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Einleitung 1

1 Einleitung

Die Zerschdumungsanalyse ist eine schonende, umweltfreundliche und kostenglnstige
Anreicherungsmethode fir oberflachenaktive Verbindungen aus stark verdinnten
schaumféhigen Losungen. Bel Einleitung von Gasen (Luft, Stickstoff, Sauerstoff, CO,,
Edelgase) adsorbieren die oberflachenaktiven Verbindungen bevorzugt an der hydrophoben

Gasblasenoberflache und werden mit dem gebildeten Schaum angereichert.

Auf die Zerschdumungsanalyse wurde schon Anfang des 20. Jahrhunderts hingewiesen.
Bereits 1918 lief3 Ostwad ein ,Verfahren zum Verdampfen von Flissigkeiten zum Zwecke
der Anreicherung, Abscheidung oder Trocknung in ihnen gelost oder emulgiert enthaltener
Stoffe durch Zerschaumung gekennzeichnet” patentieren [Ostwald, 1920]. Erste
Anwendungsbeispiele zur Trennung von Stoffgemischen wurden von Ostwald anhand der
Farbstoffe Patentblau und Neucoccin demonstriert [Ostwald und Siehr, 1936]. Die Trennung
beider Farbstoffe aufgrund der Anreicherung von Patentblau im Schaum wird anhand der
Farbfotos im Anhang (s. Abb. 8-1 und Abb. 8-2) demonstriert. Weiter hat Ostwald gezeigt,
dass eine Anreicherung von Eiweil3 aus Pflanzenrohséften wie Kartoffelfruchtwasser und
Zuckerriben-Rohsaft [Ostwald und Siehr, 1937] oder Harn [Ostwald und Mischke, 1940]
durch Zerschdumung méglich ist und durch Veranderung des pH-Wertes der Ausgangsprobe

Proteine auch selektiv angereichert werden konnen.

Betrachtet man die weiteren Entwicklungsschritte der Zerschaumungsanalyse im Ruickblick,
so ist nur eine geringe Anzahl an neuen Aspekten erwdhnenswert. Bei den in den letzten
Jahren erschienenen Arbeiten beschrankt sich der Einsatz der Zerschaumungsanalyse auf die
Anreicherung von Proteinen und Enzymen sowie auf die Abwasserreinigung mit Hilfe von
Tensden als Schaumbildner. Im Rahmen dieser Arbeit werden neue Einsatzgebiete der

Zerschdumungsanalyse zur Anreicherung von Naturstoffen aufgezeigt.

Der Einsatz von nachwachsenden Rohstoffen in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie stof3t
auf ein immer grof3eres Interesse. Angestrebt wird hier sowohl eine einfache, schonende und
kostengtinstige Isolierung von pflanzlichen Inhatsstoffen aus der Matrix as auch die

Gewinnung von Wertstoffen aus Abféllen, die bei der Produktion anfalen.
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Die Kklassische Methode =zur Isolierung von pflanzlichen Inhaltsstoffen ist die
L 6sungsmittelextraktion. Als Losungsmittel werden vorwiegend Ethanol, Aceton, Hexan und
Dichlormethan verwendet. Problematisch sind mitunter die Lésungsmittelreste, die nach dem
Abdestillieren im Produkt zurlckbleiben. Die Losungsmittelextraktion ist nicht nur teuer,
sondern belastet auch die Umwelt. Eine Alternative fur die Losungsmittelextraktion stellt die
CO,-Hochdruckextraktion dar. Bel dieser Methode werden die gewiinschten Extrakte mit
Uberkritischem CO, unter Variation von Druck und Temperatur auf schonende Art und Weise
erhalten. Diese Methode wird vor alem bei der Entkoffeinierung von Kaffee, der
Hopfenextraktgewinnung und der Gewdrzverarbeitung industriell eingesetzt. Sie stellt jedoch
wegen ihrer aufwendigen Technologie hohe Anforderungen an Material, Persona und
Sicherheit. Die Investitions- und Betriebskosten sind aul3erdem mehrfach hoher als die der
L 6sungsmittelextraktion. Die bei der Hochdruckextraktion anfallenden Rickstéande enthalten
i.d.R. meist noch einen betrachtlichen Anteill an den extrahierten Wertstoffen. Die
Zerschdumungsanalyse ist dagegen bel niedrigen Ausgangskonzentrationen am effektivsten
und konnte hier zur Anreicherung von Inhaltsstoffen aus Pflanzen und aus ihren Riickstanden,

diez. B. be der CO,-Hochdruckextraktion anfallen, eingesetzt werden.

Die Zerschdumung wird unter Einleiten eines inerten Gases (z.B. Stickstoff) bei
Raumtemperatur durchgefihrt und ist somit fur oxidationsempfindliche und hitzelabile
Verbindungen eine schonende Methode. Durch den Verzicht auf Losungsmittel ist die
Methode umweltvertréglich. Sie zeichnet sich auch durch einfache Apparaturen sowie geringe
Energie-, Investitions- und Betriebskosten [Uraizee, 1990; Brown, 1999], hohe Anreicherung
fur verdinnte und hochverdinnte (z.T. 1:10'°) wéssrige Lésungen, besonders bei grofen
Flussigkeitsmengen aus. Sie ist sehr selektiv, je nach Wahl der auReren Bedingungen (pH-
Wert, Gasflussrate, Gasblasengrél3e, etc.) [Loha, 1997; Uraizee, 1995; Timmons, 1992], und
einfach durchfiihrbar. Die Zerschdumungsanalyse ist auf3erdem zur Anreicherung in der
Spurenanalytik sowie zur Abtrennung storender Begleitstoffe im anaytischen Bereich
anwendbar [Maas, 1974].

Vor diesem Hintergrund erscheint die Zerschaumungsanalyse prinzipiell als eine gute
Alternative zu den bisherigen Techniken zur Anreicherung wertvoller Inhaltsstoffen aus Nutz-
, Heilpflanzen, Gewirzen und Abfélen der Lebensmittelindustrie. Bereits aus friherer Zeit ist
ein Patent zur Abtrennung von Weizenkleber aus Stérke mittels der Zerschaumungsanalyse
bekannt [Rodger, 1972].
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Da mittels der Zerschdumungsanalyse Proteine und Enzyme unter Auswahl von geeigneten
Bedingungen (z.B. pH-Wert) auch selektiv aus Mehrkomponentensystemen getrennt bzw.
angereichert werden konnen, stellt sie auch hier eine Alternative zu bisherigen Reinigungs-
und Isolierungsmethoden (Ultrafiltration, Elektrodialyse, Umkehrosmose, Koagulation) von
Proteinen dar [Griswell, 1976]. Unter Variation der Einflussparameter versucht man die
Methode fiir einen grof3technischen Einsatz zu optimieren [Prokorp, 1993; Hossain, 1998]. Da
dlerdings Schaum eine auflerst komplexe Matrix ist, sind die Vorgange wéahrend einer

Zerschaumung noch nicht vollstandig untersucht und aufgeklart.

Die Zerschdumungsanalyse gehtrt zu den adsorptiven Gasblasen-Trennmethoden. Eine
verwandte Methode, die auf der Adsorption an der Gasblase basiert, jedoch ohne
Schaumbildung, stellt die Losungsmittelsublation (engl.: solvent sublation) dar. Die wéssrige
Phase ist mit nicht mischbarem L&sungsmittel Gberschichtet, in dem an den Gasblasen
angereicherte Verbindungen gelost werden. Hier erfolgt die Anreicherung lediglich durch
Adsorption an der Gasblase aufgrund der hydrophoben Eigenschaften einer Verbindung.
Valsarg zeigte die Anreicherung von hydrophoben chlorierten Komponenten aus wassrigen
Losungen [Valsarg, 1986a, b, ¢ und 1992] sowie die Entfernung von Geruchs- und
Geschmackstoffen aus Trinkwasser [Valsarg, 1988] mit Hilfe der Losungsmittelsublation. Im
Rahmen der Zerschdumungsanalyse ergibt sich theoretisch die Moglichkeit, neben der
Anreicherung von polymolekularen schaumbildenden Verbindungen wie Proteinen und
Stérke auch nicht-schaumbildend, relativ unpolare monomolekulare Verbindungen aufgrund
der Adsorption an den Gasblasen im Schaum anzureichern. Hier sind bei der Zerschdumung
Fraktionierungen innerhalb einer Substanzgruppe, die in ihrer MolekilgrofRe und Polaritét
Unterschiede zeigen, zu erwarten, da das Schaumen/Entschdumen entlang einer Schaumsaule

Zu einem chromatographischen Effekt fihrt [Maas, 1974].

In dieser Arbeit werden selbst Verbindungen, die nicht Schaumbildner sind, jedoch an
Gasblasen adsorbieren und im Schaum angereichert werden kdnnen, als oberflachenaktiv
bzw. schaumaktiv bezeichnet.
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Daraus ergaben sich fur diese Arbeit folgende Aufgabenstellungen:

Die Zerschaumbarkeit wassriger Extrakte von Nutz- und Heilpflanzen sowie Gewtrzen und
die Anreicherung ihrer wertvollen Inhatsstoffe mittels der Zerschdumungsanalyse sollte
Uberprift werden, z.B. die Anreicherung von Antioxidantien (Carnosolsdure) aus Rosmarin,
Scharfstoffen (Gingerole) aus Ingwer, Bitterstoffen (Isolumulone) aus Bier, Farbstoffen (z. B.
Carotinoide) aus Karotten- und Orangensaften, Curcuminoiden aus Kurkuma sowie fllchtigen
Aromastoffen, z.B. aus Orangensaft. Desweiteren soll demonstriert werden, dass die
Zerschdumungsanalyse auch zur Eliminierung von Stoffen mit unerwtnschter Wirkung
anwendbar ist (z.B. Abreicherung von Glykoakaoiden aus Kartoffelpref3saft oder

FHavokavinen aus wassrigen Extrakten der Kava-Kava-Wurzelpflanze).

Da die Zerschaumungsanalyse i.d.R. im wassrigen Milieu erfolgt, soll anhand ausgesuchter
Beispiele versucht werden, die wassrigen Extraktionsausbeuten zu optimieren, um

Anwendungsmoglichkeiten flr die Praxis zu eréffnen.

Da die Anreicherung ener Verbindung im Schaum von ihren chemisch-physikalischen
Eigenschaften abhéngig ist, wird in dieser Arbeit die Anreicherung verschiedener Stoffklassen
untersucht, um eine Korrelation zwischen der Anreicherung einer Verbindung im Schaum
(Schaumaktivitét) und ihren polaren Eigenschaften festzustellen. Zusétzlich sollte untersucht
werden, wie sich Verbindungen innerhalb ener Substanzgruppe bel der Zerschdumung
verhaten und ob mittels der Zerschdumungsanalyse aufgrund des Polaritétsunterschieds ein
chromatographischer Trenneffekt erzielbar ist. Dies wurde anhand der Anreicherung von
Gingerolen und Isohumulonen naher betrachtet. Ein Uberblick Uber das Verhaten der
einzelnen Verbindungen im Laufe der Zerschaumung sollte mit Hilfe der ,Fraktionierten
Zerschdumung®  (Entnahme von Schaum- und Rickstandsfraktionen in  definierten

Zeitabstanden wahrend einer Zerschdumung) gewonnen werden.

Unter Berticksichtigung von waelteren Einflussparametern wie Konzentration der
Schaumbildner und der anzureichernden Verbindungen, Gasflussrate, pH-Wert und
Saulendimensionierung sollte schliefdlich die Anreicherung einer Verbindung im Schaum

optimiert werden.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Zerschdumungsanalyse

2.1.1 Einordnung der Zerschdumungsanalyse

Die adsorptiven Gasblasen-Trennmethoden (engl.: Adsorptive Bubble Separation Methods)
snd sehr wirkungsvolle Methoden zur Abtrennung und Aufkonzentrierung sowohl von
oberflachenaktiven als auch - mit Hilfe von ionischen Tensiden - nicht oberflachenaktiven
Verbindungen (Gegenionen) aus wassrigen Losungen oder Suspensionen. Die
oberflachenaktiven Verbindungen haben die Eigenschaft, sich verstarkt an hydrophoben
Phasengrenzflachen  (flissig/gasformig)  anzureichern, wobel deren Trennung  auf
unterschiedlicher Oberflachenaktivitét beruht. Die experimentelle Durchfiihrung erfordert nur
die Erzeugung von Gasblasen durch Dispersion eines Gases mittels einer pordsen Fritte am
unteren Ende der Flissigphase. Des weiteren muss eine Mdglichkeit geschaffen werden, die
Fussigkeit (Konzentrat) unmittelbar an der Phasengrenze bzw. dem angereicherten Schaum
zu sammeln. In der Literatur werden viele experimentelle Varianten der adsorptiven
Gasblasen-Trennmethoden beschrieben [Lemlich, 1968; Karger, 1967; Grieves, 1982; Rubin
und Gaden, 1962]. Dabel unterscheidet man zwischen schaumlosen Gasblasen-
Trennmethoden (non-foaming adsorptive bubble separation) und Schaum-Trennmethoden
(foam separation). Zu den schaumlosen Gasblasen-Trennmethoden gehdren die
Gasblasenfraktionierung  (bubble fractionation) und LoAsungsmittelsublation  (solvent
sublation). Zu den Schaum-Trennmethoden gehoren die Flotation (foam flotation) und die

Zerschdumungsanalyse (foam fractionation) (s. Abb. 2-1).

Audzorphive Gashlazen
Trennmethoden

Scham- Tremmethoden Schaumloss Gasblasen-Tramwnsthoden

3 ; Lomungrroittel- Gachizgsen-
Zerschiumung Flotation = e
Sublation Frakdhiomerung

Abb. 2-1: Methoden der adsorptiven Trennung durch Gasblasen [Karger et. d., 1967]
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Gasblasenfraktionierung (bubble fractionation)

Gasblasenfraktionierung wird nach Lemlich und Dorman nur durch Adsorption geloster
oberflachenaktiver Verbindungen an den aufsteigenden Gasblasen hervorgerufen. Es kommt
zu einer relativ geringen Konzentrationsverschiebung. Die Verbindung wird mit den
Gasblasen an das oberste Ende der Flissigkeitssule befordert, wo die Gasblasen zerplatzen.
Aus dieser Oberphase wird das flissige Konzentrat entnommen [Lemlich, 1968, 1972a, b;
Maas, 1974].

L dsungsmittelsublation (solvent sublation)

Hier wird die wéssrige Phase mit einer nicht mischbaren organischen Phase (Octanol, Anisol)
Uberschichtet, die die an den Gasblasen adsorbierten Molekile aufnimmt, sobald die
Gasblasen die wassrige Phase verlassen. Mit Hilfe von ionischen Tensiden kdnnen auch nicht
oberflachenaktive Gegenionen aus der wassrigen Losung extrahiert werden.

Beispiele: Fraktionierung von Methylorange / Rhodamin B durch unterschiedliche Reaktion
mit einem zugesetzten Kationentensid [Karger 1967], Trennung von hydrophoben chlorierten
Komponenten in wassrigen Losungen wie Pentachlorphenol [Vasarg 1986a], Mono-, Di-
und Tri-chlorobenzol sowie DDT [Valsarg 1986c¢]. Die Effektivitdt dieser Methode ist
proportional zu den hydrophoben Eigenschaften (niedrige Wasserlédlichkeit und Dampfdruck

der Komponente).

Flotation (foam flotation)

Im Gegensatz zur Zerschaumungsanalyse ist bei der Flotation eine feste dritte Phase betelligt.
Hier erfolgt eine Trennung von grobdispersen Teilchen. In der Literatur erfolgt ene
Unterteilung nach GrofRenordnung und Bildungsweise der suspendierten Stoffe [Karger und
DeVivo, 1968; Mahne, 1971]. Bei der lonen-Flotation erfolgt die Trennung von lonen durch
Zusatz von oberflachenaktiven Gegenionen (Beispiele: Anionische und kationische Farbstoffe
[Karger, 1967; Horng, 1993], Phenole [Grieves, 1966 und 1974]). Weiter unterscheidet man
zwischen Molekularflotation (z.B. Anreicherung von Albumin, y-Globulin, Hamoglobin
[Maas, 1974]) und Mikroflotation (z.B. Anreicherung von Mikroorganismen wie Bakterien
oder Bakteriophagen [Panthasarathy, 1988; Paimieri, 1996]).

Weltere Flotationsformen sind die Kolloid-, Prézipitétss und die adsorbierende Kolloid-
Flotation.
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Zerschdumungsanalyse (foam fractionation)

Im Gegensatz zur Flotation, bei der grobdisperse Teilchen getrennt bzw. angereichert werden,
werden bel der Zerschdumungsanalyse oberflachenaktive, echt geloste molekulare
Verbindungen angereichert bzw. getrennt ohne Zusatz von Hilfsmitteln (Beispiele: Proteine

und Enzyme aus Pflanzensdften sowie technische Tendde aus Abwasser).
2.1.2 Grundlagen der Zerschaumungsanalyse

2.1.21 Prinzip der ZerschAumungsanalyse

Von Zerschdumung oder vorubergehender Schaumbildung spricht man nach Ostwald und
Siehr, wenn durch Gaseinleiten in eine Flssigkeit ein Schaum entsteht, der in einer Saule
emporsteigt und schliefdlich in ein seitlich davon stehendes Auffanggefald Uberfuhrt wird, wo
er spontan zerfdllt. Bel der Gaseinleitung in die Losung stabiliseren die schaumbildenden
Substanzen durch Bildung flexibler, kohasiver Filme die eingeleiteten Gasblasen, die zur
Oberflache wandern und dort den Schaum erzeugen. Dabei werden schaumaktive
Verbindungen aufgrund ihrer chemisch-physikalischen Eigenschaften an der hydrophoben
dinnen Wandung der Gasblase adsorbiert und damit aus der wassrigen L6sung angereichert.
Die Aufkonzentrierung in der Schaumsdule erfolgt beim Hochsteigen des Schaums in der
Zerschdumungskolonne einerseits durch das Zurtickflief3en der mitgerissenen Probeldsung
aufgrund der Gravitations- und Kapillarkréfte (Drainage), andererseits fliefdt durch die beim
Zerfal der Gasblasen am oberen Ende der Kolonne entstehende angereicherte Flissigkeit
(Kollabat) im Gegenstrom zu den neu entstehenden Gasblasen nach unten. Dabei lagern sich
die oberflachenaktiven Inhaltsstoffe an der Oberflache der Gasblase an, wahrend die nicht
oberflachenaktiven Substanzen in die Losung zurlckflief3en. Durch Bildung und Zerfall der
Blasen entsteht nach kurzer Zeit eine stabile Schaumséule, in der die Substanzen entlang der
Séaule nach ihren oberflachenaktiven Eigenschaften fraktioniert werden. Die aus dem Zerfall
des Schaums erhaltene FlUssigkeit wird as Spumat und die nach Beendigung der
Zerschdumung in der Zerschaumungskolonne zurtickbleibende Flussigkeit as Ruckstand
bezeichnet [Ostwald und Sehr, 1936] (s. Abb. 8-1 bis Abb. 8-3).

Zu berticksichtigen bel der Zerschdumung sind zwel Vorgange: 1) Die Adsorption einer
Verbindung an der Gasblase und 2) ihre Anreicherung im Schaum. Diese Vorgange werden
ndher unter 2.1.2.2 und 2.1.2.3 beschrieben.
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2.1.2.2 Oberflachenadsorption

Die maligeblichen Parameter sind hier die Oberflachenspannung des Mediums und die
Oberflachenaktivitdt der anzureichernden Verbindung. Nach Gibbs wird in Gleichung (1)
(s.u.) die Adsorption in Abhangigkeit von der Konzentration gezeigt.

Besitzen geloste Molekile entsprechend der schematischen Darstellung in Abb. 2-2 einen
polaren/wasserlodlichen und einen apolaren/wasserabstol3enden Tell, so bevorzugen se
gegebene Grenzflachen zwischen polarer fllssiger und apolarer flissiger bzw. gasformiger
Phase. Das Gibbssche Adsorptionstheorem (1876) verkntpft die Anreicherung solcher
oberflachenaktiver Verbindungen mit der Erniedrigung der Oberflachenspannung ihrer
Losungen. Der Quotient aus erhdhter Konzentration I in der Phasengrenzschicht und der
Konzentration ¢ einer gleich dicken Schicht im Innern der LoOsung ist as
Verteilungskoeffizient aufzufassen und kann fur Trennungen genutzt werden (vgl. Abb. 2-2
und Gleichung (1)).

r 1 dy
= - T T 1)
C RT dc
(o Konzentration der oberflachenaktiven Verbindung in der Losung
I: Konzentration der oberfléchenaktiven Verbindung an der Grenzflachefllissig/gasformig
Y- Oberflachenspannung.

-}jﬂﬂﬂﬂ&“ﬂw} r

~» 1 d M-
L el -~
st . it i ) |
I <>

-
“ S ~

Abb. 2-2: Adsorption oberflachenaktiver Molekile an der
Grenze zwischen gasformiger und flissiger
Phase (schematisch) [Maas, 1974]

Sind die Konstanten a [dyn cm™] und b (spezifische Kapillaraktivitét, [ | Mol™]) bekannt, so
lasst sich T - z. B. fur Fettsduren - nach Gleichung (2) berechnen, die in ihrer Form der

Langmuir”schen Adsorptionsisotherme entspricht.
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0.4343 abc
r = * @
RT 1-bc

(Grenzbereiche: bc << 1 bedeutet proportionales Anwachsen von I' mit ¢; bc ~ 1 bedeutet
Séttigung der Oberflache, d.h. TMina).

Ublicherweise st die  Anreicherung  oberflachenaktiver ~ Verbindungen  im
Konzentrationsbereich 10% - 107 bei der Zerschdaumung am effektivsten. Bei zu hoher
Konzentration bilden sich Aggregate (Mizellen) mit nach auf3en gerichteten hydrophilen
Gruppen. Bel sehr grofRer Verdinnung enthélt die Grenzschicht nur wenige oberflachenaktive

Molekile; die Oberflachenspannung weicht kaum von der des reinen Losungsmittels ab.

Der hydrophobe Teil der oberflachenaktiven Molekile kann rein oder gemischt aliphatisch,
cycloaliphatisch (z. B. bel Saponinen) und aromatisch sein. Fluorierung wirkt verstérkend, der
Einbau von Stickstoff- und Sauerstoff-Atomen schwachend. Als Ubergang zum hydrophilen
Molekulbereich treten zwischengeschaltet polare Ether-, Ester- und Carbonamid-Gruppen auf.

Welter beeinflusst der pH-Wert des wéssrigen Mediums die hydrophoben Eigenschaften und
deswegen auch die Oberflachenaktivitdt und Anreicherung einer Verbindung. So zeigen
Proteine bel ihrem isoelektrischen Punkt ein Maximum an Hydrophobizitédt und somit ein
Lodichkeitsminimum im wassrigen Medium. Deshalb lassen sich Proteine bei Einstellung des
pH-Wertes an ihrem isoelektrischen Punkt am besten im Schaum anreichern und Proteine /
Enzyme selektiv mittels der Zerschdumung voneinander trennen [Charm, 1966; Chai, 1998;
Loha, 1997; Desouza und Tanner, 1991; Uriazee, 1995].

2.1.2.3 Anreicherungim Schaum

Mittels der Zerschaumungsanalyse kdnnen nach Abb. 2-3a dadurch Konzentrate geliefert
werden, dass die verarmte Flussigkeit innerhalb der Lamellen abflief3t und sich die auf das
Hussigkeitsvolumen bezogene Grenzflache erhdht (Drainage-Effekt). Viel wirkungsvoller
aber ist nach Abb. 2-3b der Austausch von beweglicher Lamellenfliissigkeit durch ein
angereichertes Kollabat (angereicherter flissiger Ricklauf, der im oberen Bereich der
Schaumsaule aus zerfallenden Lamellen gebildet wird) in einem Gegenstromprozess [Maas,
1974].
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Abb. 2-3. Schematische Darstellung der Konzentrationserhohung oberflachenaktiver
Molekile an der Grenze zwischen gasférmiger und fllssiger Phase durch:
a. Drainage, b. angereichertes Kollabat

Der Drainage-Effekt und die Kollabat-Bildung, die auf der Gasblasenkoaleszenz und der
Disproportionierung beruhen, sind beeinflusst von der Stabilitdt und der Konsistenz
(nass/trocken) der Schaumsdule. Hier sind die Einflussfaktoren auf Bildung, Stabilisierung
und Zerfall des Schaums zu berticksichtigen. Dazu gehtren die Oberflachenspannung und
Viskositéat der Losung, die Konzentration der Schaumbildner sowie einstellbare Parameter wie
Gasflussrate, Gashlasengrofle, Gasart, Saulendimension und Temperatur [Mangold, 1953;
Uriazee, 1995; Lima, 1994; Lange, 1972; Kamm, 1966; Peters, 1952]. Um den Ablauf einer
Anreicherung im Schaum bei der Zerschaumung verstehen und optimieren zu kénnen, sind
Kenntnisse Uber den Aufbau des Schaums notwendig, die nachfolgend ndher verdeutlicht

werden.

Schaumbildung:

Schaume sind Dispersionen von Gasen in Flissigkeiten. In Abhéngigkeit von der Grof3e und
der Form der Gasblasen und dem relativen Volumenantell der Flissigkeit im Schaum
unterscheidet man zwischen ,,Kugelschaum* und ,,Polyederschaum*. Im Kugelschaum sind
die Gasblasen kugelformig und durch dickere Fliissigkeitsbereiche voneinander getrennt, so
dass die Gasblasen nicht miteinander in Wechselwirkung stehen (selbsténdige Kugelblasen
wie z.B. beim Sektschaum). Solche Schaume sind nur kurzfristig stabil (z.B. Sektschaum).
Fur ihre Entstehung sind grenzflachenaktive Stoffe nicht notwendig [Kamm, 1966]. Der
Polyederschaum ist dagegen ein Verband polyedrisch geformter Blasen, die ihre
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Selbststéndigkeit verloren haben. Wahrend der Kugelschaum aus Nacktblasen (ohne
Umhillung) besteht, sind an der Bildung von Polyederschaum Filmblasen, die von einer
grenzflachenaktiven  Substanz  umgeben sind, und Lamellenblasen, die durch
Anenanderhaften mehrerer Filmblasen entstehen, betelligt. Eine Lamelle besteht aus einer
Hussigkeitsschicht von 10 nm bis 1 um Dicke, die auf beiden Seiten einen dinnen Film einer
grenzflachenaktiven Substanz tragt.

Die Filmbildung an Grenzflachen durch oberflachenaktive Verbindungen beruht auf der
Fahigkeit, die Grenzflachenspannung an den Phasengrenzen zwischen Gas und FlUssigkeit
herabzusetzen. Ein bekanntes Beispiel daflr sind Proteine. Nur Kugelschaum aus Filmblasen
kann zu Polyederschaum Ubergehen (s. Abb. 2-4 links). Dabel wird die flissige Phase
zwischen den Gasblasen verdrangt, bis diese nur noch durch Fissigkeitsamellen voneinander
getrennt sind. Die verbleibende dinne FlUssigkeitsschicht in den zusammenlaufenden
Lamellen bildet ein System von spaltformigen Dreieckskandlen [Mangold, 1953]. Diese
Dreieckskandle werden als Plateau’s Border oder Gibbs-Kana bezeichnet [Adamson, 1990].
Im Gleichgewichtszustand stof’en drel Lamellen eines Polyederschaumes in einer Kante
zusammen. Der Flachenwinkel betragt daher 120°. Abb. 2-4, rechts zeigt schematisch den
Querschnitt eines Polyederschaums [Lima, 1994].

Polyederschaum

Kugelschaum [™)

Abb. 2-4: Ubergang vom Kugelschaum zum Polyederschaum in einer Zerschaumungssiule
(links) [Mangold, 1953] und schematische Darstellung des Gibbs-Kanals (Plateau’s
Border) (rechts) [Lima, 1994]
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Schaumzerfall:

In dem Plateau-Rand herrscht aufgrund der konkaven Krimmung ein Unterdruck gegentiber
der Gasphase und somit auch gegentiber der in den Lamellen befindlichen Flissigkeit. Der
Plateau-Rand Ubt daher eine Saugwirkung auf die Lamellen aus. Die Fissigkeit muss also
aus den Lamellen spontan in den Plateau-Rand hineinstromen. Dadurch werden die Lamellen
immer dinner und mussten schliefdlich, falls sie nicht vorher zerplatzen, vollig verschwinden,
wiurden nicht noch andere Kréfte auftreten, die sich der Dickenabnahme entgegensetzen, wie
der Marangoni-Effekt. An Stellen mit einer dinnen Fussigkeitsschicht erhéht sich die
Oberflachenspannung. Entsprechend dem Marangoni-Effekt wandert dann an der Oberfléche
Hussigkeit in diese Bereiche, so dass der Effekt der Dickenabnahme kompensiert wird. Die
Schaumlamelle hat eine Dicke von einigen bis vieden Mikrometern. Sogleich nach ihrer
Entstehung beginnt die Lamelle dinner zu werden, indem FlUssigkeit aus ihrem Inneren
abstromt. Dieser Vorgang ist einmal auf die Saugwirkung des Plateu-Randes zurtickzufihren,
zum anderen auf die Gravitation. Die Geschwindigkeit des Auslaufens der
Lamellenfliissigkeit ist bel gegebenen geometrischen Bedingungen abhangig von der
Zusammensetzung der Losung und von der Temperatur. Schnell audaufende Lamellen
werden von Fussigkeiten mit niedriger, langsam audaufende Lamellen von Flissigkeiten mit
hoher Oberflachenviskositéat gebildet [Lange, 1972].

Ein weiterer Einfluss auf den Schaumzerfall kann durch ein Zusammentreffen der Gasblasen
verursacht werden. Dies kann zur sog. Koaeszenz bzw. Disproportionierung fuhren.
Koaeszenz ist das Zusammenschlief3en zweler dhnlich grof3er Gasblasen zu einer grol3eren
Gasblase. Der Schaumzerfall durch Disproportionierung berunt auf Druckdifferenzen. Der
Innendruck der Blasen verhdt sich indirekt proportional zum Blasendurchmesser. Aus diesem
Grund zeigen die kleineren Gasblasen das Bestreben, sich zu grof3en Blasen zu vereinigen
[Ronteltap, 1991]. Sazzusatz verhindert die Blasen-Koaeszenz, well Sadz den dazu
erforderlichen Energiebedarf erhoht. Alkoholzusatz dagegen wirkt positiv, da es zur
Erniedrigung der Oberfl&chenspannung fuihrt bzw. kleineren Gasblasengrolen.

Abbildung 8-3 (im Anhang) zeigt den Zerfall ener Schaumsdule im Laufe einer
Zerschdumung. Wahrend die Schaumsaule zu Beginn (unten) aus feinen Gasblasen besteht
und der Schaum nass und cremig i, ist die Schaumsaule oben trocken, und die Gasblasen

sind dort aufgrund der Drainage und Blasenkoaleszenz grob.
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2.1.3 Zerschaumungs-Techniken und —Parameter
Bel der Zerschdumung gibt es verschiedene Vorgehensweisen (s. Abb. 2-5). Die einfachste

Methode ist das Batch-Verfahren, wobei die komplette Versuchdésung zu Beginn in die
Saule eingefillt und zerschdumt wird. Die Anreicherung ist hier zeitabhéngig, d.h. die
Konzentration der schaumaktiven Verbindung in der Flissigkeit nimmt stetig ab und sie wird
im Schaum angereichert. Diese Technik wurde in dieser Arbeit vornehmlich eingesetzt. Sie ist
besonders fur Proben im Labormaldstab und fir die Untersuchung einer zeitlichen
Anreicherung und Trennung von schaumaktiven Verbindungen geeignet [Ahmad, 1975g;
Karger und DeVivo, 1968].

Schaumzerstorer
L
Ricklauf .

. . 0O angereichertes
Einspeisung Spumat
—_—>

Schaum
Einspeisung Kreislauf
I HUssigkeit <
T | » Rickstand
Gas

Abb. 2-5: Schematische Darstellung der verschiedenen Varianten fur die Durchfihrung einer
Zerschdumung [Karger und DeVivo, 1968]

Welterhin gibt es ein kontinuierliches Verfahren. Bel dieser Methode wird wahrend der
Versuchsdurchfiihrung stets neue Versuchsflissigkeit zugefihrt und die Restflissigkeit
abgezogen. Es bestehen unterschiedliche Mdglichkeiten der Flissigkeitszugabe. Sie kann in
den Schaum oder in die Versuchddsung gegeben werden. Diese Verfahren ermoglichen es,
groRRere Probenmengen kontinuierlich zu zerschaumen. Wird die Flissigkeit in den Schaum
zugefuhrt, fordert sie den Drainage-Effekt. Durch die Schwerkraft fliefdt die Flissigkeit nach

unten und zieht die Flissigkeit im Schaum mit nach unten. Eine stérkere Konzentrierung kann
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erzielt werden, wenn man im Kreislauf zerschdumt, indem man den entstandenen Schaum
wieder zurlckfihrt und erneut zerschaumt. Abb. 2-6 zeigt ene Apparatur fir
Kreidaufzerschaumung nach Siehr [Ostwad und Siehr, 1937].

Abb. 2-6: Apparatur fur Kreislaufzerschaumung nach Siehr: A. Glassinterplatte, B. Weites
Glasrohr mit Vorstol3 C, D. Auffanggefal3, das durch Gummischlauch E mit dem
Zerschdumungsapparat verbunden ist [Ostwald und Sehr, 1937].

Fur eine effiziente Anreicherung sind bei der Durchfihrung einer Zerschaumung
folgende Parameter wichtig:

Gasflussrate: Diese bestimmt die Gasblasenzahl und -geschwindigkeit, die die wéassrige
Phase zu enem bestimmten Zetpunkt passieren. Niedrige Flussraten ergeben bessere
Trennungen und hohere Anreicherungen, da weniger Flissigkeit in den Schaum mitgerissen
wird, und die Kontaktzeit der Gasblasen in der Séule erhdht wird. Hohe Fussraten ergeben
nasse Schaume und damit weniger Anreicherung [Ahmad, 1975a; Ko et a., 1998; Brown,
1999; Uriazee, 1995]

Saulendimensionierung: Die Saulenhdhe bestimmt die Zeit, in der der Schaum in der Séule
hochsteigt und die Séule verlasst. Langere Saulen erhdhen die Anreicherung, da der gebildete
Schaum mehr Zeit erhdlt, mitgerissene Fussigkeit abfliefien zu lassen (das beginstigt die
Drainage). Allerdings muss man berticksichtigen, dass in sehr hohen Saulen der gebildete
Schaum bereits in der Saule zerfdlt und nicht erhalten werden kann [Brown, 1999; Uriazee,
1995; Ahmad, 19754].

Hohe der Probenlésung: Bel konstanter Schaumhohe und Gasflussrate erfahrt die Gasblase
bei steigendem HFussigkeitspegel der Probenlosung eine léngere Kontaktzeit mit der
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Ausgangdsung. Dies wirkt sich positiv auf die Anreicherung aus [Uriazee, 1995; Ahmad,
19754].

Blasengrofle: Kleine Gasblasen erhdhen die Kontaktflache der Blase zu der Losung. Sie
steigen langsamer in der Saule empor und verléangern auch die Kontaktzeit. GréiRere Blasen
begiinstigen jedoch die Blasenkoaleszenz und eine hohere Anreicherung durch die
Kollabatbildung. Deshab sind Gasblasen von mittlerer GroRRe, erzeugt mit Fritten der
Porositét (G3), optimal [Desouza und Tanner, 1991; Ronteltap, 1991; Liu, 1998].

Gasart: Stickstoffgas wird wegen seiner inerten Eigenschaften und seins guinstigen Preises
bevorzugt. Die Gasart beeinflusst die Zerschdumung auch insofern, als die Gase verschiedene
Gasblasengrofien liefern. So liefert Stickstoffgas einen cremigen Schaum mit viel kleineren
Gasblasen als Kohlendioxid [Liu, 1998; Montero, 1993].

2.1.4 Anwendungsgebiete der Zerschaumungsanalyse

Die Zerschaumungsanalyse ist ein schonendes Anreicherungsverfahren fur verdinnte und
hochverdiinnte (z.T. 1:10'°) wassrige Losungen und eignet sich besonders bei groRen
Hussigkeitsmengen. Dabei kdnnen sowohl Wertstoffe gewonnen and angereichert werden,
wie zahlreiche Publikationen anhand der Anreicherung von Proteinen zeigen, as auch
stérende Begleitstoffe abgetrennt werden, wie es anhand der Abwasserreinigung und der

Reinigung von Fischkulturen gezeigt wird.

Proteinanreicherung:

Bereits aus friherer Zeit ist ein Patent zur Abtrennung von Weizenkleber aus Starke mittels
der Zerschdumungsanalyse bekannt [Patent Rodger]. Auf dem Gebiet der Proteingewinnung
stellt die Zerschdumungsanalyse bereits eine Alternative zu bisherigen Methoden dar
(Filtration, Koagulation, Umkehrosmose). Mittels der Zerschdumungsanalyse ist es moglich,
neben einer Aufkonzentrierung von Proteinen und Enzymen auch eine selektive Trennung aus
Mehrkomponentensystemen zu erzielen [Brown et al., 1999, Mohan und Lyddiatt, 1994;
Uriazee, 1995; Ko und Loha, 1998; Chai, 1998; Griswell, 1976; Prokorp, 1993; Charm, 1966;
Montero und Tanner, 1993; Ahmad, 1975b und 1975b].
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Reinigung von Abwasser und Fischkulturen:

Timmons hat organische Sauren abgereichert und somit eine pH-Regulation fur Fischkulturen
erzielt. Dabel wurden auch Schwebstoffe abgetrennt [Timmons, 1992]. Auch organische
Farbstoffe wurden aus Abwassern durch Zerschdumung - oder besser gesagt 1onen-Flotation
(wegen des Zusatzes von Gegenionen) - getrennt [Horng, 1993].

2.2 Substanzgruppen

Hier werden die Substanzgruppen im Rahmen einer Ubersicht dargestellt, deren Anreicherung
mittels der Zerschaumungsanalyse Uberprift wurde (s. Tab. 2-1). Diese Inhaltsstoffe wurden
nicht nur wegen ihrer Bedeutung fur die Lebensmittel- und Pharmaindustrie ausgewahlt,
sondern auch wegen ihrer unterschiedlichen chemisch-physikalischen Eigenschaften. Dadurch
kann der Zusammenhang zwischen den schaumaktiven Eigenschaften einer Verbindung und

ihrer chemischen Struktur ndher betrachtet werden.

Tab. 2-1: Die verwendeten Untersuchungsmaterialien und ihre Inhdtsstoffe, die auf die

Anreicherung mittels der Zerschdumungsanalyse untersucht wurden.

Untersuchungsmaterial Substanzgruppe

Ingwer Gingerole

Rosmarin Antioxidantien

Bier Bitterstoffe

Orangen, Mandarinen, Karotten, Tomaten, Safran | Carotinoide

Kurkuma Curcuminoide und Turmerone
Kartoffel Solanine

Kava-Kava Kavapyrone und Flavokavine
Orangen Aromaverbindungen

Kaffee Coffein, Chlorogensiure, Farbstoffe
Orangen, Grapefruit Hesperidin und Naringin
Sesam Sesamol

Gruner Tee Catechine

Rotwein, Blutorange Anthocyane

2.2.1 DieHopfenbitterstoffein Bier und der Bierschaum

Hopfen:

Hopfen ist ein unentbehrlicher Rohstoff flr die Bierbereitung. Er bewirkt als Klarmittel eine
Falung der Eiwell3stoffe in der Wirze, gibt der Wirze ein spezifisches Aroma und enen

bitteren Geschmack, trégt durch seinen Gehalt an antibiotisch wirksamen Substanzen neben
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Alkohol und Kohlensdure zur Haltbarkeit des Bieres bel und unterstitzt durch seinen
Pektingehalt die Schaumbildung.

Hopfen (Humulus lupulus) ist eine winterharte, zweihdusige Kletterpflanze. In
Hopfenkulturen baut man nur weibliche Pflanzen an und vermehrt sie vegetativ. Trotz
fehlender Bestaubung wachsen die Blitenstdnde unter Verléngerung der Hoch- und
Vorblétter zu sogenannten ,Dolden* heran, die im August/September gepfliickt werden. Die
becherformigen Driisenhaare der Hoch- und Vorblétter enthalten neben etherischen Olen wie
Myrcen, Humulen und anderen Terpenen (0,5 %) auch die Hopfenbitterstoffe (18,3 %)
[Belitz und Grosch, 1992]. Heute werden vor allem CO,- und Ethanol-Extrakte zur Hopfung
bei der Bierherstellung eingesetzt.

Hopfenbitter stoffe:

Die wichtigsten Bestandteile des Hopfens sind die Bitterstoffe. In frischem Hopfen liegen sie
vorwiegend in Form der a-Bittersduren (Humulon, I; Cohumulon, I1; Adhululon, [11) und der
3-Bittersduren (Lupulon, 1V; Colupulon, V; Adlupulon, VI) vor. Es handelt sich um sehr
reaktionsfahige Verbindungen, die wahrend der Trocknung, Lagerung und Verarbeitung
durch Isomerisierung, Oxidation und Polymerisation eine grofde Zahl von Folgeprodukten
liefern. Qualitdt und Intensitét des Bittergeschmacks dieser verschiedenen Folgeprodukte sind
unterschiedlich. Die Bewertung eines Hopfens wird deshalb entscheidend von der
Zusammensetzung der Bitterstofffraktion bestimmt, die sehr unterschiedlich sein kann.

Beim Wirzekochen gehen die Humulone in Isohumulone (cis-Verbindungen: VII, trans-
Verbindungen: VI1I11) Uber, die leichter 16dich und bitterer als die Ausgangsverbindungen sind.
Die Isohumulone kdnnen zu den Humulinsduren (1X, X) welterreagieren, deren Bitterkeit im
Vergleich zu den Isohumulonen bei etwa 30 % liegt. Folgeprodukte der Lupulone, die
Hulupone bzw. Luputrione, haben einen besonders angenehmen milden Bittergeschmack. Sie
sind aber deutlich weniger bitter, so dass der Bittergeschmack des Bieres vorwiegend von der
| sohumulonfraktion gepragt wird. In Abb. 2-7 sind die chemischen Strukturen der wichtigsten
Bitterstoffe dargestellt [Belitz und Grosch, 1992].

Isocohumulon und Cohumulon haben im Vergleich zu den entsprechenden n- und Ad-
Homologen ein C-Atom weniger in der Seitenkette, sind somit etwas polarer und haben
niedrigere pKsWerte, weshalb sie eine bessere Lddichkeit in Wirze und Bier haben
[Wackerbauer und Berlin, 1992, Tell 1].
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Abb. 2-7: Chemische Struktur der Bittersauren [Belitz und Grosch, 1992]

|. Humulon, Il Cohumulon, 11 Adhululon, I'V. Lupulon, V. Colupulon, VI. Adlupulon

VII. cis- und VII1I. trans-1sohumulong, I X. cis- und X. trans-Humulinsiuren.
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Bierschaum:

Der Bierschaum ist ein wichtiges Kriterium fur die Qualitét eines Bieres, daher beschéftigen
sich zahlreiche Arbeiten mit dem Bierschaum, seiner Bildung, Zusammensetzung, Stabilitat
sowie mit den Faktoren, die den Schaum fordern, und denen, die auf den Schaum eine
negative Wirkung haben.

Bei Bier handelt es sich um ene LoOsung, die gleichzeitig schaumférdernde und
schaumzerstérende Stoffe enthdt. Die schaumférdernden Substanzen sind zum gréf3ten Tell
oberflachenaktiv, zu ihnen gehdren z.B. Hopfenbitterstoffe, Melanoidine und hochmolekulare
Eiweil3abbauprodukte, denen auch die Fahigkeit der Hautchenbildung zugeschrieben wird
[Narzil3 et a., 1982]. Verbessernd auf den Schaum wirken auch 3-Lysolecithin, Melanoidine
und 3-Glucane [Kleber und Hums, 1975].

Zu den schaumzerstérenden Substanzen zdhlen Alkohole und andere Garungsprodukte,
ferner Aminosauren, Mono- und Diglyceride, Sterine, geséttigte und ungeséttigte Fettsauren
[Kleber und Hums, 1975].

Der Bierschaum ist ein typischer Vertreter fir Schéaume, die aus niedrig-viskosen
Hussigkeiten gebildet werden. Beim Bierschaum unterscheidet man  zwischen
Schaumbildungsvermégen, Schaumhaltbarkeit und Schaumhaftvermdgen. Nach diesen drei in

sich verschiedenen Eigenschaften wird der Bierschaum beurtel|t.

Einige Inhaltsstoffe des Bieres mit Einfluss auf den Schaum:

a) Proteine

Im Bier liegen denaturierte und Abbau-Fragmente der Getreideproteine mit einem
Molekulargewicht von dber 100000 Daltons bis hin zu einfachen Aminosauren vor. Die
Fahigkeit eines Polypeptids, Schaum zu bilden, hangt von zwel Faktoren ab: Molekulare
Grofe und hydrophobe Eigenschaften. An der Schaumbildung sind in erster Linie
hochmolekulare Eiweil3verbindungen beteiligt.

Nur Polypeptide mit einem Molekulargewicht von mehr als 6000 Dalton stabiliseren den
Schaum, da sie langer in den Schaumlamellen bleiben. Kleinere Polypeptide wirken nachtellig
auf den Schaum, da sie zwar in den Schaum eindringen und Platz an der Gas/Fllssigkeits-
Oberflache einnehmen, jedoch ohne den Schaum selbst zu stabiliseren [Jackson, 1981,
Roberts, 1977; Dale und Young, 1992; Wainwright, 1978]. Kleinere Polypeptide mit MW <
3000 Dalton, die zum Bier zugesetzt wurden, haben die Schaumhaltbarkeit deutlich reduziert
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[Wainwright, 1978]. Da niedrigmolekulare Polypeptide auf den Schaum destabiliserend
wirken, ist das Verhdtnis der hochmolekularen zu niedrigmolekularen Polypeptiden viel
wichtiger als die absolute Menge an hochmolekularen Polypeptiden [Bamforth, 1989].
Stabiliserend wirken vor alem hydrophobe Polypeptide (5000 bis 30000 Dalton) und
weniger solche mit MW > 50000 Dalton [Slack und Bamforth, 1983].

Zerschdumungsversuche von Dale (1992) haben gezeigt, dass sich lediglich die hydrophoben
Aminosauren Vadin, Isoleucin, Leucin und Phenylalanin im Schaum anreichern. Mdgliche
Ursache der Anreicherung von Lysin ist die Wechselwirkung von positiv geladener ¢-
Aminogruppe mit den negativ geladenen 1sohumulonen. Nach [Furukubo et al., 1993] haben
nur die im Bier vorhandenen basischen Aminosauren wie Lysin, Arginin und Histidin einen

negativen Effekt auf das Schaumhaftungsvermogen an der Glaswand.

Hauptprotein in der hochmolekularen Fraktion ist ein Gerstealbumin mit 40000 Daltons.
Dieses spielt die Hauptrolle beim Schaumhaltevermdgen [Sorensen und Bech, 1993, Mohan,
1992]. Die zweite Hauptkomponente ist ein Antigen mit > 200000 Dalton und stammt aus der
Hefe [Mohan, 1992]. Von den Bierproteinen hat das 40000 Dalton-Protein die hochste
Aktivitét auf die Oberflachenviskositét, die hochste Adsorbtionsaffinitét auf die Gasblase, die
hochste Oberflachenaktivitdt und ein starkes Schaumbildungsvermogen. Die Tatsache, dass
der pl des 40000 Dalton-Proteins nahe beim pH-Wert des Bieres liegt, fordert die hohe
Oberflachenviskositdt des Bieres[Madeaet d., 1991].

Stabiler Schaum entsteht, wenn die Wechselwirkungen zwischen den Nachbarproteinen an
der Gasblasenwand maximal sind. Fir reine Proteine geschieht dies an ihrem isoelektrischen
Punkt, bel dem die elektrostatischen repulsiven Kréfte zwischen den Molekilen minimal sind
[Mohan, 1992]. Im Schaum blelben vor allem hochmolekulare Proteine mit pl-Werten
zwischen 4,55 und 5,20 zurtick [Kriger etal., 1993].

b) Bitterstoffe

Die Mengenkomponenten der Bitterstoffe im Bier sind sechs Iso-a-S8uren: trans-und cis-
Isomere von Isohumulon, 1socohumulon und Isoadhumulon. Die Iso-a-Sauren sind zwar kein
Schaumbildner, sind aber schaumaktive Verbindungen, die im Schaum an Proteine gebunden
sind und den Schaum stabilisieren [Kleber und Hums, 1975; Clark et al., 1991; Yokoi et a.,
1994; Roberts, 1977, Kamm, 1966]. Sich davon ableitende oxidierte Produkte wie die Abeo-
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iso-a-Sauren findet man ebenfalls im Schaum. Sie verbessern entscheidend die Haftfahigkeit
des Schaumes an der Glaswand [Kleber und Hums, 1975].

Asano und Hashimoto haben bestétigt, dass die 1so-a-Sauren kombiniert mit Polypeptiden im
Bierschaum vorkommen [Asano und Hashimoto, 1976]. Dies erhoht die Viskositét in den
flussigen Regionen des Schaumes. So wird die Drainage (Zuriickflief3en von Flissigkeit aus

den Zwischenrdumen der Gasblasen im Schaum) reduziert und die Schaumstabilitét erhoht.

Es gibt zwel Arten der Wechselwirkung zwischen Hopfensduren und Polypeptiden. Die erste
ist ene lon-Dipol-Bindung zwischen der Aminogruppe der Polypeptide und der
Carbonylgruppe der Hopfenbittersdure. Die zweite stabilisert den Schaum und ist eine
hydrophobe Bindung zwischen der Seitenkette der Hopfensdure und dem hydrophoben
Aminosaurerest der Peptide [ Simpson und Huches, 1994].

Chemisch modifizierte 1so-a-Sauren wie Dihydro-, Tetrahydro- und Hexahydroisohumulone
erhohen die Schaumstabilitdt mehr als die Iso-a-Séuren [Todd et al., 1972]. Chemische
Reduktion der Carbonylgruppen und / oder C-C-Doppelbindung an der Seitenkette fuhren zur
Erhéhung der hydrophoben Eigenschaften der Seitenketten, was ihre Fahigkeit erhdht, an der
hydrophoben-Wechselwirkung teilzunehmen [ Simpson und Huches, 1994].

Die Iso-a-Sauren beeinflussen die Schaumhaltbarkeit unterschiedlich stark. So ergab ein Bier,
das Isohumulone enthielt, einen besseren Schaum als ein Bier, das Isocohumulone enthielt.
Dies ist mit der niedrigeren Lodlichkeit der Isohumulone im Bier zu erkléren, durch die das
Isohumulon mehr dazu tendiert, sich mit den Schaumbildner-Komponenten zu assoziieren
[Diffor et a., 1978]. Oxidationsprodukte von Humulonen und Lupulonen, sogenannte Nicht-
| sohumulone-Bitterstoffe (NIBC), sind sensorisch nur von geringer Bedeutung, und sie tben
auch anders als die Isohumulone keinen positiven Einfluss auf die Schaumhaltbarkeit aus
[Wackerbauer und Berlin, 1992, Teil 3]

c) Lipide

Die im Bier vorhandenen Lipide kann man in drei Fraktionen teilen: Neutrale Lipide, freie
Fettsduren und Phospholipide. Auch in kleineren Konzentrationen wirken die neutralen Lipide
und die frelen Fettsduren stark abbauend auf den Schaum des Bieres. Phospholipide dagegen
haben keinen Effekt auf die Schaumstabilitdt [Hollemans et a, 1991]. Die wichtigsten
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hochmolekularen frelen Fettsduren im Bier stammen aus dem Hefemetabolismus. Langkettige
Fettsduren, meist in Form von Triglyceriden, stammen aus dem Maz und kommen
bekanntlich auch in Hopfen vor [Fly und Chicoye, 1977].

Die zerstérende Wirkung von Lipiden ist von ihrem physkalischen Zustand abhéngig. Im
Bier liegen die Lipide am Anfang frel in Form von Micellen vor, die im Schaum die
Eigenschaft der Gasblasenwand verdndern und so zum schnellen Schaumzerfal fuhren. Ein
langerer Aufenthalt im Bier flhrt zur Verbindung der Lipide mit Polypeptiden, was zur
Verringerung des schaumzerstorenden Effektes fuhrt [Jackson, 1981; Hollemans et al, 1991].

Oberflache \ \

/ Protein

1 Lipid
Lipid-MoleKile % O - | omplexiert
- an der Oberflache mit Protein
-in der Lésung Q %

als Micellen \
® it

Anfangs-Stadium P End-Stadium

Abb. 2-8: Ein Modell der Lipid-Protein-Bindung [Roberts et al. 1978]

d) Schwermetalle

Durch Schwermetallsalze kann eine Steigerung der Schaumhaltbarkeit erreicht werden. Dies
ist auf eine VergrolRerung der Kolloidteilchen in der interlamellaren Fissigkeit
zurtickzufUhren, die bis zu einer Gelierung oder Ausflockung fuihren kann [ Kamm, 1966].

Ein Zusatz von Schwermetallspuren wie Eisen, Kobalt und Nickel zum Bier bringt
verbesserte Schaumfraktionen, zurtickzufihren auf Komplexbildung dieser Metallionen mit
den Bitterstoffen und Eiweil3-Molekllen [Kleber und Hums, 1975].

e) Glykoproteine
Geladene Polysaccharide erhthen die Schaumhaltbarkeit mehr als die Viskositédt, die durch
ihre polymere Struktur verursacht wird. Dies ist wahrscheinlich auf ihre Wechselwirkung mit

Polypeptiden an der Oberflache zuriickzuftihren, so dass ein Protein-Polysaccharid-Komplex



Theoretischer Tell 23

an der Oberflache entsteht und den Schaum stabilisiert. Die Funktion eines derartigen
Komplexesist mit der von im Bier vorhandenen Glykoproteinen vergleichbar.

Abb. 2-9 zeigt, wie Glykoproteine im Schaum vorliegen. Das Protein ist mit dem
hydrophoben Tell an die Gasoberflache gebunden, wahrend der hydrophile Teil der fllissigen
Phase zugewandt ist. Das Polysaccharid, in Abb. 2-9 verzweigt dargestellt, bleibt in der

flissigen Phase.

Protein

V/

A

Polysaccharid

Flussigkeit

Abb. 2-9: Effekt des Protein-Polysaccharid-Komplexesin der Gasblasenwand auf die
Schaumstabilitét

Wéhrend die Polypeptide sich an die Oberflache der Gasblase heften, verbleiben die
Polysaccharide, da sie polar sind, in der Flissigkeit in den Zwischenrdumen der Gasblasen,
die dadurch verengt werden. Die eingeschlossene Flussigkeit muss beim Zurickflief3en
(Drainage) aufgrund der Schwerkraft diesen erhohten Widerstand erst tberwinden. Der
Schaum wird dadurch haltbarer. Ein anderer Effekt der Polysaccharide ist, dass Sie, da sie sich
auf der Blasenoberflache befinden, die Ablésung des oberflachenaktiven Materials von der
Gaswand in die flussige Phase verhindern. Diese Wirkung ist unabhéngig von der Lénge und
Struktur der Polypeptide und Polysaccharide. Es muss aber die Oberflachenaktivitét der
Polypeptidhélfte grofld genug sein, dass sie in den Blasenfilm gelangen und dort auch

verbleiben kénnen. Auch muss der Polysaccharidrest lang genug sein, um den RUckfluss der
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Fussigkeit zu verzogern. Jedes oberflachenaktive Molekul, gebunden an ein Polysaccharid,
kann den gleichen Effekt erzielen. Der Fettsdureester eines Dextrins zu Stabiliserung von
Bierschaum (patentiert) dringt in die Gasoberflache ein, wahrend der Ubrige Dextrinrest in der
flissigen Phase bleibt [Roberts, 1977].

f) Ethanol:

Alkoholfreie Biere schaumen weniger als Originalbiere. Ein Zusatz von 1 % Ethanol hebt
diesen Unterschied auf. Die optimale Schaumbildung im Bier liegt bei einem Alkoholgehalt
von 3-5 %. Hohere Alkoholkonzentrationen wirken sich nachteilig auf die Schaumqualitét aus
(s. Tab. 2-2). Die Schaumqualitét ist umso hoher, je hdher der ,Lacing Index“ ist [Bamforth,
1989]. Ethanol reduziert die Oberflachenaktivitét, erniedrigt die Lédlichkeit von Kohlendioxid
und hat direkten Einfluss auf die Konformation der Polypeptide und auf ihre Wechselwirkung

mit anderen oberflachenaktiven Substanzen im Bier.

Tab. 2-2: Einfluss von Ethanol auf den Lacing Index [Bamforth, 1989

Probe Lacing Probe Lacing
Index Index
Originalbier 3,7 AB + 3 % Ethanol 3,6
Alkoholfreies Bier (AB) | 1,8 AB + 5 % Ethanol 3,2
AB + 1 % Ethanol 3,6 AB + 10 % Ethanol | 1,5
g) Gasart:

Reiner CO,-Schaum ist nicht so haltbar wie Luftschaum. Der Grund daftr liegt in der
besseren Lodlichkeit von Kohlendioxid in der interlamellaren Flissigkeit. Daher ist man
bestrebt, beim Zapfen von Bier auch Luft in den Schaum zu bekommen.

Biere, die Stickstoffgas enthalten, geben einen Schaum mit viel kleineren Gasblasen, die nicht
nur den Schaum weil3er erscheinen lassen, sondern auch seine Lebenszeit erhdhen. Kleinere
Gashblasen steigen viel langsamer hoch, was die Chance fir oberfléchenaktive Moleklle, an
ihrer Wand zu haften, erhoht [Bamforth, 1989].

Allgemein sagt man, je feiner ein Bierschaum sei, desto besser schmecke das Bier.
Sensorische Untersuchungen von Bier, das enma mit einem Verteler (Gasspender)

ausgeschenkt wurde, der feinen Schaum lieferte und ein anderes Mal ohne Verteller, also mit
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groben Schaum, haben gezeigt, dass das Bier mit grobem Schaum kohlensdurearm, schwach
bitter, sehr mild und fade schmeckte. Dagegen wurde beim Bier mit dem feinen Schaum der
Kohlensauregehalt als optimal empfunden und sein Aroma als ausgewogen beurteilt. Der
CO,-Gehalt beeinflusst somit die Intensitdt der Bittere im Bier. So bekam ein Bier einen
bittereren Geschmack, als man den CO,-Gehalt erhéht hat, ohne den Gehalt an Bitterstoffen
zu erhéhen [Ono und Hashimito, 1983].

h) Kolloidtelchen:

Bel kdltetriben Bieren ist oftmas eine Verbesserung der Schaumeigenschaften zu
verzeichnen. Diese Erscheinung lasst sich mit dem Auftreten dreiphasiger Schaume erklaren.
Durch Einlagerung von festen Tellchen in die Filmhautchen des Schaumes wird ene
besondere Festigkeit erreicht.

Fur die Bestandigkeit des Bierschaumes sind Kolloide mit einer mittleren Teilchengrof3e in
grofRem Mal3e beteiligt. Man hat sogar prézisiert, dass die Kolloide ein Molekulargewicht von
Uber 15000 haben missen, wenn eine schaumstabilisierende Wirkung erzielt werden soll
[Kamm, 1966].

2.2.2 Antioxidantien aus Rosmarin

Rosmarin (Rosmarinus officinalis L., Familie Lamiaceae) ist ein im Mittelmeergebiet
beheimateter, bis zu 2 m hoher, verholzender, immergriiner Strauch. Die Blétter sind 2 — 2,5
cm lang und breitnadelformig. Die obere Seite der Blétter ist dunkelgriin, die untere Seite
weildlich. Die Bliten der Rosmarinpflanze sind klein und blau. Die Pflanze enthdt 5 %
Eiweild und ca. 0,5 % Stérke [Joul, 1993].

Der angenehme, aber durchdringende kampferartige Geruch der Blatter beruht auf ihrem
Gehalt (1-2 %) an etherischem Ol. Seine Hauptbestandteile sind 1,8-Cineol, D-(+)-Campher,
a-Pinen, Camphen, Borneol und Bornylacetat. Wegen des belebenden Aromas wird Rosmarin
nicht nur zum Wuirzen vom Speisen, v.a. Fleisch- und Fischspeisen, verwendet, sondern auch
in der Likor-, Seifen- und Kosmetikindustrie. Im Mitteldter wurde die Pflanze v.a. zu
medizinischen Zwecken verwendet. Heute wird sie u.a. bel rheumatischen Erkrankungen als
Hellb&derzusatz eingesetzt [Franke, 1989].
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Die Rosmarinpflanze gewinnt durch ihre antioxidative Wirkung immer mehr an Bedeutung,
well der Verbraucher heutzutage bewusst immer mehr auf Lebensmittel mit synthetischen
Zusatzstoffen verzichtet. Die Verwendung der bis jetzt weit verbreiteten synthetischen
Antioxidantien Butylhydroxyanisol (BHA) und Butylhydroxytoluol (BHT) ist, trotz ihrer
hohen Stabilitét und niedrigen Kosten, eingeschrankt worden. Diesen Verbindungen wird eine
krebserregende Wirkung zugeschrieben [Aruomaet d., 1992; Chen et d., 1992].

Antioxidantien sind bereits in kleinen Konzentrationen wirksam. Als Radikalfanger schiitzen
se oxidierbare Substanzen, wie Lipide mit hohem Gehalt an ungeséttigten Fettsauren, und

verhindern oder verzogern die Autoxidation.

Zahlreiche Arbeiten beschreiben die antioxidative Kraft von Rosmarin und Salbei [Brieskorn
et al., 1964; Collins und Charles, 1987; Cuvelier et al., 1994; Gonzales et al., 1987; Luis et a.,
1994; Wenkert et al., 1964] . Beide Pflanzen enthalten phenolische Komponenten, die in drei
Klassen eingeteilt werden [Cuvelier et al., 1996]:

1) Phenolische Sauren: Vanillin-, Kaffee-, Ferula- und Rosmarinsdure

2) Diterpene: Carnosol, Carnosolsaure, Carnosolsauremethylester,
Rosmanol, Epirosmanol, 7-me-Epiisorosmanol
(s. Abb. 2-10).

3) Flavonoide: Hesperetin-, Apigenin-, Genkwanin-, Cirsimaritin- sowie

andere Flavonoidglykoside

Die Favonoide kommen hauptséchlich als Favonoidglykoside in Rosmarin vor. lhre
antioxidative Wirkung wurde in der hydrophilen Fraktion von Rosmarin untersucht [Okamura
und Haraguchi, 1994]. Rosmarinsdure ist neben ihrer antioxidativen vor alem wegen ihrer
antibakteriellen Wirkung von grofl3er Bedeutung [Cuvelier et al., 1996; Takenakaet d., 1997].

Die Diterpene haben gemeinsam Feruginol als Grundstruktur (tricyclische Diterpene). Schon
in den 50er Jahren wurde die antioxidative Wirkung von Rosmarin nachgewiesen. Brieskorn
[Brieskorn et al. 1964 und 1969] untersuchte erstmals die antioxidative Wirkung von

Carnosolsdure und kléarte ihre Struktur auf. lhr antioxidatives Prinzip beruht auf der
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Brenzkatechinstruktur des aromatischen Ringes mit einer o-standigen elektronenliefernden
|sopropylgruppe. So fihrt eine Derivatisierung an Ci2 zum Verlust der antioxidativen
Wirkung, wie bei 12-Methoxy-Carnosolsdure, wo die Hydroxylgruppe durch ene
Methoxygruppe ersetzt wird [Reichheimer et a., 1996]. Brieskorn hat die antioxidative
Wirkung der Carnosolsdure auf Linolsdure und deren Methylester untersucht. Beide wurden

durch Zusatz von Carnosolsaure vor Autoxidation geschiitzt.

Carnosolsdure hat die hdchste antioxidative Kraft aler Verbindungen im Rosmarin [Cuvelier
et a. 1996]. Die Wirkung der Antioxidantien in Rosmarin ist alerdings vom Medium
abhangig. Da Antioxidantien am haufigsten zum Schutz der Lipide eingesetzt werden, liegen
zahlreiche Arbeiten dartiber vor [Aruoma et al. 1992; Brieskorn und Domling 1969; Cuvelier,
1996 und 1994; Frankel und Huang 1996; Hopia et a., 1996; Reichheimer et al., 1996;
Schwarz und Ternes, |11, 1992]. Es gibt aber auch Arbeten, die die Wirkung der
Antioxidantien, v.a. Carnosolsdure in Nicht-Lipidsystemen gegenlber Lipidsystemen
untersuchten. In Nicht-Lipid-Systemen ist Carnosolsdure 10 mal effektiver as Carnosol
[Aruoma et a. 1992]. Auch wurde die Wirkung der Antioxidantien in pflanzlichem Ol im
Vergleich zu einer Ol / Wasser-Emulsion untersucht. Wahrend im Ol die Carnosolsaure,
Rosmarinsdure und a-Tocopherol aktiver als Carnosol waren, waren Carnosolséaure, Carnosol
und a-Tocopherol in der Ol / Wasser-Emulsion aktiver als Rosmarinsaure. In der Ol /
Wasser-Emulsion waren die Komponenten allerdings insgesamt weniger aktiv as im Medium
Ol [Frankel et al., 1996]. Ebenso hangt die antioxidative Wirkung der Carnosolsiure vom pH-
Wert des Mediums ab (Carnosol und Carnosolsiure in Ol / Wasser-Emulsion bei einer
Pufferung auf pH 4 und pH 5 aktiver als bel pH 7 [Frankel et al., 1996]). Das beruht auf der
Stabilitdt beider Verbindungen im sauren Milieu. Belm gemeinsamen Vorkommen mit a-
Tocopherol in Samendlen Ubt die Carnosolsdure einen synergistischen Effekt auf a-
Tocopherol aus und erhéht damit ihre antioxidative Kraft [Hopia et al., 1996]. Die Wirkung
von Carnosolsdure ist natlrlich auch konzentrationsabhéngig [Brieskorn und Domling, 1969].
Die antioxidative Kraft reiner Carnosolsaure wurde mit Butylhydroxytoluol (BHT),
Butylhydroxyanisol (BHA) und Butylhydrochinon (TBHQ) verglichen [Reichheimer et al.,
1996]. Sie war etwas niedriger als die von TBHQ, aber mehrfach hoher als bet BHT und
BHA.

Schon 1969 hat Brieskorn die Carnosolsdure as wichtigstes Antioxidans von Rosmarin

betrachtet [Brieskorn und Domling, 1969]. Bei den anderen Diterpenen handelt es sich um
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Abbauprodukte der Carnosolsdure. So wurde die Carnosolsaure durch eine Luftoxidation zu
Carnosol umgewandelt [Okamura und Fujimoto, 1994]. Die y-Lactone Rosmanol,
Epirosmanol und 7-Methylepirosmanol sind wiederum Abbauprodukte von Carnosol
[Okamura und Fujimoto, 1994; Reichheimer et al., 1996; Schwarz und Ternes, 11, 1992].
Schwarz [Schwarz und Ternes, I, 1992] erwdhnt, dass 7-Methylrosmanol und 7-
Methylepirosmanol aus Carnosolsdure beim Erhitzen mit Methanol entstehen. Ebenso zeigt
Schwarz, dass die Carnosolsdure bis 110 °C hitzestabil ist. Erst beim Erhitzen auf hohere
Temperarturen erfolgt ein drastischer Abbau der Saure. Carnosolsdure ist somit die

Hauptverbindung fur phenolische Diterpene mit & oder y-Lacton- Struktur.

Carnosolsduremethylester wurde erstmalig von Cuvelier [Cuvelier et a., 1994] as eine der
Hauptkomponenten der Antioxidantienfraktion in Salbei und einigen Rosmarinextrakten
nachgewiesen. Diese Verbindung kann sowohl ein Abbauprodukt der Carnosolsdure sein, da
in einer methanolischen Ldsung der Carnosolsdure, Uber ein paar Tage verfolgt, eine
Abnahme der Carnosolsaure und wu.a ene Zunahme von Carnosol und
Carnosolsduremethylester beobachtet wurde. Carnosolsauremethylester ist antioxidativ
wirksam und konnte nicht nur ein Methylierungsprodukt von Carnosolsdure sein, sondern
bereits origindr als Inhaltsstoff in der Pflanze vorliegen [Cuvelier, 1994]. Doch zur Zeit liegen
keine ausreichenden Untersuchungen dartiber vor. Bel dieser Arbeit steht die Anreicherung

der Carnosolsdure im Schaum im Mittelpunkt des I nteresses.
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Car nosol séeure

R = H : Epirosmanol

R = Me : 7-Methyl - Epirosmanol

Car nosol saur enet hyl ester

Rosmari nsaur e

Abb. 2-10: Die chemischen Strukturen von Carnosol sdure mit ihren Abbauprodukten, sowie
die von Carnosolsduremethylester und Rosmarinsaure.
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2.2.3 Scharfstoffe ausIngwer

Ingwer (Zingiber officinale ROSC.) ist das Rhizom der aus Sldasien stammenden
Kulturpflanze. Die bis 2 m hoch werdende Staude gehdrt zur Familie Zingiberaceae. Ingwer
gelangt ungeschdlt als schwarzer, tellweise oder ganz geschélter as sogenannter ,weil3er
Ingwer® in den Handel. Geschdlter Ingwer wird oft gebleicht und zum Schutz gegen
| nsektenbefall gekalkt [Franke, 1989]. Die Droge enthdlt 1,5 bis 4 % etherisches Ol mit, je
nach Herkunft, stark wechselnder Zusammensetzung. Hauptbestandteile von Ingwerdl konnen
(-)-Zingiberen und ar-Curcumen, (-Bisabolen und ar-Curcumen, a-Farnesen, Nera und
Geraniad sein. Hauptgeruchskomponente ist Zingiberol, ein Gemisch aus cis- und trans-3-
Eudesmol [Teuscher, 1997].

Fur den scharfen Geschmack von Ingwer sind die nichtfllichtigen Gingerole verantwortlich.
Ihre Biogenese erfolgt aus einem Phenylacryloyl-CoA-Molekil as Starter, je einem Molekl
Malonyl-CoA und Phenylacrylsdure unter Eliminierung von 2 Molekilen CO,. Zu den
Hauptkomponenten der Scharfstoffe zéhlen [6]-Gingerol, [8]-Gingerol und [10]-Gingerol ([n]
= Zahl der C-Atome der an der Biogenese betelligten Fettsdure; bel der Retroaldolspaltung
werden Aldehyde mit entsprechender Kettenldnge abgespalten). Gingerole werden u. a. von
den homologen Shogaolen (5-Desoxy-4,5-dehydro-Gingerole, bes. [6]-, [8]- und [10]-
Shogaol), Gingerdiolen (3-Desoxo-3,5-dihydroxy-gingerole) und von  zahlreichen
Diarylheptanoiden begleitet [ Teuscher, 1997].

Der Gehalt an [6]-Shogaol, welches in Ingwer origindr nicht enthaten ist und durch
Dehydratisierung aus [6]-Gingerol hervorgeht, dient als wichtiger Parameter zur Beurteilung
der Qualitét des Gewlrzes. Der Gehalt an [6]-Shogaol ist umso niedriger, je sorgféltiger das
Erntegut verarbeitet wurde. Shogaole werden erst bei thermischer Belastung bzw. in saurem
Milieu aus Gingerolen gemad Abb. 2-11 gebildet und sind somit ein Indikator fir
unsachgemél’e Rohstoffbehandlung im Verlauf der Trocknung und Lagerung (z. B. hohe
Gehalte an [6]-Shogaol) [Lawrence, 1984; Govindargjan, 1982].

Weltere Inhaltsstoffe des griinen, frischen Ingwers sind Wasser (80,9 %), Protein (2,3 %), Fett
(0,9 %), Kohlenhydrate (12,3 %), Rohfaser (2,4 %) und Minerastoffe (1,2 %). Getrockneter
Ingwer besitzt einen Endwassergehalt von 8-12 % [Govindargjan, 1982].

Ingwer wird als Gewirz, besonders in Slf3waren, beim Einwecken von Birnen, beim Einlegen
von Kirbis oder Gurken, verwendet. Ingwerextrakte werden auch zur Herstellung von

alkoholischen Getréanken genutzt (z. B. Ingwer-Bier = Ginger-Ale, Ingwerlikor) [Franke,
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1989]. Ingwer wird aber nicht nur als Gewlrz eingesetzt, sondern besitzt auch wertvolle
physiologische Eigenschaften. So wird das Ingwerrhizom bel dyspeptischen Beschwerden
und zur Verhttung der Symptome der Reisekrankheit angewendet. Auch bei Appetitlosigkeit
und dem sogenannten ROEMHELD-Syndrom wird die Droge eingesetzt. Die Scharfstoffe
und das etherische Ol regen Speichel- und Magensaftsekretion sowie die Darmperistaltik an.
Das Ingwerrhizom besitzt auch cardiotonische und antihepatotoxische Wirksamkeit.
Gingerole und Shogaole haben, wie eine Relhe anderer Phenylpropanderivate mit
Allylsaitenkette, antemetische Wirksamkeit. Den Gingerolen werden aul3erdem

blutverdiinnende und herzstérkende Eigenschaften zugeschrieben [ Teuscher, 1997].

0] OH 0]
AT/[H+]
CH,-O ——— CH;-O 7
R -H,0 R
HO HO
Gingerol Shogeol

[6]-Gingerol R= "N
[8]-Ginggol R= """\
[6]-Gingerol R = P N N N

Abb. 2-11: Umwandlung von Gingerol in Shogaol [Lawrence, 1984; Govindaragjan, 1982]

2.2.4 Curcuminoide aus Kurkuma

Kurkuma allgemein

Kurkuma (Curcuma longa L., Familie Zingiberaceae), auch Gelbwurz genannt, ist das
gebruhte und anschlief3end getrocknete Rhizom der echten Kurkuma ,, Curcuma domestica’“,
einer in Stidasien und besondersin Indien kultivierten Staude [Franke, 1989].

Kurkuma liefert mit ihrem stérkereichen Rhizom ein GewUrz, dessen auffallend gelbe Farbe
auf das Curcumin zurickzufuhren ist. Die Wurzel enthdlt neben 2-5 % Curcumin auch
geringe  Mengen an Demethoxycurcumin, und Bisdemethoxycurcumin. Neben den
Curcuminoiden enthélt sie 3 bis 7 % etherisches Ol, das hauptsachlich aus Turmeron und ar-

Turmeron besteht (60-70 %). Weitere Bestandteile des Kurkumadls sind Zingiberen, [3-
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Atlanton, Curlon, O-Phellandren, Cineol, Sabinen, Borneol und en C;s-Alkohol. Der Geruch
von Kurkuma wird als ingwerartig und angenehm aromatisch bezeichnet; der Geschmack
wird beschrieben von ,leicht bitter tber erdig-bitter bis hin zu brennend-wirzig“ [Falbe und
Regitz, 1990].

Die weiteren Bestandtelle der Kurkuma variieren je nach Literaturangaben: Wasser 6-9 %,
Stérke 50-64 %, Protein 6,5-9,7 %, Rohfaser 3-6,5 %, Asche 4,5-8 % und Fett 3,5-10 %
[Govindargan, 1980; Lewis, 1984; Siewek, 1990].

Curcuminoide

Die Curcuminoide kommen in Zingiberaceae-Gewé&chsen vor und gehdren zu der Gruppe der
Diarylheptanoide. Auch ihre Biogenese erfolgt aus einem Phenylacryloyl-CoA-Molekll as
Starter, einem Molekil Malonyl-CoA und Phenylacrylsdure unter Elimination von 2
Molekilen CO, [Teuscher, 1997]. Ihre chemischen Strukturen sind in Abb. 2-12 dargestellt.
Curcumin  (CxHy00s, MG 368,39) wurde identifiziert as [1,7-Bis(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-1,6-heptadien-3,5-dion]. Curcumin ist kristallin und von hellorange-gelber
Farbe (Schmelzpunkt 183°, 16dich in Alkohol und Eisessig, unlédlich in Wasser und Ether).
Die Farbe von Curcumaldsung ist nicht konstant, sondern pH-abhangig. So 16st sich
Curcumin in alkalischer Losung mit rotbrauner und in saurer Losung mit hellgelber Farbe, der
Umschlagspunkt liegt im Bereich von pH 8-9. Mit Kurkuma-Extrakt getranktes Flief3papier
wird deshalb zum Nachweis von Alkalien benutzt. Mit Kurkuma-Papier kann auch ein
Nachwels auf Borate gefiihrt werden, da diese zusammen mit Oxalsdure in alkalischer Losung
eine grunschwarze Farbung verursachen [Franke, 1989; Falbe und Regitz; 1990]. Die ersten
Abbauprodukte des Curcumins bel pH >7 sind Ferulasaure und Feruoylmethan [Tennesen und
Karlsen, 1985].

Curcumin wird als Lebensmittelfarbstoff bei Curry, Senf, Geback, Kése, Likoren, Limonaden
und Olen eingesetzt. Aber auch in Holz, Lack, Papier, Salben, Wachs etc. wird es verwendet.
Friher diente es auch as Textilfarbstoff, ist jedoch wegen mangelnder Stabilitét und der oben
beschriebenen Braunférbung in alkalischer Losung (tritt beim Waschen auf) nicht mehr in
Gebrauch [Franke, 1989, Teuscher, 1997].

Aus Kurkuma wird Curcumin folgenderweise gewonnen: Das Rhizom wird gekocht und
getrocknet, die Rinde abgerieben und der verbliebene Zentralzylinder gemahlen. Das im Mehl
enthaltene Pigment wird durch Wasserdampfdestillation kristalin gewonnen[Franke, 1989].
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Bei der Gewinnung von Curcuminoiden kommen immer noch organische Losungsmittel wie
Hexan oder Methanol zum Einsatz. Eine andere Methode der Gewinnung ist die
Auswaschung der Curcuminiode mittels einer Seifenlésung, welche einen wasserlddlichen
Extrakt liefert. Eine Nachbehandlung mit Essigsaure fdlt die Curcuminoide aus [Stansky,
1979].

R R?
Curcumin -OCHgs; -OCHs;
Demethoxycurcumin -OCH3 -H
Bisdemethoxycurcum -H -H

Abb. 2-12: Chemische Strukturen von Curcuminoiden

Turmerone

Turmerone sind schwerfliichtige Sesquiterpenketone (s. Abb. 2-13) und fir das typische
Aroma vom Kurkuma verantwortlich. Sie machen den Hauptbestandteil des etherischen Ols
in Kurkuma aus (60-79 %). Aus der Droge werden sie durch Wasserdampfdestillation
gewonnen. Be Sniffing-Analysen wurden den Turmeronen folgende Geruchseindriicke
zugeordnet [Kehrer, 1996]:

ar-Turmeron: Dumpf, curcuma- und curryartig
Turmeron: Blumig, si3

Turmerol: Curcumaerartig, harzig
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ar-Turmeron Turmeron Turmerol

Abb. 2-13: Chemische Strukturen der Hauptkomponenten des Kurkumagls

Pharmakologische Wirkung von Curcuminoiden und Turmeronen

Curcumin ist bekannt fir seine antioxidative Wirkung, z.B. bel der Peroxidation von Lipiden.
Seine anticarcinogene Wirkung basiert auf der Unterdriickung des Arachidonsaure-Metabo-
lismus, dem Weg der Lipidperoxidation in lebenden Zellen. Diese Tatsache zeigt, dass
Curcumin as Antioxidans sogar in lebenden Zellen wirkt. Vielen Herzkrankheiten und auch
Krebserkrankungen wird die Peroxidation als mogliche Ursache zugeschrieben. Curcumin
und seine verwandten Verbindungen konnen zum Schutz gegen solche Krankheiten
Verwendung finden [Masuda et al., 1994]. Die Curcuminoide besitzen as Hemmer der
Cyclooxygenase und Lipoxygenase aber auch eine antibakterielle Wirkung, die der der
Acetylsalicylséure vergleichbar ist [Teuscher, 1997]. Diese Wirkung gilt sowohl fur Gram-
negative (. aureus, Vibriocholerae, Salmonella aerogenes, B. coli) als auch Gram-positive
Bakterien (Corynebacterium diphteriae). Kurkuma weist ausgesprochene Cholagoga-
Eigenschaften auf (Anregung der Leberzelle zu vermehrter Sekretion von Gallensauren) und
besitzt somit eine verdauungsfordernde Wirkung [Falbe und Regitz, 1990].

Petroletherextrakte von Kurkuma zeigten eine insektizide Wirkung, die hauptsachlich auf ar-
Turmeron und Turmeron zurtickzufihren war. Aus Kurkuma und dessen Ausziigen lassen
sich vermutlich effektive und umweltschonende Pflanzenschutzmittel fir Weizen, Reis und
andere Getreidearten entwickeln [Su et al., 1989].
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2.2.5 Glykoalkaloide ausK artoffeln
Kartoffel

Die Kartoffelpflanze (Solanum tuberosum L.) stammt aus den Anden Sldamerikas. Die
krautige Pflanze trégt unterbrochen gefiederte Blatter und weil3e oder violette Bliten in
eigenartigen, durch Verwachsungen komplizierten Infloreszenzen. Die ungenief3baren, das
Alkaloid Solanin enthaltenden, kirschgrof3en Frichte sind Beeren mit zahlreichen Samen.
Diese werden nur in der Zichtung verwendet, wahrend de Vermehrung im Feldbau vegetativ
durch Knollen erfolgt. Die Knollen speichern zu diesem Zweck Starke.

Abgesehen von der Stérke als dem wichtigsten kalorienliefernden Inhaltsstoff ist die Kartoffel
aufgrund ihres Proteingehates mit den essentiellen Aminosduren sowie dem Vitamin-C-
Gehalt ein wichtiges Nahrungsmittel fir die Menschen. AulRerdem werden erhebliche Anteile
der Produktion in der Schweinemasterel verfiittert, zur Spritfabrikation und zur Herstellung
von reiner Stérke, Puddingpulver, Klebstoff, als Dickungsmittel, als Appreturmittel fir
Textilien und in der Papierfabrikation verwendet [Franke, 1989].

Glykoalkaloide und ihre pharmakologische Wirkung

Die in den Nachtschattengewéachsen (Gattung Solanaceae) vorkommenden Alkaloide werden
Solanum-Alkaloide genannt. lhre Biogenese erfolgt aus Cholesterol. Sie besitzen einen
Cholestangrundkorper, dessen Seitenkette mit einem N-Atom einen Heterocyclus bildet. Die
wichtigsten Vertreter gehdren zum Solanidan-Typ oder zum Spirosolan-Typ. Sie liegen mit
wenigen Ausnahmen in den Pflanzen as Glycoside vor. Die Steroidalkaloide der Friichte
(Tomate, Aubergine, BittersiiRer Nachtschatten, Schwarzer Nachtschatten) werden bel der
Reife abgebaut. [Teuscher, 1997]. Bis jetzt wurden 20 strukturell verschiedene Alkaloide in
Kartoffeln und Tomaten gefunden und etwa 300 in anderen Pflanzen der Solanaceae-Familie
[Friedman und Deo; 1992, Schreiber, 1979].

In Kartoffeln machen a-Solanin und a-Chaconin etwa 95 % des Glykosidalkaloidgehaltes
aus, wobei a-Chaconin meist hdher konzentriert als a-Solanin vorliegt. Das Aglykon ist bei
beiden Glykosiden das Steroid Solanidin. Wahrend Solanin die Zucker Galactose, Rhamnose
und Glucose enthélt, sind im Chaconin zwei Rhamnose- und ein Glucosemolekil mit dem
Aglykon verbunden. Die chemischen Strukturen von Solanin, a-Chaconin und a-Solanin sind
in den Abb. 2-14 bis Abb. 2-16 dargestellt. Die Glykoakaloide kommen besonders in

unreifen Kartoffeln und in griin gewordenen, keimenden Kartoffelknollen vor, und zwar vor
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dlem in der Haut und in den Keimen. Kartoffeln mit iber 14 mg*100 g* sind bitter im
Geschmack.

In der Kartoffel besitzen die Glykoalkaloide eine Schutzfunktion gegen den Befall durch
bestimmte Schéadlinge und Pilze, in der Knolle wird ihre Produktion durch Stref3faktoren wie
z.B. Lichteinwirkung, Verletzungen oder Keimung angeregt.

Rohe Kartoffeln enthalten auf die ganze Knolle gerechnet ca. 0,009 % Solanin. Es bestehen
aber erhebliche, genetisch bedingte Unterschiede bel den einzelnen Sorten. Die meisten
Sorten enthalten zwischen 1,8 und 9,4 mg Solanin*100 g*. Einzelne Sorten erreichen aber 10-
13 mg*100 g*, gelegentlich sogar tber 20 mg*100 g* frischer Kartoffelknolle [Lindner,
1990].

Die Glykoalkaloide werden nach peroraler Aufnahme im Magen-Darm-Trakt telweise
hydrolisert. Bel gesunder Darmschleimhaut werden sie nur schlecht resorbiert. Erst bei
relativ hohen Dosen kommt es durch Schédigung der Darmschleimhaut zur Resorption
groRerer Alkaloidmengen [Teuscher, 1997]. Die toxische Dosis bel Menschen betragt 25 mg,
die todliche Dosis tiber 400 mg [Lindner, 1990].

Die Wirkung der Steroidalkaloidglykoside erklart sich gréf3tenteils aus den saponindhnlichen
Eigenschaften. Sie schéadigen die Membranen menschlicher Zellen und wirken dadurch u.a.
reizend auf die Haut und die Schleimhdute sowie nach Resorption cytolytisch. Bel
parenteraler Gabe tritt Hamolyse auf. Auch Blutungen im Magen-Darm-Trakt und in der
Netzhaut des Auges konnen auftreten. Die Glykoalkaloide hemmen auch die Cholinesterase.
Am Herzen wirken sie positiv inotrop, am ZNS zunéchst erregend, dann l8hmend. Bei Ratten
ruft Solanin mit 5-30 mg*kg™® i.p. eine Hyperglykdmie hervor, die durch Glucosefiitterung
verstérkt wird. In Tierversuchen wurden teratogene und embryotoxische Effekte hoher
Alkaloiddosen gefunden. Die Glykoalkaloide haben auch bakteriostatische, antivirale und
fungizide Eigenschaften. Esist allerdings nicht ganz geklért, ob nicht auch andere Faktoren

R—0

Abb. 2-14: Chemische Struktur von Solanidin (R = H)
in Chaconin und Solanin (R = Trisaccharid-Komponente)
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CH, DH
O —=Solanidin
QGMEDSE
OH OH
Fharmnose
OH OH
Fhamnose

Abb. 2-15: Chemische Struktur von a-Chaconin

CH,OH
CH,OH Qo—suandn
Galactose
HO Q
Glucnse
OH OH
Fhamnose

Abb. 2-16: Chemische Struktur von a-Solanin

bel der Toxizitét der Glykoakaloide mitwirken [Lindner, 1990, Teuscher, 1997, Morgan und
Coxon, 1987]. Die Vergiftungserscheinungen auf3ern sich durch brennendes, kratzendes
Gefuhl im Hals, Kopfschmerzen, Mattigkeit, Erbrechen, Leibschmerzen und Durchfélle. In
schweren Falen kommt es durch Gehirnddembildung zu Benommenheit bis hin zu Koma,
Krampfen und Exitus. Vor alem Klenkinder kénnen an der Vergiftung sterben [Lindner,
1990].

Die Solanine sind stabil und werden beim Kochen, Backen oder in der Mikrowelle nicht
inaktiviert. Erst beim Frittieren bei 170 °C tritt ein Telabbau auf . Die Solanine sind auch
beim Tiefgefrieren stabil [Bushway und Ponnampalam, 1981].

Auch die Tomate enthdlt ein Solanumalkaloid. Das Aglykon wird Tomatidin genannt. Die mit
Zucker verbundene, in der Pflanze gebildete Form ist das Tomatin. Wahrend die grinen
Pflanzenteile und auch grine Frichte betrachtliche Mengen enthalten, weist die reife Tomate

nur noch wenig Tomatin auf. [Lindner, 1990].
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Von [Friedman, 1993] wurden die Bedingungen fir die Hydrolyse den Carbohydratanteil in
a-Solanin und a-Chaconin untersucht. Aus jedem dieser zwel Triglykoside kdnnen zwei
Diglykoside, ein Monoglykosid, die sogenannten 31-, [32-, und y-Chaconine und -Solanine
und das Aglykon Solanidin entstehen. Die Kartoffelpflanze enthélt bekanntlich Enzyme, die
die Hydrolyse von a-Solanin und a-Chaconin katalysieren. Die Hydrolyseprodukte kénnen
auch wahrend der Verdauung entstehen. Es besteht ein Zusammenhang zwischen der Struktur
der Glykoakaloide und ihrer Wirkung. So nimmt die Embryotoxizité der Glykoakaloide mit
Abnahme der Anzahl der Zuckerbausteine ab. Belde Glykoalkaloide, a-Solanin und a-
Chaconin, haben eine relativ ahnliche Wirkungsstarke, aber eine hdhere als ihre 3-Formen,
und diese wiederum haben eine stérkere Wirkung as die y-Form. Solanidin, das keine

Zuckereinhelt enthdlt, ist am wenigsten embryotoxisch [Friedman et al., 1993].

2.2.6 Flavokavine und Kavapyrone ausK ava-K ava

Kava-K ava-Pflanze

Die Kava-Kava-Pflanze (Piper methysticum G. FORST., Familie Piperaceae), auch
Rauschpfeffer genannt, ist eine Hellpflanze, die fur die Arzneimittelforschung von Bedeutung
ist. Die Pflanze ist ein 2 bis 4 m hoher steriler, vegetativ vermehrter Strauch mit grol3en
Bléttern, der zahlreiche kleine Bliten in &hrendhnlichen Blltenstdnden treibt. Der
Rauschpfeffer wird auf den Inseln Melanesiens und Polynesiens kultiviert, insbesondere auf
Hawaii. In den Anbaugebieten verwendet man die Droge zur Herstellung eines in geringen
Mengen anregend wirkenden, in grof3eren Mengen schmerzlindernden, entspannenden und
schlafbereitenden Trankes [Teuscher, 1997; Kretzschmar, 1995]. Der Ausgangsstoff fir die
Droge sind die machtigen, 2 bis 10 kg schweren, verastelten, sehr saftigen Wurzelstdcke.
Diese tragen Uber mehr as 5 fingerdicke, sich nach unten verjlingende, lange, aul3en graue,
faserig brechende Wurzeln [Hansel, 1993]. Die Droge riecht schwach aromatisch und
eigenartig erdig. Sie schmeckt bitter, etwas seifenartig, kratzend; beim Kauen einer Probe
kommt es zu einer langer anhatenden Anasthesie der Zunge sowie zu erhdhtem Speichelfluss
[Hansel, 1993]. Weitere Bezeichnungen fir KavaKavas Ava, Awa, Kava, Kawa oder
Y angona [Madaus, 1976]. Die Kava-Wurzel enthdt bekanntlich 43 % Starke, 20 % Rohfaser,
12 % Wasser, 3,2 % Zucker, 3,6 % Proteine, 3,2 % Mineralstoffe und 3-20 % Kavalactone.
Die Wurzel enthdt auf3erdem Flavokavin A und B sowie in sehr geringen Mengen Sitosterol,
Stigmastendion und Oxaporphinalkaloid (Cepharadion A) [Lopez-Avila und Benedicto, 1997

Hansel, 1996]. Weiterhin sind geringe Mengen etherischer Ole sowie verschiedene organische
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Sauren enthalten, wie z.B. Oxo-n-nonansaure, Phenylessigsaure, p-Methoxyphenylessigsdure,
Zimtsdure und deren Derivate [Hansd, 1993 und 1996].

Kavapyrone

Die pharmakologisch aktiven Komponenten der Wurzeldroge und damit die Wertstoffe sind
die sogenannten Kavapyrone. Es handelt sich dabel um substituierte sechsgliedrige Lactone.
Diese lassen sich, je nachdem ob der Lactonring ein oder zwei Doppelbindungen enthdlt, in
die Gruppe der Enolidpyrone (Typus Kavain und Methysticin) und Dienolidpyrone (Typus
Yangonin) unterteilen. Alle Kavalactone enthalten eine [3-standige Methoxylgruppe im
Lactonring. Eine weitere Variationsmdglichkeit ist dadurch gegeben, dass der Lactonring
entweder mit enem Phenylethylrest (Einfachbindung) oder mit einem Styrylrest
(Doppelbindung) substituiert (s. Abb. 2-17). Die Kavapyrone stellen in Wasser sehr schwer
|6dlische, in Lipoidlésungsmitteln leicht [6diche, kristaline Substanzen dar [Hansel, 1961].
Die Inhaltsstoffe des Kava-Kava-Wurzelstockes sind chemisch eng verwandt und neigen zur
Mischkristallbildung. Sie sind daher nur mit hohem Aufwand rein darzustellen.

Der Totalgehalt an Kavapyronen schwankt je nach Unterart und Standort der Pflanze und
betrdgt mindestens 3,5 % (berechnet als Kavain). Bis heute wurden 18 verschiedene
Kavalactone identifiziert. Zur Herstellung pharmazeutisch eingesetzter Trockenextrakte
werden Stengel, Wurzeln und Rhizome verwendet. Die Wurzeln enthalten bis 12 %, Rhizome
und Stangel bis 6 % Kavalactone. Hauptbestandteile sind Kavain (1-2 %), Dihydrokavain
(0,6-1 %), Methysticin (1,2-2 %), Dihydromethysticin (0,5-0,8 %), Yangonin (1,0 %) und
Desmethoxyyangonin (1,0 %) (s. Abb. 2-18).

OCH,
R
N N
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R1 R3
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Abb. 2-17: Kavapyron-Grundstruktur
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Methysticin (M) Dihydromethysticin (DHM)

H,CO-

Y angonin (Y) Desmethoxyyangonin (DMY)

Abb. 2-18: Die wichtigsten Kavapyrone [ Schwabe, 1996]
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2.3  Flavokavine:

Die Havokavine (A, B und C) sind gelbe Pigmente und z&hlen zu den unerwiinschten
Komponenten der Wurzeldroge. Pharmakologisch sind die Flavokavine weitgehend inerte
Substanzen. Sie verursachen bei langer dauernder Einnahme der Droge Gelbfarbung der Haut
und Hautanhangsgebilde [Hansel, 1993, 1989 und 1961; He et a., 1997; Schulz und Hansdl,
1996; Schulgin, 1975]. Die Gelbféarbung ist reversibel und verschwindet nach Absetzen des
Medikamentes wieder vollstandig. Die Hautverfarbung ist fur die Betroffenen aufgrund der
optischen Auffélligkeit gegentiber Mitmenschen jedoch auf3erst unangenehm. Allerdings trat
bei einem Préparat der Firma Schwabe (Karlsruhe), bei dem die Flavokavinkonzentration sehr
stark abgesenkt wurde, diese Nebenwirkung nicht mehr auf [ Schwabe, 1996].

Flavokavin A und B sind leicht 16dlich in Chloroform, n-Hexan und Benzol, schwerer in
Methanol und Ethanol, unlédich in Wasser [Hansel, 1961]. Ihre chemische Struktur ist in

Abb. 2-19 dargestdIt.
MeO OMe R
POV
O

OH

Flavokavin A: R = OCH3
FlavokavinB: R=H
Flavokavin C: R=OH

Abb. 2-19: Havokavin-Grundstruktur

Wirkung und therapeutische Verwendung

Kava-Préparate besitzen psychrotrophe Wirkung. Sie werden unter anderem zur Therapie bei
folgenden Beschwerden verwendet:

Antriebsarmut, Konzentrations- und Leistungsschwéache, Angst- und Spannungszustande,
Schlafstorungen, Hyperthyreose und Neurodermatitis. Die Kava-Préparate sind eine
»pflanzliche Alternative® zu synthetischen Anxiolytika und Tranquilizern, also insbesondere

Zu den Benzodiazepinen.
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Die Kavaactone passieren die Blut-Hirn-Schranke und wirken in niedrigen Dosen (unter 10
mg Kavalactone pro Tag (d)) zentral stimulierend und in héheren Dosen (ab 30 mg*d™)
Wohlbehagen und Zufriedenheit ausidsend. Angste schwinden bis zur Sorglosigkeit, ohne
aber die Willenskraft zu schwéchen oder das Bewusstsein einzuengen. Sehr hohe Dosen
fUhren zur Stoérung der Bewegungsablaufe bei ungetriibtem Bewusstsein, spéter zu Mudigkeit
und Schlafneigung. Die Wirkung erfolgt vermutlich durch Erhéhung der Dichte der GABA-
Rezeptoren (GABA = y-Aminobutylsdure) im ZNS. Ebenso kénnen Lahmungserscheinungen
und Gleichgewichtsstorungen auftreten [ Teuscher, 1997].

Zubereitung desKava-Trankesbzw. -Extraktes

Die dlteste bekannte Zubereitungsmethode der Droge ist wohl die Herstellung des Kava
Trankes durch die Stidseeinsulaner. Hierbel werden Wurzelstiicke zerkaut und in eine Schale
gespuckt oder zermahlen, mit Wasser vermischt, abfiltriert und getrunken. Die Polynesier
bereiten aulRerdem mit Wasser und Kokosmilch einen Kaltauszug zu, der entspannend und

beruhigend wirkt, ohne dabei das Bewusstsein einzuengen.

Zur Gewinnung pharmazeutisch nutzbarer Extrakte wird die Droge entweder mit
Ethanol/Wasser (Extrakte mit etwa 30 % Kavapyronen) oder mit Aceton/Wasser (Extrakte
mit ca. 70 % Kavalactonen) extrahiert. Fur die Flavokavine (A und B) gilt ein Grenzwert von
maximal 0,5 %.

Eine andere Moglichkelt ist die Herstellung von Trockenextrakt durch Extraktion mit

Dichlormethan. Die Ausbeute betrégt 6 % einer 6ligen Masse, das sogenannte Kava-Resin.

2.2.7 Carotinoide

Carotinoide sind Polyen-Kohlenwasserstoffe, die aus acht Isopreneinheiten aufgebaut sind
und deshalb 40 C-Atome enthalten. Carotinoide sind Farbstoffe, die vielen Pflanzen und
Lebensmitteln eine intensive gelbe, orange oder rote Farbung verleihen. Sie werden
ausschliefdlich von Pflanzen synthetisiert, gelangen aber Uber das Futter auch in tierisches
Gewebe. Zur Zeit sind uns mehr als 560 Carotinoide bekannt. Im Jahre 1831 gelang
Wachenroder erstmals eine Isolierung von R-Carotin aus der Karotte. Ullstadter ermittelte
1907 die Bruttoformd und Karrer um 1930 die Kongtitutionsformel [Vesper, 1996].

Von der Grundstuktur der Carotinoide lassen sich die verschiedenen Carotinoide durch

Hydrierung, Dehydrierung und / oder Cycliserung ableiten. Es gibt zwei Hauptgruppen, in
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die die Carotinoide eingeordnet werden: Carotine und Xantophylle. Carotine entstehen durch
fortschreitende Dehydrierung von Lycopin welches vor alem in Tomaten vorkommt und
ihnen den roten Farbton verleiht. Lycopin hat krebshemmende Eigenschaften. Xanthophylle
enthalten am Ende des Tetraterpensystems in der Regel eine oder mehrere Hydroxyl-
und/oder Ketogruppen, welche mit der ungeséttigten Kette in Konjugation stehen kénnen.
Aulerdem gibt es noch Xanthophylle mit Epoxyverbindungen sowie Carbonsduren und
Estern. Mest treten in der Natur komplex zusammengesetzte Carotinoidgemische auf. In
Orangen kommen z. B. mehr as 50 verschiedene Verbindungen vor. Die wichtigsten sind
Luteoxanthin, Phytoen, Auroxanthin, Violaxanthin, Mutatoxanthin, Antheraxanthin, (-
Carotin, Cryptoxanthin und Zeaxanthin. Die Hydroxycarotinoide liegen haufig verestert mit
Fettsduren vor, z. B. enthaten Mandarinen- und  Orangensaft 3-Hydroxy-R3-Carotin
(Cryptoxanthin) verestert mit Laurin-, Myristin- und Palmitinsaure [Belitz und Grosch, 1994,
Biacs und Daood, 1994; Philip et al., 1989; Lin und Chen, 1995]. a-Carotin, [3-Carotin und 13-
Cryptoxanthin besitzen eine Provitamin A-Aktivitét. 3-Carotin ist Hauptcarotin der Karotte.
Carotinoide sind in apolaren Losungsmitteln gut und in Wasser nicht 16dlich. Um Carotine zu
extrahieren, verwendet man Petrolether, Ether oder Benzol, und fir die Xanthophylle
verwendet man Ethanol und Aceton. Zur analytischen Bestimmung von Carotinoiden sind die
Elektronenanregungsspektren von grof3em Interesse. Im Spektrum des Carotinoids finden sich
drei Maxima, deren Wellenlangen von der Anzahl der konjugierten Doppelbindungen
abhangig sind. Carotinoide absorbieren nicht nur im sichtbaren Bereich (bis ca. 530 nm),
sondern, abhangig von ihrer Struktur, auch im UV-Bereich von 300- 380 nm. In Abb. 2-20
sind die chemischen Strukturen der wichtigsten Carotinoide dargestellt [Belitz und Grosch,
1994].

Hauptcarotinoide einiger Pflanzen:

Karotten (Daucus carota ssp. sauivus)

Hauptcarotinoide des Karottensaftes and a-Carotin, 3-Carotin und Lutein

Orangen (Citrussinensis)

Hauptcarotinoide des Orangensaftes sind die Xanthophylle Neoxanthin, Violaxanthin, Lutein,
Antheraxanthin und 3-Cryptoxanthin, die zur gelborangen Farbe des Orangensaftes beitragen
sowie a-Carotin und R-Carotin. Neben den freien Carotinoiden liegt ein Teill davon in

veresterter Form (hauptsachlich als Paimitate) vor.
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Zeaxanthin

Lutein

a-Carotin

3-Carotin

Abb. 2-20: Die wichtigsten Carotinoide
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Mandarine (Citrusdeliciosa)

Hauptcarotinoide des Mandarinensaftes sind die Xanthophylle Neoxanthin, Violaxanthin,
Lutein, 3-Cryptoxanthin, sowie a-Carotin und 3-Carotin. Die typische dunkelorange Farbe
des Mandarinensaftes wird von 3-Cryptoxanthin und 3-Carotin verursacht. Die Carotinoide

liegen in Mandarinensaft hauptsachlich in veresterter Form vor (als Laurate und Myristate).

Tomaten (L. lycopersicum)

Die Hauptcarotinoide des Tomatensaftes snd Lycopin, [3-Carotin und Lutein

Safran

Safran sind getrocknete aromatisch riechende Blitennarben der in Siideuropa verbreiteten
Safranpflanze (Crocus sativus Iridaceae). Sie ist eine ate Gewirz- und Farbepflanze, deren
Namen sich von arabisch ,zafaran* = Gelbsein ableitet. Safran enthélt den gelben Farbstoff
Crocin und den Bitterstoff Picrocrocin (Safranbitter), ein Glycosid des Dehydrocitrals.
Hauptaromastoffe sind Safranal (ca 60 %) wund 4-Hydroxy-2,6,6-Trimethyl-1-
Cyclohexencarbaldenyd neben einer Relhe weiterer Trimethylcyclohexen-Derivate, die
wahrscheinlich durch Hydrolyse aus Picrocrocin hervorgehen.

Im Safranfarbstoff Crocin [(Gardenin), braunrote Nadeln] sind die beiden Carboxylgruppen
des Crocetins (s.u.) mit dem Disaccharid Gentiobiose verknupft. Crocin ist deshalb in Wasser
l6dlich. Crocin ist wenig l6dlich in Ethanol, Ether und auch organischen Ldsemitteln. Der
Gehalt an Crocin in Safran betrégt ca. 24-27 %. Crocin ist als Lebensmittelfarbstoff in der
BRD nicht zugelassen.

Crocetin ist somit das Aglykon des Glycosids Crocin. Das Apocarotinoid ist lédich in
Pyridin und anderen organischen Basen. Es wirkt photosensibiliserend, erhéht die
Sauerstoffdiffuson im Plasma und beeinflusst die Bilirubin-Bildung. Es hat sich im

Tierversuch als arteriosklerotisch wirksam erwiesen.

AN AN AN AN AN AN

ROOC

R=H Crocetin

R = Gentiobose Crocin

Abb. 2-21: Die chemische Struktur von Crocetin und Crocin
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2.2.8 Orangenaroma

Der charakteristische Geruch der Orangen wird nicht durch eine einzelne Verbindung gepréagt,
vielmehr ist daran ein komplexes Gemisch &hnlich strukturierter Stoffwechselprodukte
beteiligt, das der Terpenbiosynthese entstammt und sekundare Metabolite hoherer
ungeséttigter Fettsauren enthalt.

Limonen ist as gemeinsames Mekmal aler Agrumendle anzusehen und prégt den
sensorischen Grundcharakter aller Agrumendle genauso wie die geradzahligen Fettaldehyde
zwischen Cg und C;,. Den wichtigsten sensorischen Beitrag unter den Aldehyden liefern
Octanal und Decanal. Citra kommt im Gemisch seiner Stereoisomeren Geranial und Neral
vor. Nootkaton verleiht Orangen neben der typischen Aromanote auch den bitteren
Geschmack. Sein niedriger Geruchsschwellenwert von 1 ppb verleiht dem bicyclischen
Sesquiterpenketon selbst in Konzentrationen unter 0,001 % einen hohen Aromawert.

Die Sinensale kommen ebenso wie die endstandigen Aldehyde, die einen hohen Aromawert
wegen ihrer enormen Geruchsstdrke haben, vor. a-Sinensal weist einen niedrigen
Geruchsschwellenwert von 0,05 ppb auf und pragt so den Apfelsinencharakter mit. Valencen,
das wichtigste Sesquiterpen, unterscheidet Orangen- von Grapefruitaroma. Die wichtigsten
Alkohole in Orangendlen sind a-Terpineol, Terpinen-4-ol und Linalool, die in Uberhthter
Konzentration alerdings zu einem Fehlaromaeindruck beitragen. a-Terpineol, das durch
sdurekatalysierte Hydratation oder mikrobiologische Transformation von Limonen entsteht,
tritt relativ schnell als Alterungskomponente im Orangensaft auf. Kurzkettige Fettsdureester
(Ethylhexanoat, Ethylbutanoat) geben dem Orangenaroma einen fruchtigen Grundton.
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Abb. 2-22: Die wichtigsten Orangenaromastoffe

2.2.9 Einige polare Substanzgruppen

a) Sesamol aus Sesam

Sesamol, das in Sesamdl vorkommt, z&hlt zu den natirlichen Antioxidantien und entsteht
durch Hydrolyse aus Sesamolin. Sesamol wird aus den Samen (Olgehalt 50-55 %) der

vermutlich dltesten Olpflanze Sesamun indicum (Familie Pedaliaceae) gewonnen.
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Sesamol reagiert mit Furfural und Salzsdure zu einem roten Farbstoff. Diese Reaktion wurde
friher as Indikatorreaktion auf Margarine verwendet, die durch gesetzliche Regelung unter
Mitverwendung von Sesamdl hergestellt werden musste [Baltes, 1992].

Ao

(@]
Sesamolin
(HY) |+ H20
O\

OH HO

o o)
< ; >
0 o~ o)
Sesamol

Abb. 2-23: Entstehung von Sesamol bel der Hydrolyse von Sesamolin
[Eisenbrand et al., 1995]

b) Anthocyane aus Rotwein

Anthocyane sind wichtige Pflanzenfarbstoffe (blau, rot, violett) und kommen vor alem in
Obst vor. In der Weintraube kommen folgende Anthocyane und Anthocyanidine vor: Onin,
Cyanin, Cyanidin, Pelargonin, Pelargonidin, Delphinidin und Malvidin. Allen diesen
Verbindungen ist das Flavylium-System eigen, das ein Oxonium-lon enthalt. Meist liegen se
as Chloride vor und sind dann rot. Die Anthocyane sind mit heilem Wasser oder
alkoholischer Salzsdaure extrahierbar. Nach Laugenbehandlung nehmen sie blaue Farbtone an.
Alle Anthocyane sind in 3- oder 5-Stellung glykosidisch an Zucker gebunden. Als Beispiel ist
die chemische Struktur von Pelargonidin und Anthocanidin Cyanin (Bis-monosaccharid-
glykosid) in der Abb. 2-24 dargestdt.
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Abb. 2-24: Die Chemische Struktur von Pelargonidin (oben) und Cyanin (unten)
[Baltes, 1992]

C) Catechineausgrinem Tee

Gruner Tee

Bei grinem Tee unterbleibt im Gegensatz zum schwarzen Tee die Fermentierung. Die Blétter
werden zunéchst auf Matten Uber siedendem Wasser oder im eigenen Saft zur Inaktivierung
der Oxidase gedampft, wodurch die Oxidation der Gerbstoffe verhindert wird und das
Chlorophyll erhalten bleibt. Anschlief3end bereitet man den Tee an der Sonne aus, rollt und
trocknet ihn. 25-35 % der Trockenmasse von frischen jungen Teebléttern sind phenolische
Verbindungen, 80 % davon Flavanole. Der Rest vertellt sich auf Proanthocyanidine,
phenolische Sauren, Flavonole und Flavone. Wahrend der Fermentation werden die Flavanole

enzymatisch oxidiert.

Catechine:
Bei der Catechine handelt es sich um die Substanzgruppe 3-Hydroxyflavane. Sie sind

kristalline Farbstoffen organischer Verbindungen, die as hydrierte Favone od.
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Anthocyanidine aufzufassen sind und as Zwischenstufen der Biosynthese anderer Flavonoide
in vielen pflanzlichen Geweben zusammen mit welteren Polyphenolen vorkommen. Sie
bilden die Grundsubstanz einer Reihe natirlicher Gerbstoffe, z.B. im Tee und verschiedenen
Obstarten [Eisenbrand und Schreier, 1995].

OH
OH
HO 0 O
¢ R
OH

OH
Catechin R=H
Gallocatechin R=0OH

Abb. 2-25: Die Chemische Struktur von Catechin und Gallocatechin

d) Hesperidin und Naringin aus Orangen- und Grapefruitsaft
Naringin und Hesperidin sind glykosidische Verbindungen und kommen hauptsachlich in
Citrusfriichten vor. lhre Aglykone, Naringenin und Hesperitin, gehtren zu der Flavanone.

Naringin ist ein Bitterstoff der Grapefruit und Hesperidin hat neutralen Geschmack und
kommt in der Orange vor.

OH
Z-0 Z-0
@ U

OH O OH O

Naringin Hesperidin

Abb. 2-26: Die chemische Strucktur von Naringin und Hesperidin

Eine Entbitterung von Citrussdften und Citruspurees ist durch enzymatische Abspaltung der
Zuckerreste mit Hilfe von Naringinase (a-Rhamnosidase/3-Glucosidase-Gemischen) moglich:

Naringin — Naringenin + Rhamnose + Glucose

bitter nicht bitter
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Neutrale und bittere Flavanonglykoside sind durch Offnung der Pyron-Ring in die siiRen
Chakone Uberfihrbar, die durch anschlieffende Hydrierung zu den ebenfals siif3en
Dihydrochalkonen stabilisiert werden konnen. Dies wird anhand von Hesperidin in Abb. 2-27

gezeigt:
OH oH
Z-0 Z-0 OMe
oonYae (L
H2
—_—
Hesperidin Z=L-Rhamnose-D-Glucose Hesperidin-dihydrochalcon

Abb. 2-27: Darstellung des Slf3stoffs Hesperidin-dihydrochalcon durch Hydrierung von
Hesperidin

e) Chlorogensaure, Coffein und braune Farbstoffeim Kaffee

Chlorogensaure:

Die mengenmalidig wichtigsten Sauren des Kaffees sind die Chlorogensduren, die bei normaler
Rostung zu etwa 30 %, bel starker ROstung zu etwa 70 % abgebaut werden. Chlorogensaure
ist Ester der Kaffeesaure mit Chinasdure (s. Abb. 2-28). Chlorogensdure kommen in vielen
pflanzlichen Lebensmitteln, insbesondere in Kaffee, Tabak-, Reben- und anderen Bléttern,
Obst und Kartoffeln vor. Uber den Anteil der verschieden Isomeren orientiert Tab. 2-3.
Daneben werden in geringen Mengen frele Kaffeesure und freie Ferulaséure sowie Ester der
Ferulasaure und der Cumarsaure mit Chinasaure gefunden.

Chlorogenséaure ist ein Substrat von Phenoloxidasen und damit an der enzymatischen
Braunung bel der Verarbeitung von Obst betelligt. Chlorogensdure ist ein Phytoaexin und
zeigt Aktivitdt gegen phytopathogene Viren und Pilze. Mit vielen Metall-lonen bildet
Chlorogenséure gefarbte Komplexe, z.B. Fe(l11)-1onen. Die Annahme, Chlorogensaure gehtre
zu den Reizstoffen des Kaffees, ist umstritten. Die Biosynthese erfolgt Uber p-Cumarsdure —

5-O-p-Cumaroylchinasiure.
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Abb. 2-28: Die chemische Struktur der Chlorogensaure

Tab. 2-3: Chlorogensduren in Rostkaffee [Belitz, 1992]

Verbindung Menge[%]
5-Caffeoylchinasdure (Chlorogensiure) 2,0

4- Caffeoylchinasdure (Kryptochlorogensaure) 0,2

3- Caffeoylchinasaure (Neochlorogensaure) 1,0
3,4-Dicaffeoylchinasaure (Isochlorogensaure a) 0,01
3,5-Dicaffeoylchinasaure (I sochlorogensiure b) 0,09
4,5-Dicaffeoylchinasdure (I sochlorogensaure c) 0,01

Coffein

Unter den Stickstoffsubstanzen am besten bekannt ist auf Grund seiner pharmakologischen
Wirkungen das Coffein, 1,3,7-Trimethylxanthin. Es ist ein farb- und geruchloses, bitter
schmeckendes Kristall (Schwellenwert in Wasser: 0,8-1,2 mmol*I™), in Wasser und
Chloroform gut, in Alkoholen ma3ig lédich. Coffein ist en zu den Purinen zdhlendes
Alkaloid, es bildet mit Sduren in Wasser leichtlodiche Salze. Es schmilzt unter Druck bei
236,5 °C und sublimiert ab 178 °C. Der Coffeingehalt des Rohkaffees liegt bei 0,8-2,5 % und
kann bei der Sorte Robusta bis auf 4,0 % ansteigen. Coffein bildet teilweise enen
hydrophoben t-Molekilkomplex mit Chlorogensaure im molaren Verhdtnis 1:1. Im
Kaffeegetrank liegen ca. 1 % des Coffeins und ca. 6 % der Chlorogensdure in dieser Form
vor. Durch den Roéstprozess verringert sich die Coffeinmenge nur geringfigig. Neben dem bel
der Entcoffeinierung von Kaffee anfallenden Coffein wird in der Getrénkeindustrie auch
synthetisches Coffein verwendet, das durch Methylierung des aus Harnsaure und Formamid
zuganglichen Xanthins erhalten wird. Coffein findet man auf3er im Kaffee auch in Tee, in

Maté- oder Paraguay -Tee, in der Kolanuss, in der Kakao-Bohne sowie in Guarana-Paste.



Theoretischer Tell 53

Coffein wirkt erregend auf Grof3hirnrinde, Atem- und Kreidaufzentrum, bewirkt eine
Erweiterung der Blutgefél3e und Diurese (Harnausscheidung). Bel akuter Vergiftung (ab 300
mg aufwarts) treten Unruhe, zentrale Erregung, psych. Alterationen, Harndrang,
Schlaflosigkeit, evtl. Herz- und Kreidlaufkollaps auf. Die Letale Dosis fur Menschen liegt bei
etwa 10 g Coffein. Eine Tasse Kaffee enthdt etwa 50-100 mg Coffein, eine Tasse schwarzen
Tees etwa 20 mg und eine Tasse Kakao ca. 10 mg. In 100 ml Kolagetrank sind etwa 10-30 mg
Coffein enthalten. Abb. 2-29 zeigt die Struktur von Coffein:

O
/CH3
H3C\N N
A ALY
0 ITI N
CH

3

Abb. 2-29: Die chemische Struktur von Coffen (1, 3, 7-Trimethylxanthin)

Farbstoffe und Bitter stoffe

In der wasserlodichen Fraktion von Rostkaffee kommen braungeférbte Verbindungen
(Melanoidine) vor, die Molekulargewichte von 5000-10000 haben und aus der Maillard-
Reaktion oder aus der Karamelisierung von Kohlenhydraten stammen. Uber die Struktur
dieser Pigmente ist noch wenig bekannt. Offensichtlich ist auch Chlorogensdure an solchen
Braunungsreaktionen betelligt, da in akalischen Hydrolysaten von Melanoidinen Kaffeesaure
gefunden wurde.

Folgeprodukte der gemeinsamen Thermolyse von Kohlenhydraten und Proteinen sind
wahrscheinlich  auch maldgeblich am Bittergeschmack von ROstkaffee  betelligt
(Rosthitterstoffe), wie Modellversuche mit Zucker-Aminosaure-Gemischen zeigen. Besonders

intensiver Bittergeschmack tritt beim Erhitzen von Saccharose und Prolin auf.
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3 Experimenteller Teil

3.1 Materialien und Ger ate

3.1.1 Chemikalien und L 6sungsmittel

Aceton

Acetonitril

Ameisensiure
Ammoniumdihydrogensulfat
Carrez-1-L6sung
Carrez-11-Losung
Citronensaure-Monohydrat
Diammonium-Hydrogen-
phosphat
Diammoniumoxalat-
Monohydrat

Dichlormethan

Diethylether
Dimethylformamid (DMF)
Eisessig

Testkombination fur Saccho-
rose/D-Glucose/D-Fructose
Ethanol

Ethylacetat

Ethylvanillin
Extraktionskartusche

Gase (He, Ar, N2, CO»)
Glasfaserfilter

H3PO,4

HCI
Heptan-1-Sulfonsdure-Na-
Salz

Hexan

p.a, Merck

f. d. Flussigkeitschromatographie, Merck
f. d. Chromatographie, Merck

p.a., Merck, davon 20 mM L 6sung

15 g K4(F&(CN)g)*3 H,O / 100 ml Wasser
30 g ZnSO4* 7H,0 / 100 ml Wasser
puriss. p.a., Fluka, davon 2M L&sung

p.a., Merck, davon 20mM L&sung

p.a.; Merck, davon 25 mM L 6sung

p.a; Merck

reinst, Merck, Uber silberverspiegelte Flllkdrperkolonne dest.

f. d. Chromatographie, Merck

f. d. Fussigkeitschromatographie, Merck (0,1 u. 0,01 N Ldsung)
Test Nr.716260, Boehringer

p.a; Merck

f. d. Flussigkeitschromatographie, Merck

p.a; Merck

Sep-pack C18, f. d. Festphasenextraktion, Merck

5.0, Messer Griesheim GmbH

MN 85/70 BF (O 50mm), Macherey-Nagel

o-Phosphorsaure 85 %, p. a, Riedel-de Haen (1 M u. 0,1 M
L 6sung)

p. a , Baker (1M und 3 M L6sung)

f. d. lonenpaarchromatographie, Merck

f. d. FlUssigkeitschromatographie, Merck
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| sooctan

| sopropanol
Kaliumhexacyanoferrat
Magnesiumoxid
Membranfilter

Methanol

NapSO4

NaCl

NaOH

Natriumacetat.3 H,O
Natriumdihydrogenphosphat
Natriumhydrogenphosphat
Pentan

Petrolether

Saponin

Saulenmaterial

Saures Methanol
Starke
Tetrahydrofuran (THF)
Tetraethylammonium-
hydroxid (TEAH)
Toluol

Wasser

Zinksulfat

f. d. Flussigkeitschromatographie, Merck

f. d. Flissigkeitschromatographie, Merck

p. a; Merck

p. a; Merck

0,45 um Polypropylen-Kartusche, [0 25mm, Whatman
f. d. Flissigkeitschromatographie, Merck

wasserfrel, p.a.; Merck

purissp.a., Fluka

p.a. Merck (0,1 und 0,25 M L 6sung)

p.a; Merck

p. a; Merck

p. a.; Merck, davon 0,05 M Pufferlésung (pH 4,4)

p. a; Merck, Uber silberverspiegelte Fillkorperkolonne dest.
(Siedepunkt 50- 70 °C), p. a.; Merck

depur, Art. 4185.1; Carl Roth GmbH / Karlsruhe
Lichrolutd RP-18 (40 - 63 pm); Merck

(f. d. S&ulenchromatographie von Carnosolsaure)

0,3 ml ortho-Phosphorsaure (85 %ig) / 1 | Methanol

z. Analyse, Merck

99,9 %, wasserfrei; Aldrich

wassrige Losung , Sigma (20 %ig, w/w)

f. d. Flissigkeitschromatographie, Merck
bidest. und ultrarein (Anlage Milli-Q 185 Plus, Millipore)
p.a; Merck
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3.1.2 Analytische Standards

» Hopfenbitterstoffe

Co-, n- + Ad-Humulone und Co-, n- + Ad-Lupulone

Ein Hopfen-Eichextrakt (Hopfen-HD-Extrakt mit der Bezeichnung ICE) mit definiertem
Gehalt an a- und -Sduren. Firma'Versuchsstation Schweizerischer Brauereien, Engimattstr.
11, CH-8059 Zirich 2, Schweiz. Zusammensetzung: Co-Humulon 17,9 %, n- + Ad-Humulon
41,49 %, Co-Lupulon 9,66 %, n- + Ad-Lupulon 8,46 %

Standardldsung:
0,5 g Extrakt ICE in 30 ml saurem Methanol ca. 30 min im Ultraschallbad homogenisieren

und anschlief3end mit saurem Methanol auf 100 ml auffillen und gut durchmischen. Zur

HPLC/UV-Analyse wurde die Stamml6sung 5-fach verdiinnt.

| so-a-Sauren (Co-, n- + Ad-lIsohumulone)
Dicyclohexylamin(DCHA)-Iso-a-Séuren-Komplex: enthdlt 66,5 % Iso-a-Séuren. Firma
Versuchsstation Schweizerischer Brauereien, Engimattstr. 11, CH-8059 Zlrich 2, Schweiz.
Zusammensetzung: Co-lsohumulon 20,66 %, n-lsohumulon 41,04 %, n- + Ad-lIsohumulon
4,78 %

Standardldsung:
0,05 g DCHA-Iso-a-Sauren-Komplex in 100 ml saurem Methanol 16sen und zur HPLC/UV-

Analyse diese Stammldsung 5-fach verdiinnen.
» Carnosolsaure
Carnosolsaure wurde in reiner, gelber kristalliner Form freundlicherweise durch Frau Dr. K.

Schwarz, Universitdt Hannover, zur Verfligung gestel [t.

Carnosol sdure-Sandardl 6sung:

2 mg Carnosolsdure wurden in 10 ml saurem Methanol gelost (Stammlosung). Fur die
HPL C/EL CD-Bestimmung wurde die Stammldsung 50-fach verdiinnt.
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* Rosmarinsaure

Standardldsung:

Firma Carl Roth GmbH / Karlsruhe, Atr. A558.1

2 mg Rosmarinsaure wurden in 10 ml Wasser gelost. Fur die HPLC/ELCD-Bestimmung

wurde die Stammlésung 50-fach verdinnt.

* Gingerole

Gingerole und Shogaole sind nicht im Handel erhditlich. Sie wurden im Rahmen einer
Diplomarbeit [Vesper, 1995] aus Ingwer isoliert und fur die Zerschdumung eingesetzt.

Die Isolate enthielten [6]-Gingerol als Hauptkomponente, [8]- und [10]-Gingerol als

Nebenkomponenten und / oder [6]-Shogaol in methanolischer Losung.

» Ethylvanillin

Ethylvanillin wurde als externer Standard zur Quantifizierung von Gingerolen / Shogaolen
unter Verwendung von Korrekturfaktoren eingesetzt.

Standardldsung:

15 mg Ethylvanillin in 100 ml Elutionsmittel A (Acetonitril : Wasser : Essigsure 50 : 50 : 1)

|6sen.

e Curcumin
Techn., enthdlt neben Curcumin auch Demethoxy- und Bisdemethoxy-Curcumin. Firma
Aldrich

Sandardl 6sungen:

1 g Curcumin wird in 1 | MeOH gel6st. Durch Verdinnung wurden Loésungen mit 100, 10, 1
und 0,1 mg*| * Curcumin hergestellt.

» Tetradecan
Interner Standard fiir die HRGC-Analyse (0,62 mg*mi™ in Diethylether). Jeweils 1 ml wurde
der jeweligen Probe zugesetzt zur Quantifizierung der Turmerone aus wassrigem

Kurkumaextrakt.
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» Glykoalkaloide

a-Solanin: = 95 %; Roth

a-Chaconin: p. a; Roth

SandardlGsung:

1,39 mg a-Solanin + 2,32 mg a-Chaconin + 10 ml HPLC-Elutionsmittel fir Glykoalkaloide

« Kavain
> 98 %; Roth

Sandardl6sung:

40 mg Kavain in 20 ml Methanol 16sen.
Kavan diente zur Quantifizierung aler 6 Kavapyrone unter Verwendung von
Korrekturfaktoren.

* Flavokavin A und B

Stammldsung, erhaten vom Adalbert Raps-Forschungszentrum, diente lediglich zum
gualitativen Nachwels von Flavokavinen. Die Quantifizierung erfolgte Uber eine
methanolische Losung eines Kava-HD-Extraktes, der einen definierten Gehalt an Flavokavin
A enthielt.

» Kava-Kava-HD-Extrakt

Ein CO,-Extrakt der Firma Raps in Kulmbach (schmierige, gelbe Masse), der 3,62 %
Havokavin A enthdlt. Er diente zur Quantifizierung von Flavokavin A und B, sowie as
Ausgangsmaterial fur die Zerschdumung.

SammlGsung:
100 mg HD-Extrakt in 50 ml Methanol. (72,3 mg*|™ Flavokavin A)

» Carotinoide

B-Carotin: fur biochemische Zwecke, Merck

Lutein (enthdlt ca. 7,5 % Zeaxanthin), Zeaxanthin, B-Cryptoxanthin, all-E-Lycopin (91 %
Reinheit) und Bixin in kristalliner Form wurden freundlicherweise von der Firma Hoffman-
LaRoche (Basal, Schweiz) zur Verfliigung gestd t.
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Ferner wurde von der Firma Hoffman-La Roche eine wasserdispergierbare Form von 3-
Carotin mit der Bezeichnung ,, 3-Carotin 10 % CWS"* erhdten.

* Naringin und Hesperidin

p. a; Merck

Naringin- und Hesperidin-Sandardl 6sungen:

Jeweils 120 mg in 20 ml DMF gelost und auf 100 ml mit 0,01M Essigsaure auffullt. Die
Stammadsung wurde mit 0,01M Essigsaure - DMF-Losung (8 : 2) 1:10 verdiinnt.

» Chlorogensaure und Coffein (wfr.)

f. d. Analyse; Merck

Standardldsungen:

Vorbereitet gemal? der amtlichen Methoden [L46.00-2 Dez. 1992] und [L46.00-3, Jan. 1995].

* Hexansduremethylester

p. a, Aldrich, zur Quantifizierung der Aromastoffein Orangensaft.

3.1.3 Untersuchungsmaterial

[0 Folgende Gewtrze und Krauter wurden von der Firma Raps in Kulmbach zur Verfligung
gestellt. - fur alle Versuche wurden gemahlene Proben aus derselben Charge mit dem
gleichen Vermahlungsgrad verwendet:

Rosmarin, Ingwer, Kurkuma, Kava-Kava-Wurzel, Safran, Sesam (stark gerdstet) und
griner Tee (getrocknet).

O Frisch erworben aus dem Handdl:

Kartoffeln: kochfeste Kartoffeln der Sorte ,, Agrid* aus Deutschland
Orangen: Saftorangen der Sorte ”Vaencia’

Mandarinen: Spanische Sorte ,, Clementene*

Grapefruit: aus Spanien

Karotten: aus Deutschland

Tomaten: aus Marokko

Rotwein: Bordeaux aus Frankreich

Kaffeepulver: Sorte,,normal“ der Firma Mélitta
Bier: Edelpils, Staatsbrauerel Weihenstephan, Freising
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Rosmarin-HD-Extrakt:
Ein CO,-Extrakt der Firma Raps in Kulmbach (schmierige, dunkelgrine Masse) mit der
Bezeichnung Rosmarin-Extrakt C1 (hochkonzentrierter Rickstand aus Extraktor C1 nach der

Desodorierung von Rosmarin-Extrakt rot ).

Stabiloton:

Stabiloton ist ein HD-Spruhextrakt aus Rosmarin, der 20 % Kieselsdure as inertes
Tragermaterial und 21,2 % Carnosolsaure, gebunden an Kieselsdure, enthdlt. Pulverférmiges
Stabiloton wurde von der Firma Raps in Kulmbach zur Verfliigung gestellt (Bezeichnung:
7014 Stabiloton OS. Chargen Nr.: MO 2178).

Stabiloton wurde as Untersuchungsmaterial fir Versuche auf Extraktionsausbeute von

Carnosolsaure im wassrigen Medium verwendet.

Methanolische Stabiloton-L 6sung:
250 mg Stabiloton wurden in 100 ml-Mef3kolben mit saurem Methanol versetzt und gelost (30
min im Ultraschallbad). Fur die HPL C-Bestimmung wurde die Probe 100-fach verdinnt.

3.14 Gerate
3.14.1 HPLC
HPLC /ELCD:
Pumpe: Gynkotek Modell 480
Detektor: Antec Decade, elektrochem. Detektor
Datensystem: Gynkosoft Version 5.32
Entgasung: He 5,0 - Messer Grieshem GmbH
I njektor: Rheodyne 8125 mit 20 pl Probenschleife
HPLC/UV:
Pumpe: Gynkotek Modell 480
Degasser: DG-1310 - Uniflows
Detektor: Gynkotek Typ UVD 340 S, DAD Detektor
Autosampler: Gynkotek Typ GINA 50

Datensystem: Gynkosoft Version 5.32
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3.1.4.2 HPLC-MS/MS-Kopplung

LC-MSMS:
lonenquelle:
HPLC:
Degasser:
Pumpe:
Saulenofen:
Detektor:

Finnigan TSQ 7000
APCI

ERC 3822

Gynkotec P580

ERC Crocodile
Gynkotek UVD 170 S

3.1.4.3 UV-VISSpektroskopie

Gerdt:
Datensystem :

3144 HRGC

GC/FID:

HRGC/MS:
MS.
GC:
Datensystem:

Perkin Elmer, Lambda 16
PECSS Data Software.

Siemens SICHROMAT 1-4

HP 5890 Series||

HR-MS-NCI 8200er

Finnigan Mat, Modell 8200

HP 5890 Series||

MASPEC fur Windows (MSS, Manchester), Vers. 2.11,
NIST-Library

3.1.45 Zerschdumungsapparatur

Saule:

GroRe AD* [mm] _ I1D* [mm] Lange[cm]
klein 16,8 14,4 130
mittel 22,2 18,5 130
grof3 32,0 29,2 130
extragro® 50,0 45,0 165

* AD und ID: AuRRen- und Innendurchmesser



Experimenteller Tell 62

Fritte: Porositét 3, 1SO 4793-P40, Nennweite der Poren 16 — 40 pm, ROBU-Glas
Flowmeter:  B-25-20, Porter Instrument Company, 150 mm Skalenlange
Der Gasfluss wurde nach der Seifenblasen-Methode mit Stoppuhr gemessen.
Aus Tab. 3-1 sind die Eichwertefur Stickstoffgas zu entnehmen.

Tab. 3-1: Die Skalenwerte am Flowmeter und die gemessene Flussraten v on Stickstoffgas
(gemessen nach der Seifenblasen-Methode)

Skalenwert am gemessene Flussrate Skalenwert am gemessene Flussrate

Flowmeter [mI*min] Flowmeter [mI*min]
1 3 9 40
2 6 10 50
3 8 11 60
4 12 12 70
5 15 13 80
6 20 14 90
7 25 15 100
8 30

Abb. 3-1: Schematische Darstellung der Zerschaumungsapparatur A: Stickstoffgas,
B: Fowmeter, C: Fritte, D: Ausgangsprobe E: Schaum (Spumat).
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3.1.4.6 WeitereHilfsgerate

Elektrischer Entsafter: Firma Moulinex
Zentrifuge : Heraeus Sepatech; Megafuge 1.0 (mindestens 3000 U min™)
3.2 Methoden

3.2.1 Extraktion

3.2.1.1 Extraktion der Untersuchungsmaterialien mit organischem L dsungsmittel

Definierte Mengen an Pulver des jeweiligen Untersuchungsmaterials (Rosmarin, Ingwer,
KavaKava, Kurkuma) wurden mit 100 ml organischem L&sungsmittel (Methanol, Ethanol,
Hexan) 30 min im Ultraschallbad extrahiert und die Extrakte anschlief3end Uber Faltenfilter
filtriert. Falls erforderlich, wurde die Probe vor dem Einspritzen in die HPLC zusétzlich tber
0,45 pm Membranfilter filtriert und mit dem Lésungsmittel auf die gewlinschte Konzentration

verdinnt.

Rosmarin:
Einwaage: 0,8 g*100ml ™.

Fur Rosmarin wurde saures Methanol zur Extraktion und Verdinnung verwendet.

Ingwer:

Einwaage: 1 g*100 ml * Methanol.

Nach der Extraktion wurde Methanol anschlief3end bel 40 °C am Rotationsverdampfer
abrotiert. Die Gingerole wurden anschlief3end in 5 ml Elutionsmittel A (Acetonitril : Wasser :
Essigsaure 50 : 50 : 1), das ca 150 mg*|™ Ethylvanillin enthalt, aufgenommen und tiber
einen Faltenfilter filtriert [Wechner, 1997].

Kurkuma

Einwaage: 0,1g * (10 ml)™* Methanol

Etherischer Extrakt der Turmerone:

1 g Kurkumapulver wurde in 150 ml Diethylether unter Zusatz von 1 ml Tetradecan-

Standard-16sung (0,62 mg*ml™) 1 h am Magnetriihrer homogenisiert und filtriert.
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3.2.1.2 Wassrige Extraktion der Untersuchungsmaterialien

Eine definierte Menge Pulver des Untersuchungsmaterial (Rosmarin, Ingwer, Kava-Kava,
Kurkuma) wurde mit 100 ml Wasser mit Siedesteinchen in einem 250-ml-Rundkolben unter
Ruckfluss zum Sieden erhitzt und ab Siedebeginn 20 min lang extrahiert. Nach dem Abkuhlen
der Probe wurde sie Uber einen Bulchner-Trichter mit einer Saugflasche, die an einer
Wasserstrahlpumpe angeschlossen war, filtriert. Das Extraktionswasser wurde, je nach
Versuch, zur Erhéhung der Ausbeute auf einen bestimmten pH-Wert eingestellt. Der wéssrige
Extrakt wurde vor der Zerschaumung mit H3PO, oder NaOH ebenfalls auf einen bestimmten
pH-Wert gebracht. Zu Rosmarinpulver wurde Wasser, je nach Versuch, entweder kalt

(Raumtemperatur) oder kochend heil3 zugegeben.

Die Filtrationsriicksténde wurden jeweils mit 100 ml Methanol fir Ingwer bzw. saurem
Methanol fir Rosmarin extrahiert. Eine methanolische Extraktion des Untersuchungsmaterials
(Rosmarin- bzw. Ingwerpulver), bei der die Extraktionsausbeute an Carnosolsaure bzw. an

Gingerolen als 100 % betrachtet wurde, diente jeweils als Vergleichdsung.

Wassrige Extraktion von Carnosolsaure bei 40 °C aus Rosmarinpulver und Stabiloton:

0,8 g Rosmarinpulver bzw. 0,1 g Stabiloton wurden mit 1 M H3POs auf pH 4,5 eingestellt und
auf einer Heizplatte mit einem RuUhrfisch 4 h bel 40 °C homogenisiert und anschlief3end
filtriert.

Die Filtrationsriickstande wurden mit 100 ml saurem Methanol im Ultraschallbad extrahiert.
Zur Kontrolle der Extraktionsausbeute bzw. der Stabilitét von Carnosolséure wurden Proben
nach jeweils 20, 40, 60 min und 4 h entnommen und auf ihren Carnosolsduregehalt

untersucht.

3.2.1.3 Saulenchromatographische I solierung der Carnosolsaure aus dem Spumat des

wassrigen Rosmarinextraktes

1 | wassriger Etrakt des Rosmarinpulvers wurde in der extra grof3en Zerschaumungsapparatur
bei einer Gasflussrate von 100 ml*min™ zerschaumt. Das erhaltene Spumat wurde fiir die
Isolierung der Carnosolsaure sdulenchromatographisch aufbereitet. Die Spumatprobe enthielt

neben den angereicherten Antioxidantien Carnosolséure, Carnosol und
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Carnosolsduremethylester auch Proteine. Die Reinigung der Antioxidantien und ihre

Trennung erfolgte auf ener RP-18-Saule (Lange 20cm, [ 2cm).

Reinigung:

Die Spumatprobe wurde zunachst mit dem gleichen Volumen Methanol versetzt. Aus der
triben Losung fiel ein flockiger Niederschlag aus, was auf eine Denaturierung der Proteine
zurtickzufUhren ist. Die Losung wurde abfiltriert und das Filtrat wurde auf die RP-18-Saule
aufgegeben. Die Saule wurde solange mit Methanol / Wasser nachgespuilt, bis das Eluat
wieder klar war. Mit diesem Schritt sollten unerwiinschte Begleitstoffe von der Saule

gewaschen werden.

Elution der Antioxidantien:

Die Elution begann mit einem Methanol-Wasser-Gemisch (70 : 30). Das Eluat wurde mit
einem UV-Spektralphotometer tberwacht. Die Elutionsrethenfolge ist: Carnosol (Amax 284),
Carnosolsaure (Amax 228, 284), Carnosolsauremethylester (A 228, 282).

Carnosol konnte von Carnosolsdure gut getrennt werden. Carnosolsaure kommt zwar als
zweite Substanz vor dem Methylester aus der Saule, kann jedoch z. T. mit ihm interferieren.
Zur Absicherung, ob eine Probe nur Carnosolsdure oder bereits Methylesteranteil enthélt,
wurde die HPLC/UV-Analyse eingesetzt. Die Fraktionen, die reine Carnosolsaure enthielten,
wurden gesammelt und am Rotationsverdampfer zur Trockene eingedampft. Der Rickstand

wurde in Methanol erneut aufgenommen und mit der HPLC-analysiert.

3.2.1.4 Sensorische Analyse von Orangensaft

Testergruppe: 8 Personen (erfahrene Sensoriker).

Bedingungen: Die sensorischen Tests wurden in einem speziellen Sensorikraum durchgefihrt.
Die Verwendung von Klarglasgldsern ermdglichte die Mitbewertung von Farbe und
Aussehen.

Sensorischer Test und Bewertung.: Pro Test erhielt jede Person je eine Saft-, Riuckstands- und
Spumatprobe. Es wurden die Merkmale Farbe/Aussehen, Geruch, Geschmack und Harmonie
bewertet (DL G-Schema zur Bewertung von Fruchtsdften). Die Summe der Bewertungspunkte
der Tester wurde durch die Summe der Gewichtungsfaktoren geteilt und lieferte die
Qualitdtszahl der Saftproben.
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3.2.2 Zerschaumung

3.2.2.1 Allgemeneszur Durchfiihrung einer Zerschdumung:

Probenvorbereitung: Nach der Extraktion wurde die Proben entweder direkt oder nach

Zusatz von Schaumbildnern und einer Einstellung auf bestimmte pH-Werte zerschaumt.

Zerschdumungskolonne: Es wurden Glassdulen mit verschiedenen Durchmessern und
Langen angefertigt. Fur grofRe Probenvolumina, z.B. 500 ml, wurde die extra grof3e Apparatur
verwendet. Fur Probenvolumina von 200 ml wurde die grof3e Saule, fir 100 ml die mittlere
und fur 50 ml die kleine Saule verwendet. Die kleine Saule wurde vor alem fir Proben
verwendet, die nicht viel Schaum ergaben. Die Séule muss stets riickstandsfrel gereinigt sein.
Auf das Fetten von Schliffen muss generell verzichtet werden, da Fett schaumzerstérend

wirkt.

Fritte: Alle Zerschaumungsversuche wurden mit der gleichen Fritte P3 (Porositét 16-40 um)
durchgefihrt.

Gasart: Alle Zerschdumungsversuche wurden mit Stickstoffgas durchgeftinrt. Es wurde
wegen seiner inerten Eigenschaft und Kostengiinstigkeit bevorzugt. Fur die Untersuchung des
Einflusses der Gasart wurden bel der Zerschdumung von Bier zusétzlich zu Stickstoff die

Gase Argon, Helium und Kohlendioxid verwendet.

Gadflussrate: Die Gasgeschwindigkeit wurde mittels eines Flowmeters kontrolliert, das einen
Schwebekorper enthdt, der bel Gasfluss auf bestimmte Skalenwerte steigt. Die abgelesenen
Skalenwerte sind gasartspezifisch. Flr Stickstoffgas wurde eine Eichkurve ermittelt. Die
Gasgeschwindigkeit wurde bei einem Vordruck von 0,8 bar*cm? in Abhéngigkeit von den
Skalenwerten nach der Seifenblase-Methode mit einer Stoppuhr gemessen. Damit konnte

unter definierten Bedingungen zerschaumt werden.

Probenaufgabe: Ein bestimmtes Probevolumen wurde in die Zerschdumungsapparatur
gegeben. Die Probenaufgabe erfolgte bei der extra grof3en Apparatur Uber ein Reservoir, das
an die Saule angeschlossen ist, von unten nach oben. Bel der kleineren S&ule wurde die Probe
von der oberen Saulentffnung mit Hilfe einer 50 ml-Spritze mit einem an der Kanlle

angeschlossenen Teflonschlauch aufgegeben. Nach Aufgabe der Probe wurde das Gas durch
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Offnen des Flowmeterventils Ulber einen konstanten Vordruck auf eine bestimmte Flussrate
eingestellt.

Kontrolleder Zerschaumung: Mit einer Stoppuhr wurde der Verlauf einer
Zerschdumung in  Abhangigkeit von der Zeit beobachtet. Gemessen wurde die
Geschwindigkeit des Schaumanstiegs in der Saule sowie der Zeitpunkt und die Dauer des
Schaumaustritts aus der Saule. Auch der Zeitpunkt der Gleichgewichtseinstellung wurde
ermittelt. Eine Zerschaumung ist beendet, wenn der Schaum im Gleichgewicht steht, d.h.
wenn soviel Schaum entsteht wie zerfdllt. Dieser ,,Schaum im Gleichgewicht” wurde zur
Kontrolle auch mittels HPLC-Analyse auf den Gehdt der jeweiligen Substanzgruppen

untersucht.

Schaumfang: Der Schaum wurde am Saulenausgang in einem gewogenen Becherglas

aufgefangen; durch Differenzwéagung wurde daraus die Spumatmenge ermittelt.

3.2.2.2 Allgemeine Beschreibung der fraktionierten und der M ehrfach-Zerschdumung

Entnahmevon Fraktionen in konstanten Zeitabstanden:

Wahrend einer Zerschaumung wurde zu definierten Zeitpunkten jewells eine Schaumprobe
und eine Rickstandsprobe entnommen. Die Probennahme erfolgte kontinuierlich nach
konstanten Zeitintervallen.

Entnahme von Fraktionen vor Anderung der Gasflussr ate:

Bei einer bestimmten Gasflussrate wurde solange zerschdumt, bis kein neuer Schaum mehr
entstand. Dem entstandenen verfllssigten Schaum (Spumat) und der zerschdumten Fissigkeit
(Ruckstand) wurden Proben entnommen. Erst dann wurde die Gasflussrate erhoht, und dem
eventuell neu entstandenen Schaum wurden ebenso wie dem entschdumten Rickstand erneut
Proben entnommen, usw.

Mehrfach-Zer schaumung:

Bel einer bestimmten Gasflussrate wurde solange zerschdumt, bis sich selbst bei htchster
Gasflussrate kein neuer Schaum entwickelte. Vom Schaum (Spumat) und dem Ruickstand in
der Séule wurden Proben gezogen. Dann wurde eine geeignete Menge an Starkeldsung oder

Saponin as Schaumhilfsmittel zum Rickstand gegeben und erneut zerschaumt.
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3.2.2.3 Zerschdumung mit Hilfeder Schaumbildner Starke und Saponin

Durch Saponin- und Stérkezusatz konnten rein organische und organisch-wassrige Proben
zerschdumt werden sowie einige Standardl6sungen. Auch verdinnte wassrige Extrakte, die

nicht ausreichend Schaumbildner enthielten, wurden mit Saponin versetzt.

Konzentration an Saponinbzw. Starke zur Optimierung der Schaumbildung:

Proben mit verschiedenen Einwaagen von 2-5 g Starke bzw. 0,01-0,5 g Saponin in 50 ml
Wasser wurden zerschaumt. Die Stelggeschwindigkeit der Schaume in der Zerschaumungs-
kolonne, die Spumatmenge und die Konsistenz der Schaume (nass oder trocken) wurden zur
Ermittlung der optimalen Konzentration beobachtet.

Die Stérke wurde in Form einer gekochten farblosen Ldsung zu der zu zerschaumenden Probe
gegeben. Saponin wurde bei wassrigen Proben direkt zugegeben. Wenn die Probe rein
organisch war, wurde Saponin erst in ca. 2 ml Wasser gel6st und dann zur Probe gegeben.

Da Starke in hoherer Konzentration die HPLC-Analytik erschwert, wurde ausschliefdlich
Saponin as Schaumbildner fir die Versuche mit anschlief3ender HPL C-Analytik verwendet.

3.2.3 Probenaufarbeitung

Substanzgruppen, fur die hier keine Aufarbeitung erwahnt ist, wurden direkt aus wassrigen
Proben nach einer Membranfiltration fir die Analytik eingesetzt.

» Bitterstoffe

Extraktion der Bitterstoffe aus Bier fur die HPLC-UV/DAD-Messung [Barth, 1996]:

Die Probe (Bier und Rickstand: 30 ml, Spumat: 25 ml) wurde jeweils mit Isooctan (Bier und
Ruckstand: 60 ml, Spumat 50 ml) und 3 ml 3 M HCI 15 min am Schittelapparat
(Schittelfrequenz 150 min™) vermischt. In einem Scheidetrichter wurde die 1sooctanphase
von der wassrigen Phase getrennt und 40 ml der Isooctanphase am Rotationsverdampfer bel
40 °C bis zum Trockene abrotiert. Der Ruckstand wurde in 2 ml Methanol aufgenommen,

membranfiltriert und mittels HPL C/UV -Analyse untersucht.

* Turmerone

Extraktion der Turmerone aus Kurkumafir die Gaschromatographie:

Die Proben wurden jeweils mit 1 ml Tetradecan-Standardlésung (0,62 mg*ml™) dotiert und
mit 3 x 50 ml Diethylether extrahiert. Die vereinigten Etherextrakte wurden CUber
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Natriumsulfat getrocknet und an einer Vigreux-Kolonne bel 40 °C im Spitzkolben auf ca. 1
ml eingeengt. Zur Extraktion wurden 100 ml Rickstand, 30 ml Spumat und 100 ml wéssrige
Ausgangsprobe eingesetzt. Zum Vergleich der Ausbeuten an Aromastoffen aus wassrigen
Extrakten diente ein Etherextrakt.

e Glykoalkaloide

Extraktion der Glycoalkaloide aus Kartoffe saft fir die HPLC-UV/DAD-Messung [Carman

et. al, 1986]:

Prinzip:

Der Kartoffelsaft wurde mit einem aiquoten Volumen an angesduertem Methanol-
Ethylacetat-Gemisch extrahiert, anschlief3end wurden die organischen Losungsmittel abrotiert
und der Rilckstand in n-Heptansulfonsdure auf einer RP-18-Kartusche aufgereinigt
(lonenpaarchromatographie). Die Auftrennung und Quantifizierung der Glykoakaloide a-
Solanin und a-Chaconin erfolgte mittels HPLC Uber eine RP-18-Saule und die Detektion bei
202 nm.

Reagentien:

Extraktionsmittel: Methanol : Ethylacetat : Eisessig=670:330: 10

Heptansulfonsaureldsung: 4,32 g Heptan-1-Sulfonsdure-Natriumsalz + 10 ml
Eisessigin 1| Wasser.

Waschldsung: Wasser : Acetonitril =80: 20

Elutiond6sung: 0,29 g (NH4)H2PO,4 in 250 ml Wasser + 250 ml
Acetonitril

Extraktion:

Die Probe (Kartoffelsaft: 100 ml, Ruckstand: 100 ml, Spumat: 35 ml) wurde jeweils mit
einem Aliguot an Extraktionddsung 15 min am Magnetrihrer vermischt, Uber Faltenfilter
filtriert und am Rotationsverdampfer bei 80 °C bis zur Trockene abrotiert. Der Ruckstand
wurde in 20 ml Heptansulfonsdure aufgenommen und gut durchmischt. Anschlief3end erfolgte

eine Filtration der Probe Uber einen Gladaserfilter.

Aufreinigung auf Sep-Pak-Saule C18 (Festphasenextraktion)
Nach der Konditionierung der C18-Kartusche mit 5 ml Methanol wurden 5 ml n-
Heptansulfonsaurelosung, dann der Probenextrakt (20 ml) auf die Saule gegeben (3-6
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Tropfen/s, Trockenlaufen der Packung vermeiden). Mit 5 ml Waschlésung wurde die Séule
nachgewaschen und bis zur Trockene ausgeblasen. Die Elution der Glykoalkaloide erfolgte
langsam mit 5 ml Elutiondésung in ein 2 ml-Messkoélbchen genau bis zur Markierung. Die
Probe wurde anschlief?end an HPLC/UV gemessen.

» Carotinoide:

Die Carotinoidextraktion aus Karotten- und Tomatensaft erfolgte durch Fdlung mit Carrez-
L6sung und Extraktion mit Aceton. Die Carotinoidextraktion aus Orangen- und
Mandarinensaft erfolgte durch Flissig/Fllssig-Extraktion mit dem Extraktionsmittel Hexan :
Aceton : Ethanol abs. : Toluol (10: 7: 6: 7).

Extraktion der Carotinoide aus Karotten- und Tomatensaft [Wabrauch, 1984]:
Ausgangsmenge: je 50 ml Saft und Ruckstand, das erhaltene Spumat wurde auf 50 ml mit
H,0 dest. Aufgefillt (bel Karotten 15 ml Spumat, bel Tomaten 40 ml).

Die Proben wurden jewells mit je 1 ml Carrez-1- und Carrez-1l1-Losung versetzt, mit dem

Glasstab gut vermischt, 2 min quellen gelassen und 5 min bei 3000 Umdrehungen min™
zentrifugiert. Die Uberstehende (farblose) Losung wurde vorsichtig abdekandiert und
verworfen. Niederschlag wurde mit 40 ml Aceton versehen, mit dem Glasstab kréftig
aufgewirbelt, 3 min verrihrt und erneut 5 min zentrifugiert. Die kréftig gelb geféarbte
Acetonlosung wurde in einen 50-ml-Messkolben Uberfihrt. Diesen Vorgang wurde 2 bis 3-
mal wiederholt, bis der Rickstand farblos wurde. Anschlief3end wurde der Kolben mit Aceton
bis zur Marke aufgefillt. Diese Losung diente zur HPLC/UV-Andyse. Fur die
photometrische Bestimmung wurden die Carotinoide folgendermal3en aus der Acetonphase in
die Petroletherphase tberfihrt:

In Aceton geloste Carotinoide wurden in einen 250-ml-Schitteltrichter Gberfihrt und mit 50
ml Petrolether aufgeschittelt. Die wassrige Phase wurde verworfen und die Petroletherphase
mehrmals mit 50 ml Wasser gewaschen. Anschlief3end wurde die Petroletherphase, die die
Carotinoide enthdt, mit Natriumsulfat getrocknet und filtriert.

Extraktion der Carotinoide aus Orangen- und Mandarinensaft [Lin und Chen, 1995]:

Um auch die als Fettsdureester vorliegenden Carotinoide in der Probe zu erfassen, wurde auf
eine Versaifung verzichtet. Somit wurde aus der Literatur [Lin und Chen, 1995] lediglich die

Extraktiond 6sung tbernommen.
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100 ml Probe wurde zweimal mit je 100 ml Extraktionsmittel Hexan : Aceton : Ethanol abs. :
Toluol (10: 7. 6: 7) im Schitteltrichter extrahiert und zweimal mit je 100 ml Hexan
gewaschen. Die vereinigte Hexanphase wurde mit Natriumsulfat (wfr.) getrocknet und am
Rotationsverdampfer bei 40 °C eingeengt. Der Ruckstand wurde mit 2 bzw. 4 ml HPLC-
Elutionsmittel Methanol : THF (95:5) aufgenommen und analysiert.

» Coffein

Die Extraktion und Bestimmung von Coffein aus Kaffeepulver bzw. Kaffeebrihe erfolgte
nach der amtlichen Methode gemé&l3 835 LMBG L46.00-3 (1995). Es wurden jeweils direkt 10
ml Kaffeebriihe (Ausgangsprobe) und Rickstand aufgearbeitet. Die Spumeatprobe wurde
zunéchst mit Wasser verdiunnt (0,5 g Spumat auf 10 ml) und Coffein mittels HPLC/UV-
Analyse bestimmt.

* Aromastoffe

Extraktion der Aromastoffe aus Orangensaft fir die Gaschromatographie [Macarone et. d;
1998]:

Herstellung der externen Standardprobe:

0,05 g Hexansduremethylester auf 100 ml Pentan/Dichlormethan (2:1) als externer Standard.

Herstellung der Proben unter Zusatz von Hexansauremethylester als internem Standard:

a) 100 ml Orangensaft + 100 ml ges. NaCl-L6sung + 0,05 g Standard 6sung
b) 100 ml Ruckstand + 100 ml ges. NaCl-Losung + 0,05 g Standard 6sung
¢) 50 ml Spumat + 50 ml ges. NaCl-Ldsung + 0,05 g Standardl 6sung

Die Proben wurden jewells dreimal mit 90 ml, 60 ml und 50 ml Pentan / Dichlormethan (2:1)
ausgeschuttelt. Die erhaltenen organischen Extrakte der jeweiligen Proben wurden
zusammengemischt und Uber NaSO, (Wfr.) 15 min lang unter Rihren getrocknet, danach
Uber Faltenfilter abfiltriert und mit jeweils 30 ml Losungsmittel nachgesptilt. Die getrocknete
wasserfrele Phase wurde danach schonend bei 40 °C im Wasserbad mittels Vigreux-Kolonne

auf ca. 1 ml eingeengt.
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3.24 Analytik

3.24.1 HPLC-Bestimmungen

Saule: Kromasil 100 C18, 5 um; 250 x 4,6 mm, Firma Knauer
Saulentemperatur:  25°C
Probenschleife; 20 pl (fir Gingerole und Carotinoide zusétzlich 100 W)

3.24.1.1 Mit dem eektrochemischen Detektor (ELCD-HPLC)

Fur Carnosolsaure aus Rosmarin und Sesamol aus Sesam gelten folgende Einstd lungen:
Messpotential: +0,8V

Range: 50 nA
Arbeitselektrode: Glassy Carbon
Referenzelektrode: Ag/AQCI gefillt mit geséttigter LiCl-Lsg. in

MeOH / H,O = 50/ 50

» Carnosolsdure aus Rosmarin [Schwarz, 1992-1]

Arbeitsweise: Gradientenelution

Flussrate: 0,8 mi*min*

Elutionsmittel A: Methanol / Wasser / 2 Mol Citronensaure/ TEAH
=50/50/0,5/0,5

Elutionsmittel B: Methanol / 2 Mol Citronensaure/ TEAH =100/ 1,0/ 0,2

Gradient Zeit [min] Eluent A Eluent B
(modifiziert)

0 40 60

1-6 35 65

9 20 80

10 10 90

13 0 100

14 5 95

15 10 90

16-23 40 60
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Aufnahme von hydrodynamischen Voltagrammen von Carnosolsaure:

Die Aufnahme eines hydrodynamischen Voltagramms erfolgte durch wiederholte Messung
der gleichen Probe mit der gleichen Konzentration bel gleicher Empfindlichkeit (Range 50
na) und einer Anderung des Potentials der Arbeitselektrode, jeweils um 0,1 V absteigend. Die
ersten Messungen erfolgten bel 1V, die letzten bei 0,1V Arbeitspotential. Die gemessenen
Peakflachen nahmen mit Abnahme des Arbetspotentids ab. Bis zu 04 V konnte

Carnosolsaure gerade noch detektiert werden.

» Sesamol aus Sesam [interne Methode der Firma Raps)

Arbeitsweise: Gradientenelution

Flussrate: 1,2 mi*min™®

Elutionsmittel A: Methanol / Wasser / Natriumdihydrogenphosphat /
Phosphorsaure (85 %) =500 ml /500 ml /1 g/ 0,3ml

Elutionsmittel B: Methanol / Wasser / Phosphorsaure (85 %)

=900ml /100 ml /0,3 ml

Gradient Zeit [min] Eluent A Eluent B
0,0 100 0
10,0 100 0
11,0 10 90
16,0 10 90
17,0 100 0
22,0 100 0

3.24.1.2 Mit dem Diodenarray-Detektor (HPLC-DAD)

Flavokavine neben den Kavapyronen

Die HPLC-Methode zur Messung der Kavapyrone nach [Phenomenex Nutraceuticals| wurde
vom Adalbert-Raps-Zentrum so modifiziert, dass die Elution von Flavokavinen nach der
Elution der Kavapyrone erfolgt. So wurde mit 100 % Elutionsmittel B (Acetonitril :
Isopropanol : Essigsaure (16:19:65)) gearbeitet, bis die Kavapyrone eluiert wurden, und
anschlief3end wurden die Flavokavine mit 100 % Elutionsmittel A (Acetonitril) eluiert. Die
Quantifizierung der Kavapyrone erfolgte Uber Kavan unter Verwendung der
Korrekturfaktoren in Tab. 3-2.
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Tab. 3-2: Absorptionsmaxima der wichtigsten Kavapyrone und Flavokavine [He et. d; 1997
und Hansel et. al; 1967] und die Korrekturfaktoren der Kavapyrone gegen Kavan

[Nutraceutical]:
Verbindung K orrekturfaktor Abs. max [nm]
Methysticin 0,663 202, 226, 267, 305
Dihydromethysticin 1,65 234, 287
Kavain 1,00 202, 245
Dihydrokavain 1,70 235, 260
Desmethoxyyangonin 0,904 208, 230, 255, 344
Y angonin 0,878 217, 261, 361
Flavokavin A 362
Flavokavin B 350
Flavokavin C 375

* Chlorogensauren
Chlorogensauren wurden direkt aus der Kaffeebriihe nach der amtlichen Methode gemal? 835
LMBG L46.00-2 (Dez. 1992) mittels HPL C/UV -Analyse bestimmt.

* Naringin und Hesperidin

Naringin und Hesperidin wurden direkt in Orangen- und Grapefruitsaftproben nach der
amtlichen Methode gemda? 835 LMBG L31.00-19 (1997) durch HPLC/UV-Analyse

gemessen.

Tab. 3-3: HPLC/UV-Parameter und Elutionsmittel fur die untersuchten Substanzgruppen

Substanz- Detektion Flussrate Arbeits- Elutions- Elutions-
gruppe weise mittel A mittel B
Bitterstoffein 275 nm 1 mI*min_l Gradient MeOH :H,O: H3PO, MeOH
Bier 725ml:275ml: 179
[Donley, 1992]
Carnosolsiure K1: 230 nm, K2 1 mI*min_l Gradient ACN 10 mM
[Tenaeta.; 1997] | 280 n?:T91,C)3D: 210- Essigsdure
nm
Rosmarinsaure | K1: 230 nm, K2: 1 mI*min_l Gradient | ACN/ H,O/ Essigsaure 10 mM
[Cuvelier, 1996] | 280 nm, 3D:210- 15/84 /0,85 Essigsdure
390 nm
Gingerole K1: 230 nm, K2 1 mI*min_l Gradient | ACN/H,O/Essigsdaure | ACN/
[Vesper et d.; 282 nm, 3D:210- 50/50/1 MeOH /
1995 modif. nach 390 nm Essigsdure
Wechner, 1997] 80/19/1
Curcuminoide K1: 254 nm, 08 mI*min_l isokratisch |  ACN: Phosphatpuffer
[Smith et al.; 1984] 3K go ngogm, ' pH 4,4 (60 : 40)
D:200- nm
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Fortsetzung der Tab. 3-3
Glykoalkaloide K1: 202 nm, 1 mI*min_l isokratisch | 450g 20 mM NH4H,PO,
[Carman, 1986] 3D: 200-260 nm + 2359 (NH,),HPO, +
265g ACN
Kavapyrone und 245 nm (0-22 1 mi*min” Gradient ACN ACN:Iso-
Flavokavine min), 360 nm (22- propanol:
[Phenomenex N.; 40 min) Essigsr.
modifiz. nach (16:19:65)
Adal bert-Raps-
Institut]
Carotinoide K1:450 nm, 1 mI*min_l isokratisch MeOH : THF
[Craftetal.; 1992] | K2:230nm, 3D: (95 : 100)
210-390nm
Polyphenadlein 280 nm +: -1 | Gradient Essigsdure 2 % ACN
f 1 ml*min
grunem Tee
[interne Methode
der Firma Raps]

Tab. 3-4: Gradienten-Programme der eingesetzten HPLC/UV-Methoden in Tab. 3-3

Substanzgr uppe Zeit Elutionsmittel A Elutionsmittel B
[min] [%] [%]
Bitter stoffein Bier 0 90 10
3-10 50 50
16 0,1 99,9
26-30 90 10
Carnosolsdure 0-8 70 100
13 100 0
Rosmarinsdure 0 100 0
90 0 100
Gingerole 0 100 0
30 0 100
Kavapyrone und 0-22 0 100
Flavokavine
32 100 0
35 100 0
37 0 100
42 0 100
Polyphenadle 0 92 8
in Grinem Tee
20 77 23
25 60 40
30 50 50
40 92 8
45 92 8
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3.24.1.3 Mit LC-MSM S-Kopplung

» HPLC-Parameter fur die Antioxidantien in Rosmarin und die Gingerolein Ingwer:

Eluent A: Wasser (+ 1ml HCOOH | %)
Eluent B: Acetonitril

Flow: 0,25 mi*min™

I njektion: Gina50, 5 pl

Vorsaule: MN C18 Nucleosl|

Saule: MN C18 Nucleosil 125 x 2 mm
Temperatur: 30°C

Detektion: 282 nm/ 210 nm

Gradientenprogramm: Linear, B von 10 % auf 90 % innerhalb von 30 min

* MS/MS-Parameter:
Messmethode: neg. lonisation fur die Antioxidantien

pos. lonisation fUr die Gingerole

Sheath Gas: N2, 60 ps
Hilfsgas: N2, 5ps
Massenbereich: 150 - 500
Scan Time: 0,5
Stromy/Spannung: 5 pA
Vaporizer: 400 °C
Transferline: 200 °C

3.2.4.2 Spektralphotometrische Analysen (UV-VIS)

» Photometrische M essung der Gesamtcar otinoide [Walbrauch, 1984]

Die Proben wurden gegebenenfalls verdinnt und in 1 cm Quarzkivetten bei 450 nm gegen
Petrolether gemessen. Aus den Extinktionen der Proben konnte man die Gesamtcarotinoide
als 3-Carotin folgendermal3en berechnen:

Mg*I™ B-Carotin = 400 * Essonm Unter Beriicksichtigung des Verdiinnungsfaktors.

Ess0nm: gemessene Extinktion bei 450 nm.
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» Photometrische M essung der K affeefarbe
Die Proben wurden gegebenenfalls verdinnt und in 1 cm Quarzkivetten bei 405 nm gegen

Wassar gemessen.

3.24.3 HRGC-Bestimmungen

* Fir Aromastoffein Orangensaft und Turmeronein Kurkuma

3.24.3.1 GC-FID-Parameter

Trennsdule: J&W Scientific No. 122. 5032
DB5ms, 30 mx 0,25 mmi.D. x 0,25 pm
Trégergas. Helium 5.0
Flussrate: 1,15 mi* min™
Split: 1:10
| njektortemperatur: 230 °C
Detektortemperatur: 250 °C
Temperaturprogramm: Aromastoffe in Orangensaft: 55°C/5min, 3°C*min™ bis 220 °C

Turmerone in Kurkuma: 60 °C /5 min, 2 °C* min? bis 250 °C

3.24.3.2 HRGC-M S-Parameter

MS: El-Modus

Transferline: 230°C

Trennsaule: Fused Silica, quervernetzt SE 54; 30 m [10,25mm i.D.,
Filmdicke 0,25 pm

| njektortemperatur: 260 °C

lonenquelle: 250 °C

Trégergas: Helium, 1,5 mi*min™ (bei 60 °C)

Splitverhdltnis: 1:10

| onenquellentemperatur: 240 °C

lonisierungsenergie: 70eV, 1 mA

Beschleunigungsspannung: 3 KV
Multiplayerspannung: 1,8 KV

Kalibrierung: PFK (Perfluorkerosin)
Auflésung: 1000

Scan: 33-400 1,2 sec/ dec
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3.25 Quantitative Auswertung
Bel quantitativen Angaben von Inhaltsstoffen handelt es sich wegen der zahlreichen und
zeitaufwendigen Experimente stets um den Mittelwert aus zwei Versuchen unter identischen

experimentellen Bedingungen.
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4 Ergebnisse

4.1 EinfUhrung

Im Rahmen eines Screenings wurde Uberpruft, bei welchen Pflanzen die wéssrigen Extrakte
bzw. Séfte bei der Zerschdumung einen stabilen Schaum ohne Zusatz von Schaumbildnern
bilden konnen (s. Tab. 4-1 und Tab. 4-2). Fur diese Arbeit wurden gut schdumende
Ausgangsmaterialien ausgesucht, die Wirkstoffe mit unterschiedlich chemischen
Eigenschaften enthalten. Ausgangsmaterialien, die nicht gut schdumend sind, aber fUr diese
Arbeit interessante Inhaltsstoffe enthielten, z.B. Safran und Rotwein, stark verdinnte Proben
sowie Standardlosungen der untersuchten Substanzgruppen, wurden unter Zusatz des

Schaumbildners Saponin zerschaumt.

Tab. 4-1: Zerschaumbarkeit von wéassrigen Extrakten einiger Gewirze und
Genussmittel (getrocknet)

gut magig schlecht
Birkenbl&tter Basilikum Anis
Dill Bohnenkraut Beiful?
Ingwer Johanniskraut Chili
Kaffeer Kurkuma Enzianwurzel
Kava-Kava Lavendel Estragon
Kreuzkimmel L dwenzahnbl &tter Kakao
Kimmel Majoran Kardamon
Rosmarin* Nelken Koriander
Salbei Oregano Lindenbl&tter
Sesam* (stark gertstet) Pfefferminz Lorbeerbl&tter
Tee (grin) Safran Macis
Zimt* Schwarzkimmel Muskatnuss
Thymian Paprikapul ver
Wacholderbeeren Pestwurz
Weilidornbl titen Piment
Wermut Rotbuschtee
Schafgarbe
Schwarzer Pfeffer
Tabak
Vanille-Schoten

* sehr gut zerschaumbar
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Tab. 4-2: Zerschaumbarkeit von frischer Obst- und Gemiiseséfte

gut magig schlecht
Ananassaft Apfelsaft Aprikosen
Aubergine ohne Schale Birnensaft Banane
Auberginen-Schale* Chicorée Datteln
Blaukraut* Fenchelfrucht Erdbeeren
Blaubeeren* Krbis Feldsalat
Bohnen (grin) Orangen-Schale Grapefruit-Schale
Brokkoli* Paprika (gelb und rot) Granatapfel
Grapefruitsaft Radieschen ohne Schale Kaki
Gurken* Sojasprossen Kirschen
Hagebuttentee Kiwi
Honigmel one* Knoblauch
Karottensaft Kresse
Kartoffel saft* Litschi
Kohlrabi Mango
Lauch* Wassermelone
Leinsamen Okraschote
Mangold Radicchio
Meerrettich Weintrauben (rot und weil3)
Orangensaft Zwiebel
Paprika grin

Petersilie*

Pfirsich

Quitten

Radieschen-Schale

Ricola

Rosenkohl

Rote Beete*

Sdlerier

Spargel*

Spinat*

Tomatensaft

Wirsing*

Zucchini*

* sehr gut zerschaumbar
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Zusitzlich zur Uberprifung der Anreicherung von Substanzgruppen wurden an ausgesuchten
Verbindungen Zerschdumungsversuche unter variablen Parametern durchgefihrt, um deren
Einfluss auf die Anreicherung zu Uberprifen. Unten sind diese Parameter und die dafir
verwendeten Untersuchungsmaterialien aufgelistet. Die Ergebnisse sind dem jewelligen

Abschnitt zu entnehmen.

Parameter Untersuchungsmaterial
Séaulendimensionierung und Probenvolumen: Ingwer, Bier

Gasflussrate: Rosmarin, Gingerol-Standardldsung
Gasart: Bier

Konzentration der schaumaktiven I nhaltsstoffe: Ingwer, Standardldsungen von

Gingerolen, Carnosolsaure,
Curcuminoiden, Flavokavinen und
Kavapyronen

Konzentration des Schaumbildners Saponin: StandardlGsungen von
Gingerolen, Flavokavinen und

Kavapyronen

4.2 Substanzgruppen

4.2.1 Gingeroleaus|ngwer
Einfihrung

Ingwer wurde als Ausgangsmaterial fir die Zerschdumung ausgesucht, da ein wéssriger
Extrakt des Ingwerpulvers gut zerschaumbar ist und Ingwer die Scharfstoffe (Gingerole bzw.
Shogaole) enthdlt, die nicht nur wegen ihrer physiologischen Eigenschaften von Bedeutung
sind, sondern auch weil se chemisch eine Substanzgruppe mit unterschiedlichen polaren
Eigenschaften darstellen und sich zur Uberprifung der Selektivitét der Zerschaumungsanalyse
eignen.

Nach Charakteriserung der im Schaum angereicherten Scharfstoffe (Gingerole/Shogaole)
wurde die optimae Ausgangskonzentration (Einwaage) festgelegt und die
Extraktionsbedingungen variiert, um die Ausbeute an Scharfstoffen bei einer wassrigen

Extraktion des Ingwerpulvers zu erhdhen.
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Nachdem eine Anreicherung der Scharfstoffe aus dem wassrigen Extrakt des Ingwerpulvers
im Schaum mittels der einfachen Zersch&umung festgestellt war, wurde mittels der
fraktionierten Zerschdumung festgestellt, dass sich [6]-Gingerol nur langsam und relativ spét
gegenuber [8]-Gingerol, [10]-Gingerol und [6]-Shogaol im Schaum anreicherte.

Da Ingwer [6]-Gingerol als Hauptkomponente enthélt, wurden zusétzlich Versuche mit
Gingerol-Standardidsungen durchgeftihrt, in denen ale Gingerole in gleicher Konzentration
enthalten waren, um zu Uberprifen, ob das unterschiedliche Verhaten von [6]-Gingerol auf
die hhere Konzentration und / oder auch auf andere Faktoren zurtickzufihren ist.

Um festzustellen, ob die Gingerole sich gegenseitig wéahrend einer Zerschdumung
beeinflussen, wurde eine Versuchsreihe unter identischen Bedingungen durchgefiihrt, in der
die zu zerschaumende Probe alle Gingerole gemeinsam oder jeweils nur ein Gingerol in
gleicher Konzentration enthielt. Schlief3lich wurde der Einfluss der Ausgangskonzentration
der schaumaktiven Gingerole und des Schaumbildners Saponin, der Gasflussrate und des pH-

Werts auf die Anreicherung der Gingerole untersucht.

Die Analyse der Gingerole erfolgte mittels HPLC/UV. Die Quantifizierung der Scharfstoffe
erfolgte mit Ethylvanillin als externem Standard. Es gelten folgende Korrekturfaktoren der
Scharfstoffe von Ingwer gegentiber Ethylvanillin (282nm): [6]-Gingerol: 6,55; [8]-Gingerol:
7,48; [6]-Shogaol: 7,83; [10]-Gingerol: 8,92.

4.2.1.1 Charakteriserung der Gingerole

* Mit Hilfeder HPLC/UV-Spektren

Mit Hilfe der HPLC/DAD-Anayse und der UV-Spektralphotometrie konnten alle drei
Gingerole sowie [6]-Shogaol eindeutig anhand der Retentionszeiten und unter Vergleich mit
Literaturangaben [Vesper et a., 1995] identifiziert werden. Die Scharfstoffe haben en
charakteristisches Absorptionsmaximum bei 282 nm, verursacht durch die 4-Hydroxy-3-
methoxyphenyl-Gruppe. Das UV-Spektrum von [6]-Shogaol unterscheidet sich vom
Spektrum des [6]-Gingerols durch eine vorhandene a-, [-ungeséttigte Keto-Gruppe als
zusatzliches Chromophor. Methanolische und wassrige Extrakte von Ingwerpulver sowie von
Gingerol-Standards zeigten identische Retentionszeiten und Spektren. In Abb. 4-1 wird die
Scharfstoffanalyse im wassrigen Ingwerextrakt gezeigt.
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Abb. 4-1: HPLC-Chromatogramme und UV -Spektren der Gingerole
aus wassrigem Extrakt von Ingwerpulver.
1. [6]-Gingerol, 2. [8]-Gingeral, 3. [6]-Shogaol, 4. [10]-Gingerol

* Mit Hilfeder HPLC-M S/M S-Spektren

Zur ldentifizierung der Gingerole wurden Spumat und ein methanolischer Extrakt von
Ingwerpulver mit Hilfe der HPLC-MS/MS-Kopplung analysiert. Die Trennung der Gingerole
erfolgte an einer RP-18-Saule. Die Detektion erfolgte mit einem Triple-Quadrupole-
Massenspektrometer. Bei dieser sanften lonisierungsmethode erhdlt man im ersten MS (MS1)
Informationen Uber die Molekilmasse (pos. lonisation unter Abspatung des
Wassermolekils). Fir Informationen Uber strukturspezifische Fragmente wird im zweiten MS
(MS2) das ausgesuchte Hauptmolekil [M+H-H,O]" durch Anlegen eines bestimmten
Potentials (hier 15 €V) fragmentiert. Anhand der MS- und MS/MS-Spektren konnten die
Gingerole identifiziert werden. Es handelte sich bei den Hauptverbindungen in Spumatprobe
und Methanolextrakt um [6]-Gingerol, [8]-Gingerol und [10]-Gingerol. Die MS- und MSMS-
Spektren der drei Gingerole sind in den Abb. 4-2 bis Abb. 4-4 dargestdt.
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Durch die positive chemische lonisation (APCI-Modus) wurden folgende M S-Werte erha ten:

[6]-Gingerol [MG 294]. [M+H-H,O]" 277, weitere Fragmentierung bei 15 eV:
177 durch a-Spaltung in Nachbarschaft zur Ketobindung,
137 durch Abspdtung von Tropylium-lon.

[8]-Gingerol [MG 322]. [M+H-H,O]" 305, weitere Fragmentierung bei 15 eV:
177 und 137 analog [6] -Gingerol

[10]-Gingerol [MG 350]: [M+H-H,O]" 333, weitere Fragmentierung bei 15 eV:
177 und 137 analog [6] -Gingerol
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Abb. 4-2: Massenspektren von [6]-Gingerol aus dem Spumat des wassrigen I ngwerextraktes,
gemessen mittels HPLC-MS/MS - APCI -positiv

a. MS-Spektrum; Basis-Peak [M+H-H,0]" 277
b. MS/MS-Spektrum; Fragmentierung (277) bel 15 eV
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Abb. 4-3: Massenspektren von [8]-Gingerol aus dem Spumat des wéssrigen
Ingwerextraktes, gemessen mittels HPLC-MS/M S -APCI -positiv

a. MS-Spektrum; Basis-Peak [M+H-H,0] " 305
b. MS/MS-Spektrum; Fragmentierung (305) bel 15 eV
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Abb. 4-4: Massenspektren von [10]-Gingerol aus dem Spumat des wassrigen
Ingwerextraktes, gemessen mittels HPLC-MS/MS -APCI -positiv

a. MS -Spektrum; Basis-Peak [M+H-H,O]" 333
b. MS/MS-Spektrum; Fragmentierung (333) bel 15 eV
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4.2.1.2 Optimierung der wassrigen Extraktionsausbeute von Gingerolen aus

Ingwerpulver durch alkalische Extraktion

1-3 g Ingwerpulver pro 100 ml Wasser wurden fir die Extraktionsausbeute als optimaler
Ausgangskonzentrationsbereich festgestellt.

Da eine Zerschdumung im wassrigen Medium optimal verlauft, sollten die Scharfstoffe auch
mittels einer wassrigen Extraktion gewonnen werden. Wahrend [6]-Gingerol zum grof3ten
Tell mit Wasser extrahierbar war, wurden die anderen Scharfstoffe aber nur zum Teil
extrahiert. lhre Ausbeute konnte jedoch durch Extraktion im akalischen Milieu erhdht
werden. Die hochste Ausbeute konnte bel pH-Wert 11 erreicht werden und somit die
Ausbeute fur [6]-Gingerol auf das 1,1-, fur [8]-Gingerol auf das 2,3-, fUr [6]-Shogaol auf das
4- und fur [10]-Gingerol auf das 11-Fache erhoht werden im Vergleich zur Extraktion bei pH
6 (keine Anderung des pH-Wertes im Extraktionswasser). Die berechneten Konzentrationen
sind in Tab. 4-3 aufgelistet. Bezogen auf die methanolische Extraktionsausbeute (100 %) sind
die Extraktionsausbeuten bzw. Wiederfindungsraten (Wfr.) der Verbindungen in Abb. 4-5
dargestellt.

Tab. 4-3: pH-Abhangigkeit der wassrigen Extraktionsausbeute von Gingerolen aus

Ingwerpulver.
pH des pH-Wert des | [6]-Gingerol | [8]-Gingeral | [6]-Shogaol | [10]-Gingerol | = Gingerole
Extraktions-| Mediums nach [g*kg!] [g*kg!] [g*kg!] [g*kg!] [g*kg
wassers der Extraktion
6 57 6,85 0,39 0,.36 0,09 17,7
9 58 7,16 0,44 0,40 0,09 8,09
10 7,25 0,55 0,57 0,21 8,58
11 8 1,47 0,9 1,46 0,93 10,75
Methanol - 7,57 1,56 1,63 2,46 13,31
Extrakt
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Ausbeute [%]

pH 6 pH9 pH 10 pH 11

m [6]-Gingerol | [8]-Gingerol [6]-Shogaol [10]-Gingerol

Abb. 4-5: pH-Abhangigkeit der wassrigen Extraktionsausbeute an Scharfstoffen aus
Ingwerpulver bezogen auf die methanolische Ausbeute.

Mit einer methanolischen Extraktion von Ingwerpulver wurden 13,3 g*kg™
Gingerole/Shogaole erhalten. Die Ausbeute der Gingerole bel pH 6 des Extraktionswassers
betrug dagegen nur 7,7 g*kg’ bzw. 57 % der methanolischen Extraktionsausbeute. Die
alkalische Extraktion bei pH 11 hat die Extraktionsausbeute, vor alem von [10]-Gingerol,
aber auch von [6]-Shogaol und [8]-Gingerol, um ein Vielfaches erhoht. Die Gesamtausbeute
der Scharfstoffe konnte auf 81 % gesteigert werden.

Die Scharfstoffe bleiben bei der wassrigen Extraktion stabil. Dies wurde Uberprft, indem die
Filtrationsrickstande der neutralen wassrigen Extrakte einer methanolischen Nachextraktion
unterzogen und auf ihren Gehalt an Gingerolen/Shogaolen untersucht wurden. Die Ergebnisse
haben gezeigt, dass die Gingerole, die im wassrigen Milieu nicht vollstandig extrahiert

wurden, in den jewelligen Rickstanden unverandert nachweisbar waren.

4.2.1.3 Einflussvon Gasflussrate, Probenvolumen und Sdulendimensionierung auf die

Zerschdumung

50 bzw. 200 ml Probe eines wassrigen Ingwerextraktes (1 g* (100 ml)™) wurden in der kleinen
bzw. grofRen Saule dreimal, jeweils unter identischen Bedingungen, jedoch bei verschiedenen
Hussraten, zerschaumt. Tab. 4-4 zeigt den Zusammenhang zwischen Flussrate und der Zeit

des Schaumaustritts sowie die erzielte Spoumatmenge in % des Ausgangsvolumens.
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Tab. 4-4. Abhangigkeit des Schaumaustritts und der Spumatmenge von der Gasflussrate, vom
Probenvolumen und von der Saulendimensionierung

Probe | Probenvolumen | Saule Flussrate Schaumaustritt | Spumat-/Pr obenvolumen
[ml] [mI*min] [min] [%]
1 50 klen | 15---->0-50 min 16-50 19
2 50 klein | 15---->0-16 min 16-33 33
30---->16-33 min
3 50 klein | 30---->0-13min 13-45 17

20----> 13-45 min

4 200 grol3 | 15---->0-148 min 45 - 148 20
5 200 grol3 | 30---->0-25min 25-50 30
80----> 25-50 min
6 200 grol3 | 70---->0-12min 12-70 21

30----> 12-70 min

Den jewelligen Probenvolumen wurde die passende Saule verwendet, so dass der Abstand
zwischen Probenoberflache und Sdulenende optimal blieb. Diese Wegstrecke ist fur die
Zerschdumung wichtig. Je langer sie ist, desto trockener wird der Schaum, beeinflusst durch
den Drainage-Effekt. Allerdings soll er auch nicht Ubermal3ig lang sein, weil dann die
Koaeszenz der Gasblasen geférdert und der Austritt des Schaumes erschwert wird. Proben 1
und 4 zeigen, dass in beiden Félen etwa die gleiche Spumatmenge entstanden ist. Die
Zerschdumung von Probe 4 dauerte langer, da das Probenvolumen grofRRer ist und
entsprechend mehr Schaum entsteht.

Die Fussrate beeinflusst offensichtlich sowohl die Zerschdumungsdauer as auch die
Spumatmenge. Beginnt man mit einer niedrigeren FHussrate, so erreicht der Schaum den
Saulenausgang langsamer. Erhoht man aber die Flussrate, so verlauft die Zerschdumung
schneller und wird friiher beendet. Die entstandene Spumatmenge ist jedoch héher (Vergleich
von Probe 2 mit 3 bzw. 5 mit 6). Beginnt man mit einer hdheren Flussrate, die dann erniedrigt
wird, so tritt der Schaum schneller aus, die Zerschdumung insgesamt aber verlauft schonender
und langsamer und das Spumat ist entsprechend trockener und somit weniger volumings.
Proben, die zu Beginn keinen stabilen Schaum ergaben, wurden zunéchst bel hodheren
Fussraten kurz zerschdumt und dann bel niedriger Flussrate weiter geschaumt, um einen

stabilen Schaum zu erzielen.
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4.2.1.4 Anreicherungder Gingerole aus|ngwerextrakt

In der Regel waren die wéssrigen Ingwerextrakte (2-3 g*(100 ml)™) ohne Zusatz von
Schaumbildnern (Saponin) gut zerschaumbar. Lediglich wéssrige Ingwerextrakte mit 1
g* (100 ml)™ wurden zur Unterstiitzung ihrer Schaumbildung mit Saponin versetzt. In Tab.
4-5 sind die durchgeflhrten Zerschdumungsversuche mit den wassrigen Extrakten des

Ingwerpulvers aufgelistet.

Tab. 4-5: Die durchgefiihrten Zerschdumungsversuche mit wassrigen I ngwerpulverextrakten

Praobe Saponin | Volumen Saule Schaumaustritt Gasflussrate
[a] [ml] [min] [ml*min™
Versuch A
Wassriger Extrakt von 0,05 200 groid 25-40 70-100
Ingwerpulver 1 g*(100 ml)™*
Versuch B
Wassriger Extrakt von 0 200 groid 20-50 50-90
Ingwerpulver 2 g* (100 ml)™*
Versuch C
50 ml Rickstand von 0,05 200 groid 30-70 20- 40

Versuch A + 150 ml Wasser

A. Einfache Zerschdumung

Die Ergebnisse der Zerschaumung von wassrigen Ingwerpulverextrakten haben gezeigt, dass
ale Gingerole und [6]-Schogaol im Schaum angereichert werden. Beziglich ihrer zeitlichen
Anreicherung im Schaum gab es zwischen [6]-Gingerol und den restlichen Scharfstoffen
Unterschiede. Abb. 4-6 (Versuch A) zeigt die Anreicherung aller Verbindungen im Schaum.
Im Rickstand verblieb jedoch noch ein Teil von [6]-Gingerol as einzige Verbindung. Mittels
einer Mehrfach-Zerschaumung (Zusatz vom Saponin zum RUckstand und erneute

Zerschdumung) konnte auch [6]-Gingerol quantitativ angereichert werden.



Ergebnisse 92

1025

mAU

800 -

600 -

400 -

200 -

1 1

0 -

mln

_100 T T T T T
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0

Abb. 4-6: Anreicherung von Gingerolen aus wassrigem Ingwerpulver-
Extrakt mittels Zerschaumung.

1. Ruckstand, 2. Ausgangsprobe, 3. Spumat (jeweils 100 pl)
a. [6]-Gingeral, b. [8]-Gingerol, c. [6]-Shogaol, d. [10]-Gingerol

B. Fraktionierte Zerschdumung

Um festzustellen, wie unterschiedlich schnell die einzelnen Gingerole im Schaum
angereichert werden, wurde enefraktionierte Zerschdumung durchgeftihrt.

Durch Koadeszenz der Schaumblasen wahrend der Zerschdumung stellt sich en
Gleichgewicht entlang der Schaumsdule ein. Dies und der Drainage-Effekt, der von der
eingestellten Flussrate abhangig ist, beeinflussen die Konzentration der Gingerole im Spumat.
Daher wird mittels Kontrolle der Rickstandsproben in konstanten Zeitabstanden der Einfluss
dieser Faktoren ausgeschlossen. Die Kontrolle der Schaumfraktionen ergibt eine Aussage
Uber die Anreicherung der Verbindungen im Zusammenhang mit dem Schaumverlauf bzw.

der Konzentrierungsart.
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* Vergleich der zeitlichen Anreicherung der untersuchten Gingerole

Bel Zerschaumungsversuch zeigten die nach 20, 40 und 50 min erhaltenen Schaum - und
Rickstandsfraktionen folgende Ergebnisse:

Wie Abb. 4-7 zeigt, wiesen die Rickstandsproben im Verlauf der Zerschaumung nahezu
identische Konzentrationen an [6]-Gingerol auf. Der Schaum wies wahrend der ersten 40 min
Zerschaumung mit einem Anreicherungsfaktor von ca. 2 ebenfalls eine gleichbleibende
Konzentration an [6]-Gingerol auf. Erst gegen Ende der Zerschaumung (Spumat 3, nach 50
min) nahm die Konzentration an [6]-Gingerol im Schaum um 10 % ab (Spumat 3). Im
Gegensatz zum [6]-Gingerol lief3en sich [8]-, [10]-Gingerol und [6]-Shogaol rasch quantitativ
anreichern. Schon der erste Rickstand (20 min) enthielt keines dieser drei Gingerole. Die
erste Schaumfraktion (20 min) war am hochsten konzentriert (Anreicherungsfaktor ca. 12 fir
[8]-Gingerol und [6]-Shogaol). Diese Konzentration nahm dann im Verlauf der
Zerschaumung ab (s. Abb. 4-8). Erst durch weitere Zerschdumung unter Saponinzusatz

erfolgte die quantitative Anreicherung von [6] -Gingerol.

20+

[Peakflache]

@ [6]-Gingerol

Ausgang Spl Sp2 Sp3 R1 R2 R3
[20min]  [40min]  [50min]  [20min]  [40min]  [50min]

Abb. 4-7: Die zdtliche Anreicherung vom [6]-Gingerol aus dem wassrigen
Extrakt von Ingwerpulver (Sp = Spumat, R = Riickstand).



Ergebnisse 94

O [8]-Gingerol
M [6]-Shogaol
[ [10]-Gingerol

[Peakflache]

Ausgang Spl [20min] Sp2 [40min] Sp3 [50min] R1  [20min]

Abb. 4-8: Die zeitliche Anreicherung vom [8]-Gingerol, [6]-Shogaol und [10]-Gingerol
aus dem wassrigen Extrakt von Ingwerpulver. Sp: Spumat, R: Rickstand

¢ Anreicherung von [6]-Gingerol auseiner verdinnter Probe:

Die Probe in Versuch C ist der Rickstand eines wassrigen Extraktes von Ingwerpulver, der
als Scharfstoff nach der Zerschdumung nur noch [6]-Gingerol enthielt. Um in verdinnter
Probe die Zerschaumung durchfihren zu kdnnen, wurde dieser Riickstand 4-fach mit Wasser
verdinnt und anschlielend unter Saponinzusatz zerschdumt. Wéhrend bel den bisher
durchgefihrten Versuchen die Spumatproben im Verlaufe der Zerschdumung etwa gleich
konzentriert waren und ebenso der Rickstand (s. Abb. 4-7), erfolgte in der verdiinnten Probe
die Anreicherung vor adlem zu Beginn der Zersch&umung, um dann kontinuierlich
abzunehmen.

Bei der Zerschdumung einer sehr verdinnten Probe misste die Konzentration der Scharfstoffe
im Spumat 1 > Spumat 2 sein, wenn der Konzentrierungseffekt aufgrund der Kollabat-
Bildung im Gegenstromprinzip unberticksichtigt bleibt. Bel der Zerschdumung von
konzentrierten Proben dagegen sollte Spumat 1 = Spumat 2 sein. Ergebnisse dieses Versuchs
aber ist, dass die Konzentration Sp 4 > Sp 3> Sp 2 > Sp 1 ist. Das Spumatvolumen (Sp 1:
3619, Sp2 253¢g; Sp3:1,68gund Sp 4: 1,62 g) nahm bel unverénderter Gasflussrate im
Verlauf der Zerschdumung ab, da der Schaumzerfall immer stérker wurde und die
Schaumsaule immer langsamer stieg. Der Drainageeffekt wurde hier begiingtigt, der Schaum
wurde immer trockener und somit auch angereicherter, was eine Erhthung der Konzentration
an Scharfstoffen im Spumat zur Folge hatte.
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4.2.1.5 Anreicherung der Gingeroleausder Standardldsung

Die Zerschaumungsversuche mit den wassrigen Extrakten von Ingwerpulver zeigten, dass [6]-
, [8]- und [10]-Gingerol sowie [6]-Shogaol schaumaktive Verbindungen sind und sich im
Schaum anreichern lassen. Bemerkenswert war jedoch das unterschiedliche Verhalten von
[6]-Gingerol gegeniiber den anderen Scharfstoffen. Im Ingwerextrakt war [6]-Gingerol um ein
Vielfaches hoher konzentriert als die anderen Scharfstoffe, was einen Einfluss auf sein
Anreicherungsverhalten austibte, wie unter 4.2.1.4 gezeigt wurde. Dass aber dieses Verhalten
nicht alleine auf die hohere Konzentration zurtickzuftihren ist, konnte erst durch Versuche mit
Standardl6sungen festgestellt werden, bei denen alle Gingerole in gleicher Konzentration in
der Probe vorlagen und unter den gleichen Bedingungen zerschaumt wurden.

Zusétzlich wurde der Einfluss der Konzentration des zugesetzten Schaumhilfsmittels Saponin
ndher untersucht. In Tab. 4-6 sind die Gehalte der Gingerole in den Ruckstandsproben der
Versuche A bis J prozentual, bezogen auf den jewelligen Gehat der Ausgangsprobe,
angegeben.

Auch der Einfluss der Gasflussrate und des pH-Wertes auf die Zerschdumung und die
Anreicherung der Scharfstoffe wurde untersucht. Die Versuche mit den Ergebnissen sind in
den jeweiligen Abschnitten beschrieben.

Zerschaumungsbedingungen der Versuche A bisJ(s. Tab. 4-6):

Saule: mittel
Probenvolumen: 100 ml
Gasflussrate: 20 mi*min™, am Ende der Zerschaumung: 100 mi* min™

Proben, die alle drei Gingerole enthalten, werden mit ,Mix* bezeichnet. Ihre Gingerole sind
in den Abbildungen mit ,, G-mix* bezeichnet, z.B. 6G-mix, 8G-mix oder 10G-mix.

Die erhaltenen Schaumfraktionen aus Versuch D, bel dem ale drei Gingerole in gleicher
Konzentration in der Ausgangsprobe enthaten waren, zeigten unterschiedliche Gehalte an
einzelnen Gingerolen (s. Abb. 4-9). So reicherte sich [10]-Gingerol schon in der ersten
Schaumfraktion quantitativ an, erhalten in den ersten 5 min nach dem Schaumaustritt aus der
Séaule. [8]-Gingerol reicherte sich dagegen kontinuierlich im Schaum an. Erst in den letzten
Schaumfraktionen erfolgte die Anreicherung von [6]-Gingerol. Besonders die letzte
Schaumfraktion war stark angereichert mit [6]-Gingerol und enthielt keines der bereits
angereicherten, anderen Gingerole mehr. Diese starke Anreicherung von [6]-Gingerol in der
letzten Fraktion ist damit zu begrinden, dass sich [6]-Gingerol relativ spdt im Schaum
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anreichern

Konzentrierung erfuhr.

la&sst und dass die Schaumfraktion wegen des Drainage-Effekts eine

Tab. 4-6: Die Gehalte der Gingerole in den Ruckstandsfraktionen der zerschaumten
Standardldsungen (Versuche A bis J) in [%] bezogen auf die Ausgangsprobe.

A

B

C

D E
Lenzeln“ | ,einzeln“ | ,einzeln” L Mix“ »Mix“
[6]-G [8]-G [10]-G [6+8+10]-G [6+8+10]-G
15mg*I™ | 15 mg*I™* | 15 mg*I™ jeweils 15 mg*1™* jeweils 12 mg*1 ™
0,1 g Saponinzusatz 0,1 g Saponinzusatz 0,04 g Saponinzusatz
[min] [6]-G [8]-G [10]-G [6]-G | [8]-G [[10]-G | | [6]-G | [8]-G |[10]-G
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
20 81 53 47 100 91 61 96 84 49
40 61 20 14 92 70 30 94 64 14
60 41 6 0 87 41 7 83 43 5
80 21 0 84 17 0 78 4
100 14 0 71 0 75 0
F G H
»Mix“ [6+8+10]-G »Mix“ [6+8+10]-G »Mix“ [6+8+10]-G
jeweils4 mg*I™ jeweils 10 mg*|™ jeweils4 mg*I™
0,04 g Saponinzusatz 0,1 g Saponinzusatz 0,1 g Saponinzusatz
[min] [6]-G [8]-G [10]-G [6]-G | [8]-G [[10]-G | | [6]-G | [8]-G |[10]-G
0 100 100 100 100 100 100 100 100 100
20 94 57 24 94 80 43 90 33 0
40 73 1 0 92 61 15 65 5 0
60 51 0 0 84 35 0 30 0 0
80 26 0 0 68 0 0 22 0 0
100 58 0 0 0 0 0
I J
[6+8]-G [8+10]-G
jeweils 15 mg*1™ jeweils 15 mg*1™
0,1 g Saponinzusatz 0,1g Saponinzusatz
[min] [6]-G [8]-G - - | [8]-G | [10]-G
0 100 100 100 100
20 91 52 99,5 77
40 82 12 86 36
60 60 3 65 24
80 17 0 46,4 0
100 39 0
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Abb. 4-9: Zeitlicher Verlauf der Anreicherung der Gingerole im Schaum aus der
Gingerol-Standardldsung mittels Zerschaumung

a. [6]-Gingerol, b. [8]-Gingeral, c. [10]-Gingerol

1. Ausgangsprobe, 2. Sp 1 (17-20 min), 3. Sp 3 (50-68 min),
4. Sp 6 (105-115 min) 5. Sp 7 (115-125 min). Sp = Spumatfraktion

Vergleich der Anreicherung von [6]-Gingerol und [6]-Shogaol

Eine wassrige Probe mit ca. 10 mg*I™ [6]-Gingerol und [6]-Shogaol wurde unter Zusatz von

Saponin zerschdumt. In Abb. 4-10 wird der zeitliche Verlauf der Anreicherung von [6]-

Gingerol und [6]-Shogaol anhand der Ruckstandsfraktionen verglichen. [6]-Shogaol nimmt

im Gegensatz zu [6]-Gingerol im Ruckstand rasch innerhalb der ersten 20 min ab. Auch die

Spumatproben zeigten eine hdhere Anreicherung von [ 6] -Shogaol gegeniiber [6]-Gingerol.

Im Rahmen eines weiteren Versuches, bei dem [6]-Shogaol in gleicher Konzentration wie

[10]-Gingerol in der Probe enthalten war, reicherte sich [10]-Gingerol schneller als [6]-

Shogaol an. Das Verhaten von [6]-Shogaol war bel den durchgefiihrten Versuchen mit

Ingwerpulver und Standardproben dhnlich wie das von [8]-Gingerol. Aus Mangel an [6]-

Shogaol as Referenzsubstanz konnten keine weiteren Versuche damit durchgefiihrt werden.
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E[6]-Gingerol
M [6]-Shogaol

[mg*I™]
Srmesaoyeo

Ausgang R1[20min] R2[25min] R3 [30min] R4 [55min]

Abb. 4-10: Anreicherung von [6]-Shogaol gegentber [6]-Gingerol aus der
Standardl6sung mit gleicher Ausgangskonzentration. (R = Rickstand)

4.2.1.6 Einflussder Gingerole aufeinander beztiglich ihrer Anreicherung im Schaum

bei der Zerschaumung

Anhand der Versuche A, B, C, D, | und J wurde Uberprtft, ob die Gingerole sich bei der
Zerschdumung gegenseitig beeinflussen. Die drel Gingerole wurden jeweils einzeln
(Versuche A, B und C), gemeinsam (Versuch D) bzw. paarweise (Versuche | und J) in der
Probe vorliegend, zerschaumt (s. Tab. 4-6 und Abb. 4-11 bis Abb. 4-14).

Wie unterschiedlich die drei Gingerole sich im Schaum bel der Zerschdumung anreichern,
zeigen besonders die Abb. 4-11 und Abb. 4-12 deutlich. Die Versuche, in denen die Gingerole
jewells einzeln in der Probe vorlagen, zeigen, dass [10]-Gingerol sich schneller als [8]-
Gingerol im Schaum anreichern lasst und dieses sich wiederum schneller als [6]-Gingerol (s.
Abb. 4-11).

Sind [8]-Gingerol und [6]-Gingerol neben [10]-Gingerol in einer Probe (, mix-G*) enthalten,
so reichern sich [6]-Gingerol und [8]-Gingerol nicht nur langsamer an als [10]-Gingerol (s.
Abb. 4-12), sondern auch langsamer, als wenn sie in der Probe einzeln vorliegen. [10]-
Gingerol dagegen verhdlt sich hier dnlich, wie in der Einzelprobe (Vergleich Abb. 4-11 mit
Abb. 4-12). Dies zeigt, dass [10]-Gingerol die Anreicherung von [6]-Gingerol und [8]-

Gingerol beeinflusst, und zwar verzogert.
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Abb. 4-11: Abnahme der Gingerole im Ruickstand wahrend der
Zerschdumung, wenn jede Verbindung einzeln in der Probe
vorliegt. (Versuch A, B, C)
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Abb. 4-12: Abnahme der Gingerole im Ruckstand wahrend der
Zerschdumung, wenn ale Verbindungen in gleicher
Konzentration in der ,G-,Mix“-Probe nebeneinander
enthalten sind (Versuch D).

Wenn man davon ausgeht, dass die weniger polaren Verbindungen mit den starker polaren
konkurrieren, so misste auch [8]-Gingerol mit dem polareren [6]-Gingerol konkurrieren und
seine Anreicherung verzogern. So wurde in dem Versuch J, in dem [8+10]-Gingerol in der
Probe enthaten sind, der Einfluss von [10]-Gingerol auf [8]-Gingerol und in dem Versuch I,
in dem [8+6]-Gingerol in der Probe enthalten sind, der Einfluss von [8]-Gingerol auf [6]-
Gingerol beobachtet (s. Abb. 4-13 und Abb. 4-14). Daraus folgt, dass [10]-Gingerol die
Anreicherung von [8]-Gingerol und [6]-Gingerol verzogert und [8]-Gingerol die
Anreicherung von [6]-Gingerol verzogert. [6]-Gingerol hat keinen Einfluss auf den zeitlichen

Verlauf der Anreicherung der beiden anderen Gingerol e.
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Abb. 4-13: Abnahme von [8]-Gingerol im Rlckstand wéhrend der
Zerschdumung, wenn [8]-Gingerol einma einzeln, einmal
mit [10]-Gingerol und einmal mit [6]- und [10]-Gingerol
(,Mix*) in gleicher Konzentration in der Probe vorliegt
(Versuche B, Jund D)
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Abb. 4-14: Abnahme von [6]-Gingerol im Rlckstand wéhrend der
Zerschdumung, wenn [6]-Gingerol einmal einzeln und
einma mit [8]-Gingerol in gleicher Konzentration in der
Probe vorliegt (Versuche A und I)

Weiter wurde beobachtet, dass in einer [6+8+10]-Gingerol-, Mix“-Probe das [10]-Gingerol
gch relativ rasch zu Beginn der Zerschdumung anreichert, [8]-Gingerol dagegen
kontinuierlich und [6]-Gingerol erst gegen Ende einer Zerschdumung. Eine stéarkere Abnahme
von [8]-Gingerol war i.d.R. zu beobachten, wenn [10]-Gingerol nicht mehr in der Probe
vorhanden war, und ebenso nahm [6]-Gingerol am starksten im Ruckstand ab, wenn [8]-

Gingerol nicht mehr in der Probe vorlag.
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4.2.1.7 Einflussder Konzentration von schaumaktiven Verbindungen (Gingerole) und

Schaumbildnern (Saponin) auf die Zerschdumung

Um den Einfluss der Gingerol-Konzentration auf die Anreicherung der Gingerole zu
Uberprifen, wurden sowohl Proben mit jeweils einer der drei Gingerole (,,einzeln®; Tab. 4-7
Teil | und Il) as auch Proben mit allen drel Gingerolen (,mix*; Tab. 4-7 Teil 11 und 1V) in
denen sie in gleicher Konzentration vorlagen, herangezogen und unter Variation der Gingerol-
Konzentration zerschaumt. Die Probenkonzentration von 100 mg*I™ konnte aus Mangel an
[8]- und [10]-Gingerol-Standardsubstanz nur mit [6]-Gingerol erfolgen.

Um den Einfluss der Saponin-Konzentration auf die Anreicherung der Gingerole zu
Uberprifen, wurden Proben mit gleicher Zusammensetzung und Konzentration an Gingerolen,
jedoch unterschiedlicher Saponin-Konzentration, zerschdumt und miteinander verglichen
(Vergleich Tab. 4-7 Teil | mit 11 bzw. Tell 111 mit V). Es wurden die Zerschdumungsdauer,
die Spumatmenge, der zeitliche Anreicherungsverlauf der Gingerole und die Konzentration

der Gingerole im Ruickstand am Ende der Zerschdumung beobachtet.

A. Einflussder Konzentration der Gingerole auf:

» Zerschdumungsdauer:
Es konnte kein endeutiger Einfluss der Konzentration der Gingerole auf die
Zerschdumungsdauer festgestellt werden.

*  Spumatmenge:
Siewar leicht erhdht mit Erhdhung der Konzentration an Gingerolen.

o Zaeitlicher Verlauf der Anreicherung:
Die Proben mit 4 mg*I™ und 13 mg*I™ [6]-Gingerol zeigten schnellere Anreicherung fiir
[6]-Gingerol als die Probe mit 100 mg*I™ [6]-Gingerol. Ebenso erfolgte bei ,, mix“-Proben
[6+8+10]-Gingerol die Anreicherung schneller bei Proben mit niedrigerer Konzentration
(4 mg*1™) alsbei Proben mit htherer Konzentration (12-15 mg* ™).

» Prozentuale Anreicherungsausbeute:
Sie war niedriger bei hoheren Konzentrationen. Bei der Zerschaumung von 100 mg*I™
[6]-Gingerol-Proben waren am Ende noch 75 % des [6]-Gingerols im Rickstand
enthaten. Bel der Zerschdumung von [6+8+10]-Gingerol ,mix“-Proben mit der
Ausgangskonzentration 12-15 mg*|™ zu einer geringeren Anreicherung von [6]-Gingerol

im Vergleich zu der Probe mit der Konzentration 4 mg*I™.
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B. Einfluss der Konzentration des zugesetzten Schaumbildners Saponin auf die
Anreicherung der Gingerole:

Hohere Saponin-Konzentrationen fuhrten zu langerer Zerschaumungsdauer, hoheren

Spumatmengen und einer hdheren Anreicherung der Gingerole (Tab. 4-1). Ein eindeutigen

Einfluss der Saponin-Konzentration auf den zeitlichen Anreicherungsverlauf der Gingerole

war nicht feststellbar (s. Abb. 4-15)

Abb. 4-15 zeigt beispielhaft die zeitliche Anreicherung von [8]-Gingerol aus [6+8+10]-
Gingerol-,Mix“-Proben. Die Proben enthielten verschiedene Gingerol- und Saponin-
Konzentrationen (s. Tab. 4-6, Versuche D-H). Man kann eindeutig erkennen, wie die
Anreicherung des [8]-Gingerols bei der Zerschdumung der verdinnten Proben F und H (4
mg*™?) schneller erfolgt als bei der Zerschdumung von héher konzentrierten Proben: D (15
mg*I™), E (12 mg*I™ ) und G (10 mg*1™). Auch hier kann man keinen Einfluss der Saponin-
Konzentration auf die zetliche Anreicherung der Gingerole feststellen. Die Saponin-
Konzentration ist in der Probe F mit 0,04 g*(100 ml)™ niedriger as in der Probe H mit 0,1
g* (100 ml)™. Beide Proben jedoch zeigen einen ahnlichen zeitlichen Kurvenverlauf in Abb.
4-15.
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Abb. 4-15: Zeitliche Anreicherung von [8]-Gingerol aus[6+8+10]-Gingerol-
»Mix*,Proben mit verschiedenen Gingerol- und Saponin-
Konzentrationen in der Probe (s. Tab. 4-6, Versuche D-H)
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Tab. 4-7: Einfluss der Konzentration der Gingerole und des Saponins auf die
Zerschdumung der Gingerole.
(Probenvolumen: 100 ml, Saule: mittel, Gasflussrate: 20 mi*min™,
gegen Zerschaumungsende: 100 mi* min™. Die Konzentration im
Ruckstand in % bezieht sich auf die Konzentration der Ausgangsprobe)
I
[6]-Gingeral, 0,035 g Saponinzusatz
Pr obenk onzentr ation 4mg*l™ 12 mg* ™ 100 mg* ™
Dauer der Zerschaumung [min] 45 45 50
Spumat [g] 5 7 7,5
[6]-G [6]-G [6]-G
Konzentration im Riickstand [%)]
nach 20 min 73 75 92
40 min 43 46 90
50 min 21 32 75
% im Ruckstand am Ende 21 32 75
[
[6]-Gingerol, 0,1 g Saponinzusatz
Pr obenk onzentr ation 4mg*l™ 16 mg*|™ 100 mg* ™
Dauer der Zerschaumung [min] 90 95 100
Spumat [g] 20 20 25
[6]-G [6]-G [6]-G
Konzentration im Riickstand [%)]
nach 20 min 78 81 88
40 min 40 61 76
60 min 13 41 60
% im Ruckstand am Ende 7 14 60
[l
[6+8+10]-Gingerol, 0,04 g Saponinzusatz
Probenkonzentration 4mg*l™ 12-13mg*1™
Dauer der Zerschaumung [min] 75 90
Spumat [g] 9 16
[6]-G [8]-G [10]-G [6]-G | [8]-G | [10]-G
Konzentration im Rickstand [%)]
nach 20 min 9% 57 24 96 84 49
40 min 73 0,7 0 94 64 14
60 min 51 0 0 84 28 0
80 min 78 4 0
90 min 80 0 0
% im Ruckstand am Ende 43 0 0 80 0 0
AV
[6+8+10]-Gingerol, 0,1g Saponinzusatz
Probenkonzentration 4mg*l™ 15 mg* ™
Dauer der Zerschaumung [min] 70 104
Spumat [g] 23 26
[6]-G [8]-G [10]-G [6]-G [8]-G [10]-G
Konzentration im Riickstand [%)]
nach 20 min 0 33 0 100 91 61
40 min 65 0 0 92 70 30
60 min 30 0 0 87 41 7
80 min 84 17 0
100 min 71 0 0
% im Rickstand am Ende 22 0 0 71 0 0
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Tab. 4-8: Die absoluten Gehdte der Schaumfraktionen an Gingerolen unter Einfluss der
Konzentration der zerschaumten Probe an Gingerolen und Saponin

(A)
[6]-Ginger ol einzeln | [6]-Gingeral in [6+8]-G
Saponinzusatz
[6]G [mg*1 ] 0,1g*(100m)™* [ 0,035g*(100 m)™ | 0,1g*(100 m)™ | 0,035 g*(100 ml)™
mg [6]-Gingerol / 5 g Spumat

4 0,1 0,16

15 1,17 0,21 0,14 0,19
100 0,6 0,8
(B)

[8]-Ginger ol einzeln | [8]-Gingeral in [6+8]-G
Saponinzusatz
6G [mg*1™] 0,1g*(100m)™* [ 0,035g*(100 m)™ | 0,1g*(100 m)™ | 0,035 g*(100 ml)™
mg [8]-Gingerol / 5g Spumat

15 0,5 | 0,52 | 0,5 | 0,51

©
[6+8+10]-Gingerole ,, mix"
je12-13 mg*1*
0,15 g* (100 ml)™ Saponinzusatz [ | 0,04 g* (100 ml)™ Saponinzusatz
mg Gingerol / 5g Spumat
[6]-G [8]-G [10]-G [6]-G [8]-G [10]-G
0,05 0,20 0,75 0,04 0,24 0,8

Tab. 4-8 zeigt, dass der absolute Gehalt eines Gingerols im Schaum stoffspezifisch und von
der Gingerol-Konzentration in der Ausgangsprobe abhéngig ist. [10]-Gingerol mit einer
hoheren , stoffspezifischen Konstante” beeinflusst den Gehalt des Spumats an [8]- und [6]-
Gingerol. So ist der Gehalt an [8]-Gingerol in der Schaumfraktion, erhaten durch
Zerschdumung der Probe, in der [8]- neben [10]-Gingerol vorliegt, niedriger as in der
Schaumfraktion, erhaten bel der Zerschdumung der Probe, in der [8]-Gingerol einzeln
vorliegt. Das gleiche gilt fUr [6]-Gingerol.

Der absolute Gehalt eines Gingerols im Schaum ist nicht direkt abhéngig von dem
Schaumbildner (Saponin). Niedrigere Saponin-Konzentrationen erhdhen den absoluten Gehalt

einer Verbindung im Schaum insofern, als Se trockenen Schaum liefern.

Wiederfindungsrate der Gingerole nach der Zerschdumung

Die Gingerole sind bei der Zerschaumung stabil. Diesist ausihrer Wiederfindungsrate nach
der Zerschdumung erkennbar. So betrug sie fur [6]-Gingerol 97 %, [8]-Gingerol 82 %, [10]-
Gingerol 95 % und [6]-Shogaol 86 %.
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4.2.1.8 Einflussder Gasflussrate auf die Zer schaumung

Tab. 4-9:  Zerschaumung von [6]-Gingerol-Standardiésung (ca. 12 mg*1™; 0,035g
Saponinzusatz bel verschiedenen Gasflussraten (Saule: mittel, Probenvolumen:

100 ml)):
Gasflussrate [ml*min™] 40 70 100
Dauer der Zerschaumung [min] 30 15 12
Spumat [g] 13 23 29
Konzentration im Rickstand [%)]
nach 20 min 82 50 25
am Ende der Zerschdumung 38 50 25

Eine Erh6éhung der Gadflussrate bewirkt:

» Verkirzung der Zerschaumungsdauer (d.h. Ende der Schaumbildung trat friiher ein)
» Schnellere Anreicherung
» Hohere prozentuale Anreicherungsausbeute

» Erhohung des Spumatvolumens und Erniedrigung des Anreicherungsfaktors

Die langer dauernde Zerschaumung (Flussrate 40 ml*min™) fiihrte zu einer hoher
quantitativen Anreicherung as die Zerschaumung bei 70 mi*min™. Bei einer Gasflussrate von
100 mi*min™ jedoch erfolgte in kiirzerer Zeit eine Anreicherung von 75 % des [6]-Gingerols
vor Abbruch der Zerschaumung. Durch Erhéhung der Gasflussrate von 20 auf 100 mi*min™
gegen Ende der Zerschaumung aller Gingerole-Proben erfolgte i.d.R. ene immer starkere
Anreicherung der Gingerole, was an der Abnahme in den Rickstandsproben zu beobachten
war.

Somit ist eine Erhéhung der Gasflussrate zwar gunstig fur eine hoche Ausbeute und schnelle
Anreicherung, nicht aber fUr den Anreicherungsfaktor, der mit Erhohung der Spumatmenge
proportional abnimmt.

4.2.1.9 EinflussdespH-Wertesauf die Zerschdumung

100 ml Wasser + 0,04 g bzw. 0,1 g Saponin (pH-Wert ca. 5) wurde mit HCI bzw. NaOH auf
einen pH-Wert von 1 bis 12 eingestellt und mit [6]-Gingerol-Standard versetzt (ca. 15 mg*1™).
Die Zerschaumung erfolgte in der mittleren Saule bei einer Gasflussrate von 20 mi*min™ bis
zum Abbruch der Schaumbildung und Zerfall der Schaumsdule (Spumatfraktion 1), dann
wurde die Gasflussrate auf 100 mi*min™ erhéht und die Probe weiter bis zum Ende der
Schaumentstehung zerschaumt (Spumatfraktion 2).
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4.2.1.9.1 EinflussdespH-Wertesauf die Schaumbildung und Stabilitat von Saponin

Die Stabilitat von Saponin im sauren und alkalischen Milieu:

Die HPLC/UV-Analysen zeigen, dass Saponin innerhab eines breiten pH-Spektrums (pH 3
bis pH 11) stabil bleibt. Erst im stark sauren Medium (bei pH 1) und im stark akalischen
Medium (bei pH 12) wurden Abbauprodukte von Saponin beobachtet (s. Abb. 4-16).
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Abb. 4-16: Abbau von Saponin (0,04g* (100 ml) ™, pH = 5,2)
inwassriger Probe im stark sauren und stark
alkalischen Milieu:

1. pH 5,2 2.pH122 3.pH1

Einfluss des pH-Wertes der Probe auf die Schaumbildung:
Beobachtet wurde bel den einzelnen Versuchen die Schaumbildung, -stabilitét und

-geschwindigkeit, die Zerschdumungsdauer sowie die Spumatmenge.

Wissrige Proben von [6]-Gingerol mit einer Konzentration von 0,04 g*(100 ml)™* Saponin
wurden bel pH-Werten von 1 bis 13 zerschaumt. Wahrend Saponin bel pH 3 bis pH 11 stabil
blieb und die Zerschaumung &hnlich verlief, konnte bei pH 1 und pH 12 wesentlich schlechter
bzw. bel pH 13 Uberhaupt nicht mehr zerschdumt werden, was auf den Abbau von Saponin (s.
Abb. 4-16) zurtickzufUhren ist. So war die Schaumsdule bel pH 1 sehr dinn und erlitt schon
nach 20 min einen Abbruch. Bei pH 12 war die Schaumsaule ebenso diinn, und bereits 16 min
verlief sie unregelméfiig und insgesamt schlechter dsbe pH 1.

Die Erhthung der Saponinkonzentration von 0,04g auf 0,1 g*(100 ml)* und die
Zerschdumung bei pH 1, 12 und 5 zeigten, dass bel pH 1 die Zerschdumung trotz des
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Teilabbaus von Saponin gut und stabil verlief, jedoch kiirzer als bei pH 5. Die Zerschdumung
bei pH 12 verlief zwar besser und stabiler als mit 0,04* (100 ml)™ Saponin, aber schlechter als
diebei pH 1 und 5.

Dies wird mit der unterschiedlichen Art des Abbaus (saure und alkalische Hydrolyse) von
Saponin bei pH 1 und 12 zu erklaren sain (s. Abb. 4-16).

4.2.1.9.2 EinflussdespH-Wertesauf die Anreicherung von [6]-Gingerol
[6]-Gingerol wurde unter Zusatz von 0,04 g* (100 ml)™* bzw. 0,1 g*(100 ml)™ im alkalischen

und sauren Meélieu zerschdumt. Die Anreicherung von [6]-Gingerol wurde Uber den
prozentualen Gehalt in den Rickstandsproben bezogen auf die Ausgangsprobe, untersucht.
Tab. 4-10 zeigt die Werte im Rlckstand nach der Zerschdumung bel Gasflussrate von 20

mi*min™ und nach Erhéhung der Gasflussrate auf 200 ml*min ™.

Tab. 4-10: Anreicherung von [6]-Gingerol im sauren und alkalischen Melieu

0,04 g*(100ml)™* 0,1 g*(100ml)™
Saponinzusatz Saponinzusatz
pH-Wert 1 3 5 7 9 11 12 1 5 12
[6]-Gingerol im Ruickstand [%]
Gasflussrate* | 82 30 39 57 56 72 98 45 14 92
20 mi*min™®
Gasflussrate | 46 - - 37 21 58 86,5 0 2 80
100 mi* min™

* Die Gasflussrate wurde gegen Ende der Schaumbildung auf 200 mi*min™ erhoht.

Die Konzentration von [6]-Gingerol nahm im Rickstand der Zerschaumung bei einer
Gasflussrate von 20 mi*min™ von pH 3 bis pH 12 kontinuierlich zu (s. Abb. 4-17). Bei pH 1
und 0,04 g*(100 ml)™* Saponinzusatz betrug die Konzentration im Riickstand der Probe mit
einer Gasflussrate von 20 mi*min? 82 %. Dies hangt mit der schlechten Zerschaumbarkeit
und dem frihzeitigen Ende der Zerschdumung zusammen. Unter Erhohung der Gasflussrate
auf 100 mi*min™ wurde die Zerschdumung fortgesetzt und die Riickstandskonzentration von
[6]-Gingerol konnte auf 46 % reduziert werden. Die Zerschdumung bei pH 12 mit einer
Gasflussrate von 20 mi*min fiihrte zu keiner Anreicherung (99,5 % im Riickstand). Eine
Erhohung der Gasflussrate auf 100 mli*min™ konnte die Anreicherung nur unwesentlich
verbessern (86,5 % [6]-Gingerol im Riickstand).
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Abb. 4-17: Konzentration in [%] von [6]-Gingerol im Riickstand in
Abhéngigkeit vom pH-Wert der Probe (0,04 g* (100 ml)*
Saponin, Gasflussrate 20 ml* min™)

Sehr deutlich wird der Unterschied beim Vergleich der Zerschdumung bei den pH-Werten 1,
5 und 12 und 0,1 g*(100 ml)™* Saponinzusatz. Wahrend nach 60 min die Konzentration von
[6]-Gingerol im Rickstand der Zerschdumung bei pH 1 und pH 5 nur 46 % bzw. 41 % betrug,
lag sie bel pH 12 sehr hoch (92 %). Der zeitliche Anreicherungsverlauf von [6]-Gingerol war
bei pH 1 und pH 5 sehr &hnlich (s. Abb. 4-18). Da die Zerschdumung mit der Gasflussrate von
20 ml*min™ bei pH 5 langer dauerte (100 min) als bei pH 1 (60 min), erfolgte bei pH 5 mit 14
% [6]-Gingerol im Endrickstand eine hdhere Anreicherung as bel pH 1 mit 45 %. Bei
Erhohung der Gasflussrate auf 100 mi*min® erfolgte eine Anreicherungsverbesserung des
[6]-Gingerols in beiden Falen (pH 1 und 5). Bel pH 12 und einer Gasflussrate von 100

mi* min verblieben 80 % [6]-Gingerol im Riickstand der Zerschaumung.

Saponin-Konzentration 0,1g/100ml|

100

80 +
60 |
40 +

20 +

[%] 6G im Rickstand

0 10 20 30 40 50 60 70

[min] ab Beginn der Zerschdumung

|—e—pH1 —®—pH5 pH 12 |

Abb. 4-18: Konzentration der Rickstandsproben an [6]-Gingerol in [%]
bei der Zerschdumung in Abhangigkeit von der Zeit (20-60
min). (0,1g * (100 ml) * Saponinzusatz, Gasflussrate 100
mi*min™).
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4.2.2 Antioxidantien aus Rosmarin

Nach Charakteriserung der im Schaum angereicherten Antioxidantien wurden zunéchst die
Extraktionsbedingungen untersucht, um die Ausbeute an Carnosolsdure bei der wassrigen
Extraktion von Rosmarinpulver zu erhbhen. Dazu wurde die Stabilitét der Carnosolsaure im
sauren und alkalischen, wassrigen Medium untersucht und daraus der optimale pH-Wert fur
die Zerschaumung bestimmt. Ferner wurde der zeitliche Anreicherungsverlauf der
Carnosolsaure durch fraktionierte Zerschdumung bestimmt. Zuletzt wurde Gberprift, ob der

wertgebende I nhaltsstoff Rosmarinsaure ebenfalsim Schaum angereichert werden kann.

4.2.2.1 Charakteriserung der Carnosolsdure

* Aufnahme eines hydr odynamischen Voltagramms

Da en hydrodynamisches Voltagramm substanzspezifisch ist, wurde sowohl von der
Carnosolsdure aus der Carnosolsaure-Standardlosung sowie von der angereicherten
Hauptverbindung im Spumat eines wassrigen Extraktes von Rosmarinpulver ein Voltagramm
aufgenommen. Die Verbindungen in beiden Proben ergaben identische Voltagramme (s. Abb.
4-19).

Hydrodynamisches Voltagramm

120

Peakflache [%]
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Spannung [Volt]

—&— Carnosolsaurestandard —l— Carnosolsaure im Spumat

Abb. 4-19: Hydrodynamisches V oltagramm von Carnosolsaure im Spumat des
wassrigen Extraktes aus Rosmarinpulver im Vergleich zur
Carnosolsaure aus der Carnosol séure-Standardiésung
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+ HPLC-MSMS-Messung

Zur |dentifizierung der Carnosolsdure sowie von Carnosol (Abbauprodukt der Carnosolsdure)
und Carnosolsauremethylester wurden das Spumat, erhaten bel die Zerschdumung eines
wassrigen Rosmarinpulverextrakts, und eine methanolische Lésung von Stabiloton (ein
Rosmarin-HD-Extrakt mit einem definierten Gehalt an Carnosolsaure) mit Hilfe der HPLC-
MS/MS-Kopplung analysiert.

Die Trennung der Antioxidantien erfolgte an einer RP-18-Sdule. Die Detektion erfolgte mit
einem Triple-Quadrupole Massenspektometer. Bel dieser sanften lonisierungsmethode erhélt
man im ersten MS (MS1) Informationen Uber die Molekilmasse (neg. lonisation). Fur
Informationen Uber struktur-spezifische Fragmente wird im zweiten MS das ausgesuchte
Hauptmolekl (M-1) durch Anlegen eines bestimmten Potentials (hier 35 eV) fragmentiert.
Anhand der MS- und MS/MS-Spektren konnten die Antioxidantien eindeutig identifiziert
werden. Es handelte sich bel der Hauptverbindung in Spumat- und Stabilotonprobe um
Carnosolsaure. Als Nebenverbindungen, die im Schaum mitangereichert werden, wurden
Carnosol und Carnosolsduremethylester identifiziert. Die MS- und MS/IMS Spektren der drei
Verbindungen sind in den Abb. 4-20 bis Abb. 4-22 dargestd It.

Durch die negative chemische lonisation (APCI-Modus) wurden folgende MS-Werte

erhalten:

Carnosol [MG 330]: [M-1] 329, weitere Fragmentierung bei 35 eV (285)
durch CO,-Abspaltung

Carnosolsaure [MG 332]:  [M-1] 331, weitere Fragmentierung bei 35 eV (287) durch
CO,-Abspaltung

Carnosolsaure-
methylester [MG 346]. [M-1] 345, weitere Fragmentierung bei 35 eV (301)
durch CO,-Abspaltung, sowie (286) durch Abspaltung

von -CHs;
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Abb. 4-20: Massenspektren von Carnosol aus Spumat des wassrigen Rosmarinextrakts,
gemessen mittels HPLC-M S/MS-APCI -negativ
a  MS-Spektrum; Basis Peak [M-1] 329
b. MS/MS-Spektrum; Fragmentierung (329) bei 35V
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Abb. 4-21: Massenspektren von Carnosolsaure aus Spumat des wassrigen

Rosmarinextrakts, gemessen mittels HPLC-M S/M S-APCI-negativ
a  MS-Spektrum; Basis Peak [M-1] 331

b. MS/MS-Spektrum; Fragmentierung (331) bei 35 eV
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Abb. 4-22: Massenspektren von Carnosolsduremethylester aus Spumat des wassrigen
Rosmarinextrakts, gemessen mittels HPLC-MS/M S-APCI-negativ
a  MS Spektrum; Basis Peak [M-1] 345
b. MS/MS-Spektrum; Fragmentierung (345) bel 35V
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4.2.2.2 Optimierung der wassrigen Extraktionsausbeute an Carnosolsiur e aus

Rosmarinpulver durch alkalische Extraktion

Der pH-Wert des Wassers wurde mit H3PO, bzw. NaOH bei der wassrigen Extraktion

variiert, umdie Ausbeute an Carnosolsdure zu verbessern (s. Tab. 4-11).

Tab. 4-11: pH-Abhangigkeit der wéassrigen Extraktionsausbeute an Carnosolsdure
aus Rosmarinpulver.

pH desExtraktions- | pH-Wert des Carnosolsdure Carnosolsdure
wasser s M ediums nach der [mg*1™] [0*Kg™!]
Extraktion
2 2,7 4,68 0,6
3 58 21,11 2,64
6 6 25,78 3,22
7 59 23,15 2,89
8 6 21,91 2,74
9 58 21,23 2,65
10 6,3 32,98 4,12
10,5 6,5 40,38 5,05
11 7,4 52,80 6,6
11,5 84 36,04 4,5
12 9,7 4,89 0,61

Die Werte in Tab. 4-11 zeigen deutlich, dass die Extraktionsausbeute der Carnosolsaure aus
dem wassrigen Medium pH-abhéngig ist. Carnosolsaure ist im Sauren schlecht wasserlddlich,
und die Extraktionsausbeute nahm ab, je saurer das Medium wurde. Im Alkalischen dagegen
war die Carnosolsdure gut wasserlddlich.

Dass eine Pufferung des Extraktionsmediums durch Inhaltsstoffe in der Rosmarinpflanze
erfolgt, merkt man an den pH-Werten des Mediums (des Filtrates) nach Beendigung der
Extraktion. Um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, wurde das Extraktionswasser vor der
Zugabe von Rosmarinpulver auf den gewiinschten pH-Wert mit 1M NaOH eingestellt.

Das mit NaOH vom Ausgangswert pH 6 auf pH 7, 8 oder 9 eingestellte Extraktionswasser
unterliegt wahrend der Extraktion einer Pufferung, und der pH-Wert des Mediums nach der
Extraktion lag bei 5,8 - 6. Somit erfolgte bei pH 7, 8 und 9 keine V erbesserung, sondern sogar
eine leichte Abnahme der Extraktionsausbeute. Die Carnosolsaure ist ndmlich im alkalischen
Milieu im Gegensatz zum sauren Medium nicht stabil. Wahrscheinlich wurde ein Tell der
Carnosolsaure abgebaut, bis das Medium den ginstigen Pufferungsgrad der Pflanze von pH 6

erreichte.
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Erst bei der Extraktion ab pH-Wert 10 stieg der pH-Wert des Mediums nach der Extraktion
trotz Pufferung der Pflanze und damit stieg die Ausbeute an Carnosolsdure. Durch die bessere
Lodichkeit im Alkalischen wurde Carnosolsdaure gelost as abgebaut. Die hochste
Extraktionsausbeute wurde bei pH 11 erzielt. Das Medium hatte nach der Extraktion einen
pH-Wert von 7,4. Dank der Pufferung wurde der gleichzeitige Abbau der Carnosolsaure im
alkalischen Extraktionswasser verringert. Ab pH 11,5 nahm die Extraktionsausbeute wieder
ab, da hier die Carnosolsdure durch die steigende Alkalitét des Mediums starker abgebaut
wurde. Trotz Pufferung blieb das Medium hier mit pH 8,4 stérker alkalisch.

Bei der Extraktion von Rosmarinpulver mit Methanol wurden 14,6 g*Kg” Carnosolsiure
erhalten. Die Ausbeute an Carnosolsiure bei pH 6 (ohne Anderung des pH-Wertes des
Extraktionswassers) betrug nur  3,2g*Kg® bzw. 221% der methanolischen
Extraktionsausbeute. Bel Erhohung des pH-Wertes im Extraktionswasser auf pH 11 stieg die
Extraktionsausbeute an Carnosolsiure auf 6,6 g*Kg' bzw. 453% der methanolischen
Extraktion. Normalerweise enthdt die Rosmarinpflanze ca. 3 — 3,5 % Carnosolsdure. Bei der
verwendeten Rosmarinpflanze handelte es sich um ene Sorte mit niedrigem

Carnosolsduregehalt von ca. 1,5 %.

4.2.2.3 Untersuchung der Stabilitdt von Carnosolsdure im sauren und alkalischen
Medium

A. Wahrend der wassrigen Extraktion

Im Verlauf einer 60-minttigen wassrigen Extraktion von Rosmarinpulver unter Ruckfluss
(bei pH-Wert 6) wurden nach 10, 20, 30 und 60 min Extraktionsdauer Proben enthommen und
auf ihren Gehalt an Carnosolsdure untersucht. Die Versuche haben gezeigt, dass eine langere
Extraktionsdauer den Abbau von Carnosolsdure beglnstigt, was zeigt, dass sie im wassrigen
Medium nicht stabil ist. Um eine Aussage Uber den Abbau der Carnosolsure wahrend der
Extraktion machen zu kdnnen, wurden die Filtrationsriicksténde ausgewahiter Proben einer
methanolischen Nachextraktion unterzogen und auf ihren Gehalt an Carnosolsdure untersucht
(s. Tab. 4-12). Es wurde angenommen, dass die Ausbeute an Carnosolsdure, die mittels einer
methanolischen Extraktion erhalten wurde, 100 % Carnosolsaure im Rosmarinpulver

entspricht. Darauf bezogen wurden die Wiederfindungsraten (Wfr.) in [%)] ausgerechnet.
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Tab. 4-12: Die Extraktionsausbeute der Carnosolsdure bel verschiedenen pH-
Werten und die Carnosolsduregehalte in den entsprechenden
Filtrationsriickstanden.

Praobe pH-Wert des M ediums | Car nosolsdur e-Ausbeute [ Car nosolsdur e-Wfr .*
nach der Extraktion [%] [%]

Methanol extrakt 100 100

Wassriger Extrakt 2,7 4,1

pH 2,0 81,2

Rickstand 77,1

Wassriger Extrakt 58 18,1

pH 3,0 49,8

Ruckstand 31,7

Wassriger Extrakt 6 22,1

pH 6 449

Ruckstand 22,8

Wassriger Extrakt 7.4 45,2

pH 11 65,5

Ruckstand 20,3

* Wfr. = Wiederfindungsrate

Aus Tab. 4-12 sieht man, wie das Extraktionsmedium, auf pH 3 eingestellt, durch die Pflanze
auf pH 5,8 gepuffert wurde. Deshalb war die Ausbeute dhnlich wie bel der Extraktion bel
pH 6. Das Extraktionsmedium bel pH 2 wurde nur auf pH 2,7 gepuffert. Dieser Wert ist zu
sauer und das Ergebnis der Extraktion entsprechend niedrig (4,1%). Aus dem
Extraktionsriickstand dieser Probe wurde jedoch die hdchste Ausbeute an Carnosolsaure von
77,1 % erhadten und somit bel pH 2 die summarisch hdchste Wiederfindungsrate von 81,2 %
erzielt. Das zeigt, wie schlecht 16dich und gleichzeitig wie stabil Carnosolsaure aus

Rosmarinpulver im sauren Milieu ist.

B. Wahrend der Zerschaumung

Um den pH-Effekt auf den Schaumverlauf und die Stabilitét der Carnosolsaure zu Uberpriifen,
wurde bel einem breiten pH-Spektrum von 2 - 9 zerschdumt. Also wurde ein wassriger
Rosmarinextrakt bei pH 11 vorbereitet und anschlief3end mit 0,1 M H3PO4 oder 0,1 M NaOH
auf die gewunschten pH-Werte (2/3/4/5/6/ 7/ 7,6/ 8/ 9) eingestellt. Jeweils 50 ml
Probe zerschdumt. Es wurde untersucht, inwieweit der pH-Wert der Ausgangsprobe die
Stabilitdt der Carnosolsdure beeinflusst. Dafir wurden jewells die gleichen Proben unter



Ergebnisse 117

identischen Bedingungen bei pH-Werten von 2 bis 9 im Abstand von jeweils 1 pH-Einheit

zerschaumt.

Bel der Zerschaumung des wassrigen Rosmarinextrakts ohne Veranderung des pH-Wertes,
d.h. be pH6, wurden neben Carnosolsdure in den Schaumproben auch unregelméiig
Carnosol und andere Abbauprodukte von Carnosolsaure gefunden. Ihre Konzentration in den
Schaumproben war teilweise recht hoch, wogegen sie in der Ausgangsprobe entweder in
Spuren oder gar nicht nachweisbar waren. Diese Befunde wurden ebenso im Spumat der
alkalischen Zerschdumung bel pH 7,7 (pH-Wert des wassrigen Extrakts nach der alkalischen
Extraktion bel pH 11) festgestellt. Im Gegensatz dazu wurde im Spumat der sauren
Zerschdumung bel pH 4 kaum Carnosol gefunden, was auf die Stabilitét der Carnosolsaure im
Sauren zurtickzufUhren ist. Die absolute Carnosolsduremenge im Spumat und im Rickstand
entsprach der der Ausgangsprobe, d.h. beim Ansduern der Ausgangsprobe ist es moglich,
mittels der Zerschdumung die Carnosolsaure ohne Verluste anzureichern. Somit ist es

schonender fur Carnosolséure bel einem pH-Wert von 4 zu zerschaumen.

4.2.24 Einfluss der Wassertemperatur auf den Carnosolsdureabbau wahrend der

wassrigen Extraktion

Es wurde festgestellt, dass eine wassrige Extraktion von Rosmarinpulver bel 40 °C zu einem
massiven Abbau der Carnosolsdure fuhrt. Im Gegensatz dazu wurde bei den wéssrigen
Extraktionsversuchen von Stabiliton fast genauso viel Carnosolsaure bei 40 °C gefunden wie
bei 100 °C erhaltenen Extrakt. Carnosolsdure aus Stabiliton ist im wassrigen Milieu schlecht
extrahierbar. Anders aber als bei den entsprechenden Versuchen mit Rosmarinpulver wurde
die schlecht extrahierbare Carnosolsdure aber in den dazugehtrigen Filtrationsriickstanden
wiedergefunden. Dies ist ein Hinweis dafir, dass an dem Abbau von Carnosolsdure die
Aktivierung von Enzymen der Rosmarinpflanze bel 40 °C verantwortlich sein konnte, die im
Stabiliton nicht vorhanden sind. Fur den Nachweis einer Enzymaktivitat in Rosmarinpulver,
die zum Teil den Abbau von Carnosolsdure bewirken konnen, sind weitere Untersuchungen

erforderlich, die den Rahmen dieser Arbeit sprengen wiirden.
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Desaktivierung der Enzyme durch Zusatz von heiRlem Wasser zur Erhdéhung der

Extraktionsausbeute an Carnosolsaure:

Zur Desaktivierung der Carnosolsaure-abbauenden Enzyme wurde das Extraktionswasser
heil3 zum Rosmarinpulver gegeben und dann sofort weiter unter Rickfluss 20 min wie tblich
extrahiert. Wenn wahrend der Aufheizzeit nach Zugabe von kaltem Wasser (RT) zum
Rosmarinpulver bis zum Kochen des Wassers die Enzyme schon einen grof3en Teil der

Carnosolsdure abbauen, ist hier eine Erhdhung der Ausbeute zu erwarten (s. Tab. 4-13).

Tab. 4-13: Die Extraktionsausbeuten an Carnosolsdure bei Zugabe von heil3em
Wasser zum Rosmarinpulver vor Beginn der Extraktion im
Vergleich zur Zugabe von kaltem Wasser bel RT im neutralen
sowie im alkalischen Medium.

Praobe Ausbeute Wiederfindungsr ate
[%]* [%]**
Methanol extrakt 100 100
kalt-neutral*** 20,94 49,32
Ruckstand 28,38
hei3-neutral**** 29,73 85,83
Ruckstand 56,1
kalt-pH11 43,92 65,54
Ruckstand 21,62
heil3-pH11 51,35 71,62
Ruckstand 20,27
* Es wird angenommen, dass die Extraktionsausbeute mit Methanol von 1,48 g* (100 g)*
einer 100 %igen Ausbeute entspricht.
* Die Wiederfindungsrate an Carnosol sdure, summiert aus den Ausbeuten deswassrigen
Extraktes und des Riickstandes.

*xk Das Wasser wurde vor Beginn der Extraktion bel Raumtemperatur (RT) zum
Rosmarinpulver gegeben

***%  DasWasser wurde vor Beginn der Extraktion kochend zum Rosmarinpul ver gegeben.

Wie erwartet, wurde durch direkte Zugabe von heiliem Wasser zum Rosmarinpulver vor
Beginn der Extraktion mehr Carnosolsdure extrahiert als bei der direkten Zugabe von kaltem
bzw. raumtemperiertem Wasser. Vor allem kann man sehen, dass im Rlckstand des ,, heif3en*
Extrakts die Ausbeute am Carnosolsdure am hochsten lag im Vergleich zu den anderen
Ruckstéanden. Die Wiederfindungsrate, d.h. die Extraktionsausbeute fur Carnosolsaure im
wassrigen Extrakt und in dem zugehotrigen Rickstand, war fur die neutrale ,Hell3wasser-
Extraktion mit 85,8 % die hdchste.
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Hier wurde somit weniger Carnosolsdure abgebaut, was auf eine Inaktivierung der
wahrscheinlich ,, pflanzeneigenen abbauenden Enzyme® hindeutet.

Bei Alkalisierung des hei3en Wassers auf pH 11 wurde im wassrigen Extrakt die hochste
Ausbeute an Carnosolsdure erhaten. Im zugehdrigen Filtrationsrlickstand wurde, wie
theoretisch erwartet, aufgrund der Instabilitdt der Carnosolsure im alkalischen Milieu

weniger Carnosolsdure extrahiert dsbe der Extraktion im neutralen und hei3en Medium.

Wie unter 4.2.2.2 gezeigt, ist auch hier die Extraktionsausbeute im akalischen Milieu (kalt)
um das Doppelte (2,09-Fache) erhoht im Vergleich zum neutralen Bereich (kalt). Eine Zugabe
von heifem Wasser zum Rosmarinpulver, kombiniert mit einer alkalischen Extraktion bei
pH 11, erhoht die Extraktionsausbeute von 21 % auf 51,4 %, also um das 2,5-Fache.

4.2.25 Untersuchung der Zerschdumbarkeit eines organischen M ediumsund die

Anreicherung von Carnosolsiur e darausim Schaum

Hier wurde untersucht, inwieweit die Zerschdumungsanalyse fur organische oder organisch-
wassrige Extrakte einsetzbar ist, und ob der organische Antell in der wassrige Phase einen

Einfluss auf die Anreicherung der Carnosolsdure hat.

Zunachst wurde der maximal mogliche, prozentuale Zusatz von Ethanol zum wassrigen
Extrakt ermittelt, bei dem anschlief3end eine Zerschaumung durchgefiihrt werden kann. Dazu
wurde ein wassriger Rosmarinextrakt mit verschiedenen Konzentrationen an Ethanol versetzt

(5, 10, 20, und 30 %ige ethanolische L 6sung) und zerschdumt.

Tab. 4-14: Die Zerschdumbarkeit vom wassrigem,
ethanolischen Medium

Ethanol Spumat Zerschaumbarkeit
[%] ]

5 1,40 sehr gut

10 1,64 sehr gut

20 0,19 noch zerschdumbar
3 |- nicht moglich

Bis zu 20 % Ethanolgehalt konnte noch gut zerschdumt werden. Bei der 20 %igen Probe
entstand aber eindeutig weniger Schaum als bei den 5- und 10-%igen Proben. Erst durch
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1:1-Verdinnung der Probe mit Wasser war die Probe gut zerschdumbar. Die 30 %ige Probe
war Uberhaupt nicht mehr zerschdumbar (s. Tab. 4-14). Es ist also mdglich, einen organisch-
wassrigen Extrakt durch Verdinnung mit Wasser und ohne Zusétze von Schaumbildnern wie
Saponin zu zerschdumen. Allgemein kann man jedoch sagen, dass ein organisch-wassriges

Medium begrenzt zerschaumbar ist.

In einer zweiten Versuchsreihe wurde ein ethanolischer Rosmarinextrakt mit Wasser verdinnt
(10, 20, 30, 50 %ige ethanolische Losung) und zerschdumt. Alle Proben waren nicht
zerschdumbar. Im Gegensatz zum waéssrigen Rosmarinextrakt fehlen im ethanolischen Extrakt
die nattrlich vorhandenen Schaumbildner Proteine und Stérke. Deshalb blieb die Probe auch
nach einer Verdinnung mit Wasser nicht zerschdumbar. Erst durch Zusatz von 80 mg
Saponin zu 100 ml 20 %igem Ethanolextrakt konnte die Probe gut zerschdumt werden.
Saponinzusatz ermoglicht es aso, nicht zerschaumbare Proben zu zerschdaumen, da Saponin
als Schaumbildner wirkt. Saponinschaume sind so stabil, dass sie den schaumzerstGrenden
Effekt organischer Losungsmittel aufheben.

Der Einfluss des Ethanolanteils ethanolisch-wéassriger Extrakte auf die Anreicherung der

Carnosolsdure im Schaum wurde untersucht, indem die Carnosolsauregehalte in den Schaum-,

Ruckstands- und Ausgangsproben des 10 %igen ethanolisch-wéssrigen Extraktes bestimmit
wurden. In der entschaumten Rickstandprobe wurde keine Carnosolsaure gefunden, d.h. sie
wurde quantitativ in den Schaum Uberflhrt. Somit ist es mdglich, auch aus organisch-
wassrigen Medien die Carnosolsdure mittels Zerschdumung anzureichern. Der geringe
organische Losungsmittelantell der Probe hat keinen negativen Einfluss auf die Anreicherung
der Carnosolsaure im Schaum.

Zied war es, mehr Carnosolsdure durch Zusatz von organischem Losungsmittel aus
Rosmarinpulver zu extrahieren und anschlieflend zu zerschdumen. Da ein 100 %iger
ethanolischer Rosmarinextrakt ohne Zusatz von Saponin nicht zerschdumbar ist und ein
10 %iger bzw. 20 %iger Ethanolzusatz den Carnosolsauregehalt im Vergleich zum 100 %igen
wassrigen Rosmarinextrakt nicht erhoht, ist eine Steigerung der Ausbeute an Carnosolsdure
mittels Zusatz von organischen Lésungsmittel bel der Zerschdumung nicht maglich.

Die Ergebnisse dieses Abschnittes sind auf jeden Fall bel der Zerschdumung alkoholhaltiger

Getranke oder anderer organisch-wassriger Proben hilfreich.



Ergebnisse 121

4226 Einfluss de Gasflussrate auf die von

Rosmarinextrakt und auf die Anreicherung von Carnosolsiure

Zerschaumung wassrigem
Die optimae Gasflussrate fur eine effektive Zerschdumung eines wassrigen Extrakts wurde
bestimmt mit Hilfe des Anreicherungsfaktors der Carnosolsdure im Spumat. Der wassrige
Extrakt wurde aus 0,8 g Rosmarinpulver in 100ml Wasser (pH 11) hergestellt und auf pH 4
fur die Zerschdumung eingestellt. 50 ml Probe wurden jewells in der kleinen Saule bel

verschiedenen Gasflussraten unter gleichen Bedingungen zerschaumt.

Die Zerschaumung wurde jeweils mit einer bestimmten Flussrate begonnen Bei dieser
Fussrate wurde solange zerschdumt, bis die Schaumentstehung sehr schwach wurde. Dann
wurde die Flussrate erhéht und weiter zerschaumt. Die Merkmalseigenschaften des Schaumes
und seine Konsistenz wurden beobachtet, z.B. ob der Schaum relativ trocken oder nass war.
Der Schaum wurde as nass angesehen, wenn viel FlUssigkeit der Ausgangsprobe
mitgeschleppt wurde. Wichtig war es dabel zu bestimmen, wann der Schaumaustritt aus der
Séule beginnt und wie lange sowie v.a. wieviel Spumat insgesamt entsteht (s. Tab. 4-15).

Tab. 4-15: Einfluss der Flussrate auf die Zerschaumungsdauer und die erhaltene

Spumatmenge
Probe | Gasflussrate | Schaumaustritt | Spumatmenge Kommentar
[mI*min] [min] [d]
A 12 28-57 0,55
20 57 -110 4,08
30 110- 120 kaum neuer Schaum
B 15 15-90 4,97 Schaum gut und konz.
30 kein neuer Schaum
C 20 12,5-55 13,91 leicht cremig, aber gut
30 kein Spumat
D 30 7-25 21,44 Schaum sehr nass

Bei Beginn der Zerschaumung von Probe A mit einer Flussrate 12 mi*min™ war es noch
notwendig, gegen Ende der Schaumbildung die Flussrate zu erhdhen und weiter zu
zerschaumen. Die Zerschdumung wurde bei Flussrate einer 20 mi*min™ fortgesetzt. Aus der
Untersuchung der Schaum- und Ruckstandproben, die vor Erhéhung der Flussrate auf 20
mi*min® entnommen wurden, erkennt man, dass der Riickstand noch etwas 30 %
Carnosolsiure enthélt und somit die Zerschaumung bei einer Flussrate von nur 12 mi*min*

noch nicht abgeschlossen war, sondern erst nach Ende der Schaumbildung nach Erhéhung der
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Flussrate auf 20 mi*min™. Der Riickstand enthielt am Schluss der Zerschdumung nur noch
Spuren an Carnosolsaure.

Die Zerschaumung der Probe C, die mit Flussrate 20 ml*min™ begonnen wurde, verlief zwar
schneller als die der Proben A und B bei Flussraten von 12 und 15 mi*min®, die
Spumatmenge war aber dreimal so grof3. Die Zerschaumung der Probe D bel Flussrate 30
mi*min™ verlief nicht schonend genug, da der Schaum zu nass war und viel Ausgangsprobe
mitgeschleppt wurde. Die Spumatmenge (21,44 g) war nicht mit Carnosolsédure angereichert
und somit auch nicht wesentlich konzentrierter als die Ausgangsprobe. Die Zerschdumung der
Probe B mit einer Flussrate von 15 mi*min™ wurde als optimal betrachtet. Die Zeitdauer lag
zwischen der Zerschaumung der Proben A und C bei den Flussraten 12 und 20 mi*min™. Die
Spumatmenge mit ca. 5 g betrug etwa ein Drittel der Spumatmenge der Probe C bel Flussrate
20 mi*min®, und der Anreicherungsfaktor wurde deutlich erhoht. Die Steigerung der
Flussraten auf 30 mi*min bewirkte keine neue Schaumbildung. Die Zerschdumung wurde

beendet. Die Riickstandsprobe enthielt auch hier nur Spuren an Carnosolséure.

4.2.2.7 Untersuchung des zeitlichen Verlaufs der Anreicherung von Carnosolsaure im
Schaum aus dem wassigen Rosmarinextrakt mit Hilfeder

Fraktionierten Zerschaumung

Zusdtzlich zu Versuchen mit der einfachen Zerschdumung wurde die fraktionierte
Zerschdumung eingesetzt, um das Verhalten der Carnosolsdure wahrend der Zerschdumung
zu Uberprifen und festzustellen, wie schndl die Verbindung schim Schaum anreichert.

In den folgenden Versuchen (A-C) wurde der pH-Wert der Ausgangsprobe (pH-Wert des
wassrigen Extraktes von 6) nicht verandert. Deshalb liegt auch Carnosol neben Carnosolsaure
in relativ hohen Konzentrationen vor. In Versuch B stellt Carnosol in der Ausgangsprobe die
Hauptverbindung dar. Wie schon erwédhnt, kann ein Abbau der Carnosolséure zu Carnosol
weitgehend verhindert werden, wenn der wassrige Rosmarinextrakt unmittelbar nach der

Extraktion auf pH 4 angesauert wird.

A. Einfache Zerschdumung

Mit einfacher Zerschaumung ist gemeint, dass Spumat und Rlckstand nach Beendigung einer
Zerschdumung jewells als Gesamtfraktionen, unabhéngig von der Zeit, erhalten werden. Die
Probe wird lediglich einmal kontinuierlich zerschaumt.

Der wassrige Rosmarinextrakt wurde bei einer Gasflussrate von 15 mi*min™ zerschaumt, bis

kein neuer Schaum mehr entstand. Der Schaum, der in der Séule Uber der flissigen Probe im
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Gleichgewicht stent (d. h. Schaumentstehung = Schaumzerfall), wird als Gleichgewicht-
Schaum bezeichnet. Dieser Gleichgewicht-Schaum wurde zusétzlich zu den Gesamtfraktionen
Spumat, Ausgangss und Ruckstandsprobe auf seine Carnosolsduregehalt mittels
HPL C/EL CD-Analyse nach entsprechender V erdiinnung untersucht.

Anhand der HPLC-Chromatogramme (s. Abb. 4-23) wird die quantitative Anreicherung von
Carnosol, Carnosolsdure und Carnosolsduremethylester im Schaum dargestellt durch

Vergleich der gemessenen I ntegrationsflachen.
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Abb. 4-23: HPLC/EL CD-Chromatogramme von Antioxidantien im wassrigen
Extrakt von Rosmarinpulver.
(a) Carnosol (b) Carnosolsdure  (c) Carnosolsduremethylester
(1)Ausgangsprobe (2) Spumatprobe (3) Rickstandsprobe
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Einfache Zerschaumung vom waRrigen Rosmarinextrakt

Peakflache

Ausgang Spumat Ruckstand

@ Carnosol l Carnosolséaure O Carnosolsauremethylester ‘

Abb. 4-24: Anreicherung der Antioxidantienim Schaum aus wassrigem
Extrakt von Rosmarinpulver (graph. Darstdlung der Abb. 4-23).

Die Abb. 4-23 bzw. Abb. 4-24 zeigen, dass ale drel Verbindungen im Schaum angereichert
werden. Die Ruckstandsprobe enthielt praktisch keines der drei Antioxidantien mehr. Auch
die Schaumprobe im Gleichgewicht enthielt keine der drei Verbindungen. Ein Abbruch der
Zerschdumung zu diesem Zeitpunkt ist daher berechtigt.

Carnosolsdure und Carnosol waren im Schaum im gleichen Verhéltnis angereichert (Spumat :
Ausgangsprobe = 8,37 fur Carnosol und 8,33 fir Carnosolsdure). Beide Verbindungen
wurden gleichméidig angereichert, zum Teil bedingt durch den Abbau von Carnosolsaure zu

Carnosol.

B. Fraktionierte Zerschdumung

Der aus der Zerschdumungskolonne in der ersten Minute nach Zerschdumungsbeginn
austretende Schaum wurde entnommen (Anfangsfraktion) und mit den Schaumproben, die zu
Mitte und Ende des Schaumaustrittes entnommen wurden, sowie mit der Rickstandsprobe

bezliglich der Anreicherung der Antioxidantien verglichen.
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Abb. 4-25: Anreicherung der Antioxidantien im Schaum aus dem wassrigen Extrakt
von Rosmarinpulver zu Beginn, Mitte und Ende ener Zerschaumung

Aus Abb. 4-25 ist folgendes zu erkennen:

1) Die drel erhdtenen Schaumfraktionen wiesen éhnliche Konzentrationen an Ca rnosol und
Carnosolsdure auf, d.h. fir eine quantitative Anreicherung der Antioxidantien muss die
Zerschdumung auf jeden Fall bis zum Ende der Schaumbildung durchgefiihrt werden.

2) In der Ausgangsprobe war die Konzentration von Carnosolsdure hoher as die von
Carnosol. Im Spumat jedoch Gberwog Carnosol, was wiederum auf einen Carnosolsaureabbau
zu Carnosol hindeutet. Die gleichen Verhdltnisse zueinander in beiden Schaumfraktionen
zeigen jedoch, dass Carnosolsaure gleichmaldig und kontinuierlich zu Carnosol umgewandelt
wird.

3) Das Verhdtnis Carnosolsaure : Carnosol war in der Anfangs- und Hauptfraktion des
Schaumes gleich.

4) Wegen der fortlaufenden Umwandiung von Carnosolsaure zu Carnosol ist es schwierig,
festzustellen, welche Verbindung schneller als die andere im Schaum angereichert wird. Auch
hier kann durch Ansduern der Probe auf pH 4 vor Zerschdumungsbeginn ein Abbau der

Carnosolsaure verhindert werden.
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4.2.2.8 Untersuchung des Anreicherungsverhaltensder Carnosolsdureim Schaum mit

Hilfe eines Car nosolsaur estandards

Vergleich des Anreicherungsverhaltens der Carnosolsaure im Schaum in Abhéngigkeit von

der Zeit bei der Zerschdumung eines Carnosolsdure-Standards und eines wassrigen Rosmarin-

extraktes:

Um die Einflussparameter aus der Rosmarinpflanze selbst, die evtl. eine Rolle bei der
Anreicherung der Carnosolsdure im Schaum als Funktion der Zeit spielen, auszuschlief3en,
wurde eine Standard-L 6sung von Carnosolsdure unter Zusatz von Saponin zerschaumt. Unter
den gleichen Bedingungen, jedoch ohne Saponinzusatz, wurde ein wassriger Rosmarinextrakt
zerschdumt (s. Tab. 4-16).

Tab. 4-16: Zusammenfassung der durchgefthrten Zerschaumungsversuche
(Ruckstandfraktionen, erhalten alle 2 min. Schaumfraktionen, erhalten alle 5 min)

Saponin Volumen Saule Schaumaustritt Spumatmenge Gasflussrate

[d] [ml] [min] [d] [mi*min™]
Versuch A: Carnosolsiur e-Standard

3,5 mg Carnosolsdure + 2 ml saures Methanol + 0,03 g Saponin + 48 ml Wasser
(70 mg*|™* Carnosol séure)
0,03g 50 ml klein 15- 60 6,0 15

Versuch B: Rosmarinpulver -Extr akt

0,8 g/ 100 ml wassriger Rosmari npulverextrakt, pH 4
(70 mg* 1™ Carnosol siure)
50 mi klein 17-35 7,6 15

Der Anreicherungsverlauf von Carnosolsdaure aus Standardlésung und Rosmarinextrakt
untersied sich unwesentlich und war kontinuierlich. Zu Anfang der Zerschaumung erfolgte
die Anreicherung schnell. Bereits nach 2-minltiger Zerschdumung waren schon 37,3 %
Carnosolsaure des wassrigen Rosmarinextraktes in den Schaum gewandert und nach 4 min 68
%. Die restlichen 32 % wanderten kontinuierlich in den Schaum. In Abb. 4-26 kann man die
Ahnlichkeit im Verlauf beider Anreicherungskurven feststellen.
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Abb. 4-26: Abnahme der Carnosolsaure in den Riickstandsproben der Standardldsung
und des Rosmarinextraktesim Verlauf ener Zerschaumung.

4.2.2.9 Anreicherungsgeschwindigkeit der Carnosolsaur e aus verdinnten Proben

Die Zerschdumung einer verdiinnten Carnosolsiure-Standardidsung (7 mg*I™?) zeigte, wie
erstaunlich schnell eine Anreicherung der Carnosolsaure erfolgt. Schon nach 2-minutiger
Zerschdumung waren nur noch 40 % Carnosolsaure in der Riuckstandsprobe vorhanden und
nach 4 min nur noch 4 %. Nach 6 min war die Carnosolsdure nur noch im Spurenbereich
nachweisbar.

4.2.2.10 Beispid fur den praktischen Einsatz der Zerschaumungsanalyse: Isolierung der
angereicherten Carnosolsaure aus der Schaumfraktion eines wassrigen
Extraktes

Ein waéssriger Extrakt vom Rosmarinpulver wurde vorbereitet, zerschaumt und die
Carnosolsdure aus dem erhaltenen Spumat isoliert. Nach einer methanolischen Fallung der
Proteine aus der Spumatprobe konnte die Carnosolsdure mittels Saulenchromatographie an
einer RP-18-Phase  von den anderen Antioxidantien (z.B. Carnosol,
Carnosolsduremethylester) getrennt und isoliert werden. Mit Hilfe der HPLC/UV-Analyse
[Tenaet d., 1997] konnten dieisolierten Fraktionen auf ihre Reinhet kontrolliert werden.
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Die Carnosolséure wird Ublicherweise aus einem methanolischen Rosmarinextrakt gewonnen.
Da solch ein Extrakt neben Carnosolsaure auch Chlorophyll enthélt, muss dieses abgetrennt
werden. Zur Abtrennung von Fetten und Chlorophyll muss die Probe erst auf der
Normalphase (Kieselgel Si 60) durch geeignete Elution mit Hexan : Ethanol gereinigt werden.
Erst danach konnen die dabel eluierten Antioxidantien an der Umkehrphase RP-18
sdulenchromatographisch voneinander getrennt werden.

Die Spumatprobe besteht hauptséchlich aus Wasser und Schaumbildnern (Proteinen). Da die
Ausgangsprobe ein wassriger Extrakt ist, ist sie frei von Fett und Chlorophyll. Somit entfallt
hier der Reinigungsschritt an der Normalphase. Der Einsatz von teurem und
umweltbelastenden Methanol entfallt.

Die Ausbeute an Carnosolsdure ist bel der wassrigen Extraktion zwar niedriger, doch mittels
der Zerschaumung konnte die Carnosolsdure deutlich angereichert werden. Da fur eine
Zerschaumung lediglich hilliges Stickstoffgas verbraucht wird und der Reinigungsschritt zur
Chlorophyllabtrennung entféllt, scheint die Anreicherung der Carnosolsdure aus einem

wassrigen Rosmarinextrakt unter Einsatz der Zerschdumung durchaus wirtschaftlich.

4.2.2.11 Untersuchung der Mdoglichkeit einer Anreicherung der Rosmarinsaure im
Schaum

50 ml wéssrige Standardldésung von Rosmarinsiure (4 mg*l™, pH 4,8) wurde mit 0,01 g
Saponin versetzt und in der kleinen Saule bei 15 mi*min™ Gasflussrate zerschaumt. Unter
identischen Bedingungen wurden Versuche bel pH 1, 2 und 3 durchgeftihrt, um festzustellen,
ob pH-Wertanderungen die Anreicherung der Rosmarinsaure beeinflussen. Die Proben
wurden mit HPLC / ELCD-Analyse auf Rosmarinsdure untersucht.

Rosmarinsdure lag in Spumat und Ruickstand des Rosmarinextrakts sowie in der
Standardlosung in gleicher Konzentration vor. Eine Anderung des pH-Wertes hat das
Anreicherungsverhalten der Rosmarinsaure im Schaum nicht verandert:

Spumat : Ausgangsprobe: 0,89

Ruckstand : Ausgangsprobe: 0,91

Spumat : Ruckstand: 0,97

Auch mit Hilfe der Mehrfach-Zerschdumung von Rosmarinextrakt durch Zusatz von Saponin
zur Ruckstandsprobe blieb eine Anreicherung der schauminaktiven Rosmarinsaure aufgrund

ihrer polaren Eigenschaften im Schaum erfolglos.
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4.2.3 BitterstoffeausBier

Bei der Zerschdumung von entkohlensduertem Pilsbier wurden Co-, Ad- und n-Isohumulone
und -Humulone im Schaum angereichert. Zundchst wurde mit Hilfe der fraktionierten
Zerschdumung der zeitliche Verlauf der Bitterstoffanreicherung néher betrachtet. Danach
wurde der Einfluss des pH-Wertes vom Bier auf die Schaumbildung und die Anreicherung der
Bitterstoffe im Schaum untersucht. Anschliel3end wurde der Einfluss der Gasart auf die

Zerschdumung bzw. Anreicherung der Bitterstoffe untersucht.

4.2.3.1 Anreicherung der einzelnen Bitterstoffe

Die Anreicherung der einzelnen Iso- und Humulone im Schaum verlauft unterschiedlich.
Bezogen auf die Ausgangsprobe Bier (100 ml) wies die Rickstandsprobe folgende Antelle an
Bitterstoffen auf: Co-Humulon 0 %, nt+Ad-Humulon 0 %, n-1sohumulon 8 %, Ad-Isohumulon
12 % und Co-lsohumulon 40 % (s. Tab. 4-17 bzw. Abb. 4-27).

Tab. 4-17: Die mit HPLC/UV -Analyse gemessenen Konzentrationen der
Bitterstoffe bei der Zerschaumung von Bier in mg* 1™ bzw. in %
bezogen auf die Ausgangsprobe (100 %)

Gasflussrate: 20 + 30 + 70 ml*mint
Schaumaustritt: 3 h

Saule: grolR
Zerschaumung von 200 ml Bier
Verbindung Ausgangspr obe Spumat Ruckstand

[mg*I] & [%] [mg*I7] & [%] [mg*I7] & [%]

Co-lsohumulon 8,81 ; 100 53,43 ; 606 15 ; 17,4
n-Isochumulon 10,7 100 7804 1+ 729 0 ! 0
n+Ad-Isohumulon 413 100 385 ' 932 0 ! 0
Co-Humulon 08 ' 100 59 ' 705 0 r 0
n+Ad-Humulon 0,74 ' 100 444 ' 600 0 L0
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Abb. 4-27: HPLC/UV-Chromatogramm der Bitterstoffbestimmung bel
der Zerschdumung von Pils-Bier

1: Rickstand 2: Ausgangsprobe  3: Spumat
a Co-lsohumulon b: n-1schumulon ¢: n-+ Ad-Isohumulon
d: Co-Humulon e; n+Ad-Humulon

4.2.3.2 Zdtlicher Verlauf der Bitterstoffanreicherung bel der Zerschdumung von Pils-
Bier

Mittels der fraktionierten Zerschaumung konnte beobachtet werden, wie sich die Bitterstoffe

zeitlich im Schaum anreichern und wie sie sich dabei von einander unterscheiden.

50 ml Bier wurden in der Dimensionierung mittlerer Saule mit 25 mi*min™ N2 fraktioniert

zerschdumt. Es entstanden insgesamt 10 g Spumat. Der Schaumaustritt erfolgte im Zeitraum

14 bis 63 min. Die ersten 5 Schaumfraktionen wurden alle min aufgefangen, die letzten 4

Schaumfraktionen jeweils nach 10 min.

Bereits in der ersten Schaumfraktion waren Co-Humulon und n+ad-Humulone (mittels HPLC

as Summenpeak bestimmt) fast zu 100 % angereichert. Die isomerisierten Bitterstoffe

verhielten sich as Mengenkomponenten unterschiedlich. So reicherte sich Co-lIsohumulon

hauptsachlich gegen Ende der Zerschdumung an, wéhrend die Anreicherung von n+Ad-

| sohumulon bereits in den frihen Schaumfraktionen erfolgte (s.Abb. 4-28).
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Abb. 4-28: Die mittels HPLC/UV -Analyse ermittel ten Konzentrationen der Bitterstoffe
(mg*1™), erhalten durch eine fraktionierte Zerschaumung von Pils-Bier (Sp =

Spumat).

4.2.3.3 Zusammensetzung von festem Schaum und Spumat

Die bei der Verflissigung von Schaum enstandene Flissigkeit wird als Spumat bezeichnet.
Der Teil des Schaumes, der an der Glasinnenwand der Zerschaumungssaule haftet und einen
trockenen Schaum liefert, wird hier as fester Schaum bezeichnet.

Es wurde festgestellt, dass die Humulone in erster Linie am festen Schaum beteiligt sind,
wéahrend die Isohumulone hauptsachlich im Spumat zu finden sind. Die Humulone sind
unpolarer as die Isohumulone und stabiliseren den Schaum am stérksten, well se am

langsten an im Schaum vorhandenen Proteinen haften bleiben.

4.2.3.4 EinflussdespH-Wertesvon Bier auf die Schaumbildung und die Anreicherung
der Bitterstoffeim Schaum

50 ml Bier wurden mit 1 M HCI bzw. 1 M NaOH auf definierte pH-Werte eingestellt und in
der mittleren Saule bei Gasflussrate 70 mi*min® zerschaumt. In Abb. 4-29 sind die mit
HPLC/UV-Andlyse gemessenen Werte der Bitterstoffe in den Ruickstandsproben der
einzelnen Versuche dargestellt:

Bei der Zerschaumung von angesduerten Bier (pH-Wert 2) enthielt der Rickstand fast keine
Bitterstoffe mehr. Es erfolgte eine fast 100 %ige Anreicherung der Bitterstoffe im Schaum
ohne Verluste. Ba Erhdhung des pH-Wertes erhohte sich der Antell an Bitterstoffen im
Ruckstand, insbesondere von Co-Isohumulon. Im stark alkalischen Medium bei pH-Wert 13

war die Schaumbildung wegen der seifenartigen Konsistenz der Probe schlecht. Aufgrund der
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Abnahme der Oberflachenaktivitét der Bitterstoffe im Alkalischen enthielt der Rickstand bei
pH 13 einen beachtlichen Anteil. Dass der Rickstand bei pH 13 weniger Co-Isohumulon
enthielt as der Rickstand bei pH 12, liegt an der zunehmenden Instabilitét der 1sohumulone
im stark Alkalischen. Die Korrespondierenden Ausgangs- und Spumatproben enthielten daher
ebenfalls nur noch einen kleinen Anteil der origindr vorhandener Bitterstoffe. Dagegen war
der Schaum im sauren Melieu stabil, die Bitterstoffe lief3en sich besser anreichern und die
Spumatmenge war hoher as im Alkalischen, was auf die Stabilitdt des Schaumes
zurtckzufUhren ist, da weniger Gasblasenkoaleszenz erfolgte. Somit blieb der Schaum
insgesamt nasser und wies daher einen niedrigeren Anreicherungsfaktor auf als Schaume der
alkalischen Proben (Ausnahme: stark alkalische Probe wegen Bitterstoffeabbau).

1,81
1,61
1,41
1,21

[mg*1™]

0,81
0,61
0,41
0,21

pH 2 pH 3 pH7 pH9 pH 12 pH 13

E Co-Isohumulon En-Isohumulon On-+Ad-Isohumulon OCo-Humulon Bn-+Ad-Humulon

Abb. 4-29: HPLC/UV-Bestimmung der Bitterstoffe (mg*| *) aus den Riickstandproben,
erhalten durch Zerschdumung von Pils-Bier im sauren und alkalischen Melieu

4.2.35 Einflussder Gasart auf die Schaumbildung und die Anreicher ung der
Bitterstoffeim Schaum

Dazu wurden die Gase Stickstoff, Kohlendioxid, Helium und Argon verwendet. Der Schaum
bel der Zerschaumung mit Stickstoffgas war deutlich feinporiger und somit cremiger als der
von Kohlendioxid. Am feinsten war der Schaum mit Argon und es wurde am meisten Spumat
erhalten. Die Gasart hat somit einen Einfluss auf die Schaumstruktur sowie die enstandene
Spumatmenge und den Anreicherungsfaktor. Die Verhdtnisse der einzelnen Bitterstoffe
zueinander in den Spumatfraktionen und im Ruickstand wurden von der Gasart nicht
beeinflusst.
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4.2.4 Carotinoide

Die Anreicherung von Carotinoiden war visuel feststellbar und konnte mittels
spektralphotometrischer Messungen anhand des Gesamtcarotinoidgehaltes bestimmt werden.
Mittels HPLC/UV-Analyse der Einzelkomponenten konnte die Carotinoid-Zusammensetzung
einer Probe bestimmt werden und somit festgestellt werden, welche Carotinoide sich im
Schaum anreichern. In Tab. 4-18 sind die durchgefihrten Zerschaumungsversuche

zusammengefasst.

Tab. 4-18: Die durchgefthrten ZerschAumungsver suche zur Anreicherung von

Carotinoiden:
Versuch Praobe Saponin Volumen Saule Spumat Gasflussrate
[mI*min]
1 Karottensaft 100 mi mittel 15149 30- 100
2 Karottensaft 150 ml grofl3 22,69 30-100
3 [3-Carotin 10 % CWS* 0,39 200 ml groid 52,39 20
12 mg*ml™ in Wasser
4 Tomatensaft - 100 ml mittel 409 30- 100
1:1 verd. mit Wasser
5 Orangensaft - 100 mi mittel 15,39 30-70
6 Orangensaft - 150 ml grofl3 21,619 30-70
7 Mandarinensaft - 200 ml grofl3 26¢g 30-70
8 Safran 01g 100 ml mittel 159 30- 100
0,2 gin 100 ml Wasser

* CWS: Eine wasserdispergierbare Form von 3-Carotin

Die Zerschaumungsdauer betrug 60 bis 90 min bzw. 120 min bei Probenvolumina von 100 ml
bzw. 150-200 ml. Um die Schaumbildung und den Schaumaustritt zu fordern, wurde die N2-

Hussrate stufenweise erhoht, bis kein neuer Schaum mehr gebildet wurde.

4.2.4.1 Visuelle Beobachtungen der Carotinoidanreicherung

Bei der Zerschdumung von Karotten-, Tomaten-, Orangen- und Mandarinensaft erfolgte eine
mehr oder weniger deutliche Entfarbung des Ausgangssaftes, wahrend sich das Spumat
intensiver farbte, was auf die Anreicherung der Carotinoide zurtickzufiihren ist. Besonders
deutlich wurde dies beim Tomatensaft, well der Rickstand fast vollstandig entférbt wurde.
Die Farbstoffanteile gingen in das Auffanggefal tber, oder setzten sich zum Teil an der Wand

des Steigrohres ab. Bei den Orangensédften konnte man ebenfalls eine eindeutige Entférbung
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feststellen, bis zum Erreichen einer grapefruitsaftahnlichen Endfarbe im Ausgangssaft. Das
Spumat war dunkelorange geférbt (s. Abb. 8-4, Anhang), ebenso bei Mandarinensaft (s. Abb.
8-5, Anhang). Die Zerschdumung des Karottensafts verlief dhnlich wie die des Tomatensafts,
dlerdings, was die Entfarbung betrifft, weniger vollstéandig. Das liegt offenbar an der hohen
Carotinoidkonzentration des Karottensafts. Bel der Zerschaumung von verdinntem
Karottensaft war die Entfarbung der Probe bei der Zerschdumun g deutlicher erkennbar.

Der wassrige Extrakt des Safrans konnte mittels Zerschaumung nicht entfarbt werden. Es gab

keinen Farbunterschied zwischen Ausgangsprobe, Spumat und Riickstand.

4.2.4.2 Spektralphotometrische Analyse zur Beurtellung der Anreicherung von

Gesamtcarotinoiden aus Orangen-, K arotten- und Tomatensaft

Tab. 4-19: Gesamtcarotinoide (mg*|™) gemessen bei 450nm und berechnet as R-Carotin

Praobe K ar ottensaft Orangensaft Tomatensaft
Ausgangsprobe 55,6 7,0 16,58
Spumat 238,3 259 30,12
Rickstand 16,4 2,0 1,48
Saft : Spumat : Riickstand 1:43:0,3 1:37:03 1:1,8:0,1
Wiederfindungsrate [%0] 90 82 78

4.2.4.3 Auswertung der Anreicherung von enzelnen Carotinoidkomponenten mit
HPLC/UV-Analyse

Die Ausgangs-, Spumat- und Ruckstandsproben der Zerschdumungsversuche mit Tomaten-,
Karotten-, Orangen- und Mandarinensaft sowie einer wassrigen Probe eines dispergierbaren
[3-Carotinoid-Standards ,,3-Carotin 10 % CWS* wurden mittels HPLC/UV-Analyse auf ihren
Carotinoid-zusammensetzung und -gehalt untersucht.

Zur Verflgung standen folgende Standards: Lutein, Zeaxanthin, R-Cryptoxanthin, all-E-
Lycopin und (-Carotin. Die Identifizierung der Carotinoide erfolgte anhand der
Referenzsubstanzen (Standards) und der DAD-Spektren der Verbindungen. Tab. 4-20 zeigt
die wichtigsten Carotinoide mit ihren Absorptionsmaxima nach [Wingerath et al., 1996].
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Tab. 4-20: Absorbtionsmaxima verschiedener Carotinoide in Methanol /Acetonitril /

Dichlormethan / n-Hexan (Lycopin in Hexan) [Wingerath et d., 1996]

Verbindung A_max Verbindung A_max
Violaxantin 414/439/468 Lycopin 478
Luteoxantin 399/420/447 Zeaxantin 426/451/478
Neoxanthin 411/434/463 [3-Carotin 426/450/482
Taraxanthin 421/445/472 a-Carotin 442
Antheraxanthin 421/445/470 3-Cryptoxanthin 429/451/478
Mutatoxanthin 404/427/452 a-Cryptoxanthin 421/446/475
Lutein 422/445/474

4.2.4.3.1 R3-Carotin-Standard

Da ein Grolitell der Carotinoide in Naturproben an Tribstoffen haftet, war es wichtig, die
Anreicherung eines 3-Carotin-Standards zu Uberprifen, in dem 3-Carotin gelost in der Probe
vorliegt. Dazu wurde die ,,[3-Carotin 10 % CWS"* —Probe verwendet. Sie enthélt 10 % einer
wasserdispergierbaren Form von R-Carotin. Dadurch konnte [3-Carotin, das sonst nicht
wasserlodlich ist, in wassriger Probe erhaten und nach Zusatz von Saponin zerschaumt
werden (s. Versuch Nr. 3). Die Ausgangsprobe enthielt 12 mg*|™ R-Carotin. Die Spumat-
Probe war mit 60 mg*I™* R-Carotin 5-fach angereichert. Die Riickstandsprobe enthielt nur
noch 3 mg*I™ R-Carotin. Dadurch wird bestétigt, dass die Carotinoide (hier am Beispiel von
3-Carotin) schaumaktive Verbindungen sind, die sich im Schaum anreichern lassen,
unabhéngig von der Art der Probe. So lag 3-Carotin hier gelost in Wasser vor, wéhrend in
Naturproben die Carotinoide zum Tell auch an Tribstoffe gebunden vorliegen, was ihre
Anreicherung erleichtert. Tomatensaft ist z.B. keine homogene Lo6sung, sondern die
Carotinoide haften Uberwiegend an den TriUbantellen des Safts, weswegen auch die
Entfarbung des Saftes relativ schnell erfolgte im Gegensatz zu den anderen S&ften, in denen

die Carotinoide zum grof3ten Tell geOst vorlagen.

4.2.4.3.2 Tomatensaft
Das aufgenomme HPLC/UV-Chromatogramm (Abb. 4-30) zeigt die Carotinoid-

Zusammensetzung vom Tomatensaft mit Lycopin und R3-Carotin als Hauptkomponenten. Bei
der Zerschdumung von Tomatensaft wurden sowohl Lycopin als auch 3-Carotin im Schaum

angereichert.
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Abb. 4-30: HPLC/DAD-Chromatogramm und UV-V1S-Spektren von
Carotinoiden im Tomatensaft (1: Lycopin, 2: [3-Carotin)

4.2.4.3.3 Karottensaft

Abb. 4-31 zeigt das HPLC/DAD-Chromatogramm von Karottensaft mit den Carotinoiden
Lutein, o-Carotin, und [-Carotin as Hauptverbindungen. Aus den gemessenen
Konzentrationen (s. Abb. 4-32) erkennt man eine Anreicherung aller drei Carotinoide im
Schaum.

Lutein a-Carotin B-Carotin

Ausgang : Spumat : Ruckstand 1:28:05 1:37:03 1:37:03
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Abb. 4-31: HPLC/DAD-Chromatogramm und UV-VIS-Spektren

von Carotinoiden im Karottensaft (1. Lutein; 2. a-
Carotin; 3. 3-Carotin)
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Abb. 4-32: Vergleich der Konzentrationen der Hauptcarotinoide
des Karottensaftes (HPLC/DAD-Analyse) mit den
Konzentrationen des Spumats und des Riickstandes
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4.2.4.3.4 Orangen- und M andarinensaft
Einfihrung

Orangensaft und Mandarinensaft enthalten ein komplexes Gemisch an Carotinoiden. Da nur
einige Referenzecarotinoide zur Verfigung standen, konnten nicht alle Verbindungen, die
HPLC/DAD-detektiert wurden, quantifiziert werden. In den folgenden Ergebnissen werden
deshalb die Ausgangs, Ruickstands- und Spumat-Proben jewells Uber die gemessenen
Peakflachen nach Berlcksichtigung von Verdinnungsfaktoren miteinander verglichen.
Tabellarisch werden die Retentionszeiten und die Peakflachen der Hauptverbindungen
aufgelistet.

Bei den spéter eluierenden Verbindungen handelt es sich um Carotinoid-Fettsureester (z. B.
3-Cryptoxanthin-Laurat, -Myristat und -Palmitat [Lin und Chen, 1995]). Der Vergleich der
UV/VIS-Spektren spét eluierender Verbindungen mit dem UV/VIS-Spektrum des 13-
Cryptoxanthinstandards zeigt, dass es sich dabei u. a um [3-Cryptoxanthin-Fettsaureester
handelt.

Bei Orangensaft bilden die Xanthophylle (am HPLC relativ frih eluierende Verbindungen)
den Hauptanteil der Carotinoide. Mandarinensaft enthdlt as Hauptcarotinoid (3

Cryptoxanthin, wobei ein grof3er Teil davon in veresterter Form vorliegt.

a) Orangensaft

Orangensaft war ohne Zusatz von Schaumbildnern gut zerschdumbar. Aufgrund der
Carotinoidanreicherung im Schaum war die Farbe des triiben Spumats dunkel-orange. Der
Ruckstand erinnerte sowohl farblich as auch geschmacklich an Grapefruit. Abb. 4-33 zeigt
die HPLC/DAD-Chromatogramme von Ausgangsprobe (Orangensaft), Ruckstand und
Spumat (Abb. 4-34 zeigt Ubersichtshalber nur einen Ausschnitt davon). Die Spumatprobe
wurde vor der Analyse um das 4,6-Fache verdiinnt. Die dargestellten UV-V1S-Spektren (Abb.
4-35) zeigen die typischen Spektren fur 3-Cryptoxanthin und Violaxanthin.

Die Ergebnisse zeigen, dasssich alle Xanthophylle, Carotinoide und Carotinoidef ettsdureester

des Orangensafts im Schaum durch Zerschaumung anreichern lassen.
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Abb. 4-33: HPLC/DAD-Chromatogramme von Carotinoiden in Orangensaft
(1. Ruckstand, 2. Spumat, 3. Ausgangsprobe; Verdinnungsfaktor
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Abb. 4-35: HPLC/DAD-Chromatogramm und UV -V1S-Spektren einiger
Carotinoide im Orangensaft.

Tab. 4-21. Die mit HPLC-DAD-Anayse erfassbaren Verbindungen des Orangensafts, die
typische UV -VIS-Spektren fur Carotinoide zeigen

Retentionszeit Ausgangspr obe Spumat Anreicherungs- Rickstand Verbindung***
[min] FE* FE Faktor** FE
4,24 9,17 58,85 6,4 0,7 Zeaxanthin
9,5 26,72 177 6,6 1,7 [3-Cryptoxanthin
14,2 134 76,86 58 0
19,16 23,72 149,6 6,5 1
49,5 11,63 67,6 58 0
65,7 13,74 126,91 9,2 2,7
69 15,25 94,3 6,1 0
91,77 30,3 206,9 6,8 0
97,15 36,80 218,3 59 23
120,08 13,86 96,7 7 1,6
128,75 28,86 193,6 6,7 5
* FE: die am HPLC/DAD gemessene Flacheneinheit [mAU]

* Anreicherungsfaktor = Flacheneinheit Spumat : Fléacheneinheit Ausgangsprobe
*rk Identifizierung anhand der Referenzsubstanzen und der UV/VIS -Spektren
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b) M andarinensaft

Mandarinensaft war wie Orangensaft ohne Zusatz von Schaumbildnern gut zerschaumbar.
Auch hier war wegen der Anreicherung der Carotinoide im Schaum das tribe Spumat dunkel-
orange eingefarbt, die Farbe des Rickstands dagegen hell-gelb. Abb. 4-36 zeigt die
HPLC/DAD-Chromatogramme des Mandarinensafts mit den zugehtrigen UV-VIS-Spektren.
Die UV-VIS-Spektren zeigen typische Carotinoidspektren.

Auch hier lassen sich ale Xanthophylle, Carotinoide und Carotinoidfettsdureester des

Mandarinensafts im Schaum anreichern.
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Abb. 4-36: HPLC/DAD-Chromatogramm und UV-VIS-Spektren von
Carotinoiden im Mandarinensaft.
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Tab. 4-22: Die mit HPLC-DAD-Analyse bestimmten V erbindungen des Mandarinensafts, die
typische UV -VIS-Spektren von Carotinoiden aufweisen.

Retentionszeit Ausgangspr obe Spumat Anreicherungs- Ruckstand Verbindung***
[min] FE* FE Faktor** FE
9,5 70,1 462 6,6 2,6 [3-Cryptoxanthin
12,9 16,1 63,9 4 0 Violaxanthin
17,3 12,5 45,3 3,6
23,7 12,3 51,6 4,2 0 R-Carotin
27,3 46,1 388,9 8,4 2,4
49,5 34,2 306,5 9 0
69 269 2364 8,8 0
91,77 79,7 723 91 0
97,15 3119 2784 8,9 0
1201 60,7 592,1 98 0
128,8 149,3 7754 52 0

* FE: dieam HPLC/DAD gemessene Hacheneinheit [mA U]
*x Anreicherungsfaktor = Flacheneinheit Spumat : Flacheneinheit Ausgangsprobe
***  ]dentifizierung anhand der Referenzsubstanzen und UV/V1S-Spektren

4.2.4.4 Untersuchung der Anreicherung von Crocin aus Safran ,, Crocus sativus*

Waéssriger Safranpulverextrakt war ohne Saponinzugabe nicht zerschdumbar. Der wéssrige
Extrakt des Safrans wurde bei der Zerschdumung auch nicht entfarbt (keine Farbunterschied

zwischen Ausgangsprobe, Spumat und den Riickstand).

4.2.5 Curcuminoideund TurmeroneausKurkuma

Einleitung:

Sowohl die Curcuminoide (Bisdemethoxycurcumin, Demethoxycurcumin und Curcumin) als
auch die Turmerone (Hauptaromaverbindungen der Kurkuma: ar-Turmeron, Turmeron und
Turmerol) lief3en sich im Schaum quantitativ anreichern. Die Curcuminoide wurden mittels
HPLC/UV-Analyse anhand von Curcumin-Standard identifiziert. Die Identifizierung der
Turmerone, die ebenfalls an HPLC-UV detektiert wurden, erfolgte durch HRGC/MS-
Anayse.

Neben den Anreicherungsfaktoren wurde die Stabilitét der Verbindungen wéhrend der
Zerschdumung Uber die Wiederfindungsraten untersucht. Die Anreicherung der Curcuminoide
aus verdinnten Standardproben und konzentrierten Proben wurde verglichen. Die
Wasserlodlichkeit der Verbindungen wurde ebenfdls bestimmit.
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Tab. 4-23: Tabellarische Zusammenfassung der durchgefihrten Zerschaumungsversuche

Saponin Volumen Saule Schaumaustritt Spumatmenge [g] Gasflussrate
[d] [ml] [min] [mI*min]
Versuch A: wassriger Kurkumaextrakt (1 g* (100 ml)™):
| 200 | groR | 15- 90 | 32 | 100

Versuch B: methanolische Curcumin-Standardl 6sung

10 ml Probe (1 g*I™) mit Wasser auf 200 ml (50 mg*1™)

0,03 200 groi 15-90 6,6 30 (0-5 min)
20 (5-95 min)
Versuch C: 1ml methanolische Curcumin-Standardlésung (1 g*1™) mit Wasser auf 200ml verdiinnt,
Riickstandsproben alle 10 min enthommen
0,3 200 groi3 15-70 20 30 (0-33 min)
50 (25-33 min)
70 (33-40 min)
100 (40-70 min)
Versuch D: 1ml methanolische Curcumin-Standardlésung 10 g*I™ mit Wasser auf 200ml verdinnt,
Riickstandsproben alle 10 min enthommen
0,3 200 groid 15-80 13,6 (20-40 min) 30 (0-60 min)
3,6 (33-80 min) 50 (60-80 min)

4.2.5.1 Quantifizierung der Curcuminoide

Da der verwendete Standard (techn.) neben Curcumin as Hauptkomponente auch unbekannte
Mengen an  Bisdemethoxy- und  Demethoxycurcumin  enthielt, sind  die
Konzentrationsangaben fir Curcumin lediglich semiquantitativ. Eine quantitative Auswertung
von Curcumin, Bisdemethoxy- und Demethoxycurcumin wurde zusétzlich dadurch erschwert,
dass die molare Extinktion von Bisdemethoxycurcumin 3,5-fach héher as die von Curcumin
ist [Kehrer, 1996] und eine Bagdinientrennung der drei Verbindungen unter den
angewandten HPL C-Bedingungen nicht moglich war. Deshalb wurden die Verhdtnisse der
gemessenen Peakflachen der oben genannten Curcuminoide in den verschiedenen Proben
zueinander ausgewertet. Trotzdem ist eine deutliche Anreicherung der Verbindungen im
Schaum (Abb. 4-37) erkennbar. Die Nachweisgrenze der Curcuminoide unter den
angewandten analytischen Bedingungen betrug 1 mg*| ™.

4.2.5.2 Wasserlodichkeit der Curcuminoide ausdem Kurkumapulver

Die mit Hilfe von Curcumin techn. (Einwaage 0,1 g* (100 ml)™) berechnete Konzentration fiir
Curcumin im methanolischen Extrakt des Kurkumapulvers ergibt einen Gehalt von 1,7 % im
verwendeten Kurkumapulver.

Curcumin-Sandard-L6sung: 0,01g Curcumin in 1200 ml Methanol

Kurkumapulver-Extrakte: 1g Kurkumain 100 ml Methanol bzw. Wasser
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Die Wiederfindungsrate der Verbindungen im wassrigen Extrakt des Kurkumapulvers,
bezogen auf die methanolische Extraktion (100 %) betrug fur Bisdemethoxycurcumin 14 %, fr
Demethoxycurcumin 6,7 % und fir Curcumin 2,6 %.

Ein Zusatz von 10 % Ethanol zum Extraktionswasser bewirkte keine Erhdhung der Ausbeute.
Bisdemethoxycurcumin ist somit wesentlich besser wasserlédich als Curcumin. Es bildet
daher die Hauptverbindung der Curcuminoid-Fraktion bei der HPLC-Analyse waéassriger
Extrakte. Im methanolischen Extrakt dagegen ist Curcumin die Hauptkomponente. Die
Verbindungen wurden Uber Elutionsreihenfolge, Retentionszeit und UV/VIS-Spektren

identifiziert.

4.2.5.3 Anreicherung von Curcuminoiden durch Zerschdumung

Die Entfarbung der wéssrigen Kurkumaextrakte bei der Zerschaumung und damit die
Anreicherung der gelben Farbstoffe im Schaum war optisch eindeutig erkennbar. (vgl. Abb.
8-6, Anhang). Der Ruckstand entférbte sich nach hellgelb. Die Spumatprobe dagegen war
dunkelgelb und trib (Anreicherung von Proteinen und Curcuminoiden; Spumat: 16 % des
Ausgangsvolumens). Abb. 4-37 zeigt die aufgenommenen HPLC-Chromatogramme der
Ausgangs-, Spumat- und Ruckstandsprobe des wassrigen Kurkumaextraktes. Die Messwerte
zeigten eine deutliche Anreicherung im Spumat. Der Rlckstand enthielt nur noch Spuren an
Farbstoffen.
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Abb. 4-37: HPLC/UV-Chromatogramme von Curcuminoiden im wassrigen Extrakt
von Kurkumapulver (a. Bisdemethoxycurcumin, b. Demethoxycurcumin,
¢. Curcumin; Chromatogramm Nr. 1. Ausgangsprobe, 2. Spumatprobe, 3.
Ruckstand)
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Die Anreicherung der Curcuminoide aus dem wassrigen Extrakt des techn. Curcumin-
Standards erfolgte unter Saponinzusatz. Auch hier waren Rickstand hellgelb und
Spumatprobe dunkelgelb gefarbt.

Anreicherungsfaktor:

Der Anreicherungsfaktor (gemessen Uber die Peakflachen) gibt das Verhdtnis der
Konzentration der Spumatprobe zur Ausgangsprobe an und betrug fr Bisdemethoxycurcumin
5,64; Demethoxycurcumin 6,47 und Curcumin 7,25.

Verhaltnisse der Curcuminoide zueinander:

Bisdemethoxycurcumin : Demethoxycurcumin : Curcumin
Ausgangsprobe 1 X 0,53 X 0,75
Spumat 1 : 0,61 : 0,97

In Ausgangs- und Spumatprobe sind die Verhdltnisse der Curcuminoide zueinander &hnlich.

Dies deutet auf dhnliches Verhalten der Komponenten beziiglich der Anreicherung im
Schaum hin.

Wiederfindungsrate:

Bezogen auf die berechnete Konzentration von Curcumin im wassrigen Extrakt von
Kurkumapulver ergibt sich im Spumat eine Wiederfindungsrate von ca. 111 % (zu hohe
Wiederfindungsrate in erster Linie auf unzureichende chromatographische Trennung der
Curcuminoide zurtickzufUhren). Demnach erfolgt kein Abbau der Curcuminoide wahrend der
Zerschdumung und dse ist deshab as schonende Methode fir die Anreicherung von

Curcuminoiden aus wassrigen Extrakten von Kurkumapulver geeignet.

4.2.5.4 Zetlicher Anreicherungsverlauf der Curcuminoideim Schaum

Nach definierten Zetabstéanden wurden aliguote RUckstandsproben gezogen, um den
zeitlichen Anreicherungsverlauf der Curcuminoide im Schaum zu Uberprifen. Die
aufgenommenen HPLC/UV-Chromatogramme zeigen, dass auch die Nebenkomponenten
Bisdemethoxycurcumin und Demethoxycurcumin wie Curcumin kontinuierlich bis zum Ende
der Zerschdumung angereichert werden, auch wenn beide in viel niedrigerer Konzentration
as Curcumin vorliegen. Dies liegt offensichtlich daran, dass Curcumin, wegen seiner

niedrigeren Polaritét, bevorzugt im Schaum angereichert wird.
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Wahrend bel der Zerschaumung von konzentrierten Proben eine Entfarbung erst nach 80 min
sichtbar wurde (s. Versuch C), erfolgte bel 10-fach verdinnten Proben (Versuch D) eine
Entféarbung bereits nach 10 min Zerschdumung. Die zweite Riuckstandsprobe (nach 20 min)
war bereits vollstandig entfarbt.

Aus beiden Proben erfolgte die Anreicherung aler drel Curcuminoide kontinuierlich und

gleichméidig, unabhéngig von der Konzentration der Verbindungen in der Probe.

4255 Charakteriserung und Quantifizierung der Turmerone

Untersucht wurden die Hauptkomponenten ar-Turmeron, Turmeron und Turmerol. Die
Turmerone machen 60-70 % des etherischen Extraktes der Kurkuma aus und verleihen dem
Kurkuma-Aroma den typischen Charakter. Der Gesamtgehalt des untersuchten

Kurkumapulvers an Turmeronen betrug 1,2 %.

Die HPLC/UV-Analyse wurde bel 428 nm und 254 nm durchgefihrt. Bei 254 nm war es
maoglich, die Turmerone neben den Curcuminoiden zu detektieren [Smith and Witowska,
1984]. Mit Hilfe der GC/FID- sowie HRGC/MS-Analyse der Ausgangs-, Spumat- und
Ruckstandsproben nach deren Extraktion mit Ether konnte abgesichert werden, dass es sich

bei den Verbindungen tatséchlich um die Turmerone handelt.

4.25.6 Wasserlodichkeit der Turmeroneausdem Kurkumapulver

Im wassrigen Extrakt  von  Kurkumapulver waren  Uberwiegend  Turmerone
(Sesguiterpenketone) zu finden. Bezogen auf den Gehalt an Turmeronen im etherischen
Extrakt von Kurkumapulver (1,2 %) betrug die Ausbeute im wassrigen Extrakt ca. 10 %. Die
im Kurkumadl enthaltenen Monoterpene und Sesquiterpene waren mit Wasser nicht
extrahierbar. In der Auswertung wurde lediglich auf die Hauptkomponenten des Kurkuma-

Aromas (Turmerone) eingegangen.

4.2.5.7 Anreicherungvon Turmeronen durch Zerschaumung

Neben den Curcuminoiden wurden auch Turmerone im Schaum angereichert. Am Ende der
Zerschdumung  enthielt der RUckstand keine Turmerone mehr. Die ermittelten

Konzentrationen der Turmerone sind in Tab. 4-24 zusammen mit den m/z-Werten
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(HRGC/MS-Analyse) aufgelistet. Fur die Analysen wurden jeweils 100 ml Ausgangs- und
Ruckstandsprobe sowie 30 ml Spumatprobe eingesetzt.

Tab. 4-24. Die GC/FID- bzw. HRGC/MS-Messwerte der Ausgangs, Schaum- und
RlUckstandsprobe  des  wassrigen  Extraktes von  Kurkumapulver
(Probevolumen: Ausgangs- und Ruckstandsprobe 100ml, Spumat 30ml)

Verbindung m/z Ausgangsprobe Spumatprobe Riickstandsprobe
[mg*17] [mg*17] [mg*17]
ar-Turmeron 83-119-216 632 935 7
Turmeron 83-105-120-218 193 270 13
Turmerol 120-83-218 259 363 8
Anreicherungsfaktor:

Der Anreicherungsfaktor gibt das Verhdtnis der Konzentration der Spumatprobe zur
Ausgangsprobe an einzelnen Turmeronen an. Da von Spumat lediglich 30 ml zur
Aufarbeitung, von der Ausgangsprobe jedoch 100 ml eingesetzt wurden, wird die
Spumatprobe mit dem Faktor 3,33 multipliziert. Dann ist es mdglich, die Konzentrationen
beider Proben direkt miteinander zu vergleichen. Damit ergibt sich flr ar-Turmeron ein
Anreicherungsfaktor von 4,9; Turmeron von 4,7 und Turmerol von 3,3. Die
gaschromatographisch gemessenen Konzentrationen der Ausgangs- und Spumatprobe des
wassrigen Kurkumaextraktes (berechnet jeweils auf 100 ml Probenvolumen) sind in Abb.
4-38 dargestd|t.

Wiederfindungsrate:

Bezogen auf den Gehat an Turmeronen in der Ausgangsprobe (2,16 mg) betrug die
Wiederfindungsrate der relativ schwerfllichtigen Turmerone nach der Zerschaumung 80 %.
Verluste an Turmeronen konnen weiter verringert werden, wenn unter schonenden
Bedingungen gearbeitet wird (direktes Einleiten des Schaumes in eine vorgelegte Losung

unter Inertgas).
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Abb. 4-38: Vergleich der mittels GC/FID-Analyse gemessenen Konzentrationen der
Ausgangs-, Spumat- und RUckstandsprobe des waéssrigen Kurkuma-

extraktes (berechnet jeweils auf 100ml Probenausgangsvolumen)

4.2.6 Glykoalkaloide ausK artoffelpresssaft

Frisch gepresster Kartoffelsaft wurde nach Verdiinnung mit Wasser zerschaumt. Er bildete

einen sehr stabilen Schaum. Ebenso wurde die wéassrige Standardl6sung der Glykodkaolide

[J-Solanin und [-Chaconin mit Hilfe von Saponin zerschdumt. Die Versuche sind in

Tab. 4-25 aufgelistet. Die Bestimmung der Glykoalkaloide erfolgte mittels der HPLC/UV-

Anayse.

Tab. 4-25: Die durchgeftihrten Zerschaumungsversuche mit Kartoffelpresssaft und

Glygoalkaloid-Standard

Praobe Saponinzusatz | Volumen Saule | Spumat | GasfluBrate | Schaum-
austritt

5ml Glykoalkaloid- 0,03g 100 ml mittel 729 20mi*min® | 17,5- 60

Standardl6sung (0-60 min) min
mit Wasser auf 100ml

1:10 verdinnter 200 ml groid 36,59 20mi*min™® | 20 min —

Kartoffel saft (0-3h) mi*min*| 35h
40(3-3,5h)
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4.2.6.1 Anreicherung von Glykoalkaloiden durch Zerschaumung

4.2.6.1.1 Tabdlarische Darstellung der Ergebnisse

Tab. 4-26: Die mit HPLC/UV-Analyse gemessenen Konzentrationen und berechneten
Absolutmengen der Glykoalkaloide bei der Zerschdumung von Glykoakaloid-
Standardlésung und Kartoffelpref3saft, ihre Anreicherungsfaktoren im Schaum
und ihre Wiederfindungsraten.

Praobe Glykoalkaloid-Standar d-l6sung K artoffel saft
a-Solanin a-Chaconin a-Solanin a-Chaconin
[mg* 1] [mg* 1] [mg* 1] [mg* 1]
Ausgang 6,0 13,2 1,0 1,6
Spumat 85,0 141,8 5,0 7,2
Rickstand 0 0 0 0
Anreicherungsfaktoren 14,2 10,7 5,0 4,5
(Konz. Spumat/Konz.
Ausgangsl 6sung)
Absolutmengen [mg]
Ausgangs 6sung 0,6*(100ml)™* |1,32¢(100 ml)* | 0,20* (200 mi)™ 0,32*(200 ml)™*
Spumat 0,6*(7,2ml)" [1,02*(7,2ml)" 0,18*(36,5ml)™ 0,26*(36,5ml) ™
Riickstand 0,0%(92,8ml)* [0,04(92,8 ml)" 0,0*(163,5ml)™ 0,0%(163,5ml)™
Wiederfindungsraten [%] 100 77 91 82

4.2.6.1.2 Anreicherung der Glykoalkaloide aus K artoffelsaft

Abb. 4-39 zeigt das HPLC/UV-Chromatogramm von Kartoffelsaft.

Die detektierten

Glykoakaloide a-Solanin und a-Chaconin wurden mit Hilfe der Messung der Standards

identifiziert.
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Abb. 4-39: HPLC/UV-Chromatogramm der Glykoalkaloide
in Kartoffelsaft [(a) a-Solanin, (b) a-Chaconin]
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Abb. 4-40: Anreicherung der Glykodkdoide aus
Kartoffelpresssaft im Schaum

4.2.6.1.3 Anreicherung der Glykoalkaloide ausder Standardlésung:
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Abb. 4-41: HPLC/UV-Chromatogramme der Glykoalkaloide
in der Standardldsung [(@) a-Solanin, (b) a-Chaconin;
(1) Ruckstand, (2) Ausgangsprobe, (3) Spumat]

Die Glykoakaloide a-Solanin und a-Chaconin sind schaumaktiv und mittels Zerschaumung
im Schaum praktisch quantitativ angereichert worden. Anhand dieses Anwendungsbeispiels
présentiert sich die Zerschdumungsanalyse nicht as Anreicherungsmethode wertvoller
Pflanzeninhaltsstoffe, sondern as  Eliminierungsmethode  unerwilnschter  toxischer
Inhaltsstoffe.
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4.2.7 Kavapyroneund Flavokavinein Kava-K ava

Einleitung:

Bel der Zerschaumung von wassrigen Kava-Kava-Pulverextrakten lief3en sich in erster Linie
die Nebenkomponenten Flavokavine im Schaum anreichern. Bel den Kavapyronen dagegen
war entweder keine oder eine nur teilweise Anreicherung feststellbar. Um zu Gberprifen,
welchen Einfluss die unterschiedliche Konzentration einzelner Flavokavine und Kavapyrone
auf die Anreicherung hat, wurden Zerschaumungsversuche mit wassrigen Proben von Kavain-
Standard und Kava-Kava-HD-Extrakten mit unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen
unter Saponinzusatz durchgeftihrt. Durch Variation der Saponin-Konzentration wurde

zusatzlich deren Einfluss tberprUft.

Tab. 4-27: Ubersicht der Zerschaumungsversuche zur Anreicherung von Flavokavinen und

Kavapyronen
Ausgangs- Praobe Saponin- | Volumen | Sdule | Spumat Gasflussrate Schaum-
material zusatz [mI*min] austritt
Kavain-Standard
Stammlésung (SL): 40 mg Kavain / 20 ml M ethanol
1 10,5 mg* I 0,039 100 ml mittel 9,379 20 (0-38 min) 17-40 min
(2 ml SL auf 100 (38-40 min)
100 ml H,0)
2 2,10mg* I 0,039 100 ml mittel 5,98¢ 20 (0-33 min) 17-35min
(0,2 ml SL auf 100 (33-35 min)
100 ml H,0)
3 1,05 mg*I™ 0,039 100 ml mittel 5359 20 (0-38 min) 17-40 min
(0,2 ml SL auf 100 (38-40 min)
100 ml H,0)
4 2,10 mg*I™ 0,069 100 ml mittel | 12,26 g 20 (0-78 min) 17-80 min
(0,2 ml SL auf 100 (78-80 min)
100 ml H,0)
5 2,10 mg*I™ 01g 100 ml mittel | 22,31g | 20(0-117 min) | 17-120 min
(0,2 ml SL auf 15 (117-120 min)
100 ml H,0)

Kava-K ava-HD-Extrakt
Stammlésung (SL): 100 mg HD-Extrakt / 50 ml M ethanal

1 10 ml SL auf 01g 100 ml mittel | 19,459 20+ 100 17-90 min
100 ml H,O

2 10 ml SL auf 0,03 ¢ 100 ml mittel | 11,14 g 20+ 100 17-50 min
100 ml H,O

3 2ml SL auf 0,03 ¢ 100 ml mittel 6,239 20+ 100 17-50 min
100 ml H,O

K ava-K ava-Pulver
wassriger Extrakt: 0,59/ 100 ml bides. H,O

1 100 ml 0,05¢g 100 ml mittel | 10,059 12 (0-60 min) 25-82 min
wassiger 20 (60-80 min)
Extrakt 100 (80-82 min)

2 Rickstandvon| 0,059 70 ml mittel 7459 12 (0-60 min) 25-103 min
Versuch 1 20 (60-100 min)

(Kava-Pulver) 100 (100-103 min)
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Die Bestimmung von Kavapyronen neben Flavokavinen erfolgte mittels HPLC/UV-Analyse.
Die Quantifizierung von Kavapyronen erfolgte Uber Kavain unter Verwendung von
Korrekturfaktoren. Die Quantifizierung von Flavokavinen erfolgte Uber einen Kava-Kava
HD-Extrakt, der einen definierten Gehalt an Flavokavin A enthielt.

4.2.7.1 Untersuchung desVerhaltensvon Kavain bei der Zer schaumung der wassrigen

Kavain-Standardlésung unter Saponinzusatz

Der Einfluss der Kavain- und Saponinkonzentrationen auf das Anreicherungsverhdten wurde

untersucht.

Tab. 4-28: Die mit HPLC/UV-Anayse gemessenen Konzentrationen des Kavains bei der
Zerschdumung von Kavain-Standardldsung.

Versuch Nr. Saponin-K onzentration Ausgangspr obe Spumat Ruckstand
[mg*I”] [mg*I”] [mg*I”]
1 0,03 g* (100 ml)™* 10 17,7 8,8
2 0,03 g*(100 ml)™* 2 75 1,7
3 0,03 g*(100 ml)™* 1 4.4 0,7
4 0,06 g* (100 ml)™* 2 59 1,2
5 0,10 g* (100 ml)™* 2 52 0,9
A. Einflussder Kavain-K onzentration auf seine Anreicherung

Um zu Uberprifen, welchen Einfluss die Kavain-Konzentration auf ihre Anreicherung im
Schaum hat, wurden die Versuche 1, 2 und 3 mit Kavain-Standardl6sung bei verschiedenen
Konzentrationen durchgefihrt (s.Tab. 4-27). Die Kavain-Konzentrationen der Proben sind in
Tab.4-29 dargestellt. Die prozentualen Konzentrationen des Kavains im Ruckstand bezogen
auf die jeweiligen Ausgangskonzentrationen von 10 (Versuch 1), 2 (Versuch 2) und 1 mg*1™
(Versuch 3) betrugen 84, 81 und 70 %. Dies zeigt, dass Kavain auch aus sehr verdinnten
Proben nur zum Teil anzureichern ist. So konnte eine 10-fache Verdiinnung die Konzentration
im Ruckstand lediglich von 84 % auf 70 % herabsetzen.

Dass Kavain potentiell schaumaktiv ist, kann man an seiner Konzentration in den
Schaumfraktionen feststellen. Der Anreicherungsfaktor war bei den am starksten verdiinnten
Proben am hochsten. So betrug der Anreicherungsfaktor der Spumatprobe, erhalten durch
Zerschaumung der Probe mit einer Kavain-Ausgangskonzentration von 10 mg*1™ 1,7 und der
Anreicherungsfaktor, erhalten durch Zerschaumung der Probe mit 2 mg*I™* Kavain 3,6. Am
hochsten lag der Anreicherungsfaktor mit 4,2 bei der Zerschaumung der Probe mit einer
Kavain-Ausgangskonzentration von 1 mg*|™. Dass der Anreicherungsfaktor im Versuch 1

besonders niedrig i<, liegt zusétzlich an der hohen Spumatmenge.
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B. Einflussder Saponin-K onzentration auf die Anreicherung von Kavain

Um den Einfluss der Saponin-Konzentration auf die Anreicherung von Kavain im Schaum zu
Uberprifen, wurden die Versuche 3, 4 und 5 mit Kavain-Standardlésung bel verschiedenen
Saponin-Konzentrationen durchgefihrt (s. Tab. 4-27). Mit der Erh6hung der Saponin-
Konzentration erhohten sich die Zerschdumungsdauer (d.h. die Schaumbildung), die
entstandene Spumatmenge und die Anreicherung von Kavain. So konnte die Konzentration
des Kavains im Ruckstand von 81 % Uber 56 % auf 43 % herabgesetzt werden durch
Erhdhung der Saponinkonzentration von 0,03 g iiber 0,06 g auf 0,1 g* (100 mi)™.

Die Wiederfindungsrate betrug 86-98 % und war von Kavain- bzw. Saponin-Konzentration
unabhangig.

4.2.7.2 Untersuchung des Verhaltens von Kavapyronen und Flavokavinen be der

Zerschdumung von wassrigen Proben des Kava-K ava-HD-Extrakts

Die Stamml6sung des Kava-Kava-HD-Extrakts enthielt folgende V erbindungen:

Methysticin (M), Dihydromethysticin (DHM), Kavain (K), Dihydrokavain (DHK), Yangonin
(Y), Desmethoxyangonin (DMY), Favokavin A (FA) und Flavokavin B (FB). Die
Zerschdumungsversuche erfolgten mit wassrigen Proben unterschiedlicher Konzentrationen
an Kava-Kava-HD-Extrakt und zugesetztem Saponin (s. Tab. 4-27).

A. Einfluss der Konzentration der Kavapyrone und Flavokavine im Kava-Kava-HD-
Extrakt auf deren Anreicherung
Die HPLC/UV-Anaysenergebnisse der Verbindungen sind in Tab.4-29 zusammengefasst.
Eine Erniedrigung der Ausgangskonzentration des HD-Extrakts um das 5-Fache fuhrten zur
guantitativen Anreicherung der Havokavine A und B, lechten Erhdhung des
Anreicherungsfaktors flir Kavapyrone, leichten Erhdhung der Anreicherung von
Dihydrokavain und eindeutigen Erh6hung der Anreicherung von Yangonin und
Desmethoxyyangonin, namlich von 20-25 % auf 40-50 % (Tab. 4-29, Versuch 3). Die
Erniedrigung der Kavapyron-Konzentration in der Ausgangsprobe zeigte keinen Einfluss auf

die Anreicherung von Methysticin, Dihydromethysticin und Kavain.



Ergebnisse 154
Tab.4-29: Die mit HPLC/UV-Anadyse ermittelten Konzentrationen von
Kavapyronen und Flavokavinen (mg*l™®) bei der Zerschaumung
wassriger Proben des Kava-Kava-HD-Extraktes.
Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3
10 mg* (50 ml)™* 10 mg *(50 mi)™* 2 mg* (50ml)™*
0,1 g Saponinzusatz 0,03 g Saponinzusatz 0,03 g Saponinzusatz
Ausg. | Sp. Ruck. Ausg. | Sp. Ruck. Ausg. | Sp. Ruck.
M 10,67 |11,74 |9,88 10,15 |13,64 |8,82 2,26 3,80 2,0
DHM [21,1 [2355 [2042 20,33 [2544 [18,80 470 711 [435
K 33,73 |37,67 (30,01 30,96 |43,06 |28,99 7,0 12,17 |6,22
DHK 40,12 |40,78 (30,09 26,44 34,94 |24,85 7,09 1489 |5,84
Y 3,04 4,35 2,28 2,37 4,26 1,67 0,52 1,91 0,32
DMY | 3,67 44 2,87 2,47 6,59 1,94 0,39 1,48 0,20
FA 5,98 18,24 0,80 41 26,04 |1,57 0,85 931 0
FB 5,06 1494 |0 2,16 20,0 0,93 0,45 6,78 0

Ausg. Ausgangs dsung; Sp. Spumat; Rick. Riickstand; M Methysticin; DHM Dihydro-methysticin; K
Kavain; DHK Dihydrokavain; Y Yangonin; DMY Desmethoxy-Yangonin; FA Flavokavin A; FB
Flavokavin B
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Abb. 4-42: HPLC/UV-Chromatogramme der Kavapyrone und Flavokavine in ener
wassriger Probe des Kava-HD-Extraktes (Versuch 1).
(Chromatogramm:-Nr.: 1. Ausgang, 2. Spumat, 3. Rickstand.
(Peak-Nr.: 1. Methysticin, 2. Dihydromethysticin, 3. Kavain, 4. Dihydro-

kavain, 5. Yangonin (Y), 6. Desmethoxy-Y, 7. Flavokavin A, 8. Flavokavin B
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B. Einflussder Saponin-K onzentration auf die Anreicherung von Kavapyronen und
Flavokavinen
Um den Einfluss der Saponin-Konzentration auf die Anreicherung von Kavapyronen und
FHavokavinen im Schaum zu Uberprifen, wurden die Versuche 1 und 2 mit wéssriger Probe
des Kava-Kava-HD-Extrakts bel verschiedenen Saponin-Konzentrationen durchgefihrt (s.
Tab. 4-27). Eine Erhthung der Saponinkonzentration fuhrte zur Erhéhung der Spumatmenge
und somit zu niedrigeren Anreicherungsfaktoren, aber auch zur quantitativer Anreicherung
der Flavokavine A und B: So betrug die Konzentration von Flavokavin A und B im
Riickstand von Versuch 1 (Saponin: 0,1 g*(100 ml)™*) 13 % bzw. 0 % und von Versuch 2
(Saponin: 0,03 g©100 ml)™) 38 % bzw. 43 % (s. Tab.4-29). Lediglich Dihydrokavain zeigte
eine um ca. 12 % hohere Anreicherung bel Erhdhung der Saponinkonzentration. Auf die

Anreicherung der restlichen Kavapyrone hatte die Saponin-Konzentration keinen Einfluss.

4.2.7.3 Untersuchung des Verhaltens von Kavapyronen und Flavokavin be der

M ehrfach-Zerschdumung von wassrigen Proben des Kava-Pulvers

Tab. 4-30: Die mit HPLC/UV-Analyse gemessenen Konzentrationen von Kavapyronen und
Flavokavinen in (mg*l™) sowie in (%), bezogen auf die Konzentration der
Ausgangsprobe bei der Mehrfach-Zerschaumung von wassrigen Proben des

Kava-Kava-Pulvers.
Versuch 1 Versuch 2*
0,5 g*(100 ml)™*, 0,05 g Saponinzusatz Riickstand des Versuchs 1; 0,05 g
Saponinzusatz
Ausgangs sg. Spumat Rickstand Spumat Rickstand
[mg*17] | [%] | [mg*I™] | [%] | [mg*I™] [ [%] | | [mg*I7] | [%] | [mg*I"] [ [%] | [%]
A-VIx**
M 10,24 | 100 25,03 |244 7,04 |69 14,60 |207 4,48 |63 44
DHM 46,20 | 100 8594 (186 3741 |81 64,49 |172 2742 |73 59
K 40,86 |100 80,13 [199 | 33,28 |83 73,07 |220 | 20,75 |62 51
DHK 70,88 | 100 114,77 |162 67,26 |95 126,9 |189 4755 |70 67
Y 4,89 |100 175 |373 139 |29 6,53 | 468 0,26 |19 5
DMY | 4,94 |100 14,37 |291 191 |39 6,37 | 333 0,38 |20 8
FA 1,93 |100 8,41 |454 o** |0 31 0 0 0 0
FB 1,0 |100 6,73 |675 o** |0 17 0 0 0 0

* Die Ausgangsprobe im Versuch 2 ist der Rickstand des Versuchs Nr. 1

*x Unter der Nachweisgrenze

***  Der Gehdt im Rickstand des Versuchs 2 prozentual bezogen auf die Ausgangsprobe
desVersuchs 1
(Abktrzungen der Kavapyrone und Flavokavine: s. Tab. 4-29)
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Abb. 4-43: HPLC/UV-Chromatogramme der Kavapyrone und Flavokavine in wassriger

Probe des Kava-Pulvers (Versuch 1).

Chromatogramm-Nr.: 1. Ausgang, 2. Ruckstand, 3. Spumat;

Peak-Nr.: 1. Methysticin, 2. Dihydromethysticin, 3. Kavain, 4. Dihydrokavain,

5. Yangonin (Y), 6. Desmethoxy-Y, 7. Flavokavin A, 8. Flavokavin B
Kava-Kava-Pulver ist eigentlich ohne Saponinzusatz zerschaumbar. Da aber die hohe Starke-
Konzentration des Kavapulvers zur Verdickung des Extraktes fuhrte, somit die Filtration der
Probe erschwerte und eine direkte Messung durch HPL C-Analyse unmdglich machte, wurden
stark verdinnte Extrakte fUr die Zerschdumung vorbereitet, die erst durch Zusatz von Saponin
einen stabilen Schaum bildeten.

Eine Zerschaumung des wéssrigen Extraktes des Kavapulvers fihrte in erster Linie zur
guantitativen Anreicherung der Flavokanvine A und B, aber auch zur Tellanreicherung der
Kavapyrone, vor alem Yangonin und Desmethoxyyangonin. Die Mehrfach-Zerschaumung
durch Zerschdumung des Rickstandes des Versuchs 1 unter erneutem Saponinzusatz hat zur
weiteren Anreicherung der Kavapyrone gefiihrt. Dies zeigt den Einfluss des Mediums auf die
Anreicherung. So wurden hier die Kavapyrone zwar leichter, jedoch nur begrenzt

angereichert.
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4.2.8 Orangenaroma

4.2.8.1 Sensorische Analyse

Ein Tell des frisch gepressten Orangensafts wurde schonend unter niedriger Gasflussrate
zerschdumt. Das erhaltene Spumat, der Ruckstand sowie die Ausgangsprobe (Orangensaft)
wurden sensorisch von 8 geschulten Personen analysiert. Es wurden die Merkmale
Farbe/Aussehen, Geruch, Geschmack und Harmonie bewertet. Die Bewertung erfolgte nach
dem DLG-Schema zur Bewertung von Fruchtsdften. Die Summe der Bewertungspunkte der
Tester wurde durch die Summe der Gewichtungsfaktoren geteilt und lieferte die Qualitatszahl
(Q2) der Saftproben. Aus den errechneten Qualitétszahlen wurden Mittelwerte gebildet.

Die Spumatprobe ist am besten bewertet worden (QZ 4.1). Gegenuiber der Rickstandsprobe
wurde sie Uberall besser bewertet. Besonders bel ,Geschmack® und auch ,,Harmonie*
bewerteten die Tester die Spumatprobe hoher. Die Tester gaben der Spumatprobe beim
Kriterium ,, Geschmack” gegeniiber den beiden anderen Proben 5 Durchschnittspunkte mehr.
Die Spumatprobe schmeckt sehr sif3 und besonders fruchtig. Die Saure wird Uberdeckt. Dies
verleiht der Spumatprobe einen ,weichen Charakter“. Die Rickstandsprobe dagegen hat einen
herben, weniger siiRen Charakter. Der Geschmack erinnert an Grapefruit und hdt lange an.
Die Ruickstandsprobe verliert beim Kriterium ,Geruch® 5 und beim Kriterium
»Farbe/Aussehen 3 Durchschnittspunkte. Dies liegt an der Anreicherung der Aromastoffe
und der Farbstoffe ,Carotinoide® im Schaum. Die Saftprobe wurde bei den Kriterien
»Farbe/Aussehen” geringflgig besser bewertet als die Spumatprobe. Die Qualitatszahl (3,47)
der Saftprobe lag zwischender von Spumat (4,1) und Ruckstand (2,93).

4.2.8.2 Einflussder Zerschaumung auf den Zuckergehalt und Saur egehalt

Die Zuckerverteilung (Glucose: 23 %, Fructose 24 %, Saccharose 53 %) und der
Gesamtzuckergehalt waren in der Ausgangsprobe (Orangensaft), in der zugehorigen
Ruckstands- sowie in der Spumatprobe identisch. Somit sind die Zuckerverbindungen
Glucose, Fructose und Saccharose nicht schaumaktiv und lief3en sich im Schaum nicht
anreichern.

Aus dem Sauregehalt der Ausgangsprobe (Orangensaft) 210 mmol, Spumat 225 mmol und
Ruckstand 198 mmol erkennt man eine Teilanreicherung der Sauren im Schaum. Es handelt

sich wahrscheinlich um die fltichtigen Fruchtsduren des Orangensafts.
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4.2.8.3 Verhalten von Aromastoffen bei der Zer schaumung von Orangensaft

Aus der sensorischen Analyse der Ausgangs, Rlckstandss und Spumatproben des
Orangensafts war vor alem an dem gerucharmen Rickstand deutlich feststellbar, dass
wéahrend ener Zerschdumung die flichtigen Aromastoffe aus der Probe mit dem Gas
extrahiert bzw. im Schaum angereichert werden. Tab. 4-31 zeigt die Aromastofwerte in der

Ausgangs-, Ruickstands- und Spumatprobe des Orangensafts.

Tab. 4-31: Die mit GC/FID-Analyse ermitte ten Aromastoffkonzentrati onen.

Konzentration [pug * (100 ml) ]
Aromastoffe Ausgangspr obe Spumat Ruckstand

Myrcen n.n. 34,1 n.n.

Limonen 1641,6 2245,3 154,0
Linalool n.n. 12,7 n.n.
Valencen 117,6 4244 24,4
Octadecan 16,7 28,5 11
Nootkaton n.n. 4419 n.n.
Hexadecansdure 30,7 396,9 23
Linolsdure n.n. 246,4 n.n.

n.n.: nicht nachwei sbar

Orangenaromastoffe (Myrcen, Limonen, Valencen und Nootkaton) werden durch die
Zerschdumung z.T. angereichert. Auf ene Berechnung der Anreicherungsfaktoren wird
verzichtet, da wegen extrem niedriger Konzentrationen bei den meisten Aromakomponenten
keine quantitative Bestimmung moglich war. Bei Komponenten mit htheren Konzentrationen
wie Limonen und Valencen liegen die Anreicherungsfaktoren bel 1,37 bzw. 3,62. Verluste bei
der Zerschaumung treten vor alem bei leichtfliichtigen Aromastoffen (Limonen 71 % und
Vaencen 27 %) auf. Eine deutliche Verringerung der Verluste leichtfllchtiger
Aromakomponenten ist zu erwarten, wenn der entstandene Schaum im Auffanggefal3 direkt in

geruchs- und geschmacksneutrales Wasser eingeleitet wird.
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4.2.9 Einigepolare Substanzgruppen

Tab. 4-32: Die durchgefiihrten Zerschdumungsversuch zur Anreicherung polarer Inhaltsstoffe
(Gasflussrate: 30-100 mi*min™).

Praobe Verbindungen Saponin- | Ausgangs- | Saule | Spumat Schaum-
Zusatz volumen [g] austritt
[d] [ml] [min]

Kaffeebriihe Coffein - 100 mittel 7,2 18-90
3g*(100mi)* Chlorogenséure
Wasser
Orangensaft Hesperidin 50 klein 12 15-35
Grapefruitsaft Naringin 0,06 50 klein 11,8 15-40
Sesam Sesamol - 100 mittel 15 17-60
1g*(100 mi)*
Wasser
Griner Tee Catechine 200 groid 25 17-70
1g*(100 mi)* Coffein
Wasser
Rotwein Anthocyane 0,03 200 groid 17- 40
Blutorangensaft Anthocyane 0,02 50 klein 12,4 15-40

4.2.9.1 Chlorogensaureund Coffein aus K affee

Kaffeebriihe lasst sich aufgrund ihres Gehalts an Schaumbildnern (Proteine, Stérke) gut
zerschdumen. Es entsteht ein gléanzender goldbrauner Schaum, dessen Stabilitét von der
Konzentration der Probe abhangig ist. Optimal fur die Zerschdumung war eine Kaffeebrihe
aus 3 g*(100 ml)' Wasser. Mit Hilfe der HPLC/UV-Anayse konnten folgende
Chlorogensauren detektiert werden:

Neochlorogensaure, n-Chlorogensaure,

Krytochlorogensaure, | so-1-Chlorogensaure, | so-2-Chlorogensaure und |so-3-
Chlorogenséaure. Sowohl die Chlorogensiuren as auch das Coffein lief3en sich im Schaum
mittels Zerschaumung nicht anreichern. Dies ist auf ihre gute Wasserlodichkeit und somit auf

ihre polaren Eigenschaften zuriickzufthren.

Veranderungen der Kaffeeproben bei der Zerschaumung wurden visuell (Farbe) und anhand
der sensorischen Eigenschaften beobachtet. Im Lauf der Zerschdumung kam es zu einer
Aufhellung der Kaffeebrihe und nach Ende der Zerschdumung war der Rlckstand gelblich,
wahrend die Schaumfraktion dunkelbraun geférbt war. Die Farbintensitdten der Schaum- und
Ruckstandsprobe im Vergleich zur Ausgangsprobe wurden zusétzlich spektralphotometrisch

bei 405 nm gemessen. Dies ergab folgende Farbverhéltnisse:
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Ausgangsprobe : Spumat : Rickstand=1: 1,6 : 0,80.

Eine sensorische Prifung von Rickstandund Ausgangsprobe (Kaffeebriihe) zeigte, dass im
Ruckstand Geschmack, Herbe und Aroma viel schwécher ausgeprégt waren als in der
Ausgangsprobe, weil Aroma, Herb- und Geschmacksstoffe des Kaffees z.T. im Schaum

angereichert werden.

4.2.9.2 Hesperidin aus Orangensaft und Naringin aus Grapefruitsaft

Grapefruitsaft lieferte im Gegensatz zu Orangensaft erst bei Saponinzusatz einen stabilen
Schaum.

Tab. 4-33: Die mit HPLC/UV-Analyse ermittel ten Naringin- und Hesperidin-Konzentrationen

Praobe Naringin in Grapefr uit Hesperidin in Or angensaft
[mg* 1] [mg* 1]
Ausgangsprobe 223,65 725,70
Spumat 2154 726,40
Rickstand 200,7 764,78

Aus Tab. 4-33 kann man erkennen, dass sowohl Naringin als auch Hesperidin nicht mittels
Zerschdumung im Schaum anzureichern sind. Dies ist auf ihre gute Wasserlédlichkeit und
ihren polaren Charakter zurlckzufihren. Visuell und sensorisch war Folgendes an den
Orangensaftproben zu beobachten:

Spumat: Farbe: intensiv orange; Geschmack: nach mildem, fruchtigen Orangensaft.
Ruckstand:  Farbe: hellgelb, wie Grapefruitsaft; Geschmack: herb, nach Grapefruitsaft.

4.2.9.3 Sesamol aus Sesam

Ein wéssriger Extrakt von stark gerostetem Sesampulver gab bei der Zerschaumung ebenfalls
einen stabilen Schaum. Die Konzentration des Sesamols (HPLC/ELCD-Andyse) war in
Ausgangsprobe, Spumat und Rickstand nahezu gleich. Das gut wasserlédiche Sesamol ist
somit nicht schaumaktiv und lasst sich aus dem wassrigen Extrakten wegen seiner polaren

Eigenschaften nicht anreichern.
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4.2.9.4 Catechineausgrinem Tee

Ein wassriger Auszug aus grinem Tee (1 g *(100 ml)* heiBes Wasser, 15 min
Ziehengelassen) lie3 sich gut zerschdumen. Mit HPLC/UV-Analyse konnten Coffein,
Epigallocatechingallat und Epigallocatechin als Hauptkomponenten identifiziert werden
(mittels Standard, Adalbert-Raps-Forschungszentrum). Ausgangsosung, Rickstand und
Spumat wurden anhand der gemessenen Peakflachen miteinander verglichen. Es war keine
Anreicherung der Catechine und des Coffeins im Schaum zu beobachten (s.Tab. 4-34).

Tab. 4-34: Die mit HPLC/UV-Anayse gemessenen Féacheneinheiten von Coffein und
Catechinen bei der Zerschaumung von griinem Tee (1 g * (100 mi)™Y).

Probe Coffein Epigallocatechin-Gallat Epigallocatechin
Ausgangsprobe 214 356 131
Spumat 225 373 145
Riickstand 218 335 130

4.2.9.5 Anthocyane ausRotwein und Blutorangensaft

Sowohl Rotwein als auch Blutorange waren erst mit Hilfe von Saponin-Zusatz zerschdumbar.
In beiden Fallen wurde das Verhalten der Farbstoffe (Anthocyane) visuell beobachtet.

Der Schaum war in beiden Fdlen hellrosa bis lila. Zum visuellen Vergleich wurden
Ausgangs-, Spumat- und Ruckstandsproben 1:9 mit Wasser verdinnt. Es war kein
Farbunterschied feststellbar. Auch eine weitere Verdinnung der Rilckstéande mit
anschlief3ender Zerschaumung fuhrte zu keiner Entfarbung. Die gut wasserlédlichen, polaren
roten Farbstoffe von Blutorange und Rotwein (Anthocyane) lief}en sich mittels einfacher

Zerschaumung ebenfalls nicht anreichern.



Diskussion 162

5 Diskussion

Der Einsatz der Zerschaumungsanalyse zur Anreicherung bzw. Eliminierung von Wert- und
Schadstoffen aus gut zerschaumbaren Systemen (wassrige Extrakte der eingesetzten
Rohmaterialien) wurde untersucht. Es wurden zahlreiche Ausgangsmaterialien ausgesucht,
die Wirkstoffe mit unterschiedlichen chemischen Eigenschaften enthalten. Um eine
Korrelation zwischen der Anreicherung einer Verbindung mittels der Zerschdumungsanalyse
und ihren  hydrophoben  Eigenschaften zu  Uberprifen, wurden  zusétzlich
Untersuchungsmaterialien mit polaren Inhaltsstoffen zerschdumt. Die Anreicherung einer
Verbindung, die Zusammensetzung einer Probe, die wichtigsten Zerschaumungsparameter
und die damit zusammenhangenden Phanomene Schaumbildung, Schaumverlauf und
Konzentrierungsablaufe innerhalb einer Schaumsdule wurden mittels UV-VIS-, HPLC- und
HRGC-MS-analytik néher untersucht.

Die Einflisse der wichtigsten Parameter auf die Zerschdumung und die Anreicherung
schaumaktiver Verbindungen algemein  werden in  Abschnitt 5.1 diskutiert. Die

Zerschdumung und Anreicherung der einzel nen Substanzgruppen werden unter 5.2 behandelt.

5.1 Einfluss einiger Parameter auf die Zerschdumung und auf die An-
reicherung von schaumaktiven Verbindungen

Die schaumaktiven Eigenschaften einer Verbindung waren eine Voraussetzung fur ihre
Anreicherung im Schaum mittels der Zersch&umungsanalyse. Als schaumaktiv oder
oberflachenaktiv wird hier eine Verbindung bezeichnet, die bel der Zerschaumung aufgrund
ihrer chemisch-physikalischen Eigenschaften bevorzugt an den hydrophoben Gasblasen-
oberflachen des Zerschdumungsgases adsorbiert werden. Nachdem diese das wassrige
Medium verlassen haben, wird die Verbindung im Schaum angereichert, auch wenn sie selbst
nicht schaumbildend ist. Sowohl die Zusammensetzung ener Probe as auch die
mal3geblichen Zerschaumungsparameter (Gasflussrate, Saulendimensionierung) beeinflussen
den zeitlichen Anreicherungsverlauf und den Anreicherungsfaktor der schaumaktiven
Verbindungen [Siehr, 1936; Mischke, 1940; Ahmad, 1975b; Lima, 1994; Uraizee, 1995;
Brown, 1999; Loha, 1997].
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5.1.1 Zusammensetzung einer zu zerschdumenden Probe

5.1.1.1 EinflufR von Schaumbildnern in einer Probe

Das Vorhandensein natirlicher Schaumbildner und deren Konzentration (z.B. Proteine,
Starke, Saponin) beeinflusst die Stahilitét des Schaums und somit die Zerschdumbarkeit der
Probe mal3geblich. Verdinnte Saponinmodell-Losungen ergeben trockenere und leichtere
Schaume as konzentrierte. Saponin mobilisiert in den konzentrierteren Losungen mehr
Wasser als in den verdinnten und liefert nasse Schaume [Mischke, 1940]. Hohere Saponin-
Konzentrationen bei der Zerschdumung (z. B. in Gingerol-Standardidsung) fuhrten zu einer
langeren Zerschdumungsdauer, hoheren Spumatvolumina und haufig zu ener nahezu
guantitativen Anreicherung der Verbindungen. Der Absolutgehalt einer oberflachenaktiven
Verbindung im Schaum war nicht direkt abhéngig von Zusatz an Schaumbildner. So erhthten
z. B. niedrigere Saponin-Konzentrationen den absoluten Gehalt einer Verbindung im Schaum

indirekt, well sie trockenen Schaum lieferten.

Einsatz von Saponin als Schaumbildner baei den durchgefilhrten Zerschaumungen

Saponine sind Glykoside von Steroiden oder polycyclischen Triterpenen, die aufgrund ihres
lyobipolaren Charakters Oberflachenaktivitét aufweisen und in wassrigen Losungen stabile
Schaume bilden [Eisenbrand und Schreier, 1995]. Saponin wurde bel der Zerschdumung von
nicht zerschdumbaren, |6sungsmittelhaltigen Proben und Standardlbsungen sowie bel der
Mehrfach-Zerschaumung eingesetzt. Da organische Losungsmittel kein geeignetes Medium
fur die Zerschaumung sind (d.h. ihre Extrakte sind nicht zerschaumbar), wurden solche
Proben mit Hilfe von Saponinzusatz zerschdumbar gemacht. Geringe Saponinzusétze fuhrten
bereits zu stabilen Schaumen trotz des schaumzerstGrenden Effekts der vorhandenen
organischen Ldsungsmittel. Dank des Saponins konnten auf diese Weise reine methanolische
Standardproben zerschdumt werden. Mehrfach-Zerschaumung (erneutes Zerschdumen der
unter definierten experimentellen Bedingungen erhaltenen, entschdumten Rickstandsproben)
war nach Zusatz von Saponin ebenfalls mdglich.

5.1.1.2 Einflu’ von schaumaktiven Verbindungen in einer Probe

Die Zusammensetzung einer Probe an schaumaktiven Verbindungen beeinflusste die
Anreicherung einer Verbindung im Schaum insofern, als sie sich haufig gegenseitig beziiglich
ihres zeitlichen Anreicherungsverlaufs im Schaum beeinflussten (z.B. Anreicherung der
Gingerole aus wassrigem Ingwerextrakt und Gingerol-Standardldsung). Die schwach polaren

Gingerole konkurrierten mit den stérker polaren. Der absolute Gehalt einer Verbindung in der
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Schaumfraktion war stoffspezifisch und wurde zusétzlich von der Konzentration der
Verbindung in der Ausgangsprobe beeinflusst (s. 5.1.1.2.1).

5.1.1.2.1 Einflussder Konzentration einer Verbindung auf ihre Anreicherungim
Schaum

Well die Zerschaumung gerade mit stark verdinnten Proben am effektivsten verlauft, macht
de as Anreicherungsmethode fur Spurenverbindungen (Wirkstoffe) aus Pflanzen und
Industrieabféllen sowie zur Eliminierung von Storsubstanzen (Glykoalkaloide, Flavokavine)
besonders interessant. Die Anreicherung oberflachenaktiver Verbindungen bel der
Zerschdumungsanalyse beruht auf der Erniedrigung der Oberflachenspannung ihrer
Losungen. Nach der Gibbs'schen Adsorptionsgleichung lésst sich ein Zusammenhang

zwischen Oberfl&chenspannung und Tens dkonzentration herleiten [Maas, 1974].

c dy
r — 3 N N
RT dc
(o Konzentration der oberflachenaktiven Verbindung in der Losung
I: Konzentration der oberflachenaktivenV erbindung an der Grenzfléche
flussig/gasformig

Y- Oberflachenspannung.

Fur sehr niedrige Konzentrationen ist I' eine lineare Funktion von ¢, was ndherungsweise
einen konstanten Wert fUr dy/dc bedeutet. In der Nahe der kritischen Mizellkonzentration,
einer stoffspezifischen GroRRe, wird ' nahezu unabhéngig von c, korrespondierend mit einer
Konstanz von dy/d (In c¢). Oberhalb dieser kritischen Mizellkonzentration erreicht I einen
Séattigungswert. Der Verteilungskoeffizient /¢ ergibt enen konstanten und maximalen Wert

bei niedrigen Konzentrationen von ¢ und verringert sich im Bereich der kritischen
Mizellkonzentration linear. Dies erklért, warum die Effizienz der Schaumfraktionierung in
sehr verdinnten Losungen am groféten ist [Maas, 1974; Karger und DeVivo, 1968]. Dies
konnte bel den Zerschdumungsversuchen mit wassrigem Ingwerextrakt, Standardldsungen
von Gingerolen, Carnosolsaure, Curcuminoiden, Flavokavinen und Kavapyronen bestétigt

werden.
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5.1.1.2.2 Einflussder Polaritat einer Verbindung auf ihre Anreicherungim Schaum

Bel einer Zerschaumung kann eine Verbindung nur dann aus dem wassrigen Milieu im
Schaum angereichert werden, wenn sie sich an den aufsteigenden Gasblasenoberflachen
bevorzugt anlagert (oberflachenaktiv). Um bel der Anreicherung mehrerer Verbindungen
mittels der Zerschdumung auch eine Trennung zu erzielen, missen die anzureichernden
Verbindungen einen Unterschied in ihrer Oberflachenaktivitdt aufweisen. Die Verbindungen
mit der hochsten Oberflachenaktivitét verdrangen die anderen und werden an der Grenzflache
mit den Gasblasen konzentriert. Die Oberflachenaktivitét einer Verbindung ist abhangig von
ihren physikalisch-chemischen Eigenschaften und wird durch MolekllgrofRe, Ladung und
hydrophobe Eigenschaften bestimmt [Mahne, 1971; Brown, 1999; Oka et al., 1989]. Nicht
oberflachenaktive Verbindungen verbleiben in der Losung.

Bei den untersuchten Gingerolen und Isohumulonen beeinflusste z. B. die Alkylseitenkette die
Polaritdt und somit die Schaumaktivitdt der einzelnen Verbindungen. Je hydrophober eine
Verbindung war, desto schneller wurde sie im Schaum angereichert im Vergleich zu ihren
Homologen. Die einzelnen Komponenten konkurrieren miteinander, wobel die wenig polaren

Komponenten bevorzugt im Schaum angereichert werden.

5.1.1.2.3 EinflussdespH-Wertesauf die Anreicherung einer Verbindung im Schaum

Proteine lassen sich bekanntermal3en bel ihrem isoelektrischen Punkt am besten anreichern,
daihre Lodlichkeit im wassrigen Medium dort ein Minimum erreicht [Chai et al., 1998; Ko et
al., 1998; Uriazee, 1995; Loha, 1997; Desouza und Tanner, 1991; Prokorp, 1993].

Ubertragen auf diese Arbeit nahm die Anreicherung schaumaktiver Verbindungen bei pH-
Wertanderung mit Erhdhung ihrer Polaritét ab und umgekehrt. So nahm die Anreicherung von
Gingerolen, Isohumulonen und Carnosolsaure im alkalischen Medium durch Erhéhung ihrer
Wasserl6dlichkeit und somit Polaritét ab. Im sauren Medium war es umgekehrt. Im wassrigen
Milieu konnte daher die Ausgangskonzentration eniger untersuchter Verbindungen durch
Alkalizusatz bei der wassrigen Extraktion erhdht werden. Durch Ansduern der Extrakte vor
der Zerschaumung blieben diese Verbindungen stabil und ihre Ausbeute konnte bei der

Zerschdumung z. t. deutlich gesteigert werden.



Diskussion 166

5.1.2 Zerschaumungsparameter

Parameter wie Gasflussrate, Probenvolumen und Saulendimensionierung hatten generell einen
direkten Einfluss auf die Zerschaumungsdauer, die Schaumkonsistenz und die Spumatmenge

bzw. den Anreicherungsfaktor.

5.1.2.1 Gasflussrate, Probenvolumen und Saulendimensionierung

Die Gasflussrate ist entscheidend fir eine schonende Zerschdumung mit  hohem
Anreicherungsfaktor [Maas, 1974; Timmons, 1992; Ko et a, 1998; Brown, 1999; Ahmad,
19754a]. Das Flussigkeitsvolumen im Schaum bestimmt das Mal3 der Anreicherung. So haben
hohe Hussraten einen nassen Schaum erzeugt, d.h. mit dem Schaum wurde relativ viel
HFussigkeit mitgeschleppt. Dies fihrte zur Erhdhung des Spumatvolumens und einer
Abnahme des Anreicherungsfaktors. Niedrigere Flussraten dagegen begunstigten den
,Drainage*-Effekt, da der Schaum langsamer in der Saule hochstieg und somit das
ZurUckflief}en von mitgeschleppter Flissigkeit begunstigt wurde. Zu niedrige Flussraten
reichten wiederum nicht aus, um den Schaum kontinuierlich entlang der Saule zu fordern. Der
Schaum ereichte nur eine bestimmte Hohe in der Zerschaumungskolonne und konnte nicht
aufgefangen werden.

Eng verbunden mit der Gasflussrate ist auch die Sdulendimensionierung. Beide Faktoren
beeinflussten die Steiggeschwindigkeit des Schaumes in der Kolonne und den Zeitpunkt des
Schaumaustritt. Fir bestimmte Probenvolumina wurde die passende Saule eingesetzt, um den
Abstand zwischen dem Fussigkeitspegel der Probe und dem Saulenende optimal zu halten.
Dieser Weg war fUr die Zerschaumung wichtig. Je langer dieser Abstand gestaltet werden
konnte, desto trockener wurde die Schaumsaule, beeinflusst durch den ,, Drainage”-Effekt. Bei
Uberlange der Zerschaumungskolonne gewann die Koaleszenz der Gasblasen an Ubergewicht

und der Austritt des Schaumes wurde erschwert oder verhindert.

5.1.3 Zusammenhang zwischen Zerschdumungsverlauf, Anreicherungsart und

Zusammensetzung einzelner Schaumfraktionen

Die Konzentration der schaumaktiven Verbindungen im Schaum war direkt abhangig vom
Schaumverlauf und somit von der Art der Konzentrierung wahrend der Zerschdumung. Nach
Maas [Maas, 1974] sind es zwei Wege, die bei einer Zerschaumung zur Konzentrierung einer
Verbindung im Schaum fuhren (s. Abb. 2-3) :

»Drainage” -Effekt: erfolgt, wenn ein Grofitell der von den Gas / Flussig-Grenzflachen

eingeschlossenen Flissigkeit aufgrund der Gravitationskraft abflief3t.
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,Kollabat-Prinzip“: Die im oberen Bereich der Schaumsdule aufgrund der
Gasblasenkoaleszenz  zerfallenden (kollabierenden) Lamellen bilden einen angereicherten
flussgen Rucklauf (Kollabat). Es erfolgt ein Austausch von beweglicher, aufsteigender
Lamellenflissigkeit mit abflieffendem angereicherten Kollabat im Gegenstrom in der
Schaumkolonne.

Wenn man die Zusammensetzung der einzelnen Schaumfraktionen in den durchgefiihrten
Versuchen betrachtet, stellt man fest, dass die Anreicherung einer Verbindung nicht immer
nur anhand der Schaumfraktionen feststellbar war. Folgende Beispiele bel der Zerschdumung

von Gingerol-Standardl6sungen verdeutlichen dies:

A) Wahrend im Rulckstand nach 40 min Zerschdumung [10]-Gingerol nicht mehr
nachweisbar war, wurde die Verbindung in der Schaumprobe nach 100 min immer
noch angereichert.

B) Bel der Zerschdumung von verdinnter [6]-Gingerol-Standardlésung nahm die
Verbindung im Ruckstand kontinuierlich ab, in der letzten Schaumfraktion war jedoch
die Verbindung am starksten angereichert und die Konzentration in den vorherigen
Schaumfraktionen war nahezu identisch.

(@3] Wahrend [6]-Gingerol und [6]-Shogaol kontinuierlich im Rickstand abnahmen,
wiesen fast ale Schaumfraktionen die gleichen Konzentration beider Verbindungen

auf.

Die Schaumkonzentration ist von mehreren Faktoren abhéngig, die im Laufe einer
Zerschdumung meist gleichzeitig ablaufen. Die beiden wichtigsten sind der Drainage-Effekt
und die Gasblasenkoaleszenz, die zur Kollabat-Bildung fohrt (Zurtcklauf im
Gegenstromprinzip, Gleichgewichtseinstellung entlang der Schaumsaule). Letztere bewirkt
eine zusdtzliche Anreicherung. Beide Faktoren sind u.a. von der eingestellten Gasflussrate
abhangig. Bel der Interpretation der Anreicherungen in den Schaumfraktionen ist es deshalb
wichtig, die eingestellte Gasflussrate und den daraus resultierenden Schaumverlauf, das
Auftreten von Gasblasenkoaleszenz sowie die Flussigkeitsmenge im Schaum (gravimetrisch)

Zu berticksichtigen.

Beispiel A zeigt einen eindeutigen Einfluss der Koaleszenz, der bel Zerplatzen der Gasblasen
zum RuUcklauf vom Kollabat fuhrt. Somit reicherte sich [10]-Gingerol im von unten

hochsteigenden Schaum an.
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Bel der Zerschdumung ener sehr verdiunnten Probe misste i.d.R. die Konzentration einer
Verbindung in der ersten Spumatfraktion grofRer sein als in der zweiten, wenn der
Konzentrierungseffekt ~ aufgrund  der  Kollabat-Bildung  im  Gegenstromprinzip
unberiicksichtigt bleibt. Bel der Zerschaumung von konzentrierten Proben dagegen sollte die
Konzentration der schaumaktiven Verbindung in der ersten und zweiten Probe gleich sein.
Tatsache bel einigen Versuchen aber war, dass die Konzentration der Verbindungen in
Spumat 4 > Spumat 3 > Spumat 2 > Spumat 1 war. Das Spumatvolumen nahm bel
unveranderter Gasflussrate im Laufe der Zerschaumung ab, da die Schaumbildung immer
schwécher wurde und der Schaum immer langsamer stieg. Der ,, Drainage”-Effekt wurde hier
beginstigt, der Schaum wurde immer trockener und somit auch angereicherter

(Konzentrationserhdhung der angereicherten Verbindungen im Spumat).

Da [6]-Gingerol neben [10]-Gingerol kaum angereichert wurde und die Schaumfraktionen
sch kaum von der Ausgangsprobe unterschieden, beeinflusste die Kollabat-Bildung die
Anreicherung von [6]-Gingerol kaum. Gegen Ende der Schaumbildung trat i.d.R. eine starke
Gasblasenkoaleszenz auf, der Schaum stand Uber der fliissigen Phase im Gleichgewicht. Bei
Erhéhung der Flussrate stieg dieser Schaum in der Saule und wurde als End-Schaumfraktion
erhalten. Die Anreicherung ener Verbindung wie [6]-Gingerol in dieser letzten
Schaumfraktion lag in erster Linie an dem chromatographischen Vorgang, der durch das

haufigere Schaumen/Entschdumen im Gleichgewichtszustand erfolgte.

Dass die Kollabat-Bildung bei enigen Versuchen nicht erfolgte, lag an den stabilen
Schaumen, die eventuell durch hohe Konzentration an Schaumbildnern (z. B. hoher
Saponinzusatz) verursacht wurden, so dass es zu weniger Gasblasenkoaleszenz und folglich
weniger Zerfal der Lamellen kam. Somit entstand kein angereicherter flussiger Rucklauf
(Kollabat), der u.U. fur die gleichmaiige Anreicherung einer Verbindung mitverantwortlich
ist.

Beispiel B zeigt, wie wichtig die Einwaage der Schaumfraktion ist. Da die Flussrate hier
konstant gehalten wurde, der Schaumangti eg sich jedoch deutlich verlangsamte, fuhrte dies zu
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einer Verstdrkung des Drainage-Effektes und zu niedrigeren Flissigkeitsmengen im Schaum,

d.h. er wurde trockener und somit konzentrierter.

Beispil C ist en typisches Beispid fir ene Anreicherung aufgrund von
Gasblasenkoaleszenz. Fiir die Uberprifung der zeitlichen Anreicherung einer Verbindung aus
der Ausgangsprobe im Schaum ist deshalb die zeitabhangige Kontrolle des Rickstandes
erforderlich. Die Verhdtnisse der angereicherten Verbindungen (z.B. Gingerole) zueinander
in alen Schaum und Rickstandsfraktionen gaben ebenso, unabhdngig von der
Spumateinwaage, eine Auskunft Uber deren Anreicherung.

Somit kann man, je nach Ziel der Zerschdumung, die Anreicherung kontrolliert steuern. Will
man z.B. bestimmte Verbindungen in einer Fraktion von anderen Verbindungen trennen oder
se zumindest as Hauptkomponenten erhalten, muss man unter Erhdhung der Gasflussrate
zerschdumen. Hier kann aufgrund der Unterdriickung des Drainage-Effekts und somit hdherer
Spumatmenge die Anreicherung etwas niedriger sein, es wird jedoch die Koaleszenz von
Gasblasen verhindert und somit ein Vermischen der Schaumfraktionen. Will man dagegen
dle Gingerole nebeneinander anreichern, fuhrt eine langsame Zerschdumung zu hoherer

Ausbeute unter Ausnutzung der Drainage- und K oal eszenz-Effekte.

5.2 Substanzgruppen

5.2.1 Gingeroleaus|ngwer

Ingwer wurde als Ausgangsmaterial fir die Zerschdumung ausgesucht, da ein wéssriger
Extrakt des Ingwerpulvers wegen seines hohen Gehalts an Starke und Protein [Govindargjan,
1982] gut zerschdumbar ist und Ingwer die Scharfstoffe (Gingerole bzw. Shogaole) enthdlt,
die nicht nur wegen ihrer physiologischen Eigenschaften von Bedeutung sind, sondern auch
well sie unterschiedliche polare Eigenschaften aufweisen. Deshalb kann anhand dieses

Beispiels auch die Selektivitét der Zerschaumungsanalyse Uberprft werden.

Im waéssrigen Ingwerextrakts war [6]-Gingerol die Hauptkomponente der Scharfstoffe. Die
wassrige Extraktionsausbeute der Ubrigen Gingerole sowie von [6]-Shogaol konnte mittels
alkalischer Extraktion bel pH 11 wesentlich erhéht werden. Vor alem die Ausbeute an [10]-
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Gingerol wurde um das 10-Fache erhoht, die von [8]-Gingerol um das 2,4-Fache, von [6]-
Shogaol um das 4-Fache und die von [6]-Gingerol lediglich um das 1,1-Fache. Die
Gesamtextraktionsausbeute der Gingerole betrug 81 %.

Die Ergebnisse der Zerschdumung wassriger Ingwerextraktpulver haben gezeigt, dass die
Scharfstoffe mit [6]-Gingerol als Hauptverbindung, seinem Abbauprodukt [6]-Shogaol sowie
[8]-Gingerol und [10]-Gingerol schaumaktiv sind und sich quantitativ anreichern lassen. Der
zeitliche Anreicherungsverlauf der Gingerole war stark unterschiedlich. So wurde [6]-
Gingerol im Schaum nur langsam und relativ spét gegentiber [8]-Gingerol, [10]-Gingerol und
[6]-Shogaol angereichert.

Da [6]-Gingerol wesentlich konzentrierter im Ingwerextrakt vorlag und wegen seiner
kirzeren Alkylseitenkette polarer ist, wurde vermutet, dass die zeitlich verzdgerte
Anreicherung darauf zurtickzufUhren ist. Daher wurden diese beiden Einflussfaktoren naher
untersucht.

[6]-Gingerol lie3 sich rasch und quantitativ aus verdinntem waéssrigen Extrakt von
Ingwerpulver anreichern. Versuche mit Gingerol-Standardlsungen, die alle Gingerole in
gleicher Konzentration enthielten und unter identischen Bedingungen zerschaumt wurden,
haben gezeigt, dass das abweichende Anreicherungsverhalten von [6]-Gingerol nicht nur an
seiner hohen Konzentration in der Probe liegt.

Die Schaumfraktionen zerschaumter Gingerol-Standardlosungen, bei denen dle drei
Gingerole in gleicher Konzentration in der Ausgangsprobe vorlagen, zeigten unterschiedliche
Gehalte an einzelnen Gingerolen. [10]-Gingerol reicherte sich quantitativ in den ersten
Schaumfraktion an (5 min nach Schaumaustritt aus der Saule). [8]-Gingerol reicherte sich
kontinuierlich in alen Schaumfraktionen an. Erst in den letzten Schaumfraktionen, die keine
anderen Gingerole mehr enthielten, erfolgte die Anreicherung von [6]-Gingerol. Die letzte
Schaumfraktion war stark angereichert mit [6]-Gingerol und enthielt keine der anderen
Gingerole mehr. [6]-Gingerol reicherte sich relativ spéat und konzentriert im Schaum aufgrund

des Drainage-Effekts an.

Vergleich der Anreicherung von [6]-Gingerol neben [6]-Shogaol

Im Gegensatz zu [6]-Gingerol nahm [6]-Shogaol im Rickstand relativ rasch ab. [6]-Shogaol
entsteht bei der Retroaldolspaltung von [6]-Gingerol [Teuscher, 1997]. Dies fuhrt zur
Verdnderung des Anreicherungsverhdtens einer Verbindung bel  Abspaltung von

Wassermolekilen und der daraus resultierenden Veranderung ihres polaren Charakters.
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Im Rahmen eines weiteren Versuches, bei dem [6]-Shogaol in der Probe in gleicher
Konzentration wie [10]- Gingerol vorlag, reicherte sich [10]-Gingerol schneller as [6]-
Shogaol an. Das Verhaten von [6]-Shogaol war bel den durchgefiihrten Versuchen mit

Ingwer und Standardproben dhnlich wie das von [8]-Gingerol.

Einfluss der Gingerole aufeinander bezlglich ihrer Anreicherung im Schaum bei der
Zerschdumung

Die Gingerole reichern sich im Verlauf der Zerschaumung nicht nur unterschiedlich im
Schaum an, sondern beeinflussen sich dabel auch gegenseitig. Dies wurde eindeutig
erkennbar, well sie jeweils einzeln, ale gemeinsam und paarweise in der Probe vorliegend,

zerschaumt wurden.

Die Versuche, in denen die Gingerole einzeln in der Probe vorlagen, zeigten, dass [10]-
Gingerol sich schneller als [8]-Gingerol im Schaum anreichern lasst und dieses wiederum
schneller as [6]-Gingerol. Enthielten die Proben [6]-Gingerol, [8]-Gingerol und [10]-
Gingerol nebeneinander, so reicherten sich [6]-Gingerol und [8]-Gingerol nicht nur langsamer
an as [10]-Gingerol, sondern auch deutlich langsamer as aus den Proben, in denen sie
einzeln vorlagen. [10]-Gingerol dagegen verhielt sich in beiden Félen sehr dhnlich. Dies
zeigte, dass [10]-Gingerol die Anreicherung von [6]-Gingerol und [8]-Gingerol verzégernd
beeinflusste.

Bel der Zerschaumung einer Probe, die [8+10]-Gingerole nebeneinander enthielt, wurde der
Einfluss von [10]-Gingerol auf die Anreicherung von [8]-Gingerol untersucht. Bei der
Zerschdumung einer weiteren Probe, die [8+6]-Gingerole enthielt, wurde der Einfluss von
[8]-Gingerol auf die Anreicherung von [6]-Gingerol untersucht. Daraus konnte gefolgert
werden, dass [10]-Gingerol die Anreicherung von [8]- und [6]-Gingerol und [8]-Gingerol
wiederum die Anreicherung des polareren [6]-Gingerols verzogerte. [6]-Gingerol hatte keinen
Einfluss auf die Anreicherung der anderen Gingerole. Die Annahme, dass die unpolareren

Verbindungen mit den polareren konkurrieren, wurde damit zusétzlich bekréftigt.

Weiter wurde beobachtet, dass aus einer [6+8+10]-Gingerol-,Mix“-Probe sich das [10]-
Gingerol im Schaum gleich zu Zerschdumungsbeginn relativ rasch anreicherte, [8]-Gingerol

dagegen kontinuierlich und [6]-Gingerol erst gegen Ende einer Zerschaumung. Eine
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beschleunigte Anreicherung von [8]-Gingerol war i.d.R. zu beobachten, wenn [10]-Gingerol
praktisch nicht mehr im Rickstand vorhanden war. Ebenso nahm [6]-Gingerol im Rickstand

am starksten ab, wenn [8]-Gingerol bereits angereichert war.

Einfluss der Konzentration der schaumaktiven Gingerole und des Schaumbildners

Saponin auf die Zerschdumung

A. Einflussder Konzentration der Gingerole:

Die quantitative Anreicherung der Gingerole erfolgte schneller aus Proben mit niedrigerer
Konzentration (4 mg*1™) as aus Proben mit héherer Konzentration (100 mg*1™). [6]-Gingerol
lie3 sich bel derartig hohen Konzentrationen, aleine schon wegen der grol3en
Konzentrationsunterschiede, nicht mehr quantitativ anreichern.

Nach Maas [1974] reichern sich oberflachenaktive Substanzen am besten aus verdinnten
Losungen an. Bel hoherer Konzentration bilden sich Aggregate (Mizellen) mit nach auf3en

gerichteten hydrophilen Gruppen.

B. Einfluss der Konzentration des Schaumbildners Saponin auf die Anreicherung
der Gingerole:
Hohere Saponinkonzentrationen fihrten zu ener Verlangerung der Zerschaumungsdauer,
hoheren Spumatmengen, aber auch zu einer quantitativen Anreicherung der Gingerole. Ein
eindeutiger Einfluss der Saponin-Konzentration auf den zeitlichen Ablauf der Anreicherung
war nicht nachweisbar. Der absolute Gehalt eines Gingerols im Schaum war stoffspezifisch
und jeweils von der Gingerolkonzentration in der Ausgangsprobe abhangig. [10]-Gingerol mit
einer hoheren ,, stoffspezifischen Konstante” beeinflusste den Gehalt des Spumats an [8]- und
[6]-Gingerol. So war der Gehalt an [8]-Gingerol in der Schaumfraktion, erhalten durch
Zerschdumung der Probe, in der [8]- neben [10]-Gingerol vorlag, niedriger as in der
Schaumfraktion, erhalten bei der Zerschdumung der Probe, in der [8]-Gingerol einzeln vorlag.
Das gleiche gdlt fir [6]-Gingerol. Die hohe Wiederfindungsrate aller Gingerole (bei anderen
Isolierungsmethoden entstehen héufig Abbauverluste) ist ein Hinweis auf ihre Stabilitat

wahrend der Zerschdumung
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Einflussder Gasflussrate auf die Zerschaumung und Anreicherung der Gingerole

Eine Erhohung der Gasflussrate bedeutete Erhdhung des Spumatvolumens, war gunstig for
eine quantitative and schnelle Anreicherung, nicht aber fir den Anreicherungsfaktor, der mit
Zunahme des Spumats proportiona abnimmt.

Einflussdes pH-Wertes auf die Schaumbildung und Stabilitat von Saponin

Bel der Zerschaumung mit Saponinzusatz im sauren, neutralen und akalischen Medium
wurden Schaumbildung und -stabilitdt sowie Zerschdumungsdauer und Spumatmenge
beobachtet.

Wahrend Saponin bei pH 3 bis pH 11 stabil blieb und die Zerschdumunen &hnlich verliefen,
trat bei pH 1 und pH 12 eine deutliche Verschlechterung der Schaumbildung ein. Bei pH 13
blieb die Schaumbildung aus, was auf den hydrolytischen Abbau des Schaumhilsmittels im
stark sauren und akalischen Milieu zurtickzufihren ist. Die HPLC/UV-Kontrollanalysen
zeigten, dass Saponin innerhalb des breiten pH-Spektrums von pH 3 - pH 11 stabil bleibt. Erst
bei pH 1 und ab pH 12 wurden Abbauprodukte von Saponin beobachtet.

Einflussdes pH-Wertes auf die Anreicherung von [6]-Gingerol

Die Konzentration von [6]-Gingerol nahm im Rickstand bei pH-Werterhdhung von pH 3 bis
pH 12 kontinuierlich zu. [6]-Gingerole wurde im sauren Milieu quantitativ angereichert,
begiinstigt durch Polaritdtsabnahme von [6]-Gingerol im Sauren.

Dieses Verhdten von [6]-Gingerol ermdgliche sogar seine selektive Abtrennung von den
weiteren Komponenten der Gingerolfraktion. Da [6]-Gingerol im Handel als Reinsubstanz
nicht erhdltlich ist, ware dies eine neue Mdglichkeit zur einfachen Gewinnung als
Reinsubstanz fur analytische Zwecke.

Die hohe Extraktionsausbeute der Gingerole im wassrigen Ingwerextrakt bietet prinzipiell die
Moglichkeit, Gingerolextrakte mittels anschlief3ender Zerschdumungsanalyse auf schonende,
umweltfreundliche und ©Okonomisch glnstige Weise zu erhaten fir den Einsatz in
Lebensmittel- und Pharma-1ndustrie.

5.2.2 Antioxidantien aus Rosmarin

Die Zerschaumung von wassrigen Rosmarinextrakten fuhrte zu einer 8-fachen Anreicherung

der Antioxidantien Carnosolsdure, Carnosol und Carnosolsauremethylester. Rosmarinextrakte
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lieferten stabile Schdume bel der Zerschdumung dank ihres relativ hohen Eiweil3gehaltes von
5% [Joule 1993].

Die Extraktionsausbeute wurde durch Variation der Einflussparameter pH-Wert und
Temperatur des Extraktionsmediums optimiert.

Carnosolsdure war im sauren pH-Bereich stabil, jedoch schlecht wasserlodich. Die
Extraktionsausbeute nahm ab, je saurer das Medium wurde. Im Alkalischen dagegen war die
Carnosolsdure gut wasserlodich. Die hochste Extraktionsausbeute wurde bei pH 11 erzielt.
Das Medium hatte nach der Extraktion einen pH-Wert von 7,4 dank der nattrlichen
Pufferung, die gleichzeitig den Abbau der Carnosolséure im alkalischen Extraktionswasser
verringert.

Bei Erhohung des pH-Wertes im Extraktionswasser auf pH 11 wurde die Extraktionsausbeute
an Carnosolsdure verdoppelt.

Eine Extraktion bei 40 °C fihrte zu einem massiven Abbau der Carnosolsdure. Im
Extraktionsriickstand wurde die Carnosolsaure ebenso abgebaut. Parallelversuche bel 100 °C
haben hohere Carnosolsaureausbeuten ergeben. Da aber nicht zu erwarten war, dass
Carnosolsaure bei 100 °C stabiler als bel 40 °C ist [Schwarz, 1992c], wurde angenommen,
dass ein in der Rosmarinpflanze vorhandenes Enzymsystem den Abbau bei 40 °C bewirkt.
Um den Einfluss von Enzymaktivitéten in der Pflanze auszuschlief3en, wurden Versuche bei
identischen Temperaturbedingungen mit protein- und enzymfreien Stabiloton (HD-Extrakt
von Rosmarin) wiederholt. Bel diesen Extraktionsversuchen mit Stabiliton war die
Carnosolsdureausbeute bei 40 °C und 100 °C gleich. 94 % der aus der Fettmatrix von
Stabiloton schlecht extrahierbaren Carnosolsaure wurden in den dazugehorigen
Filtrationsrickstanden wiedergefunde, ein welterer Hinwels auf enzymatischen Abbau von
Carnosolsdure bei 40 °C. Zur Desaktivierung abbauender Enzyme wurde das
Extraktionswasser heil3 zum Rosmarinpulver gegeben und dann sofort weiter unter Ruckfluss
20 min lang, wie Ublich, extrahiert. Ein moglicher enzymatischer Carnosolsdureabbau
waéhrend der Aufheizzeit nach Zugabe von katem bzw. raumtemperiertem Wasser konnte bei
HelRwasserzugabe durch eine Hitze-Inaktivierung ,pflanzeneigener abbauender Enzyme"
verhindert werden. Fir den eindeutigen Nachweis einer Enzymaktivitét im Rosmarin, die zum
Teil den Abbau von Carnosolsdure verursacht, wéaren weitere, den Rahmen dieser Arbeit

sprengende Kontrolluntersuchungen erforderlich.
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Die Extraktionsausbeute im alkalischen Milieu (kalt) konnte um das Doppelte im Vergleich
zum neutralen Bereich (kat) erhoht werden. Eine Zugabe von heillem Wasser zum
Rosmarinpulver, kombiniert mit einer akalischen Extraktion bei pH 11, erhthte die
Extraktionsausbeute um das 2,5-Fache (von 21 % auf 51,4 %). Da eine Verlangerung der
Extraktionsdauer den Abbau von Carnosolsdure beglnstigt, wurde die Extraktion nach 20 min
beendet.

Durch Zusatz von 20 % Ethanol bzw. 20 % Methanol zum Extraktionswasser konnte die
Ausbeute an Carnosolsdure nicht erhoht werden. Da festgestellt wurde, dass hohere
L 6sungsmittelkonzentrationen die Zerschdumbarkeit des Mediums negativ beeinflussen,
wurde ein Zusatz von organischen Losungsmitteln zum Extraktionswasser den Einsatz von

Schaumhilfsmitteln zur Erhéhung der Ausbeute an Carnosol saure erfordern.

Von grol3er Bedeutung war der Einfluss des pH-Werts der Ausgangsprobe auf die Stabilitat
der Carnosolsdure. Bel der Zerschaumung des wéassrigen Rosmarinextrakts ohne Veranderung
des pH-Wertes, d.h. bel pH 6, wurden in den Schaumproben neben Carnosolsdure biswellen
auch Carnosol und weltere Carnosolsdureabbauprodukte in teilweise recht hohen
Konzentrationen gefunden, wogegen sie in der Ausgangsprobe entweder nur in Spuren
vorhanden oder gar nicht nachweisbar waren. Diese Befunde wurden ebenso im Spumat der
alkalischen Zerschdumung bei pH 7,7 (pH-Wert des wassrigen Extrakts nach akalischer
Extraktion bel pH 11) festgestellt. Dank der Stabilitét der Carnosolsdure im Sauren [Schwarz,
1992b] wurde dagegen im Spumat der sauren Zerschaumung bei pH 4 kaum Carnosol
gefunden.. Die Summe des Carnosolsduregehalts in Spumat- und RuUckstandsprobentsprach
dem Gehalt in der Ausgangsprobe. Bel pH 4 konnte ohne Verluste an Carnosolsdure

zerschaumt werden.

Zusétzlich wurde Uberprift, inwiewelt die Zerschdumungsanalyse fir organische oder
organisch-wéssrige Extrakte einsetzbar ist. Ein 10 %iger ethanolisch-wassriger Extrakt war
gut zerschdumbar ohne negativen Einfluss auf die Anreicherung der Carnosolsdure im
Schaum. Ein 20 %iger ethanolisch-wassriger Extrakt konnte erst durch nach Saponinzusatz

zerschaumbar.



Diskussion 176

Die Anreicherungsgeschwindigkeit der Carnosolsdure im Schaum aus wassriger
Standardlésung und Rosmarinextrakt verlief tendenziell dhnlich und besonders schnell aus
verdiinnten Proben (10 mg* ™ Carnosolsiure; ca. 70 % nach 4 min angereichert).

Die HPLC/ELCD-Anayse zeigte, dass Carnosolsdure in alen Schaumfraktionen des
wassrigen Rosmarinextraktes in gleichen Konzentrationen enthaten war. Der Schaum stieg in
der Saule mit 15 cm*min™ regelméRig hoch. Zum Zeitpunkt des Schaumaustrittes aus der
Séaule (nach 14 min) enthielt die Ausgangsprobe bereits weniger als 3 % Carnosolsaure. Die
Ergebnisse verdeutlichten, dass Carnosolsdure zwar zum Grof3teil (70 %) in den ersten 5 min
in den Schaum wandert, aber andererseits auch eine Verteilung der Verbindung entlang der
gesamten Schaumsaule erfolgt (Effekt des Austausches beweglicher Lamellenflissigkeit mit
angereichertem Kollabat im Gegenstromprozeld [Maas, 1974]). Fur ene quantitative
Anreicherung der Carnosolsaure im Schaum ist es erforderlich, die Zerschdumung bis zum

Ende der Schaumbildung durchzufthren.

Rosmarinsdure, wegen ihrer antioxidativen und antibakteriellen Wirkung von grofRer
Bedeutung [Cuvelier et al., 1996; Takenaka et al., 1997] war aufgrund ihrer polaren

Eigenschaft (gute Wasserlddlichkeit) nicht im Schaum anzureichern.

Die Extraktionsausbeute an Carnosolsaure aus wassrigem Rosmarinextrakt konnte unter
Variation der Zerschaumungsbedingungen (moglichst schonend und nachhaltig bzw.
I6sungsmittelfrel) deutlich erhoht werden, ein weiteres Beispiel fir die Erschlief3ung

nattrlicher Rohstoffquellen zur Entwicklung innovativer Produkte im Bereich Lebensmittd .

5.2.3 BitterstoffeausBier

Bier, insbesondere der Pilsene-Typ, bildet aufgrund seines Gehaltes an Bitterstoffen,
Proteinen, Glykoproteinen, Schwermetallen, etc. stabile Schéume bzw. ist gut zerschéubar.
Dass Bierschaum sensorisch hitterer schmeckt as Bier selbst, liegt auf der Hand, well
Bitterstoff-Protein-Komplexe vorliegen, die an der Gasblasenoberflache haften und daher fir
den Transport der Bitterstoffe in den Schaum sorgen und gleichzeitig Schaumbildung und
Schaumstabilitét gewéhrleisten [Kleber und Hums, 1975; Clark et a., 1991; Yokoi et 4.,
1994; Roberts, 1977; Kamm, 1966]. Bel der Zerschdumung konnten die Bitterstoffe
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(Isohumulone as Mengenkomponenten, Humulone as Spurenkomponenten) im Schaum
quantitativ angereichert werden.

Da die Bitterstoffe sich in ihrer Struktur und Polaritdt unterscheiden, verhielten sie sich bel
der Zerschdumung auch unterschiedlich. Humulone wurden schneller als Isohumulone
angereichert und innerhalb der Humulone bzw. 1sohumulone waren die n-+ Ad-Verbindungen
schneller anzureichern as die Co-Verbindungen. Co-Humulon tendiert aufgrund seiner
niedrigen Lodlichkeit im Bier dazu, sich mit den Schaumbildner-Komponenten zu assoziieren
[Diffor et al., 1978]. Dies ist mit der htheren Polaritét der Co-Verbindungen im Vergleich zu
den n- + Ad-Homologen aufgrund einer Methylgruppe weniger an der Seitenkette zu
begrinden. Die Bitterstoffe konnten bezlglich ihrer zeitlichen Anreicherung im Schaum
folgendermal3en eingeordnet werden:

n- + Ad-Humulon > Co-Humulon > n- + Ad-Isohumulon > Co-lsohumulon.

Die Humulone sind unpolarer as Isohumulone und stabiliseren somit den Schaum am
stérksten, indem sie im Schaum am langsten an Proteinen haften bleiben [Wackerbauer und
Berlin, 1992, Teil 1]. Deshalb sind es auch die Humulone, die am festen Schaum (trocken, an
der Innenwandung der Zerschdumungssaule haftend) beteiligt waren. Die HPLC-
Kontrollanalyse zeigte, dass die Isohumulone hier lediglich im Spurenbereich nachweisbar

waren, aber hauptsachlich in den Spumatproben angereichert wurden.

Co-l1so- und Co-Humulon weisen im Vergleich zu den entsprechenden n- und Adhomologen
ein C-Atom weniger in der Seitenkette auf, sind somit etwas polarer, haben niedrigere pKs
Werte und deshalb in Wilrze und Bier besser 16dich (Humulon: pKs-Wert 5, 13 % im Bier
(pH 4,2); Isohumulon: pKa-Wert 3,1 und 90 % im Bier (pH 4,2)) [Wackerbauer und Berlin,
1992, Teil 1]. Die Isohumulone entstehen nach Isomeriserung aus den Humulonen bei der
Wirzekochung und entwickeln dann ihre erwlnschte Bitterkraft aufgrund ihrer guten
Lodlichkelt im Bier.

Bel der Zerschdumung von im Ultraschallbad entkohlensduertem Bier liefien sich die
Bitterstoffe quantitativ anreichern. Mit Erh6éhung des pH-Wertes bis in den akalischen
Bereich auf pH 13 erhohte sich der Antell an Bitterstoffen im Rickstand kontinuierlich,
insbesondere der von Co-lsohumulon. AulRerdem nahm die Schaumbildung ab, die
Bitterstoffe wurden instabil und wurden abgebauit.
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Entkohlensduerte Biere, die mit Stickstoffgas zerschdumt wurden, ergaben einen
kleinblasigeren, cremigeren, wesentlich weil3er erscheinenden und langlebigen Schaum im
Vergleich zu CO,. Die kleineren Gasblasen stiegen viel langsamer hoch und die Chance fir
oberflachenaktive Molekiile, an ihrer AulRenwand zu haften, wurde erhéht [Bamforth, 1989].
Die Gasart beenflusste Schaumstruktur, Spumatmenge und Anreicherungsfaktor der
Bitterstoffe mal3geblich. Anhand der Verhdltnisse der Bitterstoffe zueinander in den
Spumatfraktionen und im Rickstand konnte mit Hilfe der engesetzten HPLC-
Kontrollanalytik keine gegenseitige Beeinflussung des Anreicherungsverhatens festgestellt

werden.

5.2.4 Carotinoide

Die untersuchten Orangen-, Mandarinen-, Karotten- und Tomatenséfte waren naturgeméal3 gut
zerschdumbar und Farbstoffe bzw. Carotinoide konnten im Schaum angereichert werden
(visuell auch spektralphotometrisch feststellbar). Auch Bixin aus einer Standardiésung konnte
im Schaum angereichert werden. Tomatensaft enthielt hauptsachlich Lycopin und 3-Carotin.
In Karottensaft machten Lutein, a-Carotin, und 3-Carotin den Haupt-Carotinoidanteil aus.
Orangen- und Mandarinensaft enthielten ein komplexes Gemisch an Carotinoiden. Bel
Orangensaft bildeten die Xanthophylle den Hauptantell der Carotinoide. Mandarinensaft
enthielt als Hauptcarotinoid 3-Cryptoxanthin, wobei ein grof3er Teil davon in veresterter Form
vorlag (hauptséchlich 3-Cryptoxanthin-Laurat, -Myristat und —Pamitat) [Lin und Chen,
1995]. Die HPLC/DAD-Analyse bestétigte die Schaumaktivitdt aller Stoffklassen der
Carotinoide. So wurden ale im Orangen- und Mandarinensaft vorliegenden Xanthophylle,
Carotinoide und Carotinoidfettsdureester im Schaum angereichert. Der gelbe Farbstoff des
Safrans, Crocin, wurde im Schaum nicht angereichert. Dies ist auf seinen polaren Charakter
zurtickzufUhren, bei dem im Gegensatz zu den anderen Carotinoiden das Carotinoid Crocetin
glykosidisch an zwel Gentiobiosen gebunden vorliegt und deshab wasserlodich ist, eine
weitere Bestdtigung des Zusammenhangs zwischen der Anreicherung einer Verbindung im

Schaum und ihren hydrophoben Eigenschaften.
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5.25 Curcuminoideund Turmerone aus Kurkuma

Kurkuma liefert mit seinem stérkereichen Rhizom ein Gewdlrz, dessen auffallend gelbe Farbe
auf das Curcumin zurickzufuhren ist. Die Wurzel enthdlt neben 2-5 % Curcumin auch
geringe  Mengen an Demethoxycurcumin  und Bisdemethoxycurcumin. Neben den
Curcuminoiden enthélt sie 3 bis 7 % etherisches Ol, das hauptsachlich aus Turmeron und ar-
Turmeron besteht (60-70 %) [Fabe und Regitz, 1990].

Die Kurkuma-Wurzel enthdlt reichlich Starke (50 — 64 %), die als Schaumbildner fir die gute
Zerschdumbarkeit wassriger Kurkumapulver-Extrakte verantwortlich ist. Das verwendete
Kurkumapulver enthielt 1,7 % Curcumin. Bisdemethoxycurcumin war wesentlich besser
wasserlodich als Curcumin. Es bildete daher die Hauptverbindung der Curcuminoid-Fraktion
bel der HPLC/UV-Analyse wéssriger Extrakte. Im methanolischen Extrakt dagegen war
Curcumin die Hauptkomponente. Das verwendete Kurkumapulver enthdt auch 1,2 %
Sesquiterpenketone (Turmerone). Diese machen 60-70 % des etherischen Extraktes der
Kurkuma aus und verlelhen dem Kurkuma-Aroma den typischen Charakter. Auch im
wassrigen Extrakt des Kurkumapulvers waren die Turmerone die Hauptaromaverbindungen.
Die im Kurkumadl enthaltenen Monoterpene und Sesguiterpene waren mit Wasser nicht
extrahierbar. Mittels der Zerschdumungsanalyse wassriger Kurkumapulverextrakte konnten
sowohl die Curcuminoide (Bisdemethoxycurcumin, Demethoxycurcumin und Curcumin) als

auch die Turmerone (ar-Turmeron, Turmeron und Turmerol) im Schaum angereichert werden.

Bei der Zerschdumung von wassriger Curcumin-Standardidsung konnte man den Einfluss der
Konzentration der Curcuminoide auf die Anreicherung feststellen. Wahrend bei der
Zerschdumung konzentrierter Proben eine Entfarbung erst spat auftrat (80 min nach Beginn
der Zerschaumung), erfolgte bei der Zerschaumung einer 10-fach verdinnten Probe die
Entfarbung relativ frih (10 min nach Beginn der Zerschaumung). Die quantitative
Anreicherung der Curcuminoide im Schaum war bereits nach 20 min beendet. Die
aufgenommenen HPLC/UV-Chromatogramme zeigten, dass sich die Nebenkomponenten
Bisdemethoxycurcumin und Demethoxycurcumin aus beiden Proben im Verhdtnis wie
Curcumin im Schaum kontinuierlich und gleichméidig, unabhangig von der Konzentration der
Verbindungen in der Ausgangsprobe, bis zum Ende der Zerschdumung anreicherten. Beide

Nebenkomponenten sind polarer ds Curcumin, somit besser wasserl 6dich und anreicherbar.
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Mit der Zerschaumung konnten auch Curcuminoide und Turmerone aus wassrigen Extrakten
von Kurkumapulver schonend angereichert werden. Die Verbindungen bleiben stabil wahrend
der Zerschaumun. Verluste an Turmeronen (80 % Wiederfindungsrate nach Zerschdumung)
konnen verringert werden durch direktes Einleiten des Schaumes in eine im Auffanggefald

vorgelegte L6sung.

Die waéssrige Extraktionsausbeute von Curcuminoiden war aufgrund ihrer hydrophoben
Eigenschaften gering. Sie konnte alerdings durch kombination mit patentierten Methoden,
sowohl im sauren als auch alkalischen Medium, erhdht werden. Stansky lief3 1979 ein
Verfahren patentieren, bei dem durch Waschen von Curcuminrhizomen mit ener
Seifenlosung ein wasserlodicher Farbstoffkomplex entsteht. Eine Nachbehandlung mit
Essigsaure fallt das Curcumin aus [Stransky, 1979]. 1983 meldete Stranz ein Verfahren zum
Patent an, in dem mit Hilfe von Essgsdure und Gelatine ein wasserlodicher Komplex
hergestellt wird, der einen Curcumingehat von 15 % aufweist [Stranz, 1983]. Unter
Einbeziehung dieser methoden zur Erhdhung der Ausgangskonzentration der Curcuminoide
im wassrigen Extrakt kénnte die Zerschaumungsanalyse praxisrelevant werden. Die Tatsache,
dass im Wasser lediglich die Turmerone aus Kurkumadl relativ gut I6dlich sind, bietet die
Moglichkeit, Turmerone selektiv aus wassrigen Kurkumaextrakten anzureichern und zu

gewinnen.

5.2.6 Glykoalkaoide ausK artoffelsaft
In Kartoffeln machen a-Solanin und a-Chaconin etwa 95 % des Glykosidalkaloidgehaltes

aus. Die Glykoalkaloide kommen besonders in unreifen Kartoffeln und in grin gewordenen,
keimenden Kartoffelknollen vor. In hoher Dosis wirken sie toxisch auf den menschlichen
Korper [Lindner, 1990; Teuscher, 1997]. Kartoffeln besitzen einen hohen Stérkegehalt, und
ihr Saft bildet bei der Zerschdumung einen stabilen Schaum. Fur die Zerschdumung wurde der
Kartoffelsaft nach 10-facher Verdinnung mit Wasser verwendet, da die Zerschaumung von
unverdinntem Kartoffelsaft einen sehr stabilen und nassen Schaum lieferte, der die

Zerschdumungsdauer erheblich verlangert und den Anreicherungsfaktor mindert.

Neben frisch gepresstem verdinnten Kartoffelsaft wurden wéssrige Standardiésungen der

Glykoakaolide a-Solanin und a-Chaconin mit Hilfe von Saponin zerschdumt. Beide



Diskussion 181

Glykoalkaloide sind schaumaktiv. und ohne wesentliche Verluste anzureichern. Die
Oberflachenaktivitdt der Glykoakaloide beruht offensichtlich auf ihrem lyobipolaren
Charakter.

Einsatzmd&glichkeit der Zerschdumungsanalyse zur Eliminierung der Glykodkaloide in der

Praxis.

Die bei der Gewinnung von Alkohol aus Kartoffelstérke in den Brennereien as Ruckstand
zurtickbleibende Schlempe enthdt noch wertvolle Proteine und wird deshalb als Viehfutter
verwendet. Die Schlempe enthdlt wegen des Konzentrierungseffekts auch hohere Gehalte an
Glykoalkaloiden [Gerstner, 1997]. Mittels Zerschaumungsanalyse konnte man die
Glykoalkaloide as unerwiinschte toxische Inhatsstoffe aus Schlempe eiminieren. Da sich
bestimmte Kartoffelproteine aus der Schlempe ebenfalls anreichern, missten Proteinverluste
in einem glykoalkaloidfreien Viehfutter in Kauf genommen werden. Hier sind zielgerichtete
Untersuchungen notwendig, um das Verhalten der Glykoalkaloide und Proteine bel der

Zerschdumung parallel zu beobachten.

5.2.7 Kavapyroneund Flavokavine ausK ava-K ava

Die Wurzelpflanze Kava-Kava (Piper methysticum) ist aufgrund ihrer Wirkstoffe, den
Kavapyronen, fur die Pharmaindustrie interessant. Neben den Kavapyronen liegen in der
Pflanze in niedrigeren Konzentrationen gelbe Pigmente, die Flavokavine, vor. Diese sind in
Kava-Préparaten unerwinscht, da sie bel langerer Einnahme zur Gelbfarbung der Haut flhren
[Hansel, 1993, 1989 und 1961; He et al., 1997; Schulz und Hansel, 1996; Schulgin, 1975].
Daher wurde die Eliminierung der Flavokavine durch Zerschdumung wassriger Kavapulver-
extrakte untersucht. Die kristallinen Kavapyrone sind in Wasser sehr schwer |6dich, in
Lipoidlosungsmitteln dagegen leicht 16dich und die hydrophoberen Flavokavine
wasserunlodlich [Hansel, 1961]. Bel der Zerschaumungsanalyse konnte festgestellt werden,
dass sowohl Flavokavine as auch Kavapyrone aufgrund ihres hydrophoben Charakters
schaumaktiv  sind. Der Unterschied ihrer hydrophoben Eigenschaften lasst aber
unterschiedliches Anreicherungsverhalten bei der Zerschdumung erwarten. Wéhrend die
Kavapyrone sich nicht bzw. nur zum Teil im Schaum anreicherten, wurden die Flavokavine
guantitativ und schnell angereichert. So konnten aus einem wassrigen HD-Extrakt, der die

Kavapyrone Methysticin, Dihydromethysticin, Kavain, Dihydrokavain, Y angonin,
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Desmethoxyangonin und die Flavokavine A und B enthielt, lediglich die Flavokavine A und
B eliminiert und im Schaum angereichert werden, nicht aber die Kavapyrone.

Das unterschiedliche Anreicherungsverhalten der Flavokavine und der Kavapyrone lag nicht
an ihrer unterschiedlichen Konzentration in der zerschdumten Probe. Bel der Zerschdumung
von dtark verdinnter Kavain-Standardiosung konnte die Verbindung nur zum Tell
angereichert werden. Auch aus sehr verdiunnten Proben wurde Kavain nur zum Tell
angereichert. Dass Kavain potentiell schaumaktiv ist, konnte man an seiner Konzentration in
den Schaumfraktionen feststellen. Der Anreicherungsfaktor war bei den am stérksten
verdinnten Proben am hochsten. Die Wiederfindungsrate von Kavain betrug 86-98 %.

Eine Zerschaumung des wéssrigen Extraktes des Kavapulvers fihrte in erster Linie zur
guantitativen Anreicherung der Flavokavine A und B, aber auch zur Teilanreicherung der
Kavapyrone, vor alem von Yangonin und Desmethoxyyangonin. Durch Mehrfach-

Zerschdumung erfolgte eine wetere Anreicherung der Kavapyrone.

Die schnelle, quantitative Anreicherung der Flavokavine im Verlauf der ersten Zerschdumung
kann in der Praxis zur Abreicherung der stérenden Flavokavine vor der Anreicherung der
erwinschten Kavapyrone in einer weiteren Zerschaumung genutzt werden. Allerdings muss
man mit Verlusten an Yangonin und Desmethoxyyangonin rechnen, die sich z. T. bereits in

der ersten Zerschaumungmit den Flavokavinen anreichern.

5.2.8 Orangenaroma

Orangensaft liefd sich sehr gut zerschdumen (s. Anreicherung von Carotinoiden aus
Orangensaft; Kapitel 5.2.4). Das Verhaten der Aromastoffe bel der Zerschdumung wurde
ebenfalls néher untersucht.

Frisch gepresster Orangensaft wurde schonend bel niedriger Gasflussrate zerschaumt und die
erhaltenen Fraktionen (Rickstand und Spumat) im Vergleich zur Ausgangsprobe sowohl
sensorisch as auch mit GC/FID- und HRGC/MS-Analyse untersucht. Sensorisch wurden die
Merkmale Farbe/Aussehen, Geruch, Geschmack und Harmonie beurtellt. Die Anreicherung
von Carotinoiden im Spumat beeinflussten das Merkmal Farbe/Aussehen. Die Anreicherung

von flichtigen Aromaverbindungen im Schaum flhrte zu sensorischen Veranderungen des
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Saftes beziglich der Merkmae Geruch, Geschmack und Harmonie. So wurde die
Spumatprobe bei der sensorischen Analyse fruchtiger und aromatischer empfunden als die
Ausgangsprobe (Orangensaft). Der Rickstand war entsprechend gerucharm und herb im
Geschmack. Die Spumatprobe wurde gegentber der RUckstandsprobe durchwegs besser
bewertet. Besonders bei ,Geschmack” und auch ,Harmonie“ bewerteten die Tester die
Spumatprobe héher. Die Spumatprobe schmeckt sehr siif3 und besonders fruchtig. Die Séure
wird antagonistisch Uberdeckt und verleiht der Spumatprobe einen ,,weichen Charakter”. Die
Ruckstandsprobe dagegen hat einen herben, weniger sif3en Charakter. Der Geschmack
erinnert an Grapefruit und hdt lange an. Die Ruckstandsprobe wurde bel den Kriterien
,Geruch” und ,Farbe/Aussehen* schlechter bewertet. Dies liegt an der Anreicherung von
Geruchs- und Farbstoffen (Carotinoiden) im Schaum. Die Saftprobe wurde beim Kriterium
»Farbe/Aussehen* geringfligig besser bewertet als die Spumatprobe, da die dunkelorange
Farbe des Spumats nicht typisch fur einen Orangensaft ist. Die Qualitdtszahl (3,47) der
Saftprobe lag zwischen der von Spumat (4,10) und Ruckstand (2,93).

Orangenaromastoffe werden durch die Zerschdumung z.T. angereichert (Myrcen, Limonen,
Valencen und Nootkaton). Die Anreicherung beruht auf ihren fllchtigen und hydrophoben
Eigenschaften. Sie adsorbieren an der Gasblasenoberflache, fllchtige Verbindungen
diffundieren in die Gasblase, werden mitextrahiert und somit im Schaum angereichert. Aus
den schaumlosen Anreicherungsmethoden, die lediglich auf der Adsorption einer Verbindung
an den Gasblasenoberflache beruhen (solvent sublation, bubble fractionation) sind
Anreicherungen von leicht- und telflichtigen Verbindungen bekannt. Fchtige
Verbindungen werden in der Gasblase, tellfliichtige Verbindungen sowohl in als auch an der
Gasblase und nicht fluchtige Verbindungen lediglich an der Gasblasenoberflache adsorbiert
und mitgetrennt [Valsarg, 1986¢c und 1992; Chiu, 1991]. Mit Hilfe der Zerschaumungs-
analyse erfolgt hier sowohl die Trennung an der Gasblase als auch eine Erhdhung der
Anreicherung in der hochsteigende Schaumsédule. Verluste bel der Zerschdumung treten vor
alem bel leichtflichtigen Aromastoffen auf (71 % Limone, 27 % Vaencen). Eine deutliche
Verringerung der Verluste leichtfliichtiger Aromakomponenten ist zu erwarten, wenn der
entstandene Schaum im Auffanggefald direkt in geruchs- und geschmacksneutrales Wasser

eingeleitet wird.
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Anhand des erhthten Sauregehats des Spumats gegenlber der Ausgangsprobe und der
gleichzeitigen Abnahme des Sauregehalts im Rickstand kann man eine Anreicherung eines

Teils der Gesamtsaure, offenbar fllichtige Fruchtsauren des Orangensafts, feststellen.

Die Zucker Glucose, Fructose und Saccharose wurden nicht im Schaum angereichert (nicht
oberflachenaktiv aufgrund ihrer Polaritét wie die Substanzen unter5.2.9).

Mittels der Zerschdumungsanalyse kann wegen der Anreicherung von Farb- und
Aromastoffen ein Spumat erhalten werden, das ein Orangensaftkonzentrat mit Trinkqualitét
darstellt. Im Ruckstand fuhrt das Austreiben von Aromastoffen und Fruchtsduren aufgrund
der im Ruckstand verbliebenen Geschmacksstoffe zu einem vorherrschend herben Charakter,
der sogar die SuRRe Uberdeckt. Der Rickstand dhnelt in Aussehen/Farbe und Geschmack
einem Grapefruitsaftgetrank.

Valsarg zeigt die Moglichkelt der Entfernung von Geruch- und Geschmackstoffen aus dem
Trinkwasser mit Hilfe der schaumlosen Gasblasen-Trennmethode (solvent sublation)
[Valsarg, 1988]. Die Zerschdaumungsanalyse konnte auch zur Eliminierung von

unerwiinschten Aromastoffen aus schaumenden Proben getestet und eingesetzt werden.

5.2.9 Einige polare Substanzgruppen

Eswurde Uberprift, wie sich polare Verbindungen bel einer Zerschdumung verhalten.

Tab. 5-35: Polare Verbindungen, mittels Zerschdumungsanalyse nicht
angereicherbar, und ihre Ausgangsmaterialien.

Verbindung Ausgangsmaterial

Coffein Kaffeebrihe, griner Tee (wassriger
Auszug)

Chlorogensaure Kaffeebriihe

Hesperidin Orangensaft

Naringin Grapefruitsaft

Sesamol Sesam (wéssriger Extrakt)

Catechine griner Tee (wassriger Auszug)

Anthocyane Rotwein, Blutorangensaft

Rosmarinsdure Rosmarin (wéssriger Extrakt)

Crocin Safran (wéassriger Extrakt)

Glucose/ Fructose/ Saccharose | Orangensaft
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5.2.9.1 Chlorogensaureund Coffein aus K affee

Kaffeebriihe lieferte einen glénzenden goldbraunen Schaum, dessen Stabilitdt von der
Konzentration der Ausgangsbrihe abhéngig war. Weder Coffein noch die Chlorogensiuren
(Neochlorogensaure, n-Chlorogensdure, Krytochlorogensaure, |1so-1-Chlorogensdure, 1so-2-
Chlorogensaure und Iso-3-Chlorogensdure) lieen sich bel der Zerschdumung von
Kaffeebrihe und waéssrigen Standardlosungen aufgrund ihrer guten Wasserlédlichkeit und

polaren Eigenschafte im Schaum anreichern.

Eine visuelle und sensorische Prufung des Rickstandes und der Ausgangsprobe
(Kaffeebriihe) zeigte, dass der Rickstand in Geschmack, Herbe, Aroma und Farbe/Aussehen
viel schwéacher ausagepragt war als die Ausgangsprobe, well Aroma-, Gerb-, Geschmacks-

und Farbstoffe des Kaffees im Schaum angereichert wurden.

Wenn ausreichend und schonend zerschdumt wird, um Farb-, Geschmacks- und Aromastoffe
in der Schaumfraktion quantitativ anzureichern, stellt sie ein flussiges Kaffeekonzentrat dar,
das bel der Rickverdinnung mit heif3em Wasser auf das Ausgangsvolumen ein Kaffeegetrank
ergibt, das zwar sensorisch einem normalen Kaffeegetrénk entspricht, aber coffein-und

reizstoffarm (lediglich ein Zehntel an Coffein und Chlorogensauren).

5.2.9.2 Hesperidin aus Orangensaft und Naringin aus Grapefr uitsaft

Weder Hesperidin noch Naringin wurden bel der Zerschdumung von Grapefruit- und
Orangensaft im Schaum angereichert. Beide Verbindungen waren aufgrund ihrer guten

Wasserl6dlichkeit und somit aufgrund ihres polaren Charakters nicht schaumaktiv.

Sensorisch war wegen der Anreicherung der Carotinoide und Aromaverbindungen folgendes
an den Orangensaftproben nach der Zerschdumung zu beobachten:

Spumat: Farbe: intensiv orange; Geschmack: mild, fruchtig, nach O-saft
Ruckstand: Farbe: hellgelb wie Grapefruitsaft; Geschmack: herb, nach Grapefruitsaft.

Mittels schonender Zerschdumung von Orangensaft (Verluste an flichtigen Aroma
verbindungen vermeiden) erhdt man ein Spumat (mildes Orangensaftkonzentrat), das bel

Ruckverdiinnung auf das Ausgangsvolumen die originale Farbe und das originale Aroma
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wiedererhdlt, dessen Hesperidin-Konzentration jedoch auf einen Bruchteil gesunken ist. Der
Ruckstand, der sowohl geschmacklich als auch farblich an Grapefruitsaft erinnert, konnte bei

der Verschneldung von Fruchtsaft eingesetzt werden.

5.2.9.3 Sesamol, Catechine und Anthocyane
Wassrige Extrakte von stark gerdstetem Sesampulver und grinem Tee ergaben be der

Zerschdumung einen stabilen Schaum. Rotwein und Blutorangensaft konnten erst nach Zusatz
von Saponin zerschdumt werden. Die Anreicherung von Sesamol aus Sesam wurde mittels
HPLC/ELCD-Anayse Uberprift. Die Anreicherung des Coffeins und der Catechine
Epigallocatechingallat und Epigallocatechin aus grinem Tee wurde mittels HPLC/UV-
Anayse untersucht. Die Anreicherung von Anthocyanen aus Rotwein und Blutorangensaft

wurde anhand der roten Farbe der Verbindungen visuell/kolorimetrisch beurtellt.

Durch Vergleich der Ausgangs-, Spumat- und Rickstandsproben miteinander konnte man
feststellen, dass bei der Zerschdumung Sesamol, Coffein, Catechine (Epigallocatechingallat,
Epigallocatechin) und Anthocyane im Schaum nicht angereichert wurden (z. T. gute
Wasserlodichkeit, polarer Charakter). Anhand der letzten Zerschdumungsversuchsreihen
kann man folgern, dass polare Verbindungen nicht oberflachenaktiv sind und nicht im
Schaum angereichert werden. Dieses Verhaten kann man ausnutzen zur Isolierung
erwinschter und unerwinschter Verbindungen, weil bel der Zerschdumung relativ unpolare

Verbindungen quantitativ angereichert und polarere abgereichert werden.
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6 Zusammenfassung

Die Zerschdumungsanalyse ist eine effiziente Anreicherungsmethode fur oberflachenaktive
Verbindungen aus stark verdiinnten wassrigen Ldsungen. DarUber hinaus ist sie schonend,
umweltfreundlich, nachhaltig und kostengiinstig, da sie mit Inertgas (N2) bel Raumtemperatur
mit relativ einfachen Apparaturen ohne Zusatz von Lodsungsmitteln durchgefiihrt werden
kann. Sie konnte sowohl grofdtechnologisch fir die Gewinnung von nachwachsenden
Rohstoffen als auch im Labormal3stab fir die Spurenanalyse eingesetzt werden zur selektiven
Trennung homologer Verbindungen mit unterschiedlich hydrophoben Eigenschaften und

guantitativen Anreicherung einzelner Verbindungen.

Seit Ostwald am Anfang des 20. Jahrhunderts den Einsatz der Zerschaumungsanalyse zur
Anreicherung von Proteinen aus Pflanzensdften und zur Trennung von Farbstoffgemischen
demonstriert hat, beschrénkt sich die Zerschdumungsanalyse bis heute auf dem Gebiet der

Naturstoffe auf die Anreicherung und I solierung von Protel nen/Enzymen.

In dieser Arbeit wurden neue Einsatzgebiete der Zerschdumungsanalyse aufgezeigt, weil auch
monomolekulare  Naturstoffe aus Nutz- und Heilpflanzen, mit Hilfe der

Zerschdumungsanalyse angereichert bzw. as unerwiinschte Stoffe eiminiert wurden.

Im Rahmen eines Screenings wurde die Zerschdumbarkeit zahlreicher Gewtiirze, Nutz- und
Hellpflanzen in wassrigen Extrakten Uberprift. Aufgrund des natlrlichen Gehalts an
Schaumbildnern (Proteine, Stérke, Saponine) ergaben Fruchtséfte bzw. wéassrige Extrakte
pflanzlicher Materidlien ohne Hilfsmittel einen stabilen Schaum und wurden als gut

zerschdumbar angesehen.

Aus der Liste zerschaumbarer Systeme wurde eine Auswahl unter zweli Aspekten
vorgenommen:
* Inwieweit ladsst dich die Zerschdumungsanalyse zur Anreicherung von
nachwachsenden Rohstoffen und zur Eliminierung unerwiinschter Stoffen einsetzen?
» Weélchen Einfluss haben chemisch-physikalischen Eigenschaften einer Verbindung

auf ihre Anreicherung und verhdten sch Verbindungshomol oge unterschiedlich?
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Be de Zerschdumung wurde das Batch-Verfahren eingesetzt. Zur Optimierung der
Anreicherung ener Verbindung im Schaum wurden die wichtigsten Einflussparameter
(Konzentration der Schaumbildner und der anzureichernden Verbindung, Gasflussrate, pH-
Wert und Saulendimensionierung) bertcksichtigt. Um das Verhalten der enzelnen
Verbindungen im Verlauf der Zerschdumung zu analysieren, wurde die Variante der
ofraktionierten Zerschdumung“ (Entnahme von Schaum- und Rickstandsfraktionen in

definierten Zeitabstanden wahrend einer Zerschaumung) eingesetzt.

Da die Zerschaumungsanalyse im wassrigen Medium erfolgt, wurde im Interesse einer
praktischen Anwendung fir ausgesuchte Verbindungen die Extraktionsausbeute mittels

»akalischer Extraktion* optimiert.

In dieser Arbeit wurden auch Verbindungen, die selbst keine Schaumbildner sind, jedoch
aufgrund ihrer hydrophoben Eigenschaften im Schaum angereichert werden, als oberflachen-
bzw. schaumaktiv bezeichnet. Es wurde gezeigt, dass die Zerschaumungsanalyse nicht auf die
Anreicherung von Schaumbildnern beschrankt ist, sondern zur Anreicherung vieler anderer
Stoffklassen aus pflanzlichen Rohstoffen (Gewilrze, Nutz- und Hellpflanzen) eingesetzt
werden kann:

» Scharfstoffe: [6]-, [8]-, [10]-Gingerol und [6]-Shogaol aus Ingwer

* Antioxidantien: Carnosolsaure, Carnosol und Carnosolsduremethylester aus Rosmarin

» Bitterstoffe: Humulone und | sohumulone aus Bier

» Xanthophylle, Carotinoide und Carotinoidfettsdureester aus Karotten-, Tomaten-,

Orangen- und Mandarinenséften
e Curcuminoide: Curcumin, Bisdemethoxy- und Demethoxycurcumin aus Kurkuma
» Turmerone: ar-Turmeron, Turmeron und Turmerol aus Kurkuma

» Huchtige Aromaverbindungen aus Orangensaft

Inhaltsstoffe mit unerwlnschter Wirkung aus Nutz- und Hellpflanzen mittels Zerschaumung
im Schaum eliminiert bzw. abgereichert:

» Glykoalkaloide: a-Solanin und a-Chaconin aus Kartoffelsaft

+ Havokavine: Flavokavin A und B aus Kava-Kava
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Folgende polare, gut wasserlédliche Verbindungen konnten mit den angewandten Methoden
nicht im Schaum angereichert werden:

» Coffein und Chlorogensdure aus K affeebriihe

* Hesperidin aus Orangensaft und Naringin aus Grapefruitsaft

* Sesamol aus Sesam

e Catechine aus grinem Tee

* Anthocyane aus Rotwen und Blutorangensaf

* Rosmarinsaure aus Rosmarin

* Crocin aus Safran

*  Glucose, Fructose und Saccharose aus Orangensaft.

Nicht nur verschiedene Substanzgruppen zeigten bei der Zerschdumung unterschiedliches
Anreicherungsverhalten, sondern auch homologe Verbindungen einer Substanzgruppe
(strukturell bedingte unterschiedliche Polaritat und Schaumaktivitét). Der zeitliche Verlauf
der Anreicherung nahm mit Abnahme der hydrophopben Eigenschaften zu (z.B. Humulone

und Isohumulone aus Bier, Gingerole aus | ngwer).

Die Gingerole reicherten sich mit Zunahme ihrer Polaritét nicht nur unterschiedlich schnell im
Schaum an, sondern beeinflussten sich dabei auch gegenseitig. Die weniger polaren
Verbindungen mit léngerer Alkylseitenkette reicherten sich schneller im Schaum an und
verzogerten die Anreicherung von stérker polaren Verbindungen, aber nicht umgekehrt. Die
Annahme, dass die unpolareren Verbindungen bei der Anreicherung im Schaum mit den

polareren konkurrieren, wurde damit zusatzlich bekraftigt.

Die Durchfihrung einer Zerschdumung im Sauren (pH 4) war nicht nur gunstig, weil
Verbindungen wie Carnosolsdure stabil blieben (Abbau zu Carnosol wurde verhindert),
sondern sie lief3en sich aufgrund der Erhdhung ihrer hydrophoben Eigenschaften im Sauren
besser aus dem wéssrigen Milieu im Schaum anreichern (Bitterstoffe aus Bier, Scharfstoffe
aus Ingwer).

Hohe Anreicherungsfaktoren konnten vor alem bel der Zerschdumung stark verdinnter
Proben unter niedriger Gasflussrate erreicht werden. Durch Auswahl der passenden Séule (s.
Saulendimensionierung) fur bestimmte Probenvolumina und durch Kontrolle der Gasflussrate

lief3 sich die Zerschdumung optimieren. Hohere Konzentrationen an Schaumbildnern in der



Zusammenfassung 190

Probe fihrten zu langerer Zerschdumungsdauer, hoheren Spumatmengen und einer
guantitativeren Anreicherung der Verbindungen. Der absolute Gehalt einer schaumaktiven
Verbindung im Schaum war dets stoffspezifisch und von der gewadhlten

Ausgangskonzentration der Verbindung in der Probe abhéngig.

Hohe Wiederfindungsraten anreicherbarer Verbindungen (Ausnahm: fliichtige Aromastoffe)
waren ein Indiz fur optimierte, schonende Anreicherungbedingungen. Hohe Verluste an
fluchtigen Verbindungen kénnen vermieden werden, wenn der entstandene Schaum im
Auffanggefald direkt in geruchs- und geschmacksneutrales Wasser eingeleitet und verflUssigt

wird.

Die Uberprifung des Anreicherungsverhaltens unterschiedlicher Stoffklassen ergab stets eine
Korrelation zwischen der Anreicherung einer Verbindung im Schaum und ihren chemisch-

physikalischen Eigenschaften.

Die Zerschdumungsanalyse hat sich als geeignete Methode zur selektiven Trennung von
homologen Verbindungen unterschiedlicher hydrophober Eigenschaften sowie zur
Anreicherung einzelner schaumaktiver und nicht schaumbildender Verbindungen bei Zusatz
von Schaumbildnern erwiesen. Die Ergebnisse dieser Arbeit ertffnen ein weites Spektrum
neuer Einsatzmdglichkeiten der Zerschdumungsanalyse als schonende, kostengiinstige und
umweltvertragliche Methode zur Gewinnung wertvoller Inhatsstoffe aus pflanzlichen
Rohstoffen und Industrieabféllen fir Lebensmittel- und Pharmaindustrie und zur Eliminierung

zahlreicher unerwtiinschter Begleitstoffe.
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8 Anhang

Abb. 8-1: Trennung der Farbstoffe Patentblau und Neucoccin voneinander durch
Anreicherung von Patentblau im Schaum [V ersuch durchgefihrt nach
Ostwald, 1937]

Abb. 8-2: Ausgtritt und Sammeln des mit Patentblau angereicherten Schaums (Spumat) aus der
Zerschdumungskolonne
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Abb. 8-3: Schaumzerfall aufgrund der Gashl asenkoal eszenz und Disproportionierung am
oberen Teil der Schaumsaule gegen Ende der Zerschaumung.

Abb. 8-4: Aufgenommenes Bild von Ausgangs-(mitte), Spumat-(rechts) und Rickstandsprobe
(links) eines Orangensaftes
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E_ 8
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Abb. 8-5: Aufgenommenes Bild von Ausgangs- (mitte), Spumat- (rechts) und
Ruckstandsprobe (links) eines Mandarinensaftes

Abb. 8-6: Aufgenommenes Bild von Ausgangs- (mitte), Spumat- (rechts) und
Ruckstandsprobe (links) eines wassrigen Extraktes vom Kurkumapulver
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