, basierend auf den absoluten
Werten der Tabellen 4-6, 4-7, 4-10 und 4-11, und entsprechende Aussagen Uber
eine signifikante Anderung dargestellt.

Tab. 4-14: Relative Veranderungen der Xanthophyllge halte durch Sprihtrocknung von
Eigelb der Charge 1 [%] und Angabe Uber eine dabei auftretende signifikante
Anderung
Spriihtrocknung
aus nicht signifikante aus signifikante
Xanthophyll pasteurisiertem Anderung pasteurisiertem Anderung
Eigelb (P <0,05)? Eigelb (P <0,05)?
all-E-Lutein +21% ja +28 % ja
all-E-Zeaxanthin +26 % ja +32% ja
13-Z-Lutein + 147 % ja +178 % ja
13-Z-Zeaxanthin +35% ja +37% ja
9-Z-Canthaxanthin +7% ja +15% ja
all-E-Canthaxanthin +3% nein +12 % ja
Z-lsomer Canthaxanthin +1% nein +1% nein
?:;Arg?infssaureethylester +20% ja *37% 2
gesamt +15% ja +23% ja
4.25.2 Gefriertrocknung

Die Gefriertrocknung von nicht pasteurisiertem bzw. pasteurisiertem Eigelb gleichen
Rohmateriales hat ebenso wie die Spriuhtrocknung oftmals signifikant veranderte
Xanthophyllgehalte zur Folge. Ausgehend von den absoluten Werten der Tabellen
4-8, 4-9, 4-12 und 4-13, erfolgt in den Tabellen 4-16 und 4-17 die Darstellung der

jeweiligen relativen Veranderungen der Gehalte.



Ergebnisse 72
Tab. 4-15: Relative Veranderungen der Xanthophyllge halte durch Spriihtrocknung von
Eigelb der Charge 2 [%] und Angabe Uber eine dabei auftretende signifikante
Anderung
Sprihtrocknung
aus nicht sjgnifikante aus sjgnifikante
Xanthophyll pasteurisiertem Anderung pasteurisiertem Anderung
Eigelb (P <0,05)? Eigelb (P <0,05)?
all-E-Lutein +8% ja +28% ja
all-E-Zeaxanthin +0% nein +26 % ja
13-Z-Lutein +188 % ja +275 % ja
13-Z-Zeaxanthin +29% ja +30 % ja
9-Z-Canthaxanthin +0% nein +8% ja
all-E-Canthaxanthin -9% ja +3% nein
Z-lsomer Canthaxanthin -1% nein -15% ja
g?rg?infgsaureethylester -12% 2 -4 % nein
gesamt +0% nein +14 % ja
Tab. 4-16: Relative Veranderungen der Xanthophyllge halte durch Gefriertrocknung  von
Eigelb der Charge 1 [%] und Angabe Uber eine dabei auftretende signifikante
Anderung
Gefriertrocknung
aus nicht sjgnifikante aus sjgnifikante
Xanthophyll pasteurisiertem Anderung pasteurisiertem Anderung
Eigelb (P <0,05)? Eigelb (P <0,05)?
all-E-Lutein +39% ja +34 % ja
all-E-Zeaxanthin +44 % ja +36 % ja
13-Z-Lutein +117% ja +142 % ja
13-Z-Zeaxanthin +33% ja +30 % ja
9-Z-Canthaxanthin +6 % ja +10 % ja
all-E-Canthaxanthin +11% ja +11% ja
Z-lsomer Canthaxanthin -3% nein -10% ja
gzﬁggniéureethylester Tar% ja +39% 2
gesamt +26 % ja +24% ja
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Tab. 4-17: Relative Veranderungen der Xanthophyllge halte durch Gefriertrocknung  von
Eigelb der Charge 2 [%] und Angabe Uber eine dabei auftretende signifikante
Anderung
Gefriertrocknung
aus nicht sjgnifikante aus sjgnifikante
Xanthophyll pasteurisiertem Anderung pasteurisiertem Anderung
Eigelb (P <0,05)? Eigelb (P <0,05)?
all-E-Lutein +36 % ja +26 % ja
all-E-Zeaxanthin +35% ja +26 % ja
13-Z-Lutein +358 % ja +562 % ja
13-Z-Zeaxanthin +17 % ja +6 % ja
9-Z-Canthaxanthin +26 % ja +19 % ja
all-E-Canthaxanthin +28% ja +18 % ja
Z-Isomer Canthaxanthin -7% ja -14% ja
?:;Arg?infssaureethylester +42% 2 +26% 2
gesamt +32% ja +23% ja
4.2.6 Lagerung
4.2.6.1 Lagerung der spriihgetrockneten Eigelbe

In den Abbildungen 4-12 bis 4-20 werden die jeweiligen relativen Veranderungen der
Xanthophylle im Laufe der Lagerung im Dunklen bei -18 T und +20 T Uber einen
Zeitraum von sechs Monaten, basierend auf den absoluten Werten der Tabellen 4-6
und 4-7 bzw. 4-10 und 4-11, dargestellt. Zur Ermittlung eines allgemein gultigen
Trends erfolgt die Darstellung dabei als Mittelwert der relativen Veranderungen bei
den Eier-Chargen 1 und 2. Die Gleichungen der jeweiligen Trendlinien und deren

Bestimmtheitsmal3e werden in Tabelle 4-18 angegeben.
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Wochen Lagerung

Entwicklung der Gehalte an  all-E-Lutein in Eigelbpulver nach Sprihtrocknung
wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitte  Iwerte (n = 18) beider Eier-
Chargen.
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O +20°%C, nicht pasteuriziert
. & -18°C, pasteurisiert
& +20°C, pasteuriziert
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Wochen Lagerung

Entwicklung der Gehalte an all-E-Zeaxanthin in  Eigelbpulver nach
Sprihtrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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b & -18°C, pasteurizier
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Wochen Lagerung
Entwicklung der Gehalte an  13-Z-Lutein in Eigelbpulver nach Sprihtrocknung

wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitte  Iwerte (n = 18) beider Eier-
Chargen.
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Entwicklung der Gehalte an 13-Z-Zeaxanthin in  Eigelbpulver nach
Spruhtrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
4 . g .
[m]
& iy E E
- ﬁ ﬂ
m -15°%C, nicht pasteurizier
O +20°%C, nicht pasteuriziert
& -18°C, pasteurisiert
A +20°C, pasteuriziert
0 5 10 15 20 25 30
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Entwicklung der Gehalte an 9-Z-Canthaxanthin in Eigelbpulver nach
Sprahtrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Entwicklung der Gehalte an all-E-Canthaxanthin in Eigelbpulver nach
Sprihtrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Entwicklung der Gehalte an Z-lsomer Canthaxanthin in Eigelbpulver nach
Sprahtrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Entwicklung der Gehalte an  B-Apo-8'-Carotinsdureethylester in Eigelbpulver
nach Sprihtrocknung wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der
Mittelwerte (n = 18) beider Eier-Chargen.
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Woehen Lagerung
Entwicklung  der  Gesamtxanthophyllgehalte in Eigelbpulver  nach

Sprahtrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Tab. 4-18: Gleichungen der Trendlinien der in den A  bbildungen 4-12 bis 4-20 gezeigten
Verlaufe der Xanthophyllgehalte von Eigelbpulver na  ch Spruhtrocknung und
deren Bestimmtheitsmalle

Xanthophyll Gleich_ung der Trendlinie BestimmthgitsmarS R °
(nach einer Potenzfunktion) der Gleichung
all-E-Lutein (vgl. Abbildung 4-12)
-18 T, nicht pasteurisiert 54,044*x 009 0,9016
+20 T, nicht pasteurisiert 49,523*x 00%% 0,7410
-18 T, pasteurisiert 52,781*x 2073 0,8402
+20 T, pasteurisiert 39,393*x 1089 0,7079

all-E-Zeaxanthin

(vgl. Abbildung 4-13)

-18 T, nicht pasteurisiert 59,151 *x %%°% 0,9935

+20 T, nicht pasteurisiert 55,153*x %673 0,8789

-18 T, pasteurisiert 53,716%x 0% 0,9638

+20 T, pasteurisiert 48,246*x %18 0,8781
13-Z-Lutein (vgl. Abbildung 4-14)

-18 T, nicht pasteurisiert 80,081*x 0203 0,3496

+20 T, nicht pasteurisiert 72,427*x 0% 0,3939

-18 T, pasteurisiert 85,772%x 00" 0,1962

+20 T, pasteurisiert 71,547%x 0% 0,2632
13-Z-Zeaxanthin (vgl. Abbildung 4-15)

-18 T, nicht pasteurisiert 50,823*x 20708 0,8064

+20 T, nicht pasteurisiert 46,593*x %08 0,7498

-18 T, pasteurisiert 47,124*x°0™% 0,7446

+20 T, pasteurisiert 43,813*x 9% 0,7047
9-Z-Canthaxanthin (vgl. Abbildung 4-16)

-18 T, nicht pasteurisiert 98,612*x %07 0,1229

+20 T, nicht pasteurisiert 95,905*x 09> 0,2510

-18 T, pasteurisiert 96,392*x %% 0,1950

+20 T, pasteurisiert 89,453*¢ 20123 0,8537

all-E-Canthaxanthin

(vgl. Abbildung 4-17)

-18 T, nicht pasteurisiert 93,897*x 0% 0,4211
+20 T, nicht pasteurisiert 93,272%x 0088 0,5556
-18 T, pasteurisiert 87,503*x 2016t 0,7042
+20 T, pasteurisiert 86,043*x 0169 0,7858

Z-Isomer Canthaxanthin

(vgl. Abbildung 4-18)

-18 T, nicht pasteurisiert 101,840%x*%? 0,0337
+20 T, nicht pasteurisiert 105,780*x*2%%° 0,4692
-18 T, pasteurisiert 97,301*x*%0%8 0,0982
+20 T, pasteurisiert 99,862*x> %% 0,0102

B-Apo-8’-Carotinsaureethylester

(vgl. Abbildung 4-19)

-18 T, nicht pasteurisiert 100,920*x %% 0,0024
+20 T, nicht pasteurisiert 97,596*x 0%% 0,0932
-18 T, pasteurisiert 89,518*x 0140 0,5951
+20 T, pasteurisiert 84,607*x 2% 0,6921
gesamt (vgl. Abbildung 4-20)
-18 T, nicht pasteurisiert 78,807*x %0269 0,9034
+20 T, nicht pasteurisiert 73,870%x %% 0,7524
-18 T, pasteurisiert 74,024%x 0% 0,8979
+20 T, pasteurisiert 68,550%x 24?8 0,8185
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4.2.6.2 Lagerung der gefriergetrockneten Eigelbe

In  den Abbildungen 4-21 bis 4-29 werden die jeweiligen relativen
Konzentrationsanderungen im Laufe der Lagerung im Dunklen bei -18 T und +20 C
uber einen Zeitraum von sechs Monaten, basierend auf den absoluten Werten der
Tabellen 4-8 und 4-9 bzw. 4-12 und 4-13, dargestellt. Zur Ermittlung eines allgemein
gultigen Trends erfolgt die Darstellung dabei als Mittelwert der relativen
Veranderungen der Eier-Chargen 1 und 2. Die Gleichungen der jeweiligen

Trendlinien und deren Bestimmtheitsmalie werden in Tabelle 4-19 angegeben.
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Abb. 4-21: Entwicklung der Gehalte an  all-E-Lutein in Eigelbpulver nach Gefriertrocknung
wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitte  Iwerte (n = 18) beider Eier-
Chargen.
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Abb. 4-22: Entwicklung der Gehalte an all-E-Zeaxanthin in  Eigelbpulver nach
Gefriertrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Weoehen Lagerung
Entwicklung der Gehalte an  13-Z-Lutein in Eigelbpulver nach Gefriertrocknung
wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitte  Iwerte (n = 18) beider Eier-
Chargen.
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Wochen Lagerung
Entwicklung der Gehalte an 13-Z-Zeaxanthin in  Eigelbpulver nach
Gefriertrocknung _ wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Woehen Lagerung

Entwicklung der Gehalte an 9-Z-Canthaxanthin in Eigelbpulver nach
Gefriertrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Abb. 4-26: Entwicklung der Gehalte an all-E-Canthaxanthin in Eigelbpulver nach
Gefriertrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.
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Abb. 4-27: Entwicklung der Gehalte an Z-lsomer Canthaxanthin in Eigelbpulver nach

B-Apo-8 -Carotinsaureethylester (% vom
Anfangsgehalt)
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Entwicklung der Gehalte an  B-Apo-8'-Carotinsdureethylester in Eigelbpulver
nach Gefriertrocknung wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der
Mittelwerte (n = 18) beider Eier-Chargen.
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Abb. 4-29: Entwicklung  der  Gesamtxanthophyllgehalte in Eigelbpulver  nach
Gefriertrocknung  wahrend 6-monatiger Lagerung. Darstellung der Mitt  elwerte
(n = 18) beider Eier-Chargen.




Ergebnisse

82

Tab. 4-19: Gleichungen der Trendlinien der in den A  bbildungen 4-21 bis 4-29 gezeigten
Verlaufe der Xanthophyllgehalte von Eigelbpulver na  ch Gefriertrocknung und
deren Bestimmtheitsmalle

Xanthophyll Gleich_ung der Trendlinie BestimmthgitsmarS R °
(nach einer Potenzfunktion) der Gleichung
all-E-Lutein (vgl. Abbildung 4-21)
-18 T, nicht pasteurisiert 44,369*x 99 0,7209
+20 T, nicht pasteurisiert 47 ,412+x 00870 0,7440
-18 T, pasteurisiert 46,634*x 9% 0,7076
+20 T, pasteurisiert 50,321 *x %81 0,6968

all-E-Zeaxanthin

(vgl. Abbildung 4-22)

-18 T, nicht pasteurisiert 50,189*x 207" 0,9190
+20 T, nicht pasteurisiert 49,851*x 0% 0,9090
-18 T, pasteurisiert 52,919*x %" 0,8995
+20 T, pasteurisiert 53,635%x 207% 0,8517

13-Z-Lutein (vgl. Abbildung 4-23)
-18 T, nicht pasteurisiert 55,344% %0070 0,5355
+20 T, nicht pasteurisiert 62,344%x 00> 0,4717
-18 T, pasteurisiert 56,538%x 200%° 0,5442
+20 T, pasteurisiert 62,352%x 0% 0,5165

13-Z-Zeaxanthin

(vgl. Abbildung 4-24)

-18 T, nicht pasteurisiert 45,400*x 9% 0,6812
+20 T, nicht pasteurisiert 50,130%x 7% 0,6401
-18 T, pasteurisiert 47,846*x %" 0,6202
+20 T, pasteurisiert 52,466%x %% 0,5761

9-Z-Canthaxanthin

(vgl. Abbildung 4-25)

-18 T, nicht pasteurisiert 89,179%x 201 0,8120
+20 T, nicht pasteurisiert 90,432+x 20110 0,7473
-18 T, pasteurisiert 89,867*x 11 0,9610
+20 T, pasteurisiert 90,694*x 1% 0,6675

all-E-Canthaxanthin

(vgl. Abbildung 4-26)

-18 T, nicht pasteurisiert 83,267*x 2% 0,8893
+20 T, nicht pasteurisiert 81,983*x 02?8 0,8381
-18 T, pasteurisiert 86,380%x 2018 0,8138
+20 T, pasteurisiert 83,761*x 2% 0,7601

Z-Isomer Canthaxanthin

(vgl. Abbildung 4-27)

-18 T, nicht pasteurisiert 88,509%x 20 0,3043
+20 T, nicht pasteurisiert 93,259*x %% 0,0329
-18 T, pasteurisiert 91,770%x %% 0,2251
+20 T, pasteurisiert 94,434*x 90049 0,0824

B-Apo-8’-Carotinsaureethylester

(vgl. Abbildung 4-28)

-18 T, nicht pasteurisiert 80,656%x %2> 0,7700
+20 T, nicht pasteurisiert 77,916%x 0% 0,7171
-18 T, pasteurisiert 83,900%x *%2%? 0,5950
+20 T, pasteurisiert 80,890%x 026 0,5832

gesamt (vgl. Abbildung 4-29)
-18 T, nicht pasteurisiert 68,017*x %% 0,8601
+20 T, nicht pasteurisiert 68,368*x %1% 0,8548
-18 T, pasteurisiert 70,717 %% 0,8176
+20 T, pasteurisiert 70,881%x*%3% 0,7924
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5 Diskussion

5.1 Qualitative Bestimmung der Xanthophylle

Das Erstellen der Kalibriergeraden auf Basis der Peakhdhen, anstatt auf Grundlage
der Peakflachen, ist ein ubliches Verfahren in der Carotinoidanalytik. Vor allem beim
Aufarbeiten biologischer Matrices mit einer Vielzahl an Carotinoiden und deren
Isomeren konnen lber diesen Weg fehlerhafte Quantifizierungen, die sich aus den
flachenmaRigen Uberlagerungen einzelner Peaks ergeben, vermieden werden
[MORTENSEN 2005, SNODDERLY 1997]. Wie den gezeigten Beispielchromatogrammen
der Standardsubstanzen Lutein, Zeaxanthin, Canthaxanthin und S-Apo-8’-
Carotinsaureethylester (vgl. Abbildungen 4-5 bis 4-8) und vor allem dem
Beispielchromatogramm einer Eiprobe (siehe Abbildung 4-9) zu entnehmen ist,
treten unter den gewéhlten chromatographischen Parametern (vgl. Kapitel 3.6.5) in
den jeweiligen Chromatogrammen flachenmaRige Uberlappungen zwischen all-E-
Lutein und all-E-Zeaxanthin bzw. in geringerem Mal3e zwischen 13-Z-Lutein und 13-
Z-Zeaxanthin sowie zwischen 9-Z-Canthaxanthin und all-E-Canthaxanthin auf.

Die Anwendbarkeit der sich aus den Peakhdhen ergebenden Kalibriergeraden (vgl.
Abbildungen 4-1 bis 4-4) zur spateren Quantifikation belegen die Werte aus der
jeweiligen Kalkulation der BestimmtheitsmaRe R?. Da diese Werte oberhalb von
0,9966 liegen (vgl. Tabelle 5-1), kann jeweils von einem nahezu perfekten linearen

Zusammenhang zwischen Peakhthe und Konzentration gesprochen werden.

Tab. 5-1: Bestimmtheitsmalle der Kalibriergeraden vo  n Lutein, Zeaxanthin, Canthaxanthin
und B-Apo-8 -Carotinsaureethylester

Xanthophyll Bestimmtheitsma R ? der Kalibriergeraden
Lutein 0,9987
Zeaxanthin 0,9983
Canthaxanthin 0,9966
B-Apo-8 -Carotinsaureethylester 0,9975

Beim Betrachten der Kalibriergeraden ist auffallig, dass sich die Steigungen
betrachtlich voneinander unterscheiden (vgl. Abbildungen 4-1 bis 4-4). Aus diesem
Grunde muss geschlussfolgert werden, dass fir jedes einzelne Xanthophyll das
Erstellen einer eigenen Kalibriergeraden aus Verdinnungsstufen der entsprechen-

den Standardsubstanz zwingend notwendig ist, da bei der Anwendung von ein und
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derselben Kalibriergeraden fir die Quantifizierung mehrerer Xanthophylle die

Gehalte falsch berechnet werden wirden.

Aufgrund der rechtlichen Situation (vgl. Kapitel 2.1.4) und bereits vorliegender
Studien, z. B. von SCHLATTERER [SCHLATTERER 2006], ist es nicht Uberraschend, dass
in den untersuchten Eiern aus Bodenhaltung, bei welcher das Verfluttern von
synthetischen Farbstoffen an Legehennen in einen gewissen Rahmen gestattet ist,
neben all-E-Lutein und all-E-Zeaxanthin auch all-E-Canthaxanthin und [B-Apo-8°-
Carotinsaureethylester nachgewiesen werden konnen. Einen Uberblick tber die in
frischem unpasteurisiertem Eigelb ermittelten Xanthophyligehalte, im Vergleich zu
den Werten von SCHLATTERER und MAJCHRZAK [SCHLATTERER 2006, MAJCHRZAK
1997], bietet Tabelle 5-2.

Tab. 5-2: Vergleich der ermittelten Gehalte an  all-E-Lutein, all-E-Zeaxanthin, all-E-Cantha-
xanthin und B-Apo-8’-Carotinsaureethylester in nativem Eigelb [ pg/100 g Eigelb]
von Legehennen aus Bodenhaltung mit Literaturwerten

Xanthophyll Charge 1 Charge 2 S CHLATTERER MAJCHRZAK
2006* 1997**
all-E-Lutein 729,1 £+33,5 | 549,0+£17,1 541,0 £275,6 246,8 £ 53,4
all-E-Zeaxanthin 549,2 £ 27,5 | 350,7 +£19,8 222,0+81,1 175,9+90,9
all-E-Canthaxanthin 1111,6 £58,1 | 887,5+37,0 873,7£277,6 88,9 + 20,8
B-Apo-8"-Carotinsaureethylester 221,9+7,2 |211,4+12,7 | 809,5+525,7 n.n.

* Mittelwerte + Standardabweichung ermittelt aus Eiern verschiedener Eiproduzenten
** \Werte in ug/100 g Vollei
n.n. nicht nachweisbar

Obwohl das ubiquitdre Vorkommen von Z-Isomeren der Carotinoide neben deren all-
E-Form in zahlreichen biologischen Materialien, z. B. Fisch, Obst, Gemduse,
Eiernudeln und auch humanen Geweben, unbestritten und nachgewiesen ist
[MEGDAL 2009, CORTES 2004, HumMPHRIES 2003, BERNSTEIN 2001], liegen bis zum
jetzigen Zeitpunkt nur wenige Nachweise in Eiern und Eiprodukten vor, z. B. von
DELGADO-VARGAS [DELGADO-VARGAS 1998]. In frischen Schaleneiern steht der
Nachweis von Z-Isomeren der Xanthophylle bislang noch aus. In beiden Chargen
von Eiern aus Bodenhaltung kann das Vorhandensein von 13-Z-Lutein, 13-Z-
Zeaxanthin und 9-Z-Canthaxanthin nachgewiesen werden. Dariber hinaus ist
aufgrund des Auftretens einer einzelnen (schwachen) UV-VIS-Bande bei 478 nm,

einer Molekilmasse von m/z 565 und der relativen Nahe zum Peak von all-E-
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Canthaxanthin der Nachweis eines weiteren Z-lsomeres von Canthaxanthin
wahrscheinlich (vgl. Tabelle 4-2 und Abbildung 4-9), eine exaktere ldentifikation
scheitert jedoch an zu geringen Gehalten im Eimaterial. Des Weiteren werden in
jeder mittels HPLC untersuchten Probe, also in nativem, pasteurisiertem oder
getrocknetem Eigelb, vier Minorkomponenten detektiert (siehe Abbildung 4-9), bei
denen es sich vermutlich um Isomere oder Oxidationsprodukte von Xanthophyllen
handelt. Deren aufsummierter Anteil an der Gesamtflache liegt pro Chromatogramm

auf allen Verarbeitungsstufen bei unter einem Prozent.

5.2 Quantitative Bestimmung der Xanthophylle

5.2.1 Trockenmassen

Die zur Quantifizierung der Xanthophylle benétigten Trockenmassen der
Eigelbproben bewegen sich, wie Tabelle 5-3 veranschaulicht, allesamt im Bereich
der Literaturangaben. Da im IndustriemalRstab die Trocknung generell nach einer
Pasteurisation des zu trocknenden Eigelbes erfolgt, flieen in den Vergleich mit
Literaturwerten nur die eigenen Werte ein, bei denen zuvor auch eine Pasteurisation
erfolgt ist (vgl. Tabellen 4-3 und 4-4).

Tab. 5-3: Vergleich der Mittelwerte der Trockenmass en von nativem und getrocknetem
Eigelb mit Literaturwerten [g/100 g]

Charge 1 | Charge 2 Literaturwert und zugehérige Quel e
natives Eigelb 49,18 48,69 48,9 [HUOPALAHTI 2007]
(nicht pasteurisiert) 51,3 [TERNES 2005, BELITZ 2004]
sprihgetrocknetes Eigelb 98,17 97,85 > 95,0 [BELITZ 2004]
gefriergetrocknetes Eigelb 99,25 98,88 97,0 [KROELL 1989]

Wie den Tabellen 4-3 und 4-4 ebenfalls zu entnehmen ist, fihrt eine Pasteurisation
von Flussigeigelb unter den in Kapitel 3.3 beschriebenen Bedingungen zu einer
leichten Erhéhung der Trockenmasse. Diese minimale Aufkonzentration kann mit der
thermischen Einwirkung wahrend der 3,5-minitigen Pasteurisation bei +61,5 €
erklart werden, welche zu einem Kondensieren geringer Mengen an Wasser in den
oberen Bereichen des geschlossenen Laborreaktors flhrt.

Die spriuhgetrockneten Eigelbe aus zuvor nicht pasteurisiertem bzw. pasteurisiertem
Flissigeigelb weisen nahezu identische Trockenmassen auf. Bei den
gefriergetrockneten Eigelben ist hingegen auffallig, dass eine vorab erfolgte

Pasteurisation der Flussigeigelbe in allen Fallen in einer héheren Trockenmasse
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resultiert. Als Grund dafir kann angefuhrt werden, dass bereits zum Beginn der 32-
stindigen Haupt- und Nachtrocknung in den zuvor nicht pasteurisierten
Flissigeigelben minimal héhere Wassergehalte bzw. niedrigere Trockenmassen
gemessen werden als in den zuvor pasteurisierten Flussigeigelben. Bei gleicher
Schichtdicke, Prozessauslegung und Prozessdauer bleibt dieser Zustand bis zum
Ende der Gefriertrocknung erhalten.

Stichprobenartige Bestimmungen der Trockenmasse aller gelagerten Eigelbpulver
bestatigen die Konstanz der ermittelten Werte (ber den gesamten

Lagerungszeitraum.

5.2.2 Bestimmung der Wiederfindung von freien Xanth ~ ophyllen

Wie in Kapitel 3.6.2.1 dargelegt wird, werden mit der gewéhlten Extraktionsmethode
(vgl. Abbildung 3-3) die freien und auch gebundenen Xanthophylle quantitativ aus
flissigem und getrocknetem Eigelb herausgeldst, erkennbar am farblosen Rickstand
nach der Extraktion (vgl. Abbildung 3-2).

Das Hinzufigen von in Methanol gelosten Xanthophyll-Standardsubstanzen zum
Eigelbmaterial fuhrt zu Wiederfindungsraten von jeweils 95,0 % bis 95,4 % (vgl.
Kapitel 4.2.2). Aufgrund des vergleichsweise polaren Charakters des Losungsmittels
Methanol sind hohere Wiederfindungsraten bei den Xanthophyllen Lutein und
Zeaxanthin erwartet worden, jedoch wurde diese Erwartung nicht erfullt.

Die ermittelten Wiederfindungsraten, die auf eine nicht vollstandige Extraktion freier
Xanthophylle schlieRen lassen, flie3en in die Kalkulation der Xanthophyllgehalte ein
(siehe Tabellen 4-6 bis 4-13).

5.2.3 Xanthophyllgehalte in nativem Flussigeigelb

Die Eigelbe beider Eier-Chargen eines Eiproduzenten weisen neben einem
identischen Xanthophyllspektrum (vgl. Kapitel 4.1.2 und 4.2.3) signifikante Unter-
schiede in den jeweiligen Gehalten auf. Wie den Tabellen 4-6 bis 4-13 enthommen
werden kann, weisen die Eigelbe der Charge 1 deutlich héhere Gehalte an all-E-
Lutein, all-E-Zeaxanthin, 13-Z-Lutein, 13-Z-Zeaxanthin, 9-Z-Canthaxanthin und all-E-
Canthaxanthin auf als die Eigelbe der Charge 2. Die Gehalte an dem nicht
identifizierbaren Z-lsomer von Canthaxanthin und B-Apo-8 -Carotinsaureethylester
sind hingegen auf einem vergleichbaren Level. Es kann nur vermutet werden, dass

die Legehennen im entsprechenden Legebetrieb zum einen Futter mit leicht
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variierendem Xanthophylimuster erhalten haben, zum anderen mit unterschiedlichen

Gehalten an diesen Xanthophyllen.

In beiden Eigelb-Chargen dominiert jeweils quantitativ all-E-Canthaxanthin, gefolgt
von all-E-Lutein, all-E-Zeaxanthin, 9-Z-Canthaxanthin, S-Apo-8"-Carotinsaure-
ethylester, 13-Z-Zeaxanthin, dem nicht identifizierbarem Z-Isomer von Canthaxanthin
und 13-Z-Lutein. Die relativen Gehalte der identifizierbaren Z-Isomere am jeweiligen

Xanthophyllgehalt bzw. am Gesamtxanthophyligehalt werden in Tabelle 5-4

dargestellt.

Tab. 5-4: Absolute Gehalte [ pg/100 g Eigelb + Standardabweichung] von  13-Z-Lutein, 13-
Z-Zeaxanthin und 9-Z-Canthaxanthin und deren relative Anteile am jeweil igen
Xanthophyllgehalt ( all-E + Z) und am Gesamtxanthophyllgehalt [%]

Z-lsomer

13-Z-Lutein | 13-Z-Zeaxanthin | 9-Z-Canthaxanthin
Gehalt in Charge 1 [ug/100 g Eigelb] 32,8+6,0 111,1+49 429,7 + 26,8
Gehalt in Charge 2 [ug/100 g Eigelb] 149+4,6 69,7 +4,7 322,4+11,3
Relativer Anteil an der Summe von all-E- 4,3 16,8 27,9
und Z-Form in Charge 1 [%)]
Relativer Anteil an der Summe von all-E- 2,6 16,6 26,6
und Z-Form in Charge 2 [%)]
Relativer Anteil am Gesamtxanthophyill- 1,0 3,4 13,2
gehalt der Charge 1 [%]
Relativer Anteil am Gesamtxanthophyill- 0,6 2,8 13,0
gehalt der Charge 2 [%]

Anhand Tabelle 5-4 wird ersichtlich, dass zum Gesamtxanthophyllgehalt von nativem
Flissigeigelb bereits zu ca. 16 % bis 18 % die Z-Isomere beitragen. Des Weiteren
wird ebenso erkennbar, dass 13-Z-Lutein nur etwa 3 % bis 4 % des Gesamtlutein-
gehaltes, 13-Z-Zeaxanthin bereits ca. 17 % des Gesamtzeaxanthingehaltes und 9-Z-
Canthaxanthin immerhin ca. 27 % bis 28 % des Gesamtcanthaxanthingehaltes
ausmachen. Beim Vergleich dieser Werte mit denen von PERRY aus dem Jahr 2009
kann konstatiert werden, dass diese in einer ahnlichen Dimension liegen [PERRY
2009]. So spricht PErRRY von einem Anteil der Z-lsomere von Lutein am
Gesamtluteingehalt von ca. 14 % und einem Anteil der Z-Isomere von Zeaxanthin am
Gesamtzeaxanthingehalt von ca. 12 %, ohne dabei zu spezifizieren, um welche Z-
Isomere es sich handelt.
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Da die physiologischen Wirkungen dieser Z-lsomere im Korper des Menschen
bislang kaum untersucht sind (vgl. Kapitel 2.3.1), kbnnen keine Aussagen Uuber

maogliche Konsequenzen fir die Humanernéhrung erfolgen.

Die in beiden Eier-Chargen ermittelten all-E-Canthaxanthingehalte bewegen sich mit
11,12 + 0,58 mg pro Kilogramm Eigelb bzw. 8,88 + 0,37 mg pro Kilogramm Eigelb
deutlich unter dem maximal erlaubten Rickstandshdchstgehalt von 30 mg pro

Kilogramm Eigelb (Feuchtgewebe) [EUROPA 2003c].

Der Vergleich der ermittelten Gehalte an all-E-Lutein, all-E-Zeaxanthin, all-E-
Canthaxanthin und B-Apo-8-Carotinsdureethylester mit Literaturwerten fir Eier aus
Bodenhaltung ergibt eine groRe Ubereinstimmung mit den bereits verfiigbaren Daten
(vgl. Tabelle 5-2). Wahrend die Gehalte an all-E-Lutein und all-E-Canthaxanthin sich
im Mittelfeld der Literaturwerte bewegen, liegen die Gehalte an all-E-Zeaxanthin am
oberen Rand und die Gehalte an 8-Apo-8 -Carotinsaureethylester am unteren Ende
der bislang beschriebenen Gehalte. Die ermittelten Gesamtxanthophyllgehalte der
Eier-Chargen 1 und 2 (vgl. Tabellen 4-6 bis 4-13) befinden sich mit 3260,9 + 154,4
und 2473,1 + 99,2 ug/100 g Eigelb im oberen Drittel der Literaturwerte (s. Tabelle 2-
3). Dabei darf nicht auRer Acht gelassen werden, dass bislang in der Literatur nur
selten Gehalte an Z-Isomeren in Eiern beschrieben werden und somit auch nicht in

die Ausweisung von Gesamtxanthophyll- bzw. Gesamtcarotinoidgehalten einflie3en.

5.2.4 Xanthophyllgehalte in pasteurisiertem Flissig  eigelb

Beim Vergleich der Xanthophyligehalte von nativem Eigelb und daraus
resultierendem pasteurisiertem Eigelb wird ersichtlich, dass durch den Prozessschritt
der Pasteurisation keine wesentlich veranderte Xanthophyllretention verursacht wird
(vgl. Kapitel 4.2.4). Die Konzentrationen aller determinierbaren Xanthophylle weisen
nur kleine Unterschiede auf, die jedoch nicht signifikant sind (P > 0,05), gleiches trifft
auf die jeweiligen Konzentrationen der Gesamtxanthophylle beider Eier-Chargen zu
(s. Abbildungen 4-10 und 4-11). In Tabelle 5-5 erfolgt eine Gegenuberstellung der
Xanthophyllgehalte der Eier-Chargen 1 und 2, jeweils vor und nach der

Pasteurisation.
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Tab. 5-5: Absolute Xanthophyllgehalte [  pg/100 g Eigelb + Standardabweichung] der Eier-
Chargen 1 und 2 vor und nach der Pasteurisation (je  weils n = 9); Peak-
Nummerierungen entsprechen denen von Tabelle 4-2.

1g/100 g Eigelb
5

1 2 3 4 6 7 8 gesamt

Charge 1
nativ 729,1+335 |[5492+275 |328+60 |111,1+ 49 | 4297+26,8 | 11116+58,1 | 753+56 | 2219+7,2 3260,9 +154,4
pasteurisiert | 747,6 +20,3 [573,9+257 [310+4,1 1186 +7,9 | 436,4+9,6 1103,9+450 | 795+6,6 | 2343+13,3 | 33253+1049

Charge 2
nativ 549,0+17,1 350,7 +19,8 14,9 +4,6 69,7+ 4,7 322,4+11,3 887,5+37,0 67,4+39 2114+ 12,7 2473,1£99,2
pasteurisiert 549,7 +10,8 341,4+6,2 10,2+5,4 72,9+3,5 331,3+7,8 893,4 +19,2 68,3 +3,6 2156+12,9 24829 £40,5

Dieses Ergebnis Uberrascht nicht, denn eine Pasteurisation unter den gewahlten
Parametern Temperatur (+61,5 <€) und Zeit (3,5 min) entspricht einer
vergleichsweise geringen thermischen Belastung, die dem Inaktivieren vegetativer
Keime unter Beibehalt der Produktqualitat von Flissigeigelb dient (s. Kapitel 2.4.1).
Offensichtlich wirkt sich diese nicht auf den Xanthophyllgehalt aus. Zwar stehen zum
Vergleich in der Literatur keine Ergebnisse zur Evaluierung des Einflusses einer
Pasteurisation auf den Xanthophyllgehalt von Flussigeigelb zur Verfiigung, jedoch
weisen die Erkenntnisse von SCHLATTERER, SURAI und SUNGPUAG in eine
vergleichbare Richtung, die sich u. a. mit dem Einfluss des Kochens von Eiern auf
den Xanthophyllgehalt befassen [SCHLATTERER 2006, SURAI 2000, SUNGPUAG 1999].
Wahrend SurAl nach 10-mindtigem Kochen von ,Designer-Eiern®, also Eiern, die
aufgrund der speziellen Futterung von Legehennen Uberdurchschnittlich hohe
Gehalte an Vitamin E, Lutein, Docosahexaensaure und Selen aufweisen, keine
signifikant veranderten Gehalte an Lutein, und SUNGPUAG nach 10-minitigem
Kochen von handelsiblichen Eiern geringe Verluste im Gehalt an Retinol in Hohe
von 11,0 % + 5,8 % konstatieren, ermittelt SCHLATTERER nach 10-minttigem Kochen
mehrerer Eier-Chargen verschiedener Haltungsformen mittlere Verluste in den
Gehalten an Lutein von 19 % = 15 %, an Zeaxanthin von 15 %
+ 11 %, an Canthaxanthin von 12 % + 7 % und an B-Apo-8°-Carotinsaureethylester in
Hohe von 10 % = 1 %. Da die Pasteurisation bei +61,5 € erfolgt und damit bei einer
deutlich niedrigeren Temperatur als beim Kochen der Eier (+100 ), zudem die
Dauer des thermischen Einflusses betrachtlich geringer ist (3,5 min anstatt 10 min),
erscheint das Ausbleiben eines messbaren Effektes der Pasteurisation auf den
Xanthophyllgehalt von Flussigeigelb plausibel. In diesem Zusammenhang muss
jedoch die Frage nach der Sinnhaftigkeit eines 10-minutigen Kochens von
Huhnereiern gestellt werden, da die Kochdauer von 10 Minuten keine

haushaltstibliche Zubereitungsweise reprasentiert.
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5.25 Xanthophyllgehalte in spriihgetrocknetem Eigel b

Basierend auf den in den Tabellen 4-14 und 4-15 aufgezeigten Ergebnissen zu
relativen Verdnderungen nach Sprihtrocknung von nicht pasteurisiertem bzw.
pasteurisiertem Flussigeigelb erfolgt in Tabelle 5-6 eine Zusammenstellung dieser
Beobachtungen. Die dabei, je nach Xanthophyll, determinierten Ver&dnderungen

werden im Anschluss zunéchst beschrieben und anschlieRend diskutiert.

Tab. 5-6: Relative Veranderungen der Xanthophyligeh alte nach Spruhtrocknung von
Eigelb der Chargen 1 und 2 [%)]

Spruhtrocknung

Charge 1 Charge 2 Charge 1 Charge 2

aus nicht aus nicht aus aus
Xanthophyll pasteurisiertem | pasteurisiertem | pasteurisiertem | pasteurisiertem

Eigelb Eigelb Eigelb Eigelb
all-E-Lutein +21% +8% +28 % +28 %
all-E-Zeaxanthin +26 % 0% +32% +26 %
13-Z-Lutein + 147 % + 188 % +178 % +275%
13-Z-Zeaxanthin +35% +29 % +37% +30 %
9-Z-Canthaxanthin +7% 0% +15 % +8%
all-E-Canthaxanthin +3% -9% +12 % +3%
BApos +20 % -12% +37% 4%
arotinsaureethylester
gesamt +15% +0% +23% +14 %
all-E-Lutein

Nach der Durchfihrung der Sprihtrocknung liegen die Gehalte an all-E-Lutein
allgemein signifikant hoher als im jeweiligen Ausgangsmaterial fur die Trocknung, die
relativen Verdnderungen bewegen sich dabei zwischen +8 % und +28 %.
Tendenziell verstarkt eine vorangegangene Pasteurisation eine relative

Veréanderung.

all-E-Zeaxanthin

Die Retention von all-E-Zeaxanthin ist sprihtrocknungsbedingt oftmals signifikant
erhoht (+26 % bis +32 %). Als Ausnahme muss die Spruhtrocknung aus

unpasteurisiertem Material der Eier-Charge 2 hervorgehoben werden, bei der die
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Gehalte unverandert bleiben. Das Ausmal} der relativen Verdnderung liegt dabei in
etwa in der Dimension, welche bereits bei all-E-Lutein beobachtet wird.

13-Z-Lutein

Eine Sprihtrocknung bewirkt ausnahmslos eine erhebliche Veranderung der Gehalte
an 13-Z-Lutein. Die relativen Veranderungen liegen im Bereich von +147 % bis
+275 %, hohere prozentuale Veranderungen kénnen dabei nach der Trocknung von

pasteurisiertem Flussigeigelb konstatiert werden.

13-Z-Zeaxanthin

Ebenso wie der Gehalt am 13-Z-Isomer von Lutein unterliegt auch der Gehalt an 13-
Z-Zeaxanthin, bedingt durch die Sprihtrocknung, einer signifikanten Veranderung.
Die dabei auftretenden Anderungen sind vergleichsweise einheitlich und unabhangig

von einer zuvor erfolgten Pasteurisation im Bereich von +29 % bis +37 %.

9-Z-Canthaxanthin

Die Spruhtrocknung bewirkt tendenziell eine signifikante Veranderung der Gehalte an
9-Z-Canthaxanthin (+7 % bis +15%). Eine Ausnahme bildet die Sprihtrocknung aus
unpasteurisiertem Material der Eier-Charge 2, bei der es zu keiner signifikanten
Abweichung kommt. Im Vergleich zu den Verdnderungen im Xanthophyllgehalt an
13-Z-Zeaxanthin und erst recht zum Gehalt an 13-Z-Lutein, fallt die Veranderung im

Gehalt an 9-Z-Canthaxanthin moderat aus.

all-E-Canthaxanthin

Ein vergleichsweise heterogenes Bild zeigt der Einfluss der Sprihtrocknung auf die
Gehalte an all-E-Canthaxanthin. W&ahrend die Spruhtrocknung von unpasteurisiertem
Material keine Veranderung (Eier-Charge 1) bzw. sogar eine signifikante Abnahme
(Eier-Charge 2) verursacht, fuhrt die Spruhtrocknung von vorher pasteurisiertem
Material zu Veranderungen im Rahmen von +3 % bis +12 %.

Z-Isomer Canthaxanthin

Nach der Sprihtrocknung kann tendenziell eine gleichbleibende Retention dieser
Verbindung festgestellt werden. Einzig die Sprihtrocknung von pasteurisiertem
Material der Eier-Charge 2 bewirkt eine signifikante Veranderung (-15 %).
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B-Apo-8 -Carotinsdureethylester

Ein uneinheitliches Bild ist bei Betrachtung des Einflusses der Sprihtrocknung auf
den Gehalt an B-Apo-8'-Carotinsdureethylester zu beobachten. Wahrend die
Trocknung von Eigelb der Charge 1 zu signifikanten Veranderungen im Bereich von
+20 % (nicht pasteurisiertes Eigelb) bis +37 % (pasteurisiertes Eigelb) fuhrt,
verursacht die Spruhtrocknung von Eigelb der zweiten Eier-Charge signifikant
niedrigere (-12 %, nicht pasteurisiertes Eigelb) bzw. nahezu unveranderte Gehalte

(-4 %, pasteurisiertes Eigelb).

Gesamtixanthophylle

Bei Betrachtung des Gesamtxanthophyllgehaltes fihrt das Spruhtrocknen zum Teil
zu einem signifikanten Anstieg, wobei die relativen Veranderungen im Bereich von
+14 % bis +23 % liegen. Eine Ausnahme stellt das unpasteurisierte Material der Eier-
Charge 2 dar, bei dem nach Spruhtrocknung keine signifikante Anderung des

Gesamtxanthophyllgehaltes konstatiert werden kann.

Es wird zudem festgestellt, dass eine vorausgegangene Pasteurisation eine hdohere
Xanthophyllretention zur Folge hat. Allein das nicht identifizierbare Z-Isomer von
Canthaxanthin stellt sich gegen diesen Trend. Des Weiteren ist auffallig, dass die
spruhtrocknungsbedingten Veranderungen im Gehalt der einzelnen Xanthophylle bei
Betrachtung der Chargen 1 und 2 nicht immer identisch sind und sich teilweise sogar
gegensatzlich verhalten (siehe Tabelle 5-6). Da die Sprihtrocknung und die
zugehdrige Probenvorbereitung der Flussigeigelbe beider Eier-Chargen hinsichtlich
der Prozessparameter identisch ablauft (s. Kapitel 3.4.1) und eine hohe
Reproduzierbarkeit der vollstandigen Extraktion aus dem Probenmaterial gegeben ist
(vgl. Kapitel 3.6.2 und 4.2), ist ein matrixabhéangiger Einfluss als Erklarung fir die
Unterschiede der spruhtrocknungsbedingten Veranderungen sehr wahrscheinlich.

Bereits 1996 belegt Lal, dass nach Spruhtrocknung von Flissigvollei in den Proben
mit h6herem a-Tocopherolgehalt signifikant hohere Gehalte an Carotinoiden in den
erzeugten Pulvern determiniert werden als in den Pulvern mit niedrigerem Gehalt an
a-Tocopherol [LAI 1996]. Der protektive Einfluss eines hdheren Antioxidanzien-
gehaltes auf die Erhaltung von Carotinoiden bei der Trocknung ist auch von anderen
Matrices aus dem Lebensmittelbereich bekannt, z. B. Mangos und Paprika [CHEN
2007, DaooD 2006]. Des Weiteren belegen Untersuchungen von PEREz-GALVEZ,

dass auch das Fettsaurespektrum in der Lebensmittelmatrix einen grof3en Einfluss
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auf die Stabilitat von Carotinoiden haben kann [PEREz-GALVEz 2000]. Als Ursache
nennt PEREZ-GALVEZ, dass mit steigendem Gehalt an ungesattigten Fettsduren eine
hohere Anfalligkeit fir Oxidationsprozesse einhergeht, was wiederum eine Bildung
von Hydroperoxiden begunstigt.

Wie aus den Tabellen 4-6 bis 4-13 hervorgeht, weisen die Eigelbe beider Eier-
Chargen eines Eiproduzenten zwar ein identisches Xanthophyllspektrum, jedoch
nicht identische absolute Gehalte an den determinierten Xanthophyllen auf. Es ist
daher davon auszugehen, dass sich auch die Gehalte an potenziellen Antioxidanzien
im (Trocken-)Eigelb, z. B. Vitamin E und bestimmte Eigelbproteine [SAKANAKA 2004],
unterscheiden, ebenso die Zusammensetzung der Fettsduren in der Eigelbmatrix

und deren Gehalte.

Bei Betrachtung der relativen Veranderungen der Xanthophyllgehalte nach
Spriuhtrocknung von Eigelb (siehe Tabelle 5-6) ist aufféllig, dass diese je nach
Xanthophyll variieren. Wahrend sprihtrocknungsbedingt im Falle von all-E-Lutein
und all-E-Zeaxanthin in etwa 20 % bis 30 % vermehrt freigesetzt werden, sind die
relativen Veradnderungen der Gehalte von all-E-Canthaxanthin und [-Apo-8-
Carotinsaureethylester weniger stark ausgepragt. Die wahrscheinlichste Ursache fur
dieses Verhalten ist die Form, in der die Xanthophylle im Eigelb vorliegen. Neben
den jeweils freien Formen kdnnen diese auch in veresterter Form vorliegen, letzteres
heil3t gebunden an eine (Monoester) oder zwei (Diester) Fettsduren. Zum
Veresterungsgrad von Xanthophyllen im Eigelb sind deutlich variierende Ergebnisse
in der Literatur zu finden. Wahrend GoobwIN von einem Veresterungsgrad von mehr
als 90 % spricht, liegen laut SURAI weniger als 1 % der Xanthophylle in gebundener
Form vor [Sural 2001, GoobwIN 1984]. Aus den Werten von Tabelle 5-6 kénnen
naturlich keine Rickschlisse auf den jeweiligen Veresterungsgrad der einzelnen
Xanthophylle gezogen werden, jedoch weisen die unterschiedlichen relativen
Veranderungen darauf hin, dass es aufgrund der variierenden Freisetzungsraten
Xanthophyll-spezifische Unterschiede gibt. Zum jetzigen Zeitpunkt gibt es in der
Literatur keine Angaben Uber Xanthophyll-spezifische Verteilungen zwischen freier
bzw. veresterter Form im Eigelb.

Die beschriebenen relativen ,Erhéhungen” im Xanthophyligehalt kénnen dabei nicht
auf eine Neubildung im Zuge der Spruhtrocknung zuriickgefihrt werden, da die
enzymatische Ausstattung im Eigelb dies nicht zuldsst (vgl. Kapitel 2.3). Stattdessen

scheint eine Reaktion vorstellbar, die beispielsweise von CHANG, DEWANTO und
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BaLocH im Zuge der Trocknung von Tomaten und Karotten beschrieben wird [CHANG
2007, DEwaANTO 2002, BALOCH 1977]. Diese Autoren konstatieren, dass die
thermische Belastung im Zuge der Trocknung zu einer Degradation von auf3eren
Zellwanden und inneren Membranen der Zellorganellen fiihrt, was ein Freisetzen von
Xanthophyllen bewirkt, die zuvor im Verlauf der Extraktion nicht freigesetzt werden
konnten. Laut JAEKEL ist bei der Trocknung von Eigelb aufgrund des thermischen
Einflusses und dem Entzug von Wasser auch eine Denaturierung von Proteinen
maoglich [JAEKEL 2008], folglich auch von Lipoproteinen, an welche die Carotinoide im
Eigelb mal3geblich assoziiert vorliegen [TERNES 1995]. Werden diese Carotinoid-
Lipoprotein-Bindungen aufgrund einer Denaturierung des Proteinanteils geldst,
stehen fur die Extraktion mehr freie Carotinoide zur Verfiigung, die quantitativ erfasst
werden kdnnen.

Nach Durchfiihrung der Sprihtrocknung von Flussigeigelb kdnnen in allen Fallen
deutlich erhohte Gehalte an determinierbaren Z-lsomeren detektiert werden
(s. Tabelle 5-6), wobei insbesondere die Veranderungen der Gehalte an 13-Z-Lutein
auffallig sind, welche sich in einem Bereich von +147 % bis +275 % bewegen. Die
Verdanderungen der Gehalte an 13-Z-Zeaxanthin und 9-Z-Canthaxanthin fallen
hingegen deutlich geringer aus, im Falle des nicht exakt determinierbaren Z-Isomers
von Canthaxanthin bleiben die Gehalte nahezu konstant und sind teilweise sogar
leicht sinkend. Dies kann mit dem individuellen Isomerisierungsverhalten eines jeden
Carotinoids in Abhéngigkeit von der Matrix erklart werden [AMAN 2005].

Wie in Kapitel 2.3.2.1 dargestellt wird, unterliegen die in der Natur haufig in der
stabileren all-E-Form vorliegenden Carotinoide einem komplexen Isomerisierungs-
verhalten, welches durch die Zufuhr von Energie (Wé&arme, Licht) und das
Vorhandensein von Sauerstoff, Sdure und Metallionen (Katalysatoren) malfigeblich
bestimmt wird. Eine Konsequenz dieses Verhaltens koénnte sein, dass die
entstehenden Z-Verbindungen aufgrund ihrer sterischen Hinderung (AbstoRungs-
krafte) energiereicher und damit instabiler sind als die gestreckten all-E-
Verbindungen. Der Vorgang der Umwandlung von all-E-Konformation zu Z-
Konformation verliefe folglich endotherm, machte demnach die Zufuhr von Warme
und/oder Licht (Aktivierungsenergie) erforderlich und kénnte durch Katalysatoren
beschleunigt werden. Eine Untermauerung dieser Hypothese mit tatsachlichen
thermodynamischen Daten steht in der Literatur fir die meisten Carotinoide noch
aus. In Untersuchungen zum Einfluss von Warme und Licht auf das Isomerisierungs-

verhalten von Lutein (Standardsubstanz) in wassrigen Losungen wird durch AMAN
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festgestellt, dass sich nach 60-minitiger Einwirkung einer Temperatur von +98 €
der Gehalt an 13-Z-Lutein von zuvor 1,1 % auf 18,3 % erhoht [AMAN 2005]. HADDEN
setzt sogar gezielt das Erhitzen von all-E-Lutein ein, um relevante Mengen an 9-Z-
Lutein, 9°-Z-Lutein, 13-Z-Lutein, 13"-Z-Lutein und 15-Z-Lutein zu synthetisieren
[HADDEN 1999]. Ebenso liegen zahlreiche Nachweise, zumeist in Modellsystemen
oder pflanzlichen Matrices, fur eine thermisch bedingte Erhbhung der Gehalte an Z-
Isomeren von Carotinoiden vor, z. B. fur g-Carotin, Lycopin und Zeaxanthin [UNLU
2007, MiLANowsKA 2005, UpDIKE 2003, LESSIN 1997]. Es ist daher nachvollziehbar,
dass auch in der Matrix Eigelb nach Durchfihrung der Spruhtrocknung aufgrund der
thermischen Belastung hdohere Gehalte an Z-lsomeren detektiert werden als im
Rohmaterial (siehe Tabelle 5-6).

5.2.6

Auf Grundlage der in den Tabellen 4-16 und 4-17 gezeigten Ergebnisse zu relativen

Xanthophyllgehalte in gefriergetrocknetem Eig  elb

Verdanderungen nach Gefriertrocknung von nicht pasteurisiertem bzw. pasteuri-
siertem Flussigeigelb erfolgt in Tabelle 5-7 eine Zusammenfassung dieser
Beobachtungen. Je nach Xanthophyll, werden die determinierten Verédnderungen

nachfolgend zunachst noch einmal kurz beschrieben und anschlielend diskutiert.

Tab. 5-7: Relative Veranderungen der Xanthophyligeh alte nach Gefriertrocknung von
Eigelb der Chargen 1 und 2 [%]
Gefriertrocknung
Charge 1 Charge 2 Charge 1 Charge 2
aus nicht aus nicht aus aus
Xanthophyll pasteurisiertem | pasteurisiertem | pasteurisiertem | pasteurisiertem
Eigelb Eigelb Eigelb Eigelb
all-E-Lutein +39% + 36 % +34% +26 %
all-E-Zeaxanthin +44 % +35% + 36 % +26 %
13-Z-Lutein +117% + 358 % +142 % + 562 %
13-Z-Zeaxanthin +33% +17 % +30 % +6 %
9-Z-Canthaxanthin +6% +26 % +10 % +19 %
all-E-Canthaxanthin +11 % +28 % +11 % +18 %
lé?rlca)?ige-iureethylester TAT% +42% +39% +26%
gesamt +26 % +32% +24 % +23%
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all-E-Lutein
Im Zuge der Gefriertrocknung steigen die Gehalte an all-E-Lutein allgemein
signifikant an, die relativen Veranderungen bewegen sich dabei zwischen +26 % und

+39 %. Tendenziell bewirkt eine vorherige Pasteurisation eine geringere Zunahme.

all-E-Zeaxanthin

Die Retention von all-E-Zeaxanthin ist nach der Gefriertrocknung generell signifikant
erhoht (+26 % bis +44 %). Ebenso wie bei all-E-Lutein flihrt eine vorherige Pasteu-

risation zu einer weniger ausgepragten Zunahme.

13-Z-Lutein

Eine Gefriertrocknung bewirkt ausnahmslos eine erhebliche Erhdhung der Gehalte
an 13-Z-Lutein. Die relativen Veranderungen liegen im Bereich von +117 % bis
+562 %, wobei die starker ausgepragten Verdnderungen beim zuvor pasteurisierten

Material zu beobachten sind.

13-Z-Zeaxanthin

Ebenso wie fur die Gehalte des 13-Z-Isomers von Lutein ist auch fur die Gehalte an
13-Z-Zeaxanthin, bedingt durch die Gefriertrocknung, eine signifikante Erh6hung zu
beobachten, wobei die Anderungen im Bereich von +6 % bis +33 % liegen. Im
Gegensatz zu 13-Z-Lutein sind beim zuvor nicht pasteurisierten Material stéarkere

Zunahmen festzustellen.

9-Z-Canthaxanthin

Nach Durchfihrung der Gefriertrocknung koénnen allgemein signifikant hdhere
Gehalte an 9-Z-Canthaxanthin (+6 % bis +26%) konstatiert werden. Wéahrend bei
Betrachtung der Charge 1 eine hohere Retention beim zuvor pasteurisierten Material
auffallt, sind bei Charge 2 die héheren Gehalte beim zuvor nicht pasteurisierten
Material zu finden.

all-E-Canthaxanthin

Ein vergleichsweise homogenes Bild entsteht bei Betrachtung des Einflusses der
Gefriertrocknung auf die Gehalte an all-E-Canthaxanthin. Wahrend die Gefrier-
trocknung von nicht pasteurisiertem und pasteurisiertem Material der Eier-Charge 1

keine groRen Unterschiede verursacht (jeweils +11 %), fihrt bei Betrachtung der
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Eier-Charge 2 die Gefriertrocknung von vorher nicht pasteurisiertem Material (+28 %)
zu einer starker ausgepragten Anderung des all-E-Canthaxanthingehaltes als von

zuvor pasteurisiertem Material (+18 %).

Z-Isomer Canthaxanthin

Die Gefriertrocknung bewirkt tendenziell eine signifikant niedrigere Retention dieser
Verbindung (-7 % bis -14 %). Einzig die Gefriertrocknung von nicht pasteurisiertem
Material der Eier-Charge 1 bewirkt keine signifikante Veranderung. Die hdheren

Verluste treten hier bei der Gefriertrocknung von zuvor pasteurisiertem Material auf.

B-Apo-8 -Carotinsaureethylester

Bei Betrachtung des Einflusses der Gefriertrocknung auf den Gehalt an B-Apo-8°-
Carotinsaureethylester ist ein einheitliches Bild zu erkennen. So kommt es bei der
Trocknung von Material der Chargen 1 und 2 durchweg zu signifikanten Veran-
derungen im Bereich von +26 % bis +47 %. Eine hohere Retention zeigt sich dabei

beim nicht pasteurisierten Material.

Gesamtixanthophylle

Die Gefriertrocknung fuhrt bei Betrachtung des Gesamtxanthophyllgehaltes zu einer
signifikanten Erhdéhung, wobei die relativen Verdnderungen recht einheitlich im
Bereich von +23 % bis +32 % liegen. Die groRRten Anderungen treten dabei bei der

Gefriertrocknung von vorher nicht pasteurisiertem FlUssigeigelb auf.

Des Weiteren kann konstatiert werden, dass eine vorherige Pasteurisation
tendenziell eine niedrigere Xanthophyllretention zur Folge hat (siehe Tabelle 5-7).
Allein die Gehalte an 13-Z-Lutein (bei Betrachtung beider Eier-Chargen), 9-Z-
Canthaxanthin (nur Eier-Charge 1) und all-E-Canthaxanthin (nur Eier-Charge 1)
stellen sich gegen diesen Trend.

Zudem wird festgestellt, dass nach Durchfiuhrung der Gefriertrocknung die
Verdnderungen im Gehalt der einzelnen Xanthophylle bei Betrachtung der Eier-
Chargen 1 und 2 nicht einheitlich sind (siehe Tabelle 5-7). Wie in Kapitel 5.2.5
dargestellt wird, kommen vermutlich, aufgrund der identischen Durchfiihrung von
Probenvorbereitung und Gefriertrocknung, nur matrixabhéngige Faktoren, wie der
Gehalt an Antioxidanzien und ungeséttigten Fettsduren, als Erklarung fir diese

Unterschiede in Frage. Wie bereits bei der Sprihtrocknung beschrieben (s. Kapitel
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5.2.5), kénnen auch nach Durchfiuhrung der Gefriertrocknung unterschiedliche
relative Veranderungen im Gehalt der determinierten Xanthophylle festgestellt
werden. Im Falle der Gehalte an all-E-Lutein, all-E-Zeaxanthin und all-E-
Canthaxanthin werden nach der Gefriertrocknung sogar noch etwas hthere Werte
beobachtet als nach der Spruhtrocknung. Bei Betrachtung des Gehaltes an 3-Apo-8°-
Carotinsaureethylester fallt auf, dass nach dem Gefriertrocknen deutlich héhere
Zunahmen zu verzeichnen sind als nach dem Sprihtrocknen (Gefriertrocknen:
+26 % bis +47 %, Spruhtrocknen: -4 % bis +37 %).

Im Gegensatz zur Spruhtrocknung kommt als Ursache fur diese Erhdhung der
Gehalte kein thermischer Einfluss in Frage. Die hochste Temperatur, der das Eigelb
im Zuge der Gefriertrocknung ausgesetzt ist, betragt +22 €T im Verlauf der
Nachtrocknung (vgl. Kapitel 3.4.2). Wie jedoch in Kapitel 5.2.5 dargelegt wird, kann
ein zu hoher Gehalt an Trockenmasse zu einer Denaturierung von (Lipo-)Proteinen
im Eigelb, aufgrund des Entzuges an stabilisierendem Hydratwasser, fihren [JAEKEL
2008]. Fur diese Theorie spricht, dass nach Durchfiihrung der Gefriertrocknung von
Flissigeigelb der zweiten Eier-Charge Trockenmassegehalte von 97,70 g/100 g
(nicht pasteurisiert) und 98,88 g/100 g (pasteurisiert) relative Veranderungen im
Gesamtxanthophyllgehalt von +24 % und +23 % beobachtet, hingegen nach
Gefriertrocknung von Flussigeigelb der ersten Eier-Charge mit Trockenmasse-
gehalten von 98,79 g/100 g (nicht pasteurisiert) und 99,25 g/100 g (pasteurisiert)
etwas ausgepragtere relative Veranderungen im Gesamtxanthophyligehalt in Hohe
von + 26 % und +32 % (vgl. Kapitel 4.2.1 mit Tabelle 5-7) ermittelt werden.

Bei der Betrachtung der relativen Veranderungen der jeweiligen Gehalte an Z-
Isomeren durch die Gefriertrocknung féllt auf, dass diese sich den nach Durch-
fuhrung der Sprihtrocknung beschriebenen Veranderungen tendenziell ahneln
(siehe Tabelle 5-8). Unterschiede von mehr als 10 % liegen dabei vor allem bei der
Betrachtung der relativen Veranderungen der Gehalte an 13-Z-Lutein vor, aber auch
der Gehalte an 13-Z-Zeaxanthin in Eigelbpulvern aus zuvor pasteurisiertem Eigelb
der Eier-Charge 2, der Gehalte am nicht exakt bestimmbaren Z-lsomer von
Canthaxanthin in Eigelbpulvern aus nicht pasteurisiertem Eigelb der Eier-Charge 1
und allgemein der Gehalte an 9-Z-Canthaxanthin in Eigelbpulvern der Eier-Charge 2.

Da im Zuge der Gefriertrocknung keine wesentliche Einwirkung von Warme auf die
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Xanthophylle im Eigelb erfolgt, missen die Ursachen flr eine offensichtlich

stattfindende Isomerisierung in anderen Bereichen liegen (vgl. Kapitel 2.3.2.1).

Tab. 5-8: Vergleich der relativen Veranderungen der jeweiligen Gehalte an Z-lsomeren
nach Spruh- und Gefriertrocknung von Eigelb der Cha rgen 1 und 2 [%)]
Spruhtrocknung (obere Werte)/Gefriertrocknung (untere Werte)
Charge 1 Charge 2 Charge 1 Charge 2
aus nicht aus nicht aus aus
Xanthophyll pasteurisiertem | pasteurisiertem | pasteurisiertem | pasteurisiertem
Eigelb Eigelb Eigelb Eigelb
. + 147 % + 188 % + 178 % + 275 %
13-Z-Lutein
+117 % + 358 % +142 % + 562 %
+ 0, + 0, + 0, + 0,
13-Z-Zeaxanthin 35 % 29 % 87% 30 %
+33% +17 % +30 % +6 %
+7 % +0 % + 15 % +8 %
9-Z-Canthaxanthin 0 ° ° °
+6 % + 26 % +10 % +19 %
. +1% -1% +1% -15%
Z-1somer Canthaxanthin
-3% -7% -10% -14%

Einfluss von Licht:
Das Bestlucken des Gefriertrockners kann nicht im Dunklen erfolgen,

eine
mehrminttige Einwirkung von Licht auf das vorgefrorene Flissigeigelb kann nicht

vermieden werden.

Einfluss von Sauerstoff:
Wahrend des 2-stindigen Vorfrierens des Flussigeigelbes, aber auch beim
ist das Trocknungsgut der

mehrminttigen Besticken des Gefriertrockners,

Umgebungsluft ausgesetzt.

Einfluss von Metallionen: Frisches Eigelb enthalt nach Daten des Bundeslebens-

mittelschlissels (BLS) in der Version 1.3 bereits 7,2 mg Eisen pro 100 g, wovon
Da das

jedoch 95 % an Phosvitin gebunden vorliegen [HUOPALAHTI 2007].
Dotterprotein Phosvitin zudem in der Lage ist, neben Fe®" eine Vielzahl von reaktiven
Metallionen (Mn?*, Co®*, Mg?*, Ca®") zu chelieren [HuoPALAHTI 2007], werden ihm
antioxidative Eigenschaften zugeschrieben. Im Rahmen dieser Arbeit kdénnen in
frischem Eigelb etwa 2,5 mg bis 3,3 mg Xanthophylle (mehrheitlich all-E-
Xanthophylle) pro 100 g nachgewiesen werden (vgl. Kapitel 4.2.3). Laut LI kann
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bereits ab einem Masseverhaltnis von Fe(ll) zu all-E-Xanthophyll in H6he von 4:1
unter Ausschluss von Sauerstoff eine signifikante Umbildung zu Z-Isomeren
beobachtet werden, bei Verhaltnissen von 32:1 und 64:1 steigen die Gehalte an Z-
Isomeren um teilweise tUber 200 % [LI 2008]. Da im Zuge der Gefriertrocknung von
Eigelb, aufgrund des fortschreitenden Wasserverlustes, der relative Gehalt an Eisen
und weiterer potenziell als Katalysator der Isomerisierung wirkender Metallionen
weiter ansteigt, zudem zur Freisetzung von chelierten Metallionen flhrende
Denaturierungseffekte von bindenden Proteinen im Bereich des Mdglichen liegen,

sind Einflisse auf die Bildung von Z-lsomeren nicht ausgeschlossen.

Werden die jeweils direkt nach der Sprih- bzw. Gefriertrocknung desselben
Flissigeigelbes ermittelten absoluten Gesamtxanthophyllgehalte miteinander ver-
glichen, kann generell eine hohere Retention der Xanthophylle nach der Gefrier-
trocknung konstatiert werden (vgl. Tabellen 4-6 bis 4-13). In diesem Zusammenhang
missen jedoch die jeweils am Ende der Trocknung determinierten unterschiedlichen
Trockenmassen, aufgrund des moglichen Einflusses auf das Denaturierungs-
verhalten von (Lipo-)Proteinen (siehe Kapitel 5.2.5 und 5.2.6), genannt werden, die
einen direkten Vergleich der nach Sprih- und Gefriertrocknung ermittelten

Xanthophyllgehalte erschweren.

5.2.7 Entwicklung der Xanthophyllgehalte wahrend 6-  monatiger
Lagerung von spruhgetrocknetem Eigelb

Aus den in den Abbildungen 4-12 bis 4-20 gezeigten Verlaufen, der aus den Eier-
Chargen 1 und 2 gemittelten, einzelnen Xanthophyligehalten bzw. Gesamtxantho-
phyllgehalten Uber einen Lagerungszeitraum von 6 Monaten bei -18 T und +20 €
im Dunklen, kann geschlossen werden, dass mit zunehmender Lagerungsdauer die
Konzentrationen kontinuierlich sinken. Wéahrend sich die Gehalte von all-E-Lutein, all-
E-Zeaxanthin, 13-Z-Lutein, 13-Z-Zeaxanthin, all-E-Canthaxanthin und auch der
Gesamtxanthophylle nach einer kinetischen Gleichung zweiter Ordnung entwickeln,
d. h. diese nehmen nach einer exponentiellen (nicht linearen) Zeitfunktion ab und
nahern sich asymptotisch einem von Null verschiedenen Gehalt an, verlaufen die
Gehalte von 9-Z-Canthaxanthin, vom nicht exakt determinierbaren Z-lsomer von
Canthaxanthin und vom B-Apo-8"-Carotinsaureethylester auf den ersten Blick linear,

ohne dabei merklich zu sinken. Im Folgenden werden die Verlaufe der Gehalte der



Diskussion 101

einzelnen Xanthophylle und der Gesamtxanthophylle ndher beleuchtet (vgl. Tabellen
4-6 und 4-7 bzw. 4-10 und 4-11 mit Abbildungen 4-12 bis 4-20).

all-E-Lutein

Nach 6 Monaten Lagerung werden, im Vergleich zum relativen Ausgangsgehalt in
Hohe von 100 % zum Zeitpunkt Null, Retentionsraten von 42,6 % (-18 <, nicht
pasteurisiert), 39,5 % (-18 C, pasteurisiert), 34, 7 % (+20 <, nicht pasteurisiert) und
25,1 % (+20 T, pasteurisiert) beobachtet. Bei der alleinigen Betrachtung des
Gehaltes an all-E-Lutein in sprihgetrocknetem Eigelb bietet eine Kihllagerung einen
messbaren protektiven Effekt. Die BestimmtheitsmalRe der Trendlinien liegen
allesamt oberhalb von 0,70, im Fall von sprihgetrocknetem Eigelb aus nicht
pasteurisiertem Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von -18 €T sogar
oberhalb von 0,90 (siehe Tabelle 4-18).

all-E-Zeaxanthin

Die Retentionsraten fur all-E-Zeaxanthin bewegen sich nach 6-monatiger Lagerung
bei 50,3 % (-18 <, nicht pasteurisiert), 43,0 % (-18 T, pasteurisiert), 43,2 %
(+20 C, nicht pasteurisiert) bzw. 36,6 % (+20 C, pasteurisiert) und liegen damit
immer wenige Prozentpunkte oberhalb der Retentionsraten von all-E-Lutein. Bei
alleiniger Betrachtung des Gehaltes an all-E-Zeaxanthin in spriihgetrocknetem Eigelb
bietet eine Kuhllagerung einen messbaren protektiven Effekt, jedoch fallt dieser
geringer aus als bei all-E-Lutein. Die BestimmtheitsmalRe der Trendlinien liegen
allesamt oberhalb von 0,87, im Fall von sprihgetrocknetem Eigelb aus nicht
pasteurisiertem Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von -18 €T sogar
oberhalb von 0,99 (siehe Tabelle 4-18).

13-Z-Lutein

Nach 6-monatiger Lagerung werden Retentionsraten in Hohe von 75,3 % (-18 T,
nicht pasteurisiert), 86,6 % (-18 T, pasteurisiert), 65,1 % (+20 C, nicht pasteurisiert)
bzw. 68,7 % (+20 T, pasteurisiert) ermittelt. Demn ach erweist sich bei alleiniger
Betrachtung des Gehaltes an 13-Z-Lutein in sprihgetrocknetem Eigelb eine
Kihllagerung als protektiv. Die Gehalte an 13-Z-Lutein unterliegen wahrend der
Lagerung recht grol3en Schwankungen (s. Abbildung 4-14). Aus diesem Grund

liegen die Bestimmtheitsmafl3e der Trendlinien fur die Gehalte an 13-Z-Lutein
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generell unter 0,40 und damit auf einem vergleichsweise niedrigen Niveau (siehe
Tabelle 4-18).

13-Z-Zeaxanthin

Im Vergleich zu den Gehalten am 13-Z-Isomer von Lutein werden nach 6 Monaten
Lagerung fur die Gehalte an 13-Z-Zeaxanthin generell niedrigere Retentionsraten
ermittelt. Diese liegen bei 47,3 % (-18 <, nicht p asteurisiert), 45,5 % (-18 T,
pasteurisiert), 36,4 % (+20 <€, nicht pasteurisiert) bzw. 38,1 % (+20 <,
pasteurisiert), eine Lagerung bei -18 T bietet dem nach bzgl. der Xanthophyllgehalte
messbare Vorteile. Die Entwicklung der Gehalte unterliegt dabei nicht den
Schwankungen, wie sie bei den Gehalten an 13-Z-Lutein festgestellt werden. Die
Bestimmtheitsmal3e der Trendlinien fir die Gehalte an 13-Z-Zeaxanthin tUber den
gesamten Lagerungszeitraum liegen daher generell oberhalb von 0,70, im Falle von
spruhgetrocknetem Eigelb aus nicht pasteurisiertem Flussigeigelb und bei einer

Lagertemperatur von -18 T sogar oberhalb von 0,80 (siehe Tabelle 4-18).

9-Z-Canthaxanthin

Wahrend des Lagerzeitraumes von 6 Monaten weist 9-Z-Canthaxanthin eine hohe
Stabilitat auf. Die Retentionsraten liegen bei 94,0 % (-18 <, nicht pasteurisiert),
94,2 % (-18 <, pasteurisiert), 90,4 % (+20 T, nic ht pasteurisiert) bzw. 83,6 %
(+20 C, pasteurisiert), folglich bietet eine Kihll agerung bei Betrachtung der Gehalte
an 9-Z-Canthaxanthin in sprihgetrocknetem Eigelb einen, wenn auch geringen,
Vorteil. Die Schwankungen im Verlauf der Lagerung sind relativ gering, jedoch liegen
die Bestimmtheitsmal3e der Trendlinien beim Anlegen einer exponentiellen
Zeitfunktion, aufgrund des eher linearen Verlaufes, allesamt deutlich unterhalb von
0,30. Einen Ausreil3er stellt dabei der 9-Z-Canthaxanthingehalt in sprihgetrocknetem
Eigelb aus zuvor pasteurisiertem Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von
+20 C dar, bei diesem wird ein Bestimmtheitsmal? de r Trendlinie beim Anlegen einer

exponentiellen Zeitfunktion von ca. 0,85 ermittelt (siehe Tabelle 4-18).

all-E-Canthaxanthin

Bei Betrachtung der Gehalte an all-E-Canthaxantin in sprihgetrocknetem Eigelb
kann kein protektiver Effekt der Kuhllagerung beobachtet werden. Die
Retentionsraten liegen nach 6 Monaten bei 88,2 % (-18 T, nicht pasteurisiert),
80,3 % (-18 T, pasteurisiert), 87,8 % (+20 T, nic ht pasteurisiert) bzw. 81,8 %
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(+20 C, pasteurisiert). Die Ermittlung der Bestimm theitsmal3e der Trendlinien ergibt
Werte oberhalb von 0,55, im Falle der Trendlinie von all-E-Canthaxanthin in
spruhgetrocknetem Eigelb aus zuvor pasteurisiertem Flissigeigelb und bei einer
Lagertemperatur von +20 T sogar oberhalb von 0,78. Eine Ausnahme bildet das
Bestimmtheitsmald der Trendlinie von all-E-Canthaxanthin in sprihgetrocknetem
Eigelb aus zuvor nicht pasteurisiertem Flussigeigelb und bei einer Lagertemperatur
von -18 T, welches aufgrund der vergleichsweise grofRen Schwankungen der

Gehalte im Verlaufe der Lagerung nur bei ca. 0,42 liegt (siehe Tabelle 4-18).

Z-Isomer Canthaxanthin

Einen bemerkenswerten Verlauf nehmen die Gehalte am nicht exakt bestimmbaren
Z-lsomer von Canthaxanthin in sprihgetrocknetem Eigelb wéahrend 6-monatiger
Lagerung im Dunklen, da diese tendenziell gegen den Trend leicht zunehmen. So
liegen die Retentionsraten nach 6 Monaten bei 106,1 % (-18 T, nicht pasteurisiert),
97,1 % (-18 T, pasteurisiert), 112,3 % (+20 T, ni cht pasteurisiert) bzw. 115,8 %
(+20 <C, pasteurisiert). Die Lagerung bei +20 T fu hrt nachvollziehbar zu noch etwas
hoheren Gehalten an dieser Substanz, was einen Hinweis auf fortlaufende
Oxidations- bzw. Isomerisierungsvorgange darstellt. Bereits 1988 schlie3t MAYNE
nach der Beobachtung, dass wahrend 2-monatiger Gefrierlagerung von in Methanol
gelésten Canthaxanthinkristallen der Anteil an Z-Isomeren von urspringlich 7 % auf
16 % steigt, auf einen fortlaufenden Isomerisierungsprozess bis zu einem all-E/Z-
Gleichgewichtslevel (Equilibrium), in dem 40 % bis 60 % von Canthaxanthin als Z-
Isomere vorliegen [MAYNE 1988]. Die BestimmtheitsmalRe der Trendlinien ergeben
beim Anlegen einer exponentiellen Zeitfunktion, aufgrund des eher linearen
Verlaufes, tendenziell Werte von ca. 0,10 und darunter. Nicht konform damit ist der
Gehalt in sprihgetrocknetem Eigelb aus zuvor nicht pasteurisiertem Flissigeigelb
und bei einer Lagertemperatur von +20 C, bei welch em ein Bestimmtheitsmal3 der

Trendlinie von etwa 0,47 ermittelt wird (siehe Tabelle 4-18).

B-Apo-8 -Carotinsdureethylester

Die Gehalte an B-Apo-8 -Carotinsaureethylester sinken wahrend 6-monatiger
Lagerung im Dunklen vergleichsweise gering, wobei ein protektiver Einfluss der
Kuhllagerung auf die Retention nachgewiesen werden kann. Die ermittelten
Retentionsraten liegen nach diesem Zeitraum bei 97,2 % (-18 <C, nicht pasteurisiert),
80,9 % (-18 T, pasteurisiert), 89,3 % (+20 €, nic ht pasteurisiert) bzw. 75,4 %
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(+20 C, pasteurisiert). Wie bei den Gehalten an all-E-Lutein, all-E-Zeaxanthin, all-E-
Canthaxanthin und zum Teil auch den Gehalten an 13-Z-Lutein, 13-Z-Zeaxanthin, 9-
Z-Canthaxanthin und am nicht exakt bestimmbaren Z-lsomer von Canthaxanthin,
scheint sich auch bei Betrachtung der Gehalte an B-Apo-8"-Carotinsaureethylester in
spruhgetrocknetem Eigelb eine zuvor erfolgte Pasteurisation negativ auf die
Retention auszuwirken. Die BestimmtheitsmafRe der beiden Trendlinien fir die
Gehalte in den spruhgetrockneten Eigelben liegen bei zuvor nicht erfolgter
Pasteurisation, aufgrund der Schwankungen wahrend des Lagerungszeitraumes,
unterhalb eines Wertes von 0,10. Die Bestimmtheitsmalf3e der beiden Trendlinien fur
die Gehalte der zuvor pasteurisierten Proben liegen hingegen oberhalb von 0,59
(siehe Tabelle 4-18).

Gesamtxanthophylle

Aufgrund der relativen hohen Stabilitdt von B-Apo-8"-Carotinsaureethylester und vor
allem des quantitativ dominierenden Xanthophylls all-E-Canthaxanthin halten sich die
Verluste bei Betrachtung des Gesamtxanthophyllgehaltes in spriuhgetrocknetem
Eigelb wahrend 6-monatiger Lagerung in Grenzen. Nach 6 Monaten werden
Retentionsraten von 71,2 % (-18 <€, nicht pasteurisiert), 65,0 % (-18 <€,
pasteurisiert), 63,0 % (+20 T, nicht pasteurisiert) bzw. 59,0 % (+20 C, pasteurisiert)
ermittelt. Die Lagerung bei -18 T bringt, im Vergleich zur Lagerung bei +20 T,
bezuglich der Retention der Xanthophylle einen geringen Vorteil mit sich. Eine
vorherige Pasteurisation der Flussigeigelbe bewirkt dabei eine um wenige
Prozentpunkte niedrigere Retention. Die Bestimmtheitsmal3e der Trendlinien liegen
allesamt oberhalb von 0,75, im Falle von sprihgetrocknetem Eigelb aus nicht
pasteurisiertem Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von -18 €T sogar
oberhalb von 0,90 (siehe Tabelle 4-18).

5.2.8 Entwicklung der Xanthophyllgehalte wahrend 6-  monatiger
Lagerung von gefriergetrocknetem Eigelb

Die in den Abbildungen 4-21 bis 4-29 gezeigten Verlaufe, der aus den Eier-Chargen
1 und 2 gemittelten, einzelnen Xanthophyllgehalte bzw. Gesamtxanthophyllgehalte
Uber einen Lagerungszeitraum von 6 Monaten bei -18 T und +20 T im Dunklen,

lassen den Schluss zu, dass mit fortschreitender Lagerungsdauer die Konzentra-
tionen kontinuierlich sinken. Wahrend sich auch im Falle der gefriergetrockneten
Proben und wie bereits in Kapitel 5.2.7 beschrieben, die Gehalte von all-E-Lutein, all-
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E-Zeaxanthin, 13-Z-Lutein, 13-Z-Zeaxanthin, all-E-Canthaxanthin und der Gesamt-
xanthophylle nach einer kinetischen Gleichung zweiter Ordnung entwickeln, trifft dies
im vorliegenden Fall auch auf die Gehalte an B-Apo-8 -Carotinsadureethylester zu.
Ebenso wie bei den sprihgetrockneten Proben entwickeln sich die Gehalte an 9-Z-
Canthaxanthin und am nicht exakt bestimmbaren Z-Isomer von Canthaxanthin eher
linear. Im Anschluss erfolgt eine nahere Betrachtung der Entwicklung der Gehalte
der einzelnen Xanthophylle und des Gesamtxanthophyllgehaltes (vgl. Tabellen 4-8
und 4-9 bzw. 4-12 und 4-13 mit Abbildungen 4-21 bis 4-29).

all-E-Lutein

Nach 6 Monaten Lagerung werden, im Vergleich zum relativen Ausgangsgehalt in
Hohe von 100 % zum Zeitpunkt Null, Retentionsraten von 30,8 % (-18 T, nicht
pasteurisiert), 31,7 % (-18 T, pasteurisiert), 33,1 % (+20 C, nicht pasteurisiert) und
35,2 % (+20 T, pasteurisiert) beobachtet. Bei eine r isolierten Betrachtung der all-E-
Lutein-Konzentration in gefriergetrocknetem Eigelb bietet eine Kiuhllagerung keinen
messbaren protektiven Effekt. Die Bestimmtheitsmale der Trendlinien zeigen
ahnliche Verlaufe und liegen allesamt oberhalb von 0,69, im Fall von
gefriergetrocknetem Eigelb aus nicht pasteurisiertem Flussigeigelb und bei einer

Lagertemperatur von +20 T sogar oberhalb von 0,74 (siehe Tabelle 4-19).

all-E-Zeaxanthin

Die Retentionsraten fur all-E-Zeaxanthin betragen nach 6-monatiger Lagerung bei
38,6 % (-18 T, nicht pasteurisiert), 40,5 % (-18 ° C, pasteurisiert), 38,2 % (+20 T,
nicht pasteurisiert) bzw. 41,0 % (+20 €, pasteuris iert) und liegen damit immer, wie
bereits im Falle der sprihgetrockneten Proben beschrieben, wenige Prozentpunkte
oberhalb derer von all-E-Lutein. Bei alleiniger Betrachtung des Gehaltes an all-E-
Zeaxanthin in gefriergetrocknetem Eigelb bietet eine Kihllagerung keinen messbaren
protektiven Effekt. Die Bestimmtheitsmal3e der Trendlinien liegen allesamt oberhalb
von 0,85, im Falle von gefriergetrocknetem Eigelb aus nicht pasteurisiertem
Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von -18 T sogar oberhalb von 0,91
(siehe Tabelle 4-19).

13-Z-Lutein
Nach 6-monatiger Lagerung werden Retentionsraten in Hohe von 47,5 % (-18 T,
nicht pasteurisiert), 46,7 % (-18 C, pasteurisiert), 54,3 % (+20 T, nicht pasteurisiert)



Diskussion 106

bzw. 54,5 % (+20 C, pasteurisiert) ermittelt. Demn ach sind bei isolierter Betrachtung
von 13-Z-Lutein in gefriergetrocknetem Eigelb keine Unterschiede zwischen einer
Lagerung bei -18 € und +20 T auszumachen. Die Geh alte an 13-Z-Lutein
unterliegen geringen Schwankungen wahrend der Lagerung (s. Abbildung 4-23). Aus
diesem Grund errechnen sich die Bestimmtheitsmalf3e der Trendlinien fur die Gehalte
an 13-Z-Lutein mit etwa 0,50 und damit ergibt sich ein vergleichsweise unbefrie-

digendes Niveau (siehe Tabelle 4-19).

13-Z-Zeaxanthin

Im Vergleich zu den Gehalten am 13-Z-Isomer von Lutein werden, wie bereits im Fall
der spruhgetrockneten Proben beobachtet, nach 6 Monaten Lagerung fur 13-Z-
Zeaxanthin generell niedrigere Retentionsraten ermittelt. Diese liegen bei 40,5 %
(-18 T, nicht pasteurisiert), 42,5 % (-18 T, past eurisiert), 47,5 % (+20 C, nicht
pasteurisiert) bzw. 49,9 % (+20 C, pasteurisiert); eine Lagerung bei +20 T bietet
demnach bzgl. des Gehaltes an 13-Z-Zeaxanthin messbare Vorteile. Die Entwicklung
der Gehalte wahrend der Lagerung unterliegt dabei geringeren Schwankungen, wie
sie bei 13-Z-Lutein festgestellt werden. Die BestimmtheitsmalRe der Trendlinien far
13-Z-Zeaxanthin zeigen Uber den gesamten Lagerungszeitraum daher generell
Werte oberhalb von 0,57, im Fall von gefriergetrocknetem Eigelb aus nicht
pasteurisiertem Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von -18 €T sogar
oberhalb von 0,68 (siehe Tabelle 4-19).

9-Z-Canthaxanthin

Wahrend des Lagerzeitraumes von 6 Monaten ist flr 9-Z-Canthaxanthin eine hohe
Stabilitat nachzuweisen. Die Retentionsraten betragen 85,4 % (-18 <, nicht
pasteurisiert), 86,5 % (-18 C, pasteurisiert), 85, 8 % (+20 T, nicht pasteurisiert) bzw.
86,2 % (+20 <, pasteurisiert), folglich bietet ein e Kihllagerung bei Betrachtung der
Gehalte an 9-Z-Canthaxanthin in gefriergetrocknetem Eigelbpulver keinen Vorteil.
Die Schwankungen im Verlauf der Lagerung sind relativ gering, daher liegen die
Bestimmtheitsmale der Trendlinien beim Anlegen einer exponentiellen Zeitfunktion
tendenziell oberhalb von 0,66 und im Fall von gefriergetrockneten Eigelb aus zuvor
pasteurisiertem Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von -18 € sogar
oberhalb von 0,96 (siehe Tabelle 4-19).
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all-E-Canthaxanthin

Bei Betrachtung der Gehalte an all-E-Canthaxantin in gefriergetrocknetem
Eigelbpulver kann nur ein geringer protektiver Effekt der Kihllagerung beobachtet
werden. Die Retentionsraten liegen nach 6 Monaten bei 78,4 % (-18 <, nicht
pasteurisiert), 80,8 % (-18 T, pasteurisiert), 75, 1 % (+20 C, nicht pasteurisiert) bzw.
76,5 % (+20 <C, pasteurisiert). Die Ermittlung der Bestimmtheitsmalfie der Trendlinien
ergibt recht einheitliche Werte oberhalb von 0,76, im Falle der Trendlinie von all-E-
Canthaxanthin in gefriergetrocknetem Eigelb aus zuvor nicht pasteurisiertem
Flissigeigelb und bei einer Lagertemperatur von -18 T sogar oberhalb von 0,88
(siehe Tabelle 4-19).

Z-Isomer Canthaxanthin

Ebenso wie bei den spriihgetrockneten Proben, nehmen die Gehalte am nicht exakt
bestimmbaren Z-lsomer von Canthaxanthin in gefriergetrocknetem Eigelb wahrend
6-monatiger Lagerung im Dunklen einen abweichenden Verlauf, da diese teilweise
gegen den Trend sogar leicht zunehmen. So liegen die Retentionsraten nach 6
Monaten bei 93,0 % (-18 T, nicht pasteurisiert), 95,5 % (-18 T, pasteurisiert),
111,1 % (+20 <€, nicht pasteurisiert) bzw. 103,8 % (+20 T, pasteurisiert). Die
Lagerung bei +20 T fuhrt zu etwas hdheren Gehalten an dieser Substanz, was
wieder einen Hinweis auf fortlaufende Oxidations- bzw. Isomerisierungsvorgange
darstellt. Die Bestimmtheitsmal3e der Trendlinien ergeben beim Anlegen einer
exponentiellen Zeitfunktion, aufgrund des eher linearen Verlaufes, tendenziell Werte

von ca. 0,30 und darunter (siehe Tabelle 4-19).

B-Apo-8 -Carotinsdureethylester

Die Gehalte an B-Apo-8’-Carotinsaureethylester in gefriergetrocknetem Eigelb sinken
wahrend 6-monatiger Lagerung im Dunklen deutlich starker als in spriihgetrocknetem
Eigelb, wobei ein geringer protektiver Einfluss der Kiuhllagerung auf die Retention
nachgewiesen werden kann. Die ermittelten Retentionsraten betragen nach diesem
Zeitraum 71,5 % (-18 <C, nicht pasteurisiert), 71,5 % (-18 C, pasteurisiert), 65,7 %
(+20 C, nicht pasteurisiert) bzw. 67,7 % (+20 C, pasteurisiert). Wie schon fur all-E-
Lutein, all-E-Zeaxanthin, 13-Z-Zeaxanthin, 9-Z-Canthaxanthin, all-E-Canthaxanthin
und zum Teil auch fir 13-Z-Lutein und dem nicht exakt bestimmbaren Z-lsomer von
Canthaxanthin dargestellt, scheint sich auch bei S-Apo-8"-Carotinsaureethylester in

gefriergetrocknetem Eigelb eine zuvor erfolgte Pasteurisation positiv auf die
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Retention auszuwirken. Die BestimmtheitsmalRe der beiden Trendlinien fur die
Gehalte in den nicht pasteurisierten gefriergetrockneten Proben liegen oberhalb
eines Wertes von 0,71. Die Bestimmtheitsmal3e der beiden Trendlinien fur die
Gehalte der zuvor pasteurisierten Proben liegen hingegen nur bei etwa 0,59 (siehe
Tabelle 4-19).

Gesamtixanthophylle

Die relativ hohe Stabilitat des quantitativ dominierenden Xanthophylls all-E-
Canthaxanthin tragt wesentlich dazu bei, dass die Verluste im Blick auf den
Gesamtxanthophyllgehalt in gefriergetrocknetem Eigelb wahrend 6-monatiger
Lagerung begrenzt werden. Nach 6 Monaten werden Retentionsraten von 58,7 %
(-18 €, nicht pasteurisiert), 60,6 % (-18 <, past eurisiert), 58,4 % (+20 T, nicht
pasteurisiert) bzw. 60,2 % (+20 C, pasteurisiert) ermittelt. Die Lagerung bei -18 T
bringt, im Vergleich zur Lagerung bei +20 C, bzgl. der Retention der Xanthophylle
keinen Vorteil mit sich. Eine vorherige Pasteurisation des Flussigeigelbes bewirkt
dabei eine um wenige Prozentpunkte hohere Wiederfindung. Die Bestimmtheitsmalie
der Trendlinien liegen allesamt oberhalb von 0,79, bei gefriergetrocknetem Eigelb
aus nicht pasteurisiertem Flussigeigelb und einer Lagertemperatur von
-18 T sogar oberhalb von 0,86 (siehe Tabelle 4-19).

5.2.9 Vergleich der Ergebnisse aus den Lagerungsver  suchen von
spruh- und gefriergetrocknetem Eigelb unter Einbezu g von
Literaturwerten
Bei Betrachtung der mittleren Retentionsraten fur die Gesamtxanthophylle werden, in
aus einer gemeinsamen Ausgangsmatrix (vgl. Kapitel 3.4) produziertem,
spruhgetrocknetem bzw. gefriergetrocknetem Eigelb, nach einer Lagerungsdauer
von 6 Monaten und Lagertemperaturen von -18 € und +20T im Dunklen

nachfolgende Erkenntnisse gewonnen.

. Die mittleren Retentionsraten der Gesamtxanthophylle in sprihgetrocknetem
Eigelb bewegen sich im Fall der bei -18 T gelagerten Proben 12,5
Prozentpunkte (nicht pasteurisiert) bzw. 4,4 Prozentpunkte (pasteurisiert)
oberhalb der mittleren Retentionsraten der Gesamtxanthophylle in
gefriergetrocknetem Eigelb, unabhangig von einer zuvor (nicht) erfolgten

Pasteurisation des Flussigeigelbes. Dabei muss jedoch auf die geringfiigig
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unterschiedlichen absoluten  Ausgangskonzentrationen in sprih- und
gefriergetrocknetem Eigelb zu Beginn der Lagerung hingewiesen werden (siehe
Tabellen 4-6 bis 4-13). Bei isolierter Betrachtung des absoluten
Gesamtxanthophyligehaltes sind dennoch leicht hdhere Werte beim
spruhgetrockneten Eigelb der Charge 1 zu beobachten, im Fall der Charge 2
werden dagegen bei den gefriergetrockneten Proben leicht héhere Gehalte
ermittelt.

. Im Fall der bei +20 T gelagerten Proben nehmen die Unterschiede geringere
Ausmale an. In sprihgetrocknetem bzw. gefriergetrocknetem Eigelb werden
bei zuvor nicht erfolgter Pasteurisation des Flissigeigelbes nach 6 Monaten im
Mittel 63,0 % bzw. 58,4 % des Ausgangsgehaltes an Gesamtxanthophyllen
wiedergefunden, bei zuvor erfolgter Pasteurisation werden nach 6-monatiger
Lagerung mittlere Retentionsraten von 59,0 % (sprihgetrocknet) bzw. 60,2 %
(gefriergetrocknet) ermittelt. Wird der Fokus auf die absoluten Gehalte gelegt,
ergibt sich unter Einbezug der geringflgig variierenden absoluten Ausgangs-
gehalte (siehe Tabellen 4-6 bis 4-13) der Befund, dass sich bei den
Gesamtxanthophyllen beider Eier-Chargen gegensatzliche Entwicklungen
einstellen. Wahrend im Fall von Charge 1 nach 6-monatiger Lagerung
geringflgig hohere Gehalte bei den sprihgetrockneten Eigelben determiniert
werden, sind es bei Charge 2 die gefriergetrockneten Proben, welche die
hoheren absoluten Gehalte nach 6 Monaten aufweisen.

. Beim Vergleich der jeweils absoluten Gesamtxanthophyligehalte des sprih- und

gefriergetrockneten Eigelbes der Charge 1 und des spruhgetrockneten Eigelbes

der Charge 2 bzgl. der Lagertemperatur wird jeweils ein geringfligig protektiver

Effekt der Lagerung bei -18 T festgestellt. Im Geg ensatz dazu werden im Fall
des gefriergetrockneten Eigelbes der Charge 2 etwas hohere absolute Gehalte
bei einer Lagertemperatur von +20 T ermittelt. Der erwartete deutliche
protektive Einfluss einer Lagerung bei -18 C, gege niber der Lagerung bei +20
T, kann demnach nur eingeschrankt bestatigt werden .

. Nach 6-monatiger Lagerung von getrocknetem Eigelb kdnnen in den Proben mit

zuvor erfolgter Pasteurisation im Fall von Charge 1 geringflgig niedrigere

Gesamtxanthophyligehalte detektiert werden als in den Proben, bei denen zuvor
keine Pasteurisation erfolgte. Bei Betrachtung der Proben aus Charge 2 ergibt

sich dazu ein gegensatzlicher Befund. Nach Mittelung dieser Ergebnisse kann
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kein signifikanter Einfluss der Pasteurisation auf den spateren Verlauf der

Xanthophyllgehalte in getrocknetem Eigelb konstatiert werden.

Wie bereits aus Studien mit Lagerversuchen von SHi und LIN bekannt ist, unterliegen
freie Xanthophylle in wassrigen Ldsungen, aber auch in Fluissigkeiten ohne
nennenswerte Gehalte an Antioxidanzien, einem rapiden und vollstandigen Abbau
[LIN 2005, SHI 1997]. Wahrend LIN mit zunehmender Temperatur einen verstarkten
Abbau von all-E-Lutein, sowie 9-Z-Lutein und 13-Z-Lutein in Tomatensaft nach einer
kinetischen Gleichung nullter Ordnung beobachtet, beschreibt SHI Abbauprozesse
von reinem Lutein in wassrigen Losungen wahrend einer Lagerung bei Temperaturen
zwischen -30 € und +50 T nach einer kinetischen G leichung erster Ordnung.
Abbildung 5-1 verdeutlicht schematisch die Unterschiede zwischen den Verlaufen
von Carotinoidgehalten nach kinetischen Gleichungen nullter, erster und zweiter
Ordnung. Wahrend Verlaufe nach einer kinetischen Gleichung nullter Ordnung von
einer konstanten Zerfallsrate pro Zeiteinheit gepragt sind, verringert sich bei
Betrachtung einer kinetischen Gleichung erster Ordnung, wie sie z. B. fur Zerfalls-
prozesse von Radionukliden typisch ist (Halbwertszeit), die Menge an degradierter
Substanz pro Zeiteinheit kontinuierlich bis keine Substanz mehr verflgbar ist. Bei
Degradationsprozessen nach einer kinetischen Gleichung zweiter Ordnung verringert
sich ebenfalls kontinuierlich die Menge an degradierter Substanz pro Zeiteinheit,
jedoch setzt nach einer gewissen Zeit eine Art Bodenbildung (Asymptote) ein,
beglnstigt durch stabilisierende Einflisse, wie z. B. das Vorhandensein von

Antioxidanzien.

zweite Ordnung

_— e —— — -

Carotinoid (% vom Anfangsgehalt)

R —
"t -a ..  erste Ordnung
..... A~ . o ..
0 20 40 60 80 100 120
Zeit [Tage]
Abb. 5-1; Schematische Darstellung des Abbauprozess  es von Carotinoiden wahrend der

Lagerung nach Reaktionen nullter, erster und zweite  r Ordnung
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Dass die Gehalte diverser Xanthophylle in fettreichen Matrices in Verbindung mit
naturlichen oder synthetischen Antioxidanzien oftmals einen Verlauf nach kinetischen
Gleichungen zweiter Ordnung folgen, ist aus den Studien von PEREz-GALVEZ,
SHEEHAN und LAI bekannt [PEREzZ-GALVEZ 2000, SHEEHAN 1998, LAl 1996]. Wahrend
PEREZ-GALVEZ mit steigendem Gehalt an zugesetzten gesattigten Fettsduren eine
erhohte Stabilitat von Carotinoiden in Pulvern von Paprika (Capsicum annuum)
beobachtet, beschreibt SHEEHAN eine sehr hohe Lagerstabilitdt von Canthaxanthin
und insb. Astaxanthin wahrend Gefrierlagerung von Atlantischem Lachs (Salmo
salar) iUber mehrere Monate. LAI berichtet von Verlusten im Bereich von 22 % bis
39 % im Gesamtgehalt an natirlich vorkommenden Carotinoiden (bzw. im
Gesamtgehalt nach dem Hinzufiigen von Carotinoiden aus Paprika-Extrakten zu
Flissigvollei) in spriihgetrocknetem Vollei wahrend einer Lagerung tber 4 Monate
bei +22 T im Dunklen und hebt in diesem Zusammenhang einen protektiven
Einfluss von zuvor dem Flissigvollei zugesetztem a—Tocopherol hervor.

Wie den Abbildungen 4-12 bis 4-29 entnommen werden kann, folgt die Entwicklung
der Xanthophyllgehalte wéhrend 6-monatiger Lagerung von spruhgetrocknetem und
gefriergetrocknetem Eigelb bei -18 € und +20 € im Dunklen in den tberwiegenden
Fallen kinetischen Gleichungen zweiter Ordnung, gleiches gilt fur die ent-
sprechenden Gesamtxanthophyllgehalte. Die wahrscheinlichste Ursache fur dieses
Verhalten ist der recht hohe Fettanteil in der Matrix Trockeneigelb (vgl. Tabelle 2-1)
mit einem Anteil, laut BLS 11.3, von 30 % gesattigten Fettsauren, in Verbindung mit
nennenswerten Konzentrationen an Antioxidanzien, wie z. B. Vitamin E und
bestimmten Eigelbproteinen [SAKANAKA 2004]. Als weiterer stabilisierender Faktor
kommt die intakte Assoziation der Xanthophylle im getrockneten Eigelb an bindende
(Lipo-)Proteine in Frage, welche sich hemmend auf eine Degradation auswirken
konnte, da die fur Oxidations- und Zerfallsprozesse notwendigen Bindungs- und
Angriffsstellen im Xanthophylimolekil durch Bindungen und Wechselwirkungen mit
den (Lipo-)Proteinen und darin eingebetteten Substanzen (z. B. Antioxidanzien)
weitestgehend geschiitzt sind. Dies konnte die noch relativ hohen Xanthophyll-
gehalte, die im Laufe einer mehrmonatigen Lagerung von degradierenden Prozessen
offenbar verschont bleiben, und die daraus resultierenden asymptotischen Verlaufe
erklaren (vgl. Abbildungen 4-12 bis 4-29 mit Abbildung 5-1).
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5.3 Empfehlungen fir spatere Studien

Im Rahmen dieser Arbeit werden die Einflisse von Pasteurisation, Trocknung und
Lagerung auf die Carotinoidgehalte von sprih- und gefriertrockneten Eigelbpulvern,
die mit Equipment im Technikumsmafstab erzeugt werden, umfassend und
systematisch betrachtet.

In diesem Zusammenhang sind einige offene Fragen zu nennen, die sich

konsequenterweise aus dieser Studie ergeben.

Eine Begleitung der HPLC-Analysen der Eigelbproben auf allen Verarbeitungs- und
Lagerungsstufen mit mikrobiologischen Tests erscheint winschenswert, um neben
Betrachtungen der Stabilitat der Farbstoffe Aussagen zur mikrobiologischen Stabilitat
zu gewinnen (Produktsicherheit). Zudem bietet sich der begleitende Einsatz von
Farbmessgeraten, die nach dem CIELab-System arbeiten, zur naheren
Beschreibung von Farbveranderungen, vor allem wéahrend der Lagerversuche, an.
Ebenso erscheint es sinnvoll, die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten
Untersuchungen auf Proben aus grof3technischen Anlagen der Eiproduktenindustrie
auszuweiten, damit der Aspekt der Praxisnahe noch verbessert werden kann. In
diesem Zusammenhang sind auch Lagerversuche unter Umgebungsluft denkbar.
Darlber hinaus sind auch Lagertests bei verschiedenen Temperaturen unter reiner
O,-Atmosphéare moglich (Provokationsversuch), um den Einfluss von Sauerstoff auf
Oxidations- und Isomerisierungsprozesse von Xanthophyllen ndher zu betrachten.
Da in der Lebensmittelindustrie Eier und Eiprodukte vor allem wegen ihrer
technofunktionellen Eigenschaften eingesetzt werden, erscheint es sehr interessant,
in einer zukinftigen Studie die in der Literatur beschriebenen, optimierten
Trocknungsparameter zur Erhaltung der Technofunktionalitat [JAEKEL 2008, FRANKE
2002] auf eine Eignung zur Bewahrung der farblichen und N&ahrstoff-Stabilitat hin zu
untersuchen. Fir ausgewahlte Bereiche der Lebensmittelindustrie, in denen der
farbgebende Aspekt von Eiprodukten Vorrang hat, kbnnte zudem eine verfahrens-
technische Optimierung der Trocknungsverfahren bezlglich der Schonung der
Carotinoide erfolgen.

Eine im Rahmen der vorliegenden Studie nicht angesprochene Fragestellung ist die
Identifikation und Quantifikation von Abbauprodukten der Carotinoide, welche
zweifellos durch das Einwirken von Temperatur und Zeit entstehen. Aufgrund der
Vielzahl an Carotinoiden, die bei der Fltterung von Legehennen zuldssig sind,

erscheint zunachst eine Betrachtung des komplexen Isomerisierungs-, Oxidations-
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und Degradationsverhaltens eines jeden Carotinoids in Reinform mittels LCMS und
Kernspinresonanz (Strukturaufklarung) sinnvoll. Erst nach dem Vorliegen dieser
Erkenntnisse erscheint eine Untersuchung von Abbauprodukten ausgewahlter
Carotinoidmischungen, wie sie beispielsweise im Eigelb vorliegen, sinnvoll. Laut
Studien von PEREzZ-GALVEZ, NONIER und WALSH ist bei Abbauprozessen von
Carotinoiden mit einer sehr groRen Anzahl an verschiedenen Verbindungen zu
rechnen [PEREZ-GALVEZ 2005, NONIER 2004, WALSH 1998]. Dazu zéhlen neben den
klassischen Abbauprodukten Toluen, Xylen und Dimethylcyclodecapentaen auch
verschiedenste Epoxide, aliphatische Kohlenwasserstoffe unterschiedlicher
Kettenlange, aromatische Substanzen auf Basis von Naphthalin und durch
enzymatische Einwirkung entstandene Norisoprenoide, wie z. B. a- und S-lonon.

Des Weiteren konnte durch gezielte Fraktionierung und Aufkonzentrierung
maoglicherweise eine eindeutige Charakterisierung der im Zuge der vorliegenden
Arbeit nicht identifizierten (Minor-)Komponenten erfolgen. Interessant erscheint auch
die Fragestellung, in welchem Umfang die Gehalte an Antioxidanzien im Eigelb, z. B.
Vitamin E, tats&chlich einen protektiven Einfluss auf die Carotinoide aufweisen. Dazu
erforderliche Untersuchungen kénnten auf HPLC-Methoden aufbauen, mit denen
eine simultane Detektion von Carotinoiden und Vitamin E méglich ist [ZHAO 2004].
Von besonderem Interesse ware eine, alle fur die Legehennenfitterung zuldssigen
Xanthophylle umfassende, Grundlagenstudie zur Untersuchung ihres Vorliegens (frei
bzw. verestert) im Eigelb. Diese Erkenntnisse kdnnten auch wesentlich zur Klarung
der Fragestellung beitragen, inwieweit die im Zuge der Trocknung stark variierenden
Anderungen in den Gehalten der jeweiligen Carotinoide auch auf die Art der Bindung

im Eigelb zuriickzufuhren sind.
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6 Zusammenfassung

Die Bundesrepublik Deutschland gilt bei weltweiter Betrachtung als zweitgroi3ter
Exporteur von Trockeneigelb [VTI 2008], welches von der Lebensmittelindustrie, z. B.
bei der Produktion von Backwaren, Nudeln und Mayonnaise, nach teilweise
mehrmonatiger Lagerung eingesetzt wird.

Im Fokus der wissenschaftlichen Betrachtung des Einflusses einer Trocknung auf die
Eigenschaften von Eigelb stehen bislang physikalische und technofunktionelle
Untersuchungen, welche sich beispielsweise mit dem Aufschlagverhalten und der
Emulgierfahigkeit befassen. Die systematische Untersuchung des Einflusses der
Pasteurisation von Flissigeigelb und anschlieRender Sprih- und Gefriertrocknung
von Flussigeigelb und der Lagerung der resultierenden Eigelbpulver bei unterschied-
lichen Temperaturen auf die Gehalte an Xanthophyllen ist bislang in der Literatur
nicht beschrieben. Die Xanthophylle, insb. Lutein und Zeaxanthin, sind aufgrund ihrer
antioxidativen Eigenschaften als potente Substanzen in der Pravention vor AMD im
Gespréach, dartiber hinaus werden ihre farbgebenden Eigenschaften auch von der
Lebensmittelindustrie genutzt.

Im Rahmen dieser Arbeit erfolgt eine industrienahe Simulation der Prozessschritte
Pasteurisation von Flussigeigelb von Eiern aus Bodenhaltung, Sprih- und
Gefriertrocknung von pasteurisiertem und nicht pasteurisiertem Flissigeigelb und
Lagerung der spruh- und gefriergetrockneten Eigelbpulver im Dunklen unter

Stickstoff-Atmosphéare bei Lagertemperaturen von -18 T und +20 T.

Zur qualitativen und quantitativen Beschreibung der Xanthophylle auf allen Verar-
beitungsstufen wird eine HPLC-Anlage mit Kopplung an ein Massenspektrometer
genutzt, die statistische Betrachtung der jeweils ermittelten Xanthophyligehalte

erfolgt mittels einseitiger Varianzanalyse (ANOVA).

Die Pasteurisation von homogenisiertem Flussigeigelb fuhrt, wie erwartet, aufgrund
der vergleichsweise geringen thermischen Belastung zu keiner signifikanten
Veranderung der Xanthophyllgehalte. Zudem sind nach erfolgter Pasteurisation von
Flissigeigelb wahrend der Lagerung von daraus gewonnenem Eigelbpulver tber 6
Monate keine wesentlichen Veranderungen im Xanthophyllgehalt, im Vergleich zu
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den Gehalten von gelagerten Eigelbpulvern aus nicht pasteurisiertem Flissigeigelb,
festzustellen.

Trocknungsbedingt werden erwartungsgemafd vermehrt Xanthophylle aus der
Eigelbmatrix freigesetzt, vermutlich einer Degradation von Zellwanden und
Denaturierung von Lipoproteinen geschuldet, an welche die Xanthophylle im Eigelb
maf3geblich assoziiert vorliegen [TERNES 1995]. Ebenso werden in den
Trockeneigelben signifikant hohere Gehalte an Z-lsomeren von Xanthophyllen
detektiert, angegeben in ug pro 100 g entsprechendem Frischeigelb, als in den
nativen Proben. In diesem Zusammenhang erfolgt eine Darstellung der moglichen
Ursachen fir diese Beobachtung.

Bei Betrachtung des kompletten Lagerungszeitraumes bzgl. der Stabilitdt von
Xanthophyllen erweist sich die Gefriertrocknung von Eigelb, im Vergleich zur
Spruhtrocknung von Eigelb, entgegen der Erwartung nicht als vorteilhafter, da in den
spruh- und gefriergetrockneten Proben einer gemeinsamen Ausgangsmatrix nach 6
Monaten &hnliche Xanthophyllgehalte determiniert werden.

Wie erwartet, sinken die Xanthophyllgehalte wéhrend der 6-monatigen Lagerung
oftmals signifikant und folgen dabei kinetischen Gleichungen zweiter Ordnung. Dabei
erweisen sich die synthetischen Xanthophylle Canthaxanthin und B-Apo-8'-
Carotinsaureethylester deutlich stabiler als die nattrlichen Xanthophylle Lutein und
Zeaxanthin. Dabei kann kein genereller protektiver Einfluss der Gefrierlagerung, im
Vergleich zur Lagerung bei Raumtemperatur, auf den Erhalt an Xanthophyllen
festgestellt werden. Zwar weist sprihgetrocknetes Eigelb beider Eier-Chargen bei
Lagertemperaturen von -18 T tendenziell hdhere Gehalte auf als bei +20 €
gelagertes, im Falle des gefriergetrockneten Eigelbes werden jedoch bei Betrachtung
beider Eier-Chargen gegenséatzliche Entwicklungen beobachtet. Basierend auf den
Ergebnissen dieser Studie, hangt die Erhaltung der Gesamtxanthophyllkonzentration
wahrend 6-monatiger Lagerung im Dunklen maRgeblich von dem Gehalt an
natdrlichen und synthetischen Pigmenten ab und weniger von der Lagertemperatur.
Ebenso erscheint ein protektiver Einfluss von Antioxidanzien im Eigelb, z. B. Vitamin
E und bestimmten Eigelbproteinen, sehr wahrscheinlich.

Zudem kann das Wissen uber die Entwicklung der Xanthophyllgehalte in Eigelb-
pulvern auf allen Stufen der Lagerung dabei helfen, in der Humanernahrung die
Aufnahme von Xanthophyllen aus Lebensmitteln, die teilweise oder komplett aus

verarbeitetem Eigelb hergestellt werden, einzuschatzen.
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