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1 Einleitung

Hithnereier gehdren weltweit zu den beliebtesten Eiern und stellen erndahrungsphysiologisch eine
wichtige Proteinquelle dar. In den Proteinen sind alle essentiellen Aminosauren enthalten, und
zudem besitzen Hiihnereier eine Vielzahl wichtiger Inhaltsstoffe wie verschiedene Vitamine und
Mineralstoffe. Durch die physikochemischen bzw. technofunktionellen Eigenschaften der
verschiedenen Eikomponenten wie das Emulgiervermogen und die Bildung von Schiumen sowie
die antibakterielle Wirkung durch das Lysozym aus dem Eiklar finden Eier und ihre Inhaltsstoffe
in vielen verarbeiteten Lebensmitteln Verwendung.

In den letzten Jahren sind Eier und vor allem die Haltungsbedingungen der Legehennen immer
wieder in den Mittelpunkt des 6ffentlichen Interesses geriickt. In der Europaischen Union gibt es
fir die Produktion von Eiern vier offizielle Haltungssysteme fiir Legehennen. Diese sind die
ausgestaltete Kafighaltung, die Bodenhaltung, die Freilandhaltung und die biologische Haltung.
Durch verschiedene EU-Verordnungen und Richtlinien werden die Bedingungen fiir die
verschiedenen Haltungssysteme vorgegeben. Der Unterschied der biologischen Haltung zu den
konventionellen Haltungssystemen liegt zum einen in der Anzahl der Tiere, die in einer Herde
gehalten werden diirfen, sowie deren Platzangebot und zum anderen am Futter. Bei der
biologischen Tierhaltung wird vorgeschrieben, dass das Futter grofitenteils aus biologischer
Produktion stammen muss. Die damit verbundenen héheren Produktionskosten bei geringerem
Ertrag zeigen sich im Preisunterschied biologischer Eier im Vergleich zu konventionellen Eiern.
Die Kennzeichnung von Eiern ist europaweit durch den ,Erzeugercode”, einen Stempel, welcher
direkt auf die Eierschale aufgebracht werden muss und Informationen iiber Herkunftsland und
Haltungsart gibt, geregelt. Die steigende Nachfrage an biologisch produzierten Eiern und die
Akzeptanz dafiir einen hoheren Preis zu zahlen, erhoht das Risiko fiir ein Falsch- bzw.
Umstempeln, welches nur schwer nachweisbar ist. Derzeit gibt es keine Methode, mit der die
Richtigkeit der Stempelung iiberpriift werden kann.

Daher ist es wichtig, Eier und deren Inhaltsstoffe auf Unterschiede die Haltung betreffend zu
untersuchen. Dass die Eizusammensetzung und vor allem das enthaltene Fett durch das Futter
beeinflusst werden kann, wurde in der Vergangenheit bereits durch mehrere Studien bewiesen.
Durch verschiedene isolierte Fiitterungsansatze wurde versucht die Lipidzusammensetzung so
zu beeinflussen, dass sie erndhrungsphysiologische Vorteile aufweist.

Verschiedene analytische Ansatze zeigten bereits, dass es mdéglich ist zwischen unterschiedlichen
Haltungssystemen zu unterscheiden, jedoch wurden meist nur wenige Proben mit geringer
Variabilitit getestet. Zudem zielte der Grofdteil der Methoden darauf ab nur eine
Verbindungsklasse oder einen bestimmten Parameter zu untersuchen.

Die kernmagnetische Resonanzspektroskopie (nuclear magnetic resonance, NMR) erlaubt eine
Art Fingerprint auf molekularer Ebene einer Probe zu erhalten, ohne deren Inhaltsstoffe vorher
physikalisch oder chemisch aufzutrennen. So kénnen unter Verwendung verschiedener NMR
basierter Methoden einzelne Verbindungsklassen sowie die Gesamtheit aller enthaltenen
Verbindungen untersucht werden. Vor allem die Kombination mit multivariaten statistischen
Verfahren ermoglicht es, nicht offensichtliche Zusammenhdnge bzw. Abhiangigkeiten der
Verbindungen sichtbar zu machen. Die NMR Spektroskopie sollte daher gut geeignet sein anhand
der Analyse der Eiinhaltsstoffe die Eier unterschiedlicher Haltungssysteme zu charakterisieren
und zuzuordnen.



1.1 Das Hiithnerei

1.1.1 Aufbau und Inhaltsstoffe

Das Hiihnerei besteht in einer groben Aufteilung aus drei Hauptkomponenten, der Eierschale mit
ihren Membranen, dem Eiklar und dem Eigelb. Im Inneren befindet sich das Eigelb, welches vom
Eiklar umgeben wird. Dieses wiederum ist von Membranen und abschlieféend der Eierschale
eingehiillt. In Abbildung 1-1 ist ein vereinfachter Aufbau des Hiihnereis im Querschnitt zu sehen.

Eigelb

Keimscheibe

Latebra

Dottermembran

Eidotter (hell und dunkel)

Schale
Kalkschale mit Kutikula

AuRere Schalenmembran
Innere Schalenmembran
Poren
Luftkammer

Eiklar

Chalaza (Hagelschnur)
AuReres Eiklar (diinnfliissig)
Mittleres Eiklar (dickfllssig)
Inneres Eiklar (dtnnflissig)

Abbildung 1-1: Vereinfachter Aufbau des Hiihnereis im Querschnitt; modifiziert nach U.S. Department of
Agriculture, 2000

Die Eierschale besteht aus mehreren Schichten. Die dufderste Schicht der Schale wird als Kutikula
bezeichnet, darunter folgt eine pordse Kalkschicht. Diese ist aus Kalzitkristallen (CaCO3)
aufgebaut, welche in eine Matrix aus faserigen und kugelférmigen Protein-Mucopolysacchariden
eingebettet sind. Zudem sind geringere Gehalte an Magnesiumcarbonat und Phosphate enthalten.
Die Kalkschicht ist von Poren durchsetzt, welche durch die Kutikula verschlossen werden.
Waéhrend ein Gasaustausch maglich ist, werden Mikroorganismen am Eindringen gehindert. An
der Innenseite der Eierschale befinden sich die aduflere und innere Schalenmembran; sie
separieren sich am grofleren Ende des Eis und bilden eine Luftkammer. Diese wichst mit
zunehmender Lagerung des Eis und kann aufgrund ihrer relativen Grofe fiir die
Altersbestimmung verwendet werden.

Das Eiklar besteht zu fast 90 % aus Wasser, die restlichen 10 % sind Proteine sowie wenige
Kohlenhydrate und Mineralstoffe. Die Konsistenz des Eiklars ist gelartig und es besteht aus
insgesamt drei Fraktionen mit unterschiedlicher Viskositat. Diese lassen sich auf unterschiedliche
Gehalte des Proteins Ovomucin zurlckfiihren. Ovomucin ist in der Lage, fibrillire Strukturen
auszubilden, welche zu einer Erh6hung der Viskositét fithren. Das mittlere Eiklar (s. Abbildung 1-
1) hat einen hoheren Gehalt an Ovomucin als das duf3ere und innere Eiklar und ist somit viskoser.
Die Hagelschnur oder Chalaza ist eine feine, jedoch sehr feste Schicht aus Eiklar, welche sich um
das Eigelb herum befindet. Sie bildet an den Enden jeweils einen Zweig, der wie ein Anker fungiert
und das Eigelb in der Mitte halt. Der pH-Wert des Eiklars steigt mit zunehmendem Alter durch
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Diffusion des gelosten Kohlenstoffdioxids (CO) aus der Schale. Bei frisch gelegten Eiern liegt der
pH-Wert bei 7,5-8, dieser kann auf einen Wert von bis zu 9,7 (nach ca. 21 Tagen) ansteigen.

Den grofdten Proteinanteil am Eiklar nimmt das Ovalbumin mit tiber 50 % ein; danach folgt das
Conalbumin, oder auch als Transferrin bezeichnet, mit ca. 12 %. Dies ist in der Lage, Metallionen
wie Mn3+, Fe3+, Cu?+ oder Zn?+* zu binden. Ovomucoid ist zu ca. 11 % enthalten, es ist ein
Proteaseinhibitor und kann z.B. Rindertrypsin hemmen. Andere Proteine sind nur in geringeren
Anteilen enthalten, daher wird nur kurz auf einige bzw. deren besondere Eigenschaften
eingegangen. Ovomucin ist wie bereits erldutert fiir die Viskositat des Eiklars verantwortlich und
inhibiert die virale Hdmagglutination. Lysozym oder Ovoglobulin G1 ist ein N-Acetylmuramidase-
Enzym. Es findet sich auch in anderen tierischen oder pflanzlichen Gewebearten und ist in der
Lage die Zellwdnde von grampositiven Bakterien zu hydrolysieren, wodurch diese aufgelost
werden. Ovoglobulin G2 und G3 sind gute Schaumbildner, Flavoprotein kann Riboflavin binden
und Ovoinhibitor ist vergleichbar mit Ovomucoid ein Proteaseinhibitor. Avidin bindet Biotin und
besitzt wahrscheinlich antimikrobielle Eigenschaften, die allerdings nicht ndher bekannt sind (Li-
Chan et al., 1995; Mine, 2008; Stadelman et al., 1995).

Die Keimscheibe, aus der sich das Kiiken entwickelt, befindet sich oberhalb der keulenférmigen
Latebra (Dotterbett) auf einer Seite des Eidotters.

Der Eidotter oder das Eigelb liegt in der Mitte des Eis. Es ist eine Fett-in-Wasser-Emulsion mit
einer Trockenmasse von 50 %, die zu ca. 65 % aus Lipiden, zu ca. 31 % aus Proteinen und zu ca.
4 % aus Kohlenhydraten besteht. Der Rest sind Vitamine und Mineralien. Die Hauptkomponenten
im Eigelb sind mit 68 % Lipoproteine niedriger Dichte (low density lipoprotein, LDL).
Lipoproteine hoherer Dichte (high density lipoprotein, HDL) sind mit ca. 16 % vertreten. Danach
folgen Livetine mit 10 % und Phosvitin mit 4 %. Im Eigelb sind Partikel enthalten, die in zwei
Grofien eingeteilt werden konnen. Die grofleren sind sogenannte Dottertropfchen oder
Fetttropfchen. Sie bestehen hauptsachlich aus Lipiden, die teilweise eine Proteinmembran
besitzen und kénnen im Wesentlichen zu den LDL gezahlt werden. Die kleineren Kérnchen oder
Granula bestehen hauptsachlich aus HDL (ca. 70 %), 12 % LDL und 16 % Phosvitin, kdnnen aber
auch Lipide und Mineralien enthalten. Die Grofie ist sehr einheitlich, wobei die Form variieren
kann (Li-Chan et al.,, 1995; Mine, 2008; Stadelman et al., 1995).

1.1.2 Eifett

Das Eigelb besteht zu 32-36 % aus Lipiden, welche sich wiederum aus ca. 65 % Triacylglyceriden
(TAG), 28-30 % aus Phospholipiden (PL) und zu ca. 5 % aus Cholesterin zusammensetzen.
Ungefdahr 1 % des Cholesterins sind Cholesterinester. In noch geringeren Mengen kénnen freie
Fettsduren (FFS) und andere Sterine wie Cholestanol, 7-Cholestanol, 3-Sitosterin, Campesterin,
24-Methylencholesterin und Lanosterin vorkommen (Speake et al., 1998; Stadelman et al., 1995).
Das Verhiltnis der verschiedenen Lipidklassen (TAG, PL und Cholesterin) ist laut Speake, Murray
und Noble bei Hiihnereiern sehr konstant und das auch bei einem Vergleich mit Eiern anderer
Vogelspezies wie z.B. Ente, Truthahn oder Taube (Speake et al., 1998). Dagegen werden die
Fettsduren (FS) der Fettkomponenten wie den TAG oder PL vom Alter der Henne, von der Rasse,
von der Fiitterung und anderen dufderen Einfliissen wie z.B. Stress beeinflusst. So kann es je nach
Futter und dessen Fettsdurezusammensetzung zu An- bzw. Abreicherungen bestimmter FS
kommen (Mine, 2008; Speake et al., 1998; Stadelman et al., 1995). Der Einfluss des Futters auf die
Fettsdurezusammensetzung wird in Kapitel 1.4 ndher behandelt.



Lipidklassen

Die grofdte Lipidklasse ist die der TAG. TAG setzen sich aus einem Glycerinmolekiil, welches an
jeder seiner drei Hydroxylgruppen mit einer FS unterschiedlicher Lange und Sattigung verestert
ist, zusammen. In Abbildung 1-2 ist die Struktur eines TAG dargestellt, welches mit drei
verschiedenen FS verestert ist. Zur leichteren Charakterisierung und Unterscheidung der
Positionsisomere werden die Kohlenstoffatome des Glyceringrundgeriistes von oben nach unten
mit dem Prifix ,sn“ (stereospecifically numbered) und der Ziffer 1, 2 und 3 beschrieben.
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Abbildung 1-2: Struktur eines Triacylglycerids, verestert mit drei verschiedenen Fettsiduren. In sn-1 Position:
Palmitinsiure (C16:0), sn-2 Position: Linolsidure (C18:2), sn-3 Position: a-Linolensiure (C18:3)

FS gehoren zu den aliphatischen Monocarbonsauren, sie unterscheiden sich aufgrund der Lange
der Kohlenwasserstoffkette sowie der Anzahl, der Stellung und der Konfiguration der
Doppelbindungen. Sie konnen dadurch in verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Die
gesattigten FS besitzen keine Doppelbindung, die einfach ungesattigten FS besitzen eine
Doppelbindung und mehrfach ungesattigte FS (MUFS) besitzen mehrere Doppelbindungen. Die
ungesittigten FS konnen zusidtzlich liber die Position der letzten Doppelbindung (w-FS) und
generell iiber die Stellung der Doppelbindungen charakterisiert werden. Auch von Bedeutung ist,
ob die Doppelbindungen isoliert oder konjugiert und in welcher Konfiguration (cis oder trans) sie
vorliegen. Diese Einteilung ist dahingehend wichtig, da FS aufgrund ihrer Biosynthese
natlirlicherweise iiberwiegend in der cis-Konfiguration vorkommen. Trans-FS, die
ernahrungsphysiologisch bedenklich sind, entstehen bei Verarbeitungsschritten wie z.B. durch
partielle Hydrogenierungsprozesse bei der industriellen Fetthartung, durch starkes Erhitzen
beim Braten oder im Pansen von Wiederkduern (Belitz et al,, 2008). In Abbildung 1-2 ist das
Glycerin beispielhaft in sn-1 Position mit der Palmitinsdure (C16:0), in Position sn-2 mit der
Linolsdure (C18:2, w-6) und in sn-3 Position mit der a-Linolensaure (C18:3, w-3) verestert.

Die w-FS werden durch die Position ihrer letzten Doppelbindung definiert. Die Zahlweise erfolgt
ausgehend von der Methylgruppe bis zur Doppelbindung. Sie werden in drei Gruppen eingeteilt,
w-3, w-6 und w-9. Die Ziffern geben an, wie viele Kohlenstoffatome die Doppelbindung vom
Methylende entfernt liegt. Diese Einteilung der FS ist insbesondere aus
erndhrungsphysiologischen Aspekten wichtig, da w-3 und w-6 FS nicht vom Menschen
synthetisiert werden konnen, aber unter anderem zur Eicosanoidsynthese benoétigt werden. In
Tabelle 1-1 ist ein Vergleich der Fettsaurezusammensetzung des Eifettes aus verschiedenen
Literaturquellen dargestellt. Die Fettsdureverteilung im Eifett variiert ja nach Alter, Rasse oder
Futter. Allgemein besteht der Anteil an gesaittigten FS mit 30-38 % zum grofdten Teil aus
Palmitinsdure und Stearinsiure, bei den einfachungesittigten FS ist die Olsaure mit 30-40 % die
mengenmaf3ig dominante FS, bei den MUFS macht die Linolsaure mit 15-25 % den gréfiten Anteil



aus. Dartiiber hinaus ist noch die Arachidonsaure mit 2-3 % in nennenswerten Mengen enthalten
(Cherian et al., 2002; Juneja, 1997).

Tabelle 1-1: Literaturvergleich zum Vorkommen der Fettsduren im Eifett

Fettsiure Kurzschreib- Vergleich von Literaturdaten
weise (Mine, 2008) (Cherian etal.,, (Oliveira etal.,
[%-Anteil] 2002) 2010)
[%-Anteil] [%-Anteil]

Myristinsaure 14:0 - - 0,4
Palmitinsaure 16:0 24,24 26,1 25,21
Palmitoleinsiure 16:1 1,18 3,2 -
Margarinsiure 17:0 0,16 - 0,25
Heptadecensiure 17:1 - - 0,17
Stearinsaure 18:0 12,40 8,9 9,71
Olsiure 18:1 (w-9) 28,48 42,6 42,29
Linolsiure 18:2 (w-6) 26,81 16,2 12,18
a-Linolensiaure 18:3 (w-3) 0,26 - 0,23
Eicosadiensaure 20:2 (w-3) 0,23 - -
Eicosatriensiure 20:3 (w-6) 0,27 - -
Arachidonsdure 20:4 (w-6) 3,53 2,0 2,17
Docosapentaen- 22:5 (w-3) 0,383 - 0,09
siaure (DPA)
Docosahexaensiaure 22:6 (w-3) 0,93 0,7 0,54
(DHA)

Die PL sind die zweitgrofdte Verbindungsklasse der Lipide im Eifett. Diese konnen aufgrund ihres
unterschiedlichen Grundgeriistes (s. Abbildung 1-3A) in zwei verschiedene Gruppen eingeteilt
werden - die Phosphoglyceride (PG) und die Sphingophospholipide (SPL). Das Grundgeriist der
PG ist vergleichbar zu den TAG aus Glycerin aufgebaut, wahrend sich das Grundgertst der SPL
von Sphingosin ableitet. In Abbildung 1-3B sind verschiedene Alkohole dargestellt, die an der
Phosphatgruppe der PL verestert vorliegen konnen. Die gebildeten PL werden dann als
Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylethanolamin (PE), Phosphatidylinositol (PI) oder
Sphingomyelin (SM) bezeichnet. Lysophosphatidylcholin (LPC) und
Lysophosphatidylethanolamin (LPE) sind strukturell mit PC und PE vergleichbar, einzig mit der
Ausnahme, dass in Position sn-2 keine Veresterung stattfindet.

In Abbildung 1-3C sind die prozentualen Anteile der PL im Eifett nach Rhodes und Lea dargestellt.
Den grofdten Anteil mit insgesamt 72,8 % der PL stellt PC, danach folgen PE mit 15 %, LPC mit
5,8 %, SM mit 2,5 %, LPE mit 2,1 % und PI mit 0,6 %. Des Weiteren sind 0,9 % Plasmalogene, die
zu den Etherlipiden gehoren, vorhanden. Diese dhneln strukturell den Phosphoglyceriden,
anstelle eines Fettsdureesters besitzen sie jedoch in Position sn-1 einen Enolether (Rhodes & Lea,
1957).

Bei der Fettsidureverteilung der PL zeigten Kuksis und Murai, dass die ungesattigten FS der PL im
Eidotter vor allem in Position sn-2 vorliegen. Die gesattigten FS werden dagegen eher in Position
sn-1 gefunden (Kuksis & Marai, 1967). Die Haupt-FS von PC sind v.a. die Palmitin-, Ol-, Stearin-
und Linolsaure. Bei den MUFS sind es Linol-, Arachidonsdure und DHA (Gladkowski et al.,, 2011;
Juneja, 1997). Hawke untersuchte die FS von PC und PE und zeigte, dass die Fettsdureverteilung
bei beiden PL sehr variiert (Hawke, 1959). Bei den gesattigten FS besitzt PC mehr Palmitinsiure
als Stearinsaure, bei PE ist es genau umgekehrt. Die ungesattigten FS setzen sich bei PE v.a. aus
DHA, Arachidonsiure, Linolsdure und Olsdure zusammen, wobei die DHA den weitaus gréfiten
Anteil ausmacht. Bei PC sind dagegen die Linolsiure und die Olsiure in einem hohen Anteil
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vertreten. Der Grad der Ungesattigtheit der FS ist dementsprechend bei PE hoher als bei PC
(Gladkowski et al., 2011; Hawke, 1959).
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Abbildung 1-3: A zeigt die Grundstrukturen der Phospholipide (Phosphoglyceride, Sphingophospholipide), B
zeigt mégliche veresterte Alkoholreste, C gibt einen Uberblick iiber die Phospholipide und deren prozentualen
Anteile im Eifett (die Werte wurden von Rhodes & Lea, 1957 iibernommen)

Die drittgrofdte Verbindungsklasse der Lipide sind die Sterine. Cholesterin nimmt mit 5 % den
grofdten Anteil ein, wobei 1 % davon mit FS verestert vorliegt (Belitz et al., 2008). Die Struktur des
Cholesterins ist in Abbildung 1-4 dargestellt.
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Abbildung 1-4: Molekiilstruktur des freien Cholesterins. Die Kohlenstoffatome ausgewdihlter Gruppen, die im
1H und 13C NMR Spektrum leicht zu identifizieren sind, wurden nummeriert



1.2 Haltungsformen und deren rechtlichen Hintergriinde in
Deutschland und der Europaischen Union

Haltungsformenin der EU 2017 Deutschland 2017
4%

0

Abbildung 1-5: Prozentualer Anteil der Haltungsformen in der Europidischen Union (EU) und in Deutschland
(Grafik nach Bundesinformationszentrum Landwirtschaft, 2017)
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1.2.1 Kaifighaltung

Die Kafighaltung ist seit dem 1. Januar 2010 in Deutschland und seit dem 1. Januar 2012 in der
gesamten EU gesetzlich verboten. Abgelost wird sie durch die Haltung in Kleingruppen in
ausgestalteten Kafigen (EU Council Directive 1999/74/EC, 1999). Deutschland geht in diesem
Punkt noch weiter und entschied sich am 6. November 2015 durch einen Beschluss des
Bundesrates zu einer Anderung der Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung. Diese sieht nun eine
Auslauffrist flr die ausgestaltete Kéfighaltung vor, um danach komplett auf die Kéfighaltung zu
verzichten. Eine Ubergangsfrist, in der Hennen in ausgestalteten Kifigen gehalten werden diirfen,
gibt es noch bis Ende 2025, fiir besondere Hartefdlle bis 2028 (Tierschutz-
Nutztierhaltungsverordnung, 2015). Danach ist in Deutschland die ,ausgestaltete” Kafighaltung
verboten. Daher nimmt der prozentuale Anteil der ausgestalteten Kafighaltung immer weiter ab.
2017 lag der Anteil bei nur noch 9 % und somit unter dem Wert der biologischen Haltungsform.
Dagegen stammen in der Europdischen Union rund 56 % aller produzierten Eier aus
Haltungssystemen mit ausgestalteten Kéfigen und Kleingruppen. Die ausgestaltete Kafighaltung
ist somit in der EU die vorherrschende Haltungsart. Vor allem in Landern wie Polen, Portugal und
Spanien bildet dieses Haltungssystem, mit jeweils um die 90 %, sogar den grofditen Anteil
(Bundesinformationszentrum Landwirtschaft, 2018).

1.2.2 Bodenhaltung

Auf EU-Ebene stellt die Bodenhaltung mit 26 % (s. Abbildung 1-5) das zweitgrofdte
Haltungssystem zur Hiihnereierproduktion dar. Mit einem Anteil von 63 % ist dagegen die
Bodenhaltung in Deutschland das Haltungssystem, mit dem die meisten Hithnereier produziert
werden. Ein Grund dafiir ist, dass die ausgestaltete Kifighaltung durch die Anderung der
Tierschutz-Nutztierhaltungsverordnung bis Ende 2025 abgeschafft wird. Zudem lehnen
Verbraucher in Deutschland Eier mit der Kennzeichnung ,3“ welche fiir Kafighaltung steht (s.
Anhang 9.2 Eierkennzeichnung; Abbildung 9-1), nach der Einfiihrung der Eierkennzeichnung im
Jahre 2004 und den damit verbundenen Kampagnen ab (Miiller, 2006). In anderen Liandern wie
Osterreich, Schweden und den Niederlanden ist die Bodenhaltung ebenfalls das vorherrschende
System zur Eierproduktion.



Die Anforderungen an die Bodenhaltung sind in der Richtlinie 1999/74/EG und der Tierschutz-
Nutztierhaltungsverordnung geregelt. Dariiber hinaus gibt es noch verschiedene Sonderformen
der Bodenhaltung, wie Volieren- oder Etagensysteme.

1.2.3 Freilandhaltung

Die Freilandhaltung zdhlt zu den konventionellen Haltungssystemen. In der EU werden rund 14 %
und in Deutschland 18 % der Eier in Freilandhaltung produziert (Bundesinformationszentrum
Landwirtschaft, 2018). Die gesetzlichen Anforderungen entsprechen denen der Bodenhaltung
und den zusatzlichen Mindestanforderungen der Verordnung (EG) Nr. 589/2008. Diese regelt den
Zugang zum Auslauf und das Mindestplatzangebot im Freien. Die Freilandhaltung ist seit 2017 in
Grofdbritannien das vorherrschende Haltungssystem und hat somit die ausgestaltete Kafighaltung
von ihrer Vormachtstellung dort abgelost.

1.2.4 Biologische Haltungsform

Die biologischen Haltungssysteme spielen mit lediglich 4 % in der EU noch keine grof3e Rolle in
der Hiihnereierproduktion. In Deutschland liegt der Anteil bereits bei rund 10 % und iibersteigt
somit die Produktion der ausgestalteten Kifighaltung. Da jedoch die Nachfrage an biologisch
erzeugten Eiern stetig wachst, wird auch dieser Bereich weiter ausgebaut
(Bundesinformationszentrum Landwirtschaft, 2018).

Flr die biologische Lebensmittelproduktion in der EU gibt es bestimmte Vorgaben und
Richtlinien, die sich von der konventionellen Herstellungsweise unterscheiden. Diese sind in der
Verordnung (EG) Nr. 834/2007 ,iiber die o6kologische/biologische Produktion und die
Kennzeichnung von 6kologischen/biologischen Erzeugnissen” und in der Verordnung (EG) Nr.
889/2008, welche die Durchfiihrungsvorschrift zu Verordnung (EG) Nr. 834/2007 darstellt,
aufgefiihrt. Die grundlegenden Anderungen im Vergleich zu den konventionellen
Haltungssystemen beziehen sich im Wesentlichen auf das Platzangebot, die Besatzgrofie und das
Futter. Letzteres muss nach 6kologischen/biologischen Vorschriften gewonnen werden und
vorzugsweise aus dem eigenen Betrieb stammen (VO(EG) Nr. 889, 2008). Zusatzlich gibt es
Restriktionen, welche den Einsatz von Zusatzstoffen regeln.

In Deutschland gibt es verschiedene Anbauverbiande wie z.B. Bioland, Naturland oder Demeter,
die eigene, meist strengere Richtlinien und Kriterien beziiglich der Hiihnereierproduktion
anlegen. So ist der maximale Tierbestand wesentlich geringer, auch miissen die Futtermittel zu
mindestens 50 % aus dem eigenen Betrieb oder regionalen Kooperationen stammen. Zudem sind
auch weniger Zusatzstoffe zugelassen (Bioland e.V., 2018; Demeter, 2018; Naturland, 2014).

Ein Uberblick sowie ein Vergleich der verschiedenen Haltungsarten beziiglich
Platzanforderungen und Besatzdichte ist im Anhang 9.1 in der Tabelle 9-1 zu finden.

1.3 Produktion/Marktsituation

1.3.1 Deutschland und Europa

Der Pro-Kopf-Verbrauch, der sich u.a. aus dem Gesamtnahrungsverbrauch an Eiern in
Deutschland berechnet, betrug laut Bundesanstalt fiir Landwirtschafft und Erndhrung (BLE) im



Jahr 2017 230 Eier. Der europdische Durchschnitt liegt bei einem Pro-Kopf-Verbrauch von
ungefahr 200 Eiern!.

Der Selbstversorgungsgrad bei Hiihnereiern lag 2017 in Deutschland bei ungefahr 70 %. Rund
30 % der Hithnereier wurden aus den Niederlanden und aus Polen importiert. Dabei stammten
die Eier zur Abgabe an den Verbraucher tiberwiegend aus den Niederlanden, wahrend die Eier fiir
die weiterverarbeitende Industrie und die Grofdverbraucher zumeist aus Polen kamen. Fiir die
weiterverarbeitende Industrie wurden zum grofdten Teil Eier aus Betrieben mit ausgestalteten
Kafigsystemen verwendet.

Konsumeierproduktion in Deutschland 2017

2%

® Niedersachsen (NI)

B Nordrhein-Westfalen (NRW)

® Bayern (BY)

m Sachsen (SN)

B Barandenburg (BB)

B Mecklenburg-Vorpommern (MV)

® Baden-Wirttemberg (BW)

B Thiringen (TH)
Sachsen-Anhalt (ST)

m Schleswig-Holstein (SH)

® Hessen (HE)

Rheinland-Pfalz (RP)

Abbildung 1-6: Uberblick der Konsumeierproduktion 2016 in Deutschland (Bundesinformationszentrum
Landwirtschaft, 2018)

Innerhalb der Konsumeierproduktion in Deutschland gibt es grofie regionale Unterschiede;
Niedersachsen ist das Bundesland, welches die meisten Zuchtbetriebe besitzt und auch die
meisten Hithnereier produziert. 2016 lag der niedersichsische Anteil an der Gesamtproduktion
bei 39 % (s. Abbildung 1-6). Dahinter folgten Nordrhein-Westfalen mit 11 %, Bayern mit 9 % und
Sachsen mit 8 %. Baden-Wiirttemberg, welches flachenmafig das drittgrofite Bundesland in
Deutschland ist, tragt an siebter Stelle mit nur 4 % zur Eierproduktion bei
(Bundesinformationszentrum Landwirtschaft, 2018).

Auf europdischer Ebene sind die grofiten Eierproduzenten Frankreich und Deutschland gefolgt
von Italien und Spanien. Allerdings weisen die Lander unterschiedliche Selbstversorgungsgrade
auf. Die grofRten Uberschiisse von bis zu 300 % werden von den Niederlanden produziert, danach
folgen mit jeweils 120 % Polen und Spanien. Der Selbstversorgungsgrad der EU insgesamt liegt
bei 104,2 %. Aus diesem Grund ist die EU nicht auf Importe aus Drittlandern angewiesen. Diese
sind zudem aufgrund der Einfuhrzolle und der rechtlichen Anforderungen in Bezug auf

1 Bei diesem Wert handelt es sich um einen berechneten Wert, der teilweise aus geschatzten Werten
besteht, da die Werte nicht von allen europdischen Ldndern vorlagen (Bundesinformationszentrum
Landwirtschaft, 2018).
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Kennzeichnung, Qualitdt und Vermarktung erschwert. Daher sind die Importe von Eiern und
Eiprodukten eher vernachldssigbar, stammen aber vor allem aus den USA und der Ukraine. 2017
nahm der Import aus der Ukraine etwas zu, da aufgrund des geringeren Angebotes, verursacht
durch den Fipronil-Skandal, mehr Eier benétigt wurden. Exporte von Eiern aus der EU spielen
eher eine untergeordnete Rolle. Hauptabnehmer sind hier vor allem Japan und die Schweiz
(Bundesinformationszentrum Landwirtschaft, 2018).

1.4 Einfluss der Fiitterung auf die Eizusammensetzung

Die Qualitidt der Eierschale wird vor allem durch die Rasse, das Alter der Henne und deren
Stresslevel bestimmt, kann aber auch durch gezielte Fiitterung beeinflusst werden. Eine
ausreichende Menge an Kalzium und darauf abgestimmte Anteile von Phosphor und Vitamin D3
konnen die Aufnahme positiv beeinflussen (Mine, 2008). Durch spezielle Fiitterungsversuche
wurde und wird auch immer wieder versucht, die erndhrungsphysiologischen Eigenschaften von
Eiern zu beeinflussen. Im Fokus dieser Versuche steht vor allem die Lipidfraktion.
Mehrfach wurde berichtet, dass die Fiitterung die Fettsdurezusammensetzung im Eifett
beeinflussen kann. Rohodes zeigte, dass die Gabe von Lebertran zu einer Zunahme der
ungesittigten FS in sn-2 Position des PE fiihrt (Rhodes, 1958). Gladkowski und Mitarbeiter
fiitterten in ihrer Studie Legehennen mit humushaltigem Futter, welches mit unterschiedlichen
Gehalten an DHA und a-Linolsdure angereichert war. Die Folge war eine Zunahme der w-3 FS, v.a.
inden PL (Gladkowski etal.,, 2011). 2015 veroffentlichten Coorey und Mitarbeiter eine Studie iiber
die Fiitterung von Chiasamen, Fisch6l und Leinsamen und deren Einfluss auf die
Fettsdureverteilung. Die Fiitterungen fithrten zu einer Zunahme der a-Linolensdure (Coorey etal.,
2014). Auch Cherian und Quezada zeigten in ihrer Studie, dass die Fiitterung von Leinsamen zu
einer allgemeinen Erhéhung der w-3 FS im Eidotter fiihrt. Dies ist vor allem bei DHA und DPA
deutlich zu erkennen (Cherian & Quezada, 2016).
Cholesterin ist im Eifett zu einem Anteil von 5-6 % enthalten. In den letzten Jahrzehnten wurden
die erndhrungsphysiologischen Eigenschaften von Cholesterin kontrovers diskutiert (Liu et al.,
2010). Cholesterin wird durch die Henne synthetisiert und ist notwendig fiir die Eiproduktion.
Verschiedene Filtterungsversuche zielten darauf ab, den Gehalt an Cholesterin zu senken.
Basmacioglu und Mitarbeiter untersuchten in ihrer Studie den Einfluss von Fischol und
Leinsamen auf den Cholesteringehalt in Serum und im Ei. Die Ergebnisse zeigten, dass durch den
hoheren Gehalt an w-3 FS der Gehalt an Cholesterin im Serum der Legehennen signifikant gesenkt
werden konnte. In den Eiern dagegen zeigte sich lediglich eine moderate Senkung des
Cholesteringehalts, wohingegen der Anteil an w-3 FS auf das sechsfache anstieg (Basmacioglu et
al, 2003). In einer Studie durch Salma und Mitarbeiter wurden Legehennen unterschiedliche
Mengen an Rhodobacter capsulatus (Probiotikum) gegeben, wodurch der Cholesteringehalt im
Serum, wie auch in den Eiern gesenkt werden konnte (Salma et al., 2007). Versuche mit Hilfe von
Pflanzensterinen den Cholesteringehalt im Serum und im Ei zu senken, zeigten keine Erfolge (Liu
et al, 2010). Auch die Zugabe von Knoblauchsaft (Mahmoud et al., 1984) und verschiedenen
Krauterdlen (Boliikbasi et al., 2008) blieben wirkungslos.
Carotinoide kommen im Ei zu ca. 1 % (Huopalathi et al,, 2007) vor und sind als farbgebende
Komponente mafdgeblich fiir die Dotterfarbe verantwortlich. Insgesamt zdhlen zu der Carotinoid-
Familie mehr als 600 verschiedene fettlosliche Verbindungen. Die Hauptcarotinoide der
Xantophylle sind Lutein, Zeaxanthin und -Cryptoxanthin, in geringeren Mengen ist das 3-Carotin
vorhanden, welches zu der Gruppe der Carotine gehort. Andere Carotinoide sind nur in geringeren
Mengen vorhanden oder wurden noch nicht identifiziert. Die Henne selbst kann keine Carotinoide
produzieren, ist also darauf angewiesen, diese mit der Nahrung aufzunehmen. Die Aufnahme ist
10



abhangig von der Hithnerrasse, dem Fettgehalt und der Vitamine im Futter (Na et al., 2004). Durch
die Fiitterung kann die Dotterfarbe so beeinflusst werden, dass Farben von hellgelb bis tieforange
erreicht werden koénnen. Fiir die Farbauswahl konnen Eierproduzenten mit Hilfe eines
Farbfachers entscheiden, welche Dotterfarbe im Ei erreicht werden soll und sie so den
Konsumentenvorstellungen anpassen. Entsprechend wird das Futter mit verschiedenen Zusatzen
an Carotinoiden angereichert (Bovikova et al., 2014). Durch die EU-Oko-Verordnung VO (EU) Nr.
834/2007 ist die Beigabe von Carotinoiden durch das Futtermittel bei der biologischen Haltung
nicht zugelassen (VO(EG) Nr. 834, 2007). Andere Inhaltsstoffe des Eis wie Flavonoide und o-
Tocopherol konnten durch grofiere Auslaufmoéglichkeiten auf Griinflichen, in Abhdngigkeit von
der Jahreszeit, positiv beeinflusst werden (Mugnai et al., 2014).

Das Alter, die Rasse und die Legephase, in der sich eine Henne befindet, sind neben der Fiitterung
zusatzliche Faktoren, die die Eizusammensetzung beeinflussen konnen. Bei der kommerziellen
Eierproduktion werden als Legehennen meist nur sog. Hybridrassen eingesetzt. Legehybride sind
spezielle Ziichtungen, die so verdndert wurden, dass sie mit wenig Futter viele Eier gleicher
Qualitit legen konnen. Nach der ersten Legephase, die ca. ein Jahr lang andauert, werden die
Hennen aufgrund ihrer abnehmenden Legeleistung aussortiert (U.S. Department of Agriculture,
2000). Daher wird auf das Alter, die Rasse und die Legephase als Einflussfaktoren der
Eizusammensetzung bei der weiteren Betrachtung nicht ndher eingegangen.

1.5 Analytik von Hiihnereiern

Das Hiihnerei ist aus mehreren Komponenten aufgebaut, in welchen eine Vielzahl von
Inhaltsstoffen zu finden sind. Daher gestaltet sich die Analytik von Hithnereiern sehr vielfaltig. Zu
den Methoden, die zur Beurteilung der Beschaffenheit der Eierschale verwendet werden, zihlen
z.B. die Untersuchung der Schalenfarbe, der Form, der Abmessung des Eis, der Oberflache, des
Gewichtes der Schale, der Schalendicke und ihre Bruchfestigkeit. Um die Qualitat des Eiinneren
zu beurteilen, werden unter anderem die Farbe des Eigelbs, die Qualitat des Eiklar und die
Unversehrtheit der Dotterhaut untersucht (Roberts, 2004). Anhand der Haugh Einheit ist es
moglich, die Qualitat der Proteine und das Alter des Eis zu bewerten. Die Haugh Einheit ist eine
von Haugh 1937 vorgestellte Mafieinheit, bei der mit Hilfe der Masse des Eis und der Hohe des
Eiklars, welches das Eigelb nach dem Aufschlagen umgibt, Riickschliisse auf die Viskositat des
Eiklars und somit auf das Alter und die Qualitat des Eis gezogen werden kdnnen (Haugh, 1937).
Die Dotterfarbe, der Durchmesser des Eigelbs und das Verhaltnis zwischen Eiklar und Eigelb sind
weitere Parameter, die zur Beurteilung herangezogen werden konnen (Roberts, 2004).

Fir die Untersuchung der verschiedenen Lipidklassen im Eigelb ist eine Isolierung der
Fettfraktion unabdingbar. Diese kann mittels unterschiedlich polarer und unpolarer
Losungsmittel oder Losungsmittelgemischen erfolgen. Um eine mdglichst vollstindige Extraktion
der im Eigelb enthaltenen Lipide zu erhalten, wird in den meisten Studien eine Mischung aus
unpolaren und polaren Losungsmitteln verwendet (Bligh & Dyer, 1959; Folch et al., 1957; Lofgren
et al,, 2012; Matyash et al,, 2008). Folch, Lees und Stanley verwendeten fiir die Extraktion von
Hirn-Lipiden, welche vergleichbar mit den Lipiden aus Eigelb einen hohen Anteil an polaren
Lipide besitzen eine Mischung aus Chloroform und Methanol (Folch et al., 1957). Andere
versuchten weniger toxische Losungsmittel zu verwenden, wie z.B. Hexan und Isopropanol (Radin
etal, 1978) oder Butanol und Methanol (Lofgren etal., 2012).

Flr eine vollstandige Charakterisierung der enthaltenen Verbindungen ist meist eine Isolierung
der einzelnen Fettkomponenten notwendig. Die unterschiedliche Loslichkeit in polaren und
unpolaren Losungsmitteln wird dabei zur Trennung genutzt. Galanos und Kapoulas verwendeten
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dafiir eine Mischung aus Petrolether und 87 % Ethanol. Sie konnten damit die unpolaren Lipide
verschiedener Fettextrakte aus Matrizes wie Ei, Milch und Rinderhirn, vollstindig von den
polaren Lipiden abtrennen und analysieren (Galanos & Kapoulas, 1962). Palacios und Wang
trennten die PL und Cholesterin aus frischem Eigelb von den TAG, indem sie in mehreren Schritten
mit Ethanol und Hexan extrahierten und so die einzelnen Gruppen voneinander isolierten. Ihnen
war es damit moglich die Fraktionen einzeln zu untersuchen (Palacios & Wang, 2005). Eine andere
Moglichkeit zur Auftrennung der Fettkomponenten sind chromatographische Methoden. Rhodes
und Lea verwendeten eine Kieselgelsdule, um die TAG, PL und vorhandene Pigmente des zuvor
extrahierten Eifettes zu trennen (Rhodes & Lea, 1957). Kuksis und Marai isolierten nach
Fettextraktion die Lecithinfraktion mittels prdparativer DC. Die verschiedenen Lipidbanden
wurden mit 2,7-Dichlorfluorescein-Lésung bespriiht, wodurch sie unter UV-Licht sichtbar
wurden und durch einen Vergleich mit Standardsubstanzen zugeordnet werden konnten. Fir
weitere Untersuchungen wurden die Komponenten von der Platte entfernt und separat analysiert
(Kuksis & Marai, 1967).

Die Untersuchung und Bestimmung der FS erfolgt aus dem isolierten Eifett. Die wohl bekannteste
Methode hierfiir ist die Analyse der FS als Fettsauremethylester (FSME) unter Verwendung der
Gaschromatographie mit Flammenionisationsdetektor (GC-FID) (L 13.00-45 BVL, 2018). Die FS
der TAG, die am Glyceringrundgeriist verestert vorliegen werden hierbei durch Umesterung in
leichtfliichtige FSME iiberfiihrt und anschliefend mittels GC voneinander getrennt. Die
Umesterung kann siure- oder basenkatalysiert erfolgen. Die sdurekatalysierte Veresterung kann
mit verschiedenen Sduren wie z.B. Schwefelsdure (H.SO4), Salzsdure (HCI) oder Bortrifluorid
(BF3) erfolgen. Der Nachteil der sdurekatalysierten Umesterung sind die hohen Temperaturen, bei
der es zu Artefaktbildung kommen kann. Die basenkatalysierte Umesterung kann unter
Verwendung von Natriumhydroxid (NaOH) oder Kaliumhydroxyd (KOH) erfolgen. Diese
Umesterung ist schnell und benétigt nur milde Temperaturen. Der Nachteil der
basenkatalysierten Umesterung ist, dass FFS hierbei nicht verestert werden (Ke-Shun, 1994). Die
Positionen der verschiedenen FS am TAG kénnen durch enzymatische, chromatographische oder
NMR spektroskopische Methoden bestimmt werden (Kuksis & Marai, 1967; Suarez et al., 2010;
Takagi & Ando, 1991; Xia et al., 2015). Dabei zeigte sich, dass die Position sn-1 der TAG v.a. mit
gesittigten FS, wie der Palmitinsdure, verestert ist. In Position sn-2 dagegen finden sich die
ungesittigten FS wie Olsdure und Linolsdure und Position sn-3 kann gleichermafen beide,
gesattigte und ungesattigte, FS enthalten (Juneja, 1997).

Die Analyse der PL kann mit chromatographischen Methoden, wie der
Diinnschichtchromatographie (DC) und der Hochleistungsfliissigchromatographie (high
performance liquid chromatographie, HPLC) erfolgen. Bei den fliissig-chromatographischen
Methoden erfolgt im Allgemeinen die Trennung an unterschiedlichen stationidren Phasen unter
Verwendung fliissiger Eluenten. So kann z.B. nach der Klasse der PL oder nach veresterten FS
getrennt werden. Die Detektion erfolgt bei der DC mittels Detektionsreagenzien, die oxidierende
Eigenschaften besitzen wie z.B. Molybdatophosphorsaure oder eine Mischung aus Phosphorsaure
und Kupfersulfat. Durch Abkratzen der PL-Banden von der DC-Platte konnen diese mit weiteren
Analysenmethoden untersucht werden (Helmerich & Koehler, 2003). Bei der HPLC kann die
Detektion unter Verwendung verschiedener Detektoren wie einem UV-Detektor oder einem
Lichtstreudetektor (evaporative light scattering detector, ELSD) erfolgen (Pati et al., 2016). Die
31P NMR bietet eine Alternative zu den chromatographischen Methoden. Der Vorteil der 31P NMR
ist, dass die einzelnen PL leicht identifiziert und quantifiziert werden kénnen, der Nachteil ist die
geringe Empfindlichkeit (Schiller & Arnold, 2002). Die Methoden der PL Analytik werden in
Kapitel 3.4.2 genauer beschrieben.
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Flir die Untersuchung der Carotinoide kénnen durch eine visuelle Analyse der Dotterfarbe bereits
erste Riickschliisse auf die Verwendung von Carotinoiden im Futter gezogen werden. Hierbei wird
die Farbe des Eigelbs mit Hilfe eines Farbfachers verglichen. Die Farbe des Eigelbs kann hierbei
von hellgelb bis tieforange variieren. Eine tieforange Farbe des Eigelbs deutet auf einen Zusatz
von Carotinoiden zum Futter hin, der allerdings nur bei der konventionellen
Hiihnereierproduktion erlaubt ist. Eier biologischer Herkunft zeigen dagegen iiberwiegend eine
hellere gelbliche Farbung des Eigelbs. Bei der photometrischen Bestimmung nach der AOAC
Methode wird der Gesamtcarotinoidgehalt des Eigelbs als -Carotin bei einer Wellenldnge von
450 nm bestimmt. Der Nachteil dieser Methode ist, dass andere Carotinoide, deren Maxima bei
hoheren Wellenldngen liegen, unterbestimmt werden (Bovskova et al., 2014). Einen Ansatz zur
Bestimmung der Carotinoidzusammensetzung bietet die HPLC gekoppelt mit einem Diodenarray
Detektor (DAD) (Schlatterer & Breithaupt, 2006; Van Ruth et al., 2010).

Die Bestimmung des Gehalts an Cholesterin und dessen Estern kann entweder enzymatisch oder
mit Hilfe chromatographischer Methoden wie HPLC erfolgen (Liu et al., 2010; Yang et al., 2013).

Analytische Methoden zur Unterscheidung der Haltungsformen zielen zum gréfdten Teil auf die
Parameter ab, die durch die Fiitterung der Hennen beeinflusst werden kénnen. Dazu zdhlen wie
bereits in Kapitel 1.4 genannt, die Zusammensetzung der FS und dariiber hinaus die Carotinoide,
Flavonoide, oa-Tocopherol und die Qualitit der Eierschale. Die chromatographischen
Trenntechniken zdhlen hier zu den vorherrschenden Untersuchungsmethoden. Schlatterer und
Breithaupt untersuchten in ihrer Studie mittels HPLC-DAD und LC gekoppelt mit chemischer
lIonisierung bei Atmosphadrendruck (atmospheric preassure chemical ionisation, APCI) und
Messung unter Verwendung von Massenspektrometrie (MS) (LC-(APCI)MS) die Carotinoidprofile
von Eiern aus unterschiedlichen Haltungssystemen. Vor allem die Gehalte an Zeaxanthin und
Lutein trugen zur Differenzierung der Eier aus biologischer Haltung und den konventionellen
Haltungssystemen bei (Schlatterer & Breithaupt, 2006). Dies ist in guter Ubereinstimmung mit
den Ergebnissen von Van Ruth und Mitarbeiter, die die Carotinoidprofile von Eiern aus
unterschiedlichen Haltungssystemen aus den Niederlanden und aus Neuseeland mittels einer
vergleichbaren HPLC-DAD Methode untersuchten (Van Ruth et al, 2010). In ihrer Studie
untersuchten sie unter Verwendung von HPLC-DAD das Carotinoidprofil von Eiern aus den
Niederlanden und Neuseeland. In der Europaischen Union ist allgemein bei der biologischen
Haltung ein Zusatz von Carotinoiden zu Futtermitteln nicht zugelassen (VO(EG) Nr. 834, 2007). In
Kombination mit chemometrischen Verfahren konnten sie biologisch von konventionell
erzeugten Hithnereiern aufgrund ihrer Carotinoidzusammensetzung unterscheiden (Van Ruth et
al,, 2010). Die limitierenden Faktoren bei dieser Studie sind die Anzahl der untersuchten Proben
und die Schwankungen innerhalb einer Haltungsart. So lag die Probenanzahl fir den
Modellaufbau bei lediglich 48 Proben (24 Proben aus biologischer Haltung und je 12 Proben aus
Bodenhaltung und Freilandhaltung) und die der Testproben bei insgesamt 36 (je 12 Proben von
jeder Haltungsart). Mugnai und Mitarbeiter zeigten den Einfluss des Zugangs zu Griinflaichen bzw.
den damit verbundenen Einfluss der Aufnahme von Grasern auf einzelne Eifettkomponenten. Die
Untersuchung der Flavonoide und des o-Tocopherols mittels HPLC-Trennung und
fluorimetrischer Detektion zeigten deutliche Unterschiede in den Gehalten. Auch die Analyse der
Fettsdureverteilung der TAG und PL, welche nach Umesterung mit GC-FID analysiert wurde,
zeigte Unterschiede in den Haltungsgruppen (Mugnai et al, 2014). Campos und Mitarbeiter
konnten bei ihren Untersuchungen der Fettsdureverteilung der PL und TAG Unterschiede
feststellen. Das extrahierte Fett wurde mittels Festphasenextraktion fraktioniert, um die
Fraktionen der PL und TAG einzeln zu analysieren. Die Fettsdureverteilung der beiden Fraktionen
wurde nach Umesterung mittels GC gekoppelt mit Massenspektrometrie (GC-MS) ermittelt
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(Campos et al, 2016). Eine andere Herangehensweise zur Untersuchung der
Haltungsdifferenzierung ist die Analyse der Stabilisotopenverteilung (isotope ratio mass
spectrometry, IRMS). Rogers und Mitarbeiter untersuchten in verschiedenen Studien die §15N und
613C Werte im Eiklar von Hithnereiern aus unterschiedlichen Haltungssystemen. Die 615N Werte
zeigten dabei signifikante Unterschiede zwischen den Haltungssystemen. Jedoch zeigten sich auch
hohere Schwankungen innerhalb einer Haltungsart, welche unter anderem auf die geringe
Probenzahl zuriickgefithrt werden koénnen (Rogers, 2009; Rogers et al, 2015). Einen
umfassenderen analytischen Ansatz wahlten dagegen Filipiak-Florkiewicz und Mitarbeiter. Sie
verglichen in ihrer Studie chemische Grundparameter wie den Wasser-, Protein-, Fett- und
Aschegehalt sowie den Gehalt verschiedener Elemente (Na, K, Ca, Mg, Yn, Fe, Mn, Cu) von Eiern
aus unterschiedlichen Haltungssystemen (biologische Haltung, konventionelle Haltung
(Kafighaltung)). Zudem untersuchten sie auch Eier aus Kafighaltung, die durch eine spezielle
Fiitterung der Legehennen mit w-3 FS angereichert wurden. Sie fanden, dass biologisch erzeugte
Eier im Vergleich zu den beiden konventionellen Haltungsarten hohere Gehalte an Protein und
Kalium im Eiklar aufweisen. Dagegen waren die Natrium- und Magnesiumgehalte im Eigelb von
konventionellen Eiern am héchsten. Die Eier, die mit w-3 FS angereichert wurden, zeigten hohe
Gehalte an Kalzium im Eigelb. AufSerdem zeigten sie hohere Gehalte an w-3 FS und niedrigere
Gehalte an gesittigten FS. Die Fettsdurezusammensetzungen der Eier aus den verschiedenen
Haltungsgruppen ohne spezielle Fiitterung unterschieden sich dagegen nur geringfiigig (Filipiak-
Florkiewicz et al., 2017). Allerdings waren die Probenzahlen bei dieser Studie eher gering, es
wurden lediglich 10 Proben je Haltungsart untersucht. Bei der Untersuchung von Eiern auf
verschiedene Schwermetallgehalte aus konventionellen und biologischen Haltungssystemen
fanden Bologa und Mitarbeiter signifikante Unterschiede in den Gehalten von Pb, Cd, Cu und Zn.
Allerdings belief sich die Probenzahl bei dieser Studie auflediglich 20 Proben (Bologa etal., 2014).
Schliefdlich zeigten die Untersuchungen von Hidalgo und Mitarbeiter mittels einem
Bruchfestigkeitsmesser unter anderem, dass die Eierschalen von Eiern aus Kéfighaltung im
Vergleich zu anderen Haltungsarten die hochste Bruchfestigkeit aufwiesen (Hidalgo et al., 2008).

1.6 NMR Spektroskopie

1.6.1 Grundlagen

Die kernmagnetische Resonanzspektroskopie oder kurz NMR gehort zu den wichtigsten
Charakterisierungsmethoden in der Chemie. Ihre Anfange reichen zuriick in das Jahr 1946, in dem
zwei Forschungsgruppen an der Harvard und der Stanford Universitit unabhangig voneinander
in Paraffin und Wasser die ersten Protonensignale detektierten. Purcell und Bloch erhielten fiir
ihre Entwicklungen 1952 den Nobelpreis flir Physik. Mittlerweile hat sich die NMR zu einer sehr
vielseitigen Methode entwickelt, die in vielen Bereichen der Chemie, der Biologie, der Medizin,
der Materialwissenschaften, der Geologie und deren Teilgebiete nicht mehr wegzudenken ist
(Claridge, 2009).

Das Prinzip der NMR beruht auf dem Verhalten von Atomkernen in einem dufderen magnetischen
Feld By. Die Voraussetzung dafiir ist der Eigendrehimpuls P, den die meisten Kerne besitzen. Der,
angenommen kugelférmige, Atomkern rotiert dabei um die eigene Achse.

Formel 1

P=JI+Dh
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P ist gequantelt, wobei h ( A = % ) das Planck’sche Wirkungsquantum (6,626 -10-34 Js), h das

reduzierte Planck’sche Wirkungsquantum und I die Kernspinquantenzahl ist. Diese steht in

. . . 1 .3
Relation zu den Kernbausteinen, Protonen und Neutronen. Sie kann Werte von [ = O’E’ 1,5,

annehmen. Sogenannte ,gg“ Kerne besitzen sowohl eine gerade Anzahl an Neutronen als auch an
Protonen und haben die Kernspinquantenzahl /=0. Sie sind fiir die NMR nicht zugénglich, da sie
keinen Eigendrehimpuls und somit kein magnetisches Moment p aufweisen (Claridge, 2009;
Friebolin, 2014).

Formel 2
u=vyp

Das magnetische Moment p ist definiert durch den Drehimpuls P und das gyromagnetische
Verhiltnis y, welches die charakteristische Konstante eines jeden Isotops darstellt. Kerne mit
einem grofden gyromagnetischen Verhaltnis sind bei der NMR empfindlicher als solche mit einem
kleinen.

In einem statischen Magnetfeld (By) richtet sich P entlang des Magnetfeldes entsprechend einer
bestimmten Anzahl an Orientierungen aus, welche wiederum durch die Quantelung der
Energiezustinde zustande kommen. Fiir einen Spin I gibt es (21 + 1) mogliche Spinzustidnde im
magnetischen Feld. Dieses Verhalten wird auch als Richtungsquantelung bezeichnet. Ein Kern (tH
oder 13C) mit [=1/2 kann demnach zwei Spinzustiande mit den Werten +1/2 bzw. -1/2 einnehmen.
Ein Kern mit /=1 dagegen drei, +1, 0 und -1. In Abbildung 1-7A sind die zwei moglichen
Spinzustinde eines Kerns mit der Spinquantenzahl I=1/2 zu sehen, +1/2 (a-Zustand) und -1/2
(B-Zustand). Durch Einbringen der Kerne in ein statisches Magnetfeld prazedieren die Kerndipole
um die z-Achse des By Feldes. Die Prazessionsfrequenz der Kerndipole, die auch als Larmor-
Frequenz (v;) bezeichnet wird, ist abhdngig von der magnetischen Flussdichte By und dem
gyromagnetischen Verhaltnis y.

Formel 3
Y
v, = |—| B
L 21T 0

Entsprechend der Orientierung der Spins gibt es 2I + 1 unterschiedliche Energiezustande der
Kerne (E,und Eg). Diese werden als Kern-Zeeman-Niveaus bezeichnet. In Abbildung 1-7B ist das
Energieniveauschema fiir Kerne der Spinquantenzahl [=1/2 zu sehen. Der a- oder +1/2
Spinzustand, der parallel zur Feldrichtung ausgerichtet ist, besitzt eine energetisch giinstigere
Anordnung, die etwas energiedrmer ist als der §-Zustand. Der Energieunterschied AE der beiden
Kerne betriagt AE = yhB, und ist damit abhingig vom Magnetfeld By.
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A) z/ BO B) E C) Z, BO
1=1/2

§7 +1/2 (a) Eg=+1/2 yhB,
AE

; X

é -1/2 (8) E,=-1/2yhB,

Abbildung 1-7: A) Doppelprizessionskegel der Spinzustinde fiir Kerne mit einer Spinquantenzahl von I=1/2 B)
Energieneveauschema fiir Kerne mit einer Spinquantenzahl I=1/2 C) makroskopische Magnetisierung Mo
verursacht durch N« > Ng

+1/2 (a)

" -1/2 (8)

Fiir die Besetzung der Energieniveaus folgt mit Hilfe der Boltzmann-Verteilung (ks= Boltzmann-
Konstante, 1,381 10-23 JK-1):

Formel 4

N_a — p—AE/kgT

N und Ng bezeichnet die Anzahl der Kerne mit entsprechender Orientierung. Die Unterschiede
der Energiezustinde und somit auch der Besetzungszustande sind sehr gering. Im Gleichgewicht
besteht ein kleiner Uberschuss der Kerne im energieirmeren a-Zustand (N,). Dieser
Besetzungsiiberschuss der Kerne im a-Zustand fiihrt zu einer makroskopischen Magnetisierung
My entlang der z-Achse in Feldrichtung (s. Abbildung 1-7C). Da die Orientierung der Spins in der
transversalen Ebene (x-y-Richtung) statistisch verteilt ist und keiner bestimmten Orientierung
folgt, kann die makroskopische Magnetisierung einfachheitshalber auf einen einzelnen Vektor My
reduziert werden. Diese Darstellung wird auch als Bloch Vektor Modell bezeichnet (Claridge,
2009; Friebolin, 2014).

Bei der NMR Messung werden die Spinzustinde der Kerne durch die Absorption von
Energiequanten verandert. Die Energie wird dabei durch elektromagnetische Strahlung in Form
eines Hochfrequenzpulses zugefiihrt, bei dem alle Kerne einer Sorte auf einmal angeregt werden.
Um diesen Effekt und dessen Auswirkungen einfacher beschreiben zu konnen, wird ein
rotierendes Koordinatensystem (x’, y’, z*), welches sich entsprechend der Larmor-Frequenz der
Kerne mitdreht, verwendet. Dadurch ist die Prazession der Spins um die z-Achse
vernachlassigbar, da sie sich entsprechend dem Koordinatensystem bewegt. Durch einen 90°
Impuls (s. Abbildung 1-8A) wird die Magnetisierung in die y"-Achse gedreht (s. Abbildung 1-8B).
Dabei prazediert nun ein kleiner Teil der Kerne gebiindelt in Phase. Die entstandene
Quermagnetisierung M,  induziert ein Signal in der Empfingerspule, die um die y-Achse
angeordnet ist. Im Laufe der Zeit nimmt M,  durch Relaxationsprozesse wieder ab (s. Abbildung 1-
8C). Dabei fachern die kohdrent prazedierenden Kerne auf und kehren in ihren Ursprungszustand
My zuriick. Die Relaxation kann durch zwei Relaxationsvorgange beschrieben werden. Die Spin-
Gitter oder longitudinale Relaxation und die Spin-Spin oder transversale Relaxation. Bei der
longitudinalen Relaxation wird die vom Impuls aufgenommene Energie an die Umgebung (Gitter)
tibertragen, wodurch dessen Energie in Form von Warme zunimmt. Das Gitter ist definiert als die
Nachbarmolekiile und die Gefafdwand. Dieser Prozess ist exponentiell und die Wiederherstellung
+z-Magnetisierung (M,) wird durch folgende von Bloch aufgestellte Gleichung beschrieben:
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Formel 5

sz _ (MO - MZ)

dt T1

Mit M, als Magnetisierung im Gleichgewicht und T1 als longitudinale Relaxationszeit des nach
erster Ordnung ablaufenden Prozesses. Die transversale Relaxationszeit (T2) beschreibt die in
Abbildung 1-8C dargestellte Aufficherung der zuvor koharenten Spins. Je weiter dieser Prozess
fortschreitet, desto kleiner wird M,-und somit das in der Empfangerspule induzierte Signal. Die
Auffacherung rithrt zum grofdten Teil daher, da das effektiv wirkende Magnetfeld ABynicht fiir alle
Kerne gleich ist. Durch diese Inhomogenitat prazedieren die Kerne mit unterschiedlichen Larmor-
Frequenzen, wodurch es mit fortschreitender Zeit zur oben genannten Aufficherung der Spins
kommt. Dass mit der Zeit abnehmende Signal in der Empfangerspule wird auch als freier
Induktionszerfall (free induction decay, FID) bezeichnet. Durch eine Fouriertransformation (FT)
wird das aufgenommene Spektrum von der Zeit- in die Frequenzdomane umgewandelt (Claridge,
2009; Friebolin, 2014).

A) z’ B) z’ C) z’
M, RF-Puls

Abbildung 1-8: A) 90°« -Impuls dargestellt in einem rotierenden Koordinatensystem B) durch den 90°x -Impuls
wird die Magnetisierung in die x"-y~Ebene gedreht C) durch Relaxationsprozesse kommt es zur Aufficherung
der zuvor kohidrenten Spins (hier nur in x’-y’-Ebene gezeigt)

1.6.2 Quantitative NMR

Die quantitative NMR oder auch gNMR ist vor allem im Bereich der 'H NMR nicht mehr
wegzudenken. Pauli und Mitarbeiter zeigten, dass die Anzahl von Veroffentlichungen im Bereich
der qNMR in den letzten 55 Jahre stetig gestiegen ist (Pauli et al., 2012). Die Vorteile der NMR
gegeniiber anderen Methoden liegen vor allem in der Reproduzierbarkeit von Messergebnissen
mittels verschiedener NMR Spektrometer. Auch zeigt die qNMR eine sehr kleine Streuung der
Messwerte untereinander, was fiir eine gute Prazision und somit einen niedrigen Anteil an
zufilligen Fehlern steht. Die Richtigkeit ist durch eine gute Ubereinstimmung einer Messreihe mit
dem ,wahren“ Wert gegeben, was durch einen kleinen systematischen Fehler wiedergegeben
wird. Auch hier zeigen Messungen der qNMR in der Regel eine gute Richtigkeit der Ergebnisse
liber einen weiten Konzentrationsbereich. Ein weiterer Vorteil ist, dass die NMR Messung nicht
destruktiv ist und die Probe nach der Messung weiterverwendet werden kann. Weiter kdnnen mit
einer Messung mehrere Analyten gleichzeitig identifiziert und quantifiziert werden. Ein Nachteil
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der NMR ist ihre Unempfindlichkeit und die hohen Anschaffungskosten fiir das Spektrometer
(Jancke, 1998; Pauli et al., 2012).

Die Grundlage und einer der wesentlichen Vorteile der 1H gNMR ist, dass die Signalintensitat ()
direkt proportional zu der Anzahl an Kernen (Nj) ist, die zu dem Signal fiihrt.

Formel 6
I, = ks*N,

ks wird als Spektrometerkonstante bezeichnet, ist jedoch bei Einhaltung der gleichen gqNMR
Aufnahmeparameter und bei Verwendung des gleichen Spektrometers und Probenkopfes nicht
relevant. Die Intensititsverhéltnisse stehen im direkten Zusammenhang zu den jeweiligen Kernen
und konnen so auf alle anderen Kerne der gleichen Sorte und Signale bezogen werden (Friebolin,
2014).

Formel 7
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Es gibt verschiedene Aufnahmeparameter, die k;beeinflussen konnen:

1) Der Anregungspuls, der liber die gesamte spektrale Breite gleichformig sein sollte. Es kann ein
90° Puls oder ein Puls mit geringerem Winkel verwendet werden. Ein 90° Puls liefert das
Maximum an Intensitat, allerdings benotigt das Spinsystem anschlief3end auch die volle T1, um in
den Ausgangszustand zuriickzukehren. Bei einem geringeren Pulswinkel dagegen braucht das
Spinsystem nur einen Teil von T1, wodurch die Messzeit verringert wird.

An den Randern der angeregten Bandbreite, die weiter von der Frequenz der Einstrahlung, dem
sogenannten Offset entfernt liegen, ist die Intensitdt aufgrund der Form des Pulses geringer. Dies
kann dazu fithren, dass diese Bereiche nicht die volle Anregung erfahren (Bharti et al., 2008). Der
Puls kann je nach Probenart und deren Zusammensetzung abgeschwacht werden, was vor allem
bei wassrigen Losungen mit einem hoheren Salzgehalt der Fall sein kann. Salzionen in Losung
besitzen einen abschirmenden Effekt auf Analytmolekiile und erhéhen die Leitfahigkeit der Probe.
In diesem Fall ist es wichtig, dass jede Probe ein separates , Tuning und Matching” erfahrt und eine
Pulskalibrierung durchgefiihrt wird (Gadian & Robinson, 1979). Beim Tuning und Matching
werden die Sender- und Empfangerspule im Probenkopf durch Verdnderung der im Stromkreis
enthaltenen Kondensatoren optimal auf die Messung eingestellt. Das Tuning sorgt dafiir, dass die
Frequenz einer Kernsorte optimal auf den Probenkopf eingestellt wird. Dies ist vergleichbar mit
dem Einstellen eines Radios auf einen bestimmen Radiosender. Beim Matching wird die Fahigkeit
der Spulen ein Signal zu senden und zu empfangen so optimiert, dass ein Maximum erreicht wird
(Claridge, 2009).

2) Die Repetition Time Tr setzt sich zusammen aus dem Relaxations-Delay (D1) und der
Akquisitionszeit (AQ). Die AQ ist die Zeit, iiber die ein Scan aufgenommen wird. Die Tr sollte
moglichst fiinfmal (Mooney, 1989) der langsten T1 entsprechen, um 99 % der
Gleichgewichtsmagnetisierung zu erlangen. Die T1 kann mittels inversion recovery-Experiment
bestimmt werden (Friebolin, 2014).

3) Die Breitbandentkopplung der 'H Kerne spielt vor allem bei Heterokernen wie 13C und 3P eine
Rolle. Diese fiihrt dazu, dass Signale durch den Kern-Overhauser-Effekt (Nuclear Overhauser
Effect, NOE) abgeschwicht oder verstarkt werden. Um diese Intensitdtsschwankungen auf ein
Minimum von ca. 1 % zu reduzieren, sollte die Breitbandentkopplung wéahrend der AQ erfolgen.
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Dies wird mit Hilfe eines Pulsgrogrammes, dem inverse gated decoupling (zgig) erreicht (Bharti
etal,, 2008).

Andere Akquisitionsparameter, wie der Receiver Gain (RG), die digitale Auflésung und der Shim
miissen auf die Probe und deren Konzentration angepasst werden. Die digitale Auflosung wird
definiert durch die spektrale Breite dividiert durch die Anzahl der aufgenommenen Datenpunkte.
Der Shim oder das Shimmen wird angewandt, um mit speziellen Shim-Spulen eine maximale
Magnetfeldhomogenitdt {iber den zu messenden Probenbereich zu erreichen.
Magnetfeldinhomogenitidten fithren zu Signalen mit deformierten Linienformen, die die
Empfindlichkeit und die Aufldsung nachteilig beeinflussen. Die Temperatur sollte zwischen
Experimenten nicht variieren, da sie u.a. die Relaxation beeinflussen kann. Wichtige Punkte
stellen noch die Losungsmittelunterdriickungstechniken und die Qualitat der NMR Réhrchen dar
(Burton et al., 2005). Bei Letzteren kann je nach Hersteller die Qualitit stark variieren. Der
Innendurchmesser und dessen Schwankungen sind entscheidend fiir vergleichbare Messungen
(Bharti et al.,, 2008). Auf Besonderheiten, die bei der Prozessierung und Integration beachtet
werden miissen, wird im nachsten Kapitel ndher eingegangen.

Bei der gNMR werden verschiedene Quantifizierungsmethoden unterschieden, es gibt relative
und absolute Methoden. Die absoluten Methoden konnen nochmals unterteilt werden in
Methoden mit internem Standard und in Methoden mit externem Standard (Bharti & Roy, 2012).
Allgemein gilt, dass die Anforderungen und Voraussetzungen fiir alle Quantifizierungsmethoden
die gleichen sind. Die NMR wurde von Jancke und Malz als primare Relativmethode beschrieben,
da sie in der Lage ist Absolutgrofden wie Reinheit, Konzentration und Gehalt mit Hilfe eines
Standards zu bestimmen (Jancke, 1998; Malz, 2003).

Die relative Quantifizierung gehort zu den einfachsten Quantifizierungsmethoden. Mit ihr ist es
moglich Stoffmengenverhaltnisse (n;/n;) von zwei Komponenten 1 und 2 direkt zu berechnen, da
die Verhaltnisse der Intensitdten direkt in Beziehung zu den jeweiligen Kernen gesetzt werden
konnen. Die einzige Bedingung ist, dass ks liber die gesamte spektrale Breite konstant ist (Malz,
2003).

Formel 8

m_h M

n, I, N,
Auch ist es moglich den Stoffmengenanteil n einer Komponente X in einer Mischung aus Z
Komponenten mit folgender Gleichung zu ermitteln:
Formel 9
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Bei der absoluten Quantifizierungsmethode ist es erforderlich, dass ein Standard mit bekanntem
Gehalt und bekannter Reinheit der Losung hinzugefiigt wird. Dadurch ist es méglich, eine absolute
Messgrofie, wie den Gehalt der anderen Komponenten zu bestimmen (Malz, 2003). Der Standard
sollte der Qualitdt eines Primdrstandards entsprechen, wie z.B. ein Standard aus zertifiziertem
Referenzmaterial (certified reference material, CRM) oder auf diesen zuriickgefiihrt werden
konnen (Beyer, 2011).
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Quantifizierung unter Verwendung interner Standardsubstanzen

Die Verwendung eines internen Standards zur Quantifizierung ist eine der bekanntesten
Methoden. Ein Standard bekannter Reinheit und Konzentration wird direkt zu der Losung
gegeben. Dabei muss der Standard bestimmte Anforderungen erfiillen. Der ,perfekte interne
Standard ist chemisch inert, d.h. er zeigt keinerlei Wechselwirkungen mit den Analyten oder dem
Losungsmittel, dabei ist er in den gdangigen NMR Losungsmitteln gut l6slich. Er ist in Reinform
kostengiinstig erhéltlich, nicht hygroskopisch und bei ldngeren Untersuchungen stabil und nicht
leicht fliichtig. Er weist keine Uberlagerungen mit anderen Signalen auf und seine T1 entspricht
denen der zu untersuchenden Analyten (Malz, 2003). Da es relativ schwierig ist einen solchen
Standard zu finden, miissen Kompromisse eingegangen werden. In der Literatur werden
verschiedene Standardsubstanzen fiir die gNMR empfohlen (Malz, 2003; Pauli et al., 2012). Der
wohl bekannteste interne Standard fiir wassrige Losungen ist Natriumtrimethylsilylpropionat
(TSP) und fiir organische Losungen Tetramethylsilan (TMS). Diese werden zur Referenzierung
der chemischen Verschiebung, aber auch zur Quantifizierung eingesetzt (Bharti & Roy, 2012).
Allerdings eignen sich beide eher nur bedingt fiir letzteren Zweck. TMS ist leicht fliichtig und
daher eher ungeeignet fiir quantitative Analysen. Bei TSP ist die Matrix entscheidend, da es von
Proteinen und TAG komplexiert wird (Alum et al, 2008). Auch wurde bei TSP wahrend
Langzeitstabilitdtsuntersuchungen in abgeschmolzenen Rohrchen festgestellt, dass dieses an die
Glaswand adsorbiert (Larive et al,, 1997). Daher ist es wichtig, fiir jede Fragestellung neu zu
entscheiden, welcher Standard am geeignetsten ist.

Bei der Analyse werden die Analyten gegen den internen Standard ausgewertet. Durch die
bekannte molare Masse der Analyten und deren Signalfliche konnen die Gehalte bestimmt
werden. Es ist nicht unbedingt erforderlich, alle Signale eines Analyten in die Bestimmung
miteinzubeziehen. Wichtig ist, dass das verwendete Signal nicht tberlagert wird. Der grofdte
Nachteil der Methode ist, dass der Standard zu jeder Probe hinzugegeben werden muss, was Zeit
und Material kostet und eine Fehlerquelle darstellt. Auch kann die Suche nach einem geeigneten
Standard sehr miithsam sein (Cullen et al.,, 2013; Malz, 2003).

Quantifizierung unter Verwendung externer Standardsubstanzen

Bei Verwendung eines externen Standards miissen die gleichen Messbedingungen und
Akquisitionsparameter wie bei der Probe eingehalten werden, d.h. Temperatur, RG,
Anregungspulsldnge, spektrale Breite und NMR Roéhrchen mit gleicher Spezifikation (Beyer,
2011). Grundsatzlich sollte bei der Verwendung einer externen Standardlésung die Konzentration
des Standards zuvor mit einem anderen Referenzstandard mit bekannter Konzentration
tiberpriift und gegebenenfalls angepasst werden. Die Vorteile der Verwendung externer
Standardsubstanzen liegen darin, dass es zu keiner Uberlagerung der Analytsignale aufgrund
gleicher chemischer Verschiebungen kommt. Zudem muss der Standard nicht zu jeder Probe
hinzugegeben werden und etwaige Wechselwirkungen zwischen Standard und Analyt kénnen
dadurch ausgeschlossen werden. Auch wird die Probe nicht durch den Standard verunreinigt und
steht fiir eine weitere Verwendung zur Verfiigung. Ein Nachteil einer externen Standardlosung ist
die nicht Berticksichtigung des Matrixeffektes in der Probenlésung. Dieser wird durch die
Einfliisse aller Probenbestandsteile einer Losung auf die zu quantifizierenden Analyten
beschrieben und kann mittels einer externen Standardlésung nicht erfasst werden. Ein v.a. frither
auftretender Nachteil war die Spektrometerstabilitdt, die jedoch in den letzten Jahren soweit
verbessert wurde, dass sie heute nur noch einen geringen Einfluss ausiibt. Den wohl grofdten
nachteiligen Einfluss stellen die verwendeten NMR Roéhrchen dar. Diese zeigen je nach
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verwendeter Qualitatsstufe Schwankungen v.a. im Bereich des Innendurchmessers, der
ausschlaggebend fiir die Fiillhohe der Losung ist. Unterschiedliche Fiillhéhen im Proben- und
Standardrohrchen fithren zu unterschiedlichen Konzentrationen der Analyten in der aktiven
Messregion, was zu falschen Ergebnissen fiihrt. Cullen und Mitarbeiter zeigten, dass die
Quantifizierung unter Verwendung externer Standardsubstanzen im Vergleich zum internen
Standard zwar grofderen Schwankungen unterliegt, aber diese sich noch in einem vertretbaren
Rahmen befinden (Cullen et al., 2013). Es gibt verschiedene Moglichkeiten der Quantifizierung
mittels externer Standards. Dazu zahlen die Verwendung einer Standardlésung in einem
separaten NMR Rohrchen gleicher Spezifikation, die Verwendung eines Coaxialréhrchens, das
ERETIC-Verfahren und das PULCON-Verfahren. In den ndachsten Abschnitten werden diese
Verfahren ndher beschrieben.

Bei Verwendung der iiblichen externen Standardmethode befinden sich Analytlosung und
Standardlosung in zwei verschiedenen NMR Rohrchen. Diese werden unter denselben
Messbedingungen vermessen, und die Auswertung erfolgt liber das absolute Integral des
Standards. Es kommt dadurch zu keinen Signaliiberlagerungen. Die Standardlosung kann fiir
mehrere Proben und je nach Stabilitat der Losung auch tiber einen langeren Zeitraum verwendet
werden. Der Nachteil liegt in der Verwendung eines zusatzlichen Réhrchens, welches einen
Volumenfehler, je nach Qualitit, von ca. 1 % verursachen kann (Wider & Dreier, 2006). Auch
werden etwaige Matrixeffekte in der Probenldsung nicht beriicksichtigt.

Bei der Verwendung eines Coaxialrohrchen wird ein zusatzliches R6hrchen, welches den geldsten
Standard enthalt, in das NMR Rohrchen mit Probenlosung eingesetzt. Es ist darauf zu achten, dass
die Fillhohen beider Rohrchen gleich sind. Das Signal des Standards erscheint bei Verwendung
eines Coaxialrohrchens im Analytspektrum. Probleme koénnen z.B. beim Shimmen der Probe
auftreten, wenn unterschiedliche Losungsmittel verwendet werden. Auch ist die Empfindlichkeit
aufgrund des geringeren Analytvolumens im Probenréhrchen reduziert. Wird eine vergleichende
Studie durchgefiihrt, sollte wegen der besseren Reproduzierbarkeit immer dasselbe
Coaxialrohrchen verwendet werden (Bharti & Roy, 2012; Cullen et al., 2013).

ERETIC bedeutet “Electronic REference To access In vivo Concentrations”(Barantin et al., 1997)
und bezeichnet ein Verfahren, welches erstmals von Barantin, Pape und Akoka vorgestellt wurde.
Dabei wird dem FID ein kiinstlich erzeugtes elektronisches Signal hinzugefiigt. Nach erfolgter
Fourier-Transformation ist das kiinstlich erzeugte Signal im Spektrum sichtbar. Das sog. ERETIC-
Signal kann mit Losungen bekannter Konzentration kalibriert werden und kann dadurch zur
Quantifizierung von Analyten verwendet werden (Akoka et al., 1999; Barantin et al.,, 1997). Der
Nachteil dieser Methode =zeigt sich vor allem, wenn Proben mit unterschiedlichen
Salzkonzentrationen vermessen werden. Der Quality-Faktor (Q-Faktor) des Probenkopfes dndert
sich mit dem Salzgehalt der Probe. Durch einen hoheren Salzgehalt wird die Leitfahigkeit der
Probe erhoht und die Salzionen iiben einen abschirmenden Effekt auf die Analytmolekiile aus.
Aufgrund eines schlechten Tunings und Matchings wird der Einfluss des 90°-Pulses
abgeschwacht, wodurch Fehler beim Quantifizieren entstehen konnen. Bei einer Rekalibrierung
des Pulses zeigt sich eine Abhangigkeit der Pulslange zum Salzgehalt. Je hoher der Salzgehalt,
desto langer wird der Anregungspuls. Das ERETIC-Signal muss entsprechend der
unterschiedlichen Pulslangen der Probenlosungen angepasst werden. Eine andere Moglichkeit
gemafd ERETIC2 ist es, ein digitales Signal durch die Software in das Spektrum zu integrieren
(Bharti & Roy, 2012).
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Das “PUlse Length based CONcentration determination”(Wider & Dreier, 2006) oder kurz
PULCON-Prinzip wurde von Wider und Dreier vorgestellt. Sie entwickelten dieses Verfahren, da
es bei biologischen Proben schwierig war einen internen Referenzstandard zu finden, der keine
Wechselwirkung mit den in der Probe vorhandenen Makromolekiilen, v.a. Proteinen, zeigte und
auch mit keinen Signalen iiberlagerte. Das Verfahren musste zudem in der Lage sein jegliche
Anderungen der Empfingerspule, die sich aufgrund der Probenzusammensetzung ergeben, zu
beriicksichtigen. Ein Beispiel dafiir ist die Salzkonzentration, welche unter anderem die
Signalstdrke beeinflusst. Das PULCON-Prinzip beruht auf dem Reziprozitatsprinzip (Hoult, 2011),
welches aussagt, dass bei geeigneten Einstellungen die Lange des 90° Pulses fiir eine Probe in
einer bestimmten Spule umgekehrt proportional zu deren Sensitivitat ist.

Durch Anwendung von Formel 10 kann durch die Bestimmung des 90° Pulses einer Probe die
Konzentration mit Hilfe einer externen Referenzprobe bestimmt werden. Dabei bezeichnet cy die
unbekannte Konzentration einer Probe U und crdie bekannte Konzentration einer Probe R.

Formel 10
Sy Ty egonR
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S istdas Signal bzw. das Integral eines bestimmten Signals, T bezeichnet die Probentemperatur in
Kelvin, Oy ist die Linge des 90° Hochfrequenzpuls und n ist die jeweilige Anzahl der Scans von U
und R. Der Faktor frwird verwendet, um Unterschiede der Signalintensitdten auszugleichen, wenn
z.B. verschieden Experimente oder unterschiedliche Parametereinstellungen bei den
Experimenten verwendet werden. Die Voraussetzungen fiir das Funktionieren des PULCON-
Prinzips ist die Verwendung des gleichen Probenkopfes bei Probe und Referenz und ein jeweils
separates Tuning und Matching. Wider und Dreier verwendeten dieses Verfahren, um
Proteinproben mit unterschiedlichen Pulsldngen zu quantifizieren. Die Methode ist vor allem
dann geeignet, wenn Proben einen unterschiedlichen Salzgehalt aufweisen und dadurch der Puls
bei jeder Messung variiert (Wider & Dreier, 2006).

Die hier vorgestellten Techniken beziehen sich alle auf eindimensionale Messungen von kleinen
Molekiilen einfacher Zusammensetzung. Bei Mischungen mit mehr oder komplexeren Molekiilen
wird eine einfache Quantifizierung oft durch Signaliiberlagerungen verhindert. Eine Moglichkeit
dieses Problem zu umgehen, ist die Signal-Dekonvolution oder die Verwendung von 2D NMR
Techniken (Bharti & Roy, 2012). Bei der Signal-Dekonvolution werden die Signalflichen
tiberlagernder Signalen mit Hilfe eines mathematischen Iterationsverfahrens, bei dem die
Signalbreite, die Frequenz, die Intensitdt, die Multiplizitit und die Signalform eines Signals
beriicksichtigt werden, berechnet (Soininen et al, 2005). Vor allem auf dem Gebiet der
quantitativen 2D NMR gab es in den letzten Jahren immer mehr Entwicklungen, wie der
Ubersichtsartikel von Patrick Giraudeau (Giraudeau, 2014) zu diesem Thema zeigt.

1.6.3 Prozessierung

Die Prozessierung der NMR Daten ist fiir die quantitative Auswertung genauso wichtig wie die
Aufnahme der NMR Spektren. Falsche Referenzierung behindert die Signalzuordnung und
erschwert Vergleiche mit der Literatur oder Referenzspektren. Eine falsche oder inkonsistente
Phasen- und Basislinienkorrektur verursacht ungenaue quantitative Bestimmungen und macht
eine statistische Auswertung unmoglich. Richtige Prozessierung dagegen kann die Integration,
das Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N) und die Auflésung verbessern. Daher ist es wichtig, die
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Prozessierungsparameter zu kennen und korrekt anzuwenden. Die wichtigsten Parameter und
ihre Einfliisse werden nachfolgend beschrieben.

Anwendung von Fensterfunktionen

Eine Fensterfunktion oder window function wird vor der Fourier-Transformation auf die Daten
angewendet, d.h. der FID wird mathematisch verdandert. Sie kann entweder das S/N-Verhaltnis
oder die Auflosung verbessern. Die gangigste Funktion ist eine exponentielle Fensterfunktion.
Durch diese wird die Verdichtung der hinteren Datenpunkte des FIDs reduziert, und der FID wird
gegen Null gezwungen. Dies fiihrt zu einer Verringerung des Rauschens und einer Erhéhung der
Empfindlichkeit. Dies ist aber mit breiteren Signalen und einer geringeren Auflésung verbunden.
Im Gegensatz dazu wird bei Anwendung einer Fensterfunktion, die den mittleren und hinteren
Bereich des FIDs verstarkt, wie z.B. eine Gaussfunktion, die Auflésung aber auch das Rauschen
erhoht. Dadurch kdnnen beispielsweise Signale mit dhnlicher chemischer Verschiebung besser
voneinander getrennt werden (Emwas et al,, 2016).

Die Starke des Abfalls einer Exponentialfunktion wird durch den Parameter fiir die Linienbreite
(line broadening, LB) bestimmt (Bharti & Roy, 2012). Die Signalform, welche im Normalfall einer
Lorentzform entspricht, wird durch eine Multiplikation des FIDs mit einer Gaussfunktion in eine
Gaussform umgewandelt. Diese unterscheidet sich dadurch, dass sie an der Basis des Signals
schmaler wird. Die Gaussfunktion wird durch zwei Parameter LB und GB beeinflusst. LB ist wie
bei der exponentiellen Funktion fiir die Stirke des Abfalls verantwortlich, jedoch sind die Werte
negativ. GB kann Werte zwischen 0 und 1 annehmen und bestimmt, welcher Bereich des FIDs
hervorgehoben wird (Emwas et al., 2016).

Zero filling

Das zero filling wird dazu verwendet das S/N-Verhéltnis zu verbessern. Erhoht man die Anzahl
an Datenpunkten bei der Fourier-Transformation, werden diese zusatzlichen Datenpunkte dem
FID am Ende hinzugefiigt. Jeder dieser neuen Datenpunkte besitzt die Amplitude Null. Durch diese
Vorgehensweise wird zwischen den realen Datenpunkten interpoliert, um die Signalform zu
verbessern und die Signallage besser bestimmen zu kénnen. Das Spektrum erhalt dadurch keine
neuen Informationen, jedoch kann die digitale Auflosung erh6ht werden, wodurch das Rauschen
abnimmt. Wichtig fiir das zero filling ist, dass der FID bei dessen Aufnahme, bis Null abgeklungen
ist, da ansonsten Abbruch-Artefakte entstehen konnen. Diese zeigen sich als Signalverzerrungen
sogenannte sinc wiggles an der Basis des NMR Signals. Mehr als die Verdopplung der Datenpunkte
bringt meist keine Verbesserung des S/N, sondern bendtigen nur mehr Speicherplatz (Bharti &
Roy, 2012; Emwas et al., 2016).

Eine Alternative zum zero filling ist die Methode der linearen Vorhersage (linear prediction), die
v.a. dann eingesetzt werden kann, wenn Teile des FIDs fehlen. Bei einem nicht vollstiandig
abgeklungenen FID kann das fehlende Ende mit Hilfe der forward linear prediction berechnet
werden. Hierzu werden Informationen tiber Frequenz, Phase und Amplitude des existierenden
FIDs verwendet, um den fehlenden Teil zu rekonstruieren. Dadurch konnen z.B.
Basislinienverzerrungen, nicht lineare Phasenprobleme und wiggles abgeschwacht werden. Der
Unterschied zum zero filling ist, dass bei der linear prediction sowohl die digitale Auflosung als
auch die Qualitit des Spektrums verbessert wird. Diese Technik wird v.a. bei der 2D NMR
eingesetzt, um die Messzeit zu verkiirzen oder die Qualitit von bereits vorhandenen Spektren zu
erhohen (Led & Gesmar, 1991).
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Phasenkorrektur

Die Phasenkorrektur ist einer der wichtigsten Parameter fiir eine genaue Intensitatsmessung. Mit
dieser Anpassung ist es moglich Intensitit und Symmetrie der Signale in einem Spektrum zu
beeinflussen. Fehler zeigen sich durch falsche Signalverhéiltnisse und fithren zu inkorrekten
Konzentrationsbestimmungen. Bharti und Roy sowie Emwas und Mitarbeiter zeigen, dass eine
manuelle Phasenkorrektur einer automatischen vorgezogen werden sollte, da vor allem bei
Metabolomicsuntersuchungen kleine Signale sonst verzerrt werden konnten (Bharti & Roy, 2012;
Emwas et al., 2016). Bei der automatischen Phasenkorrektur treten v.a. dann Probleme auf, wenn
das Spektrum groflere  Restsignale enthdlt. Diese werden z.B. durch die
Losungsmittelunterdriickung verursacht. Die Funktion der automatischen Phasenkorrektur
versucht hierbei das Restlosungsmittelsignal zu korrigieren, wodurch das gesamte Spektrum
verzerrt wird. Es ist zwar moglich, diese Bereiche bei der automatisierten Phasenkorrektur
auszuschliefRen, allerdings konnen immer noch Fehler auftreten, die bei der manuellen
Phasenkorrektur besser bewaltigt werden konnen. Der Nachteil der manuellen Phasenkorrektur
liegt beim Bediener, der einen personlichen Fehler durch bestimmte Verfahrensvorlieben
einbringt. Der Vorteil der automatischen Phasenkorrektur liegt somit darin, dass sie zum einen
keinen systematischen Fehler durch den Bediener einbringt und zum anderen der Durchsatz sehr
hoch ist (Bharti & Roy, 2012; Emwas et al,, 2016).

Basislinienkorrektur

Die Basislinienkorrektur kann manuell, halbautomatisch oder automatisch erfolgen. Bei der
halbautomatischen Methode werden manuell verschiedene Regionen im Spektrum ausgewahlt
und anschliefdend wird die Korrektur auf Basis dieser Bereiche automatisch durch verschiedene
Funktionen, wie normale oder sich schrittweise anpassende Polynomial- oder Splinefunktionen
durchgefiihrt. Bei der automatischen Basislinienkorrektur kdnnen je nach Auswertesoftware
verschiedenen Algorithmen zur Korrektur gewdahlt werden (Emwas et al, 2016). Bei der
manuellen Basislinienkorrektur kann der Bediener selbst auswahlen, welche Funktion er fiir die
Korrektur verwenden mochte und deren Koeffizienten entsprechend auf das Spektrum anpassen.
Fiir eine nachfolgende statistische Auswertung der Daten ist es von Vorteil auf automatische
Prozessierungen zuriickzugreifen, da die Variation hier deutlich geringer ist als bei
Prozessierungen, die von verschiedenen Bedienern durchgefiihrt wurden (Bharti & Roy, 2012;
Emwas et al., 2016).

Referenzierung

Die Referenzierung der chemischen Verschiebung ist eine Voraussetzung, um Spektren
miteinander vergleichen zu kénnen. Sie ist wichtig fiir die Identifizierung der Signale und fiir die
Signaliibereinstimmungen bei multivariaten statistischen Auswertungen. Die International Union
of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) hat 2008 unter anderem Empfehlungen iiber die
Konventionen zur chemischen Verschiebung herausgebracht. Sie beschreibt darin drei
verschiedene Moglichkeiten der Referenzierung:

a) Das interne Referenzieren mit internem Standard im selben Rohrchen.

b) Das externe Referenzieren, mit externem Standard in zwei Rohrchen. Das zweite Rohrchen,
welches die Referenzsubstanz beinhaltet, ist hierbei meist ein Coaxialréhrchen.

c) Die Substitutionsmethode, die auf einer lock-basierten Referenzierung beruht (Harris et al,,
2008).
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Die bekanntesten Referenzsubstanzen fiir die interne Referenzierung sind TSP und 4,4-Dimethyl-
4-silapentan-1-sulfonsdaure (DSS), die in wassrigen Systemen eingesetzt werden, und TMS,
welches in organischen Losungen seinen Einsatz findet. Allen gemeinsam ist das zentrale
Siliziumatom, substituiert mit drei oder vier Methylgruppen. Durch den stark abschirmenden
Effekt des Siliziums erscheint das Signal der Methylgruppen weit hochfeldverschoben. Diese
Eigenschaft macht man sich zunutze und verwendet die chemische Verschiebung dieser Signale
als Nullpunkt, alle anderen Signale werden darauf bezogen. Ein Vergleich der chemischen
Verschiebung bei unterschiedlichen Feldstarken ist moglich, da diese anders als die
Resonanzfrequenz von der magnetischen Flussdichte unabhangig ist (Bharti & Roy, 2012; Emwas
etal, 2016).

Probleme kénnen dann auftreten, wenn die interne Referenzsubstanz mit den Analyten reagiert
oder anderweitig von ihnen beeinflusst wird. So kann z.B. TSP von groéfieren Molekiilen wie
Proteinen gebunden werden, wodurch es zu Signalabschwachungen kommen kann, die v.a. eine
automatische Referenzierung mit Schwellenwertvorgaben erschweren kann (]J. T. M. Pearce et al,,
2008). Zudem ist TSP pH-empfindlich, sodass darauf geachtet werden sollte, dass das System
optimal gepuffert ist und/oder der pH exakt eingestellt wird (Wishart et al., 1995). TMS, welches
in organischen LOsungen eigesetzt wird, ist leicht fliichtig. Daher ist es wichtig, dass eine
ausreichende Menge bei langeren Messzeiten verwendet wird oder die Roéhrchen gut
verschlossen bzw. abgeschmolzen werden (Pauli et al.,, 2005).

Falls kein zusatzlicher Standard der Probe hinzugefiigt werden soll, kdnnen auch andere Signale,
wie z.B. die Restlosungsmittelsignale, zur internen Referenzierung verwendet werden. Allerdings
muss vorher sichergestellt werden, dass diese Signale nicht durch den pH-Wert, die Temperatur
oder andere Analyten beeinflusst werden (Emwas et al., 2018).

Eine andere Mdglichkeit ist die externe Referenzierung, bei der ein zweites Rohrchen, welches die
Referenzsubstanz enthdlt, verwendet wird. Der Vorteil dieser Methode ist, dass
Wechselwirkungen zwischen Analyten und Referenz ausgeschlossen werden kénnen. Aufgrund
verschiedener chemischer Zusammensetzung der Losungen in den beiden Réhrchen resultieren
unterschiedlich wirkende Bo-Felder auf die Analyten, welche einen Einfluss auf die chemische
Verschiebung haben. Daher muss bei dieser Methode darauf geachtet werden, eine Korrektur
dafiir miteinzuberechnen (Harris et al., 2008).

Eine weitere Methode stellt das lock-basierte Referenzieren dar. Dieses verwendet das
Deuteriumsignal des deuterierten Losungsmittels. Daraus kann jegliche chemische Verschiebung
berechnet werden. Der Nachteil liegt darin, dass die Deuteriumverschiebungen aus einer internen
Losungsmitteltabelle des Spektrometers, welche fehlerbehaftet sein konnte, entnommen werden
(Harris et al., 2008).

Integration

Die Integration wird durch die bereits beschriebenen Parameter wie Phasen- und
Basislinienkorrektur stark beeinflusst. Sie selbst ist einer der wichtigsten Schritte der
Gehaltbestimmung und bietet ein grofles Fehlerpotential. Theoretisch miissten die
Integrationsgrenzen fiir jedes Signal von Plus-Unendlich bis Minus-Unendlich gewahlt werden,
um die Signalflache vollstiandig zu erfassen. Dies ist allerdings nicht praktikabel. Griffiths und
Irving zeigten, dass bereits 99 % der gesamten Signalfldche integriert werden, wenn das Integral
einen Bereich umfasst, der zu beiden Seiten des Signals so breit ist wie 24x die Signalbreite auf
halber Hohe (full width at half maximum, FWHM). Um den Fehler auf < 0,1 % zu reduzieren,
miisste das Integral einen Bereich von 76x der FWHM auf beiden Seiten umfassen. Bei der
Integration sollte darauf geachtet werden, dass 13C Satelliten entweder immer mitintegriert
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werden oder immer aufierhalb des vom Integral erfassten Bereichs liegen, wodurch eine
einheitliche Integrationsroutine geschaffen wird. Nach Bharti und Roy sollte der Mittelwert aus
fiinf bis zehnmal durchgefiihrten Integrationen genommen werden, um einen systematischen
Fehler, der durch den Bediener erzeugt wird, zu vermeiden (Bharti & Roy, 2012).

Bei iliberlagerten oder sehr kleinen Signalen wird in der Literatur statt einer herkémmlichen
Integration die Signal-Dekonvolution oder auch die line fitting Methode diskutiert. Dabei wird die
Signalform mit Hilfe von mathematischen Funktionen nachgebildet und die Signalflache
bestimmt. Dabei ist es wichtig, Informationen wie z.B. die Multiplizitat der zu fittenden Signale zu
kennen und die Fittingmethode dahingehend anzupassen (Emwas et al., 2018; Pauli et al,, 2012).
Heutzutage sind viele verschiedene Softwareprogramme zur Dekonvolution erhéltlich, jedoch ist
die Anwendung bei stark liberlagerten Signalen oft schwierig, sodass auch hier der Erfahrung des
Bedieners eine wesentliche Rolle zukommt (Emwas et al., 2018).
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2 Zielsetzung

Die Haltung von Legehennen zur Erzeugung von Hiihnereiern gestaltet sich sehr vielfdltig. In
Europa gibt es vier offizielle Haltungsformen, deren Anforderungen in EU-Verordnungen
festgehalten sind: die Kafighaltung (Haltung in Kleingruppen in ausgestalteten Kifigen), die
Bodenhaltung, die Freilandhaltung und die biologischen Haltungssysteme. Die Haltungsart und
die Herkunft sind bei jedem Ei in Form eines Erzeugercodes auf der Schale anzubringen. Mehr als
die Halfte, der in der EU produzierten Eier stammen aus ,ausgestalteter” Kafighaltung. In
Deutschland ist die vorherrschende Haltungsart der Legehennen die Bodenhaltung, unter
anderem weil die Haltung in Kleingruppen in ausgestalteten Kafigen per Gesetz bis 2028
vollstindig abgeschafft wird. Die biologischen Haltungssysteme unterscheiden sich durch das
Platzangebot, die Besatzgrofie und das Futter von den konventionellen Haltungsarten. Da dies
allerdings auch mit hoheren Produktionskosten verbunden ist, spielt diese Haltungsart in den
meisten Landern der EU eine eher untergeordnete Rolle. Durch die hohe Verbraucherakzeptanz
wachst die Nachfrage an biologisch erzeugten Eiern und so auch das Risiko von Betrug durch
vorsatzliche Falschkennzeichnung, da diese analytisch nur schwer nachzuweisen ist. Daher ist es
wichtig, Methoden zu entwickeln, mit denen es méglich ist, Eier von verschiedenen Haltungsarten
zu unterscheiden. Versuche auf diesem Gebiet zeigten, dass es keine einzelne Markerverbindung
gibt, mit der sich die Haltungsklassen unterscheiden lassen. Daher ist eine Methode von Vorteil,
die in der Lage ist, das gesamte Spektrum an Verbindungen zu erfassen. Die NMR ist eine sehr
reproduzierbare Methode, die es ermdglicht, einen Einblick in die Struktur einer Probe auf
molekularer Ebene, vergleichbar mit einem Fingerabdruck, zu geben. Vor allem in Kombination
mit multivariaten statistischen Verfahren koénnen so Muster erkannt werden, die durch
Auswertung von Einzelparametern nicht sichtbar sind.

Ziel dieser Arbeit ist es, die Inhaltsstoffe von Eiern verschiedener Haltungssysteme mittels
unterschiedlicher NMR Methoden, wie H, 13C und 3'P NMR zu charakterisieren und eventuell
vorhandene Unterschiede zu untersuchen. Durch diverse isolierte Fiitterungsversuche wurde
bereits in der Vergangenheit gezeigt, dass sich die Zusammensetzung von Hiihnereiern, vor allem
der Lipide, durch das Futter beeinflussen ldsst. Da bei den unterschiedlichen Haltungsformen
neben dem Futter auch das Platzangebot und die Moglichkeit zum Auslauf ins Freie
unterschiedlich sind, liegt es nahe, dass all diese Komponenten einen Einfluss auf die
Zusammensetzung der Inhaltsstoffe der Eier haben kdnnen. Die Untersuchungen fokussieren sich
hauptsichlich auf die Eidotterlipide, da hier durch die Vielfalt der Verbindungsklassen mit dem
grofdtmoglichen Unterschied gerechnet wird. Fiir diesen Zweck soll eine Fettextraktionsmethode
entwickelt werden, bei der sowohl die amphiphilen als auch die unpolaren Fettkomponenten
extrahiert werden, so dass die Gesamtheit der im Eidotterfett enthaltenen Bestandteile
reprasentiert wird. Es sollen geeignete tH, 13C und 31P NMR Messmethoden entwickelt werden,
mit denen das Eifett charakterisiert werden kann. Mit Hilfe der 3P NMR sollen die PL und deren
Gehalte in den unterschiedlichen Haltungsgruppen genauer untersucht werden. Fiir diesen Zweck
soll eine geeignete Messmethode mittels 3P NMR optimiert werden, sodass eine Quantifizierung
moglich ist. Ein Vergleich der enthaltenen PL soll zeigen, ob es Unterschiede zwischen den
verschiedenen Haltungsarten gibt.

Mit Hilfe der multivariaten statistischen Auswertung der 'H NMR Daten sollen nicht
offensichtliche Zusammenhinge bzw. Abhidngigkeiten der Verbindungen in Bezug auf die
Haltungsform sichtbar gemacht werden. Es ist wichtig, dass die einzelnen Haltungsarten durch
eine ausreichende Anzahl an Proben vertreten sind. Es sollen moglichst viele Eier aus den drei in
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Deutschland dominierenden Haltungssystemen, Boden-, Freiland- und biologische Haltung, mit
unterschiedlicher Herkunft untersucht werden. Um eine reproduzierbare Aufarbeitung und
Messung zu garantieren, die fiir eine statistische Auswertung unabdingbar sind, sollen
verschiedene qualitatssichernde Mafdnahmen entwickelt und durchgefiihrt werden.

Fiir einen Vergleich mit konventionellen fettanalytischen Methoden sollen die extrahierten Eifette
mittels GC-FID auf ihre Fettsaureverteilung untersucht werden. Die Ergebnisse dieser Analysen
werden mit den Ergebnissen der NMR Untersuchungen verglichen, um die Aussagekraft der
erhaltenen Datensatze beziiglich der Fragestellung zu bewerten.
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3 Material und Methoden

3.1 Probenmaterial - Haltung und Herkunft

Der Grofdteil des verwendeten Probenmaterials wurde von der amtlichen
Lebensmitteliiberwachung in Baden-Wiirttemberg zur Verfiigung gestellt. Die Proben wurden
von Anfang 2016 bis Ende 2018 von den amtlichen Lebensmittelkontrolleuren in lokalen
Supermarkten, auf Wochenmarkten, bei Eierpackstellen oder direkt bei den Erzeugerbetrieben
erhoben. Dabei wurde bei der Probenauswahl darauf geachtet, dass die unterschiedlichen
Haltungssysteme in einer ausreichenden Anzahl vertreten sind. Lediglich fiir die ausgestaltete
Kafighaltung konnte keine ausreichende Anzahl an Proben beschafft werden, da Eier dieser
Haltungsart nur sehr selten, bis gar nicht im deutschen Einzelhandel zu finden sind. Insgesamt
wurden 382 Eierproben beschafft, davon kamen 327 aus Deutschland. Diese unterteilen sich in
143 Proben aus konventioneller Haltung (Boden- und Freilandhaltung) und 134 Proben aus
biologischen Haltungssystemen. Der grofdte Anteil der Eier aus dem europdischen Ausland
stammte aus den Niederlanden (insgesamt 38 Proben). Da diese Eier im deutschen Einzelhandel
erhaltlich sind, konnten sie somit auch in Deutschland bezogen werden. Der Rest der
auslandischen Proben wurde von Mitarbeitern der Chemischen und
Veterindruntersuchungsamter Karlsruhe und Freiburg in ausldndischen Supermarkten gekauft
und mitgebracht. Die insgesamt 14 Proben aus Kéfighaltung stammten aus Deutschland und dem
europdischen Ausland (Ungarn, Niederlande, Frankreich, Polen). Allerdings ist hier die Anzahl der
Proben zu gering, um eine wissenschaftliche Aussage treffen zu kénnen. Ein genauerer Uberblick
tiber die Herkunft und die den Proben zugrundeliegende Haltungssysteme, ist in Kapitel 8.1
(Tabelle 8-1) zu finden.

Zu den meisten Proben wurden zusitzliche Metainformationen (s. Anhang 9.3), wie z.B. die
Packstellennummer und die Postleitzahl des Herstellers, miterfasst, um bei spéateren
Auffalligkeiten einfacher Riickschliisse ziehen zu konnen. Bei den Proben handelt es sich nicht um
Referenzmaterial, d.h. die Riickverfolgbarkeit bezieht sich ausschliefilich auf die Angaben auf dem
Ei, nidmlich den Erzeugercode, den Informationen auf der Eierschachtel und den
Zusatzinformationen, die den Lebensmittelkontrolleuren bei der Probennahme zur Verfiigung
gestellt wurden. Bei einigen Proben war es moglich, Informationen iiber das Futter zu erhalten.
Da dies aber nur fiir eine begrenzte Anzahl an Proben der Fall war, wurde diese Information nicht
verwendet.

3.2 Aufarbeitung der Proben

Die Hiihnereier wurden bei der Aufarbeitung aufgeschlagen und das Eiklar jeweils vom Eigelb
getrennt. Eine Probe setzt sich dabei aus dem gesamten Inhalt einer Eierschachtel mit je 10 Eiern
oder zwei Eierschachteln mit je 6 Eiern zusammen. Das Eigelb wurde fiir die weitere Aufarbeitung
gefriergetrocknet. Dadurch wird zum einen die Lagerfahigkeit erhéht und zum anderen fiir die
anschlieffenden Untersuchungszwecke der eventuell unterschiedliche Wassergehalt im Eigelb
beriicksichtigt. Zudem stellt gefriergetrocknetes und gemahlenes Eigelbpulver eine sehr
homogene Matrix dar, die leicht zu handhaben ist.

3.2.1 Fettextraktion/Fettisolierung

Die Lipide im Eigelb setzen sich aus unterschiedlichen Fraktionen zusammen. Das besondere an

Eigelb ist der in Kapitel 1.1.2 beschriebene hohe Anteil an polaren Fettbestandteilen wie den PL.
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Aufgrund dieser Verbindungsklasse ist eine Fettextraktion nach Weibull-Stoldt (L 06.00-6 BVL,
2014), die vor allem auf unpolaren Losungsmitteln basiert, eher ungeeignet. Daher wurde nach
Extraktionsmethoden gesucht, die geeignet sind, die Gesamtheit der im Eigelb enthaltenen
Fettbestandteile zu extrahieren, um so ein umfassendes Bild von allen Fettkomponenten zu
erhalten. Im Jahr 1956 stellten Folch, Lees und Stanley und wenig spater Bligh und Dyer
Extraktionsmethoden vor, die es ermoglichten, unpolare und amphiphile Lipidbestandteile zu
extrahieren. Beide verwendeten dafiir ein Gemisch aus Chloroform und Methanol, mit jeweils
unterschiedlichen Anteilen. Das Methanol bricht die Wasserstoffbriickenbindungen und die
elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den Lipiden und Proteinen. Das Chloroform als
unpolares Losungsmittel sorgt dafiir, dass sich die Phasen und somit die Lipide von den Nicht-
Lipiden trennen (Reis et al., 2013).

Die Extraktion der Lipide erreicht laut Bligh und Dyer ein Optimum, wenn das Verhéltnis zwischen
Chloroform, Methanol und Wasser so eingestellt wird, dass diese ein einphasiges System bilden.
Erstmals wurde diese Methode zur Lipidextraktion von Fischfleisch vorgestellt. Voraussetzung
ist, dass der Wassergehalt der Probe bekannt ist, damit die Anteile der Losungsmittel aufeinander
abgestimmt werden kénnen. Erfolgt dann eine Zugabe von Chloroform und Wasser, bildet sich ein
Zweiphasensystem, in welchem die Lipide von den Nicht-Lipiden getrennt vorliegen. Die Methode
zeichnet sich dadurch aus, dass nur vernachlassigbare Anteile an Nicht-Lipiden in der Lipidphase
verbleiben und der Verlust an Lipiden in der wassrigen Phase und im Riickstand minimiert wird
(Bligh & Dyer, 1959).

Die Methode nach Folch, Lees und Stanley, die erstmals auf Hirn-Lipide angewendet wurde,
basiert auf einer fliissig-fliissig Extraktion, bei der das Probenmaterial mit einem Gemisch aus
Chloroform und Methanol versetzt wird. Bei anschlieféender Zugabe einer Natriumchlorid-Losung
kommt es zu einer Anreicherung der Nicht-Lipidkomponenten, wie z.B. Proteinen und Zuckern in
der wassrigen und der Lipidbestandteile in der organischen Phase. Dabei ist das
Verteilungsverhaltnis von Wasser, Methanol und Chloroform in der oberen und unteren Phase
entscheidend fiir die Trennung der Lipid-/Nicht-Lipidkomponenten. Die Natriumchlorid-Losung
sorgt dafiir, dass die aziden Lipide, vor allem einige PL wie z.B. Phosphatidsiure, die noch in der
oberen wassrigen Phase in dissoziierter Form vorliegen, durch Erhéhung der lonenstarke in ihre
nicht dissoziierte Salz-Form libergehen und aufgrund des Massenwirkungsgesetzes in die untere
organische Phase wandern (Folch et al., 1957).

In den letzten Jahrzehnten wurden beide Methoden wiederholt angewendet, wenn auch oft in
abgednderter Form. Bei Vergleichen mit anderen Losungsmittelgemischen und
Extraktionsmethoden, die keine chlorierten Losungsmittel enthalten und daher
umweltschonender und fiir den Menschen weniger schadlich sind, z.B. Hexan/Isopropanol (Radin
et al, 1978), Butanol/Methanol (Lofgren et al, 2012) oder Methanol/Methyl-tert-butylether
(MTBE) (Matyash et al., 2008), gibt es meist wenig signifikante Unterschiede, was die Extraktion
der Hauptfettkomponenten wie TG, PC und Cholesterin betrifft. Dies trifft jedoch nicht fiir
Minorkomponenten wie z.B. Lyso-Lipide und PI zu. So zeigte sich, dass die Methoden nach Folch,
Lees und Stanley und Bligh und Dyer am besten geeignet sind, um ein breites Spektrum an
unterschiedlichen Lipiden zu extrahieren. Andere Methoden dagegen fiir bestimmte Lipidklassen
oder einzelne Komponenten besser geeignet sein konnen (Reis et al., 2013).

Fiir die Extraktion des Eifettes wurde ein Gemisch aus Chloroform, Methanol und Wasser so
gewahlt, dass ein einphasiges Losungsmittelgemisch gebildet wird. Dies wurde mit einem
Volumenverhaltnis von 2:1:0,2 (Chloroform:Methanol:Wasser) erreicht. Das entwickelte
Mischungsverhaltnis wurde im Rahmen einer Masterarbeit (Brendel, 2016) optimiert und auf die
Matrix Eigelb angepasst. Damit die Extraktion reproduzierbar durchgefiihrt wird, ist es wichtig,
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die Anteile des Extraktionsgemisches genau einzuhalten. Dies wird unter anderem dadurch
erreicht, dass dem Eigelb durch die Gefriertrocknung das Wasser entzogen wird. Bei
unterschiedlichen Wassergehalten kann es zu einer unterschiedlichen Verteilung der
Lipidbestandteile zwischen der wadassrigen und organischen Phase kommen, was die
Reproduzierbarkeit negativ beeintrachtigt. Fiir eine bessere Durchmischung und Extraktion der
Probe wurden Glasperlen dem Extraktionsgemisch hinzugegeben. Durch die Zugabe der
wassrigen Natriumchlorid-Lésung kommt es, wie von Folch, Lees und Stanley beschrieben, zu
einer Phasentrennung. Die obere Phase enthdlt die polaren Verbindungen wie Zucker und
Proteine und nur noch vernachldssigbare Anteile an Lipiden. Durch Waschen des
Filterriickstandes mit dem Extraktionsgemisch zur Uberpriifung der Vollstindigkeit der
Extraktion konnte Brendel zeigen, dass noch Lipide enthalten sind und die Extraktion somit nicht
vollstandig verlauft. Allerdings entsprechen die Verhaltnisse der Lipidkomponenten im nicht
extrahierten Fett denen des extrahierten Fettes. Somit findet bei der Extraktion keine
Diskriminierung einzelner Komponenten statt und es kann auf einen zusatzlichen Wasch- bzw.
Extraktionsschritt verzichtet werden (Brendel, 2016). Die detaillierte Vorschrift der Extraktion
ist in Kapitel 8.2 zu finden.

3.3 1H, 13C und 31P NMR Messung von Lipiden

Der Vorteil der NMR spektroskopischen Verfahren liegt in der einfachen Probenvorbereitung, die
meist nur ein Losen in deuterierten Losungsmitteln beinhaltet. Die Messzeit, die bei
entsprechender Konzentration, v.a. bei der 'H NMR, kurzgehalten werden kann, ist ein weiterer
Vorteil. Als relative Primdrmethode ist sie unter Einhaltung bestimmter Bedingungen eine
quantitative Analysentechnik. Die Signalintensitat ist direkt proportional zu der enthaltenen
Stoffmenge, wodurch die Gehalte unter Verwendung eines internen oder externen Standards
quantifiziert werden kénnen (Malz, 2003).

Da bei der Aufarbeitung und Messung keine Selektion von bestimmten Substanzen oder
Substanzklassen gemacht wird, liefert die NMR ein umfassendes Spektrum aller in einer Probe
enthaltenen Verbindungen, sofern diese den gemessenen Kern enthalten. Ein Nachteil der tH NMR
stellt die geringe spektrale Breite dar, was dazu fiihrt, dass viele Signale iiberlagern und dadurch
schwerer zu identifizieren sind. Bei der 13C NMR dagegen sind Uberlagerungen der Signale nur
selten ein Problem, jedoch stellt hier die geringe natiirliche H&ufigkeit von 1,07 % den
entscheidenden Nachteil dar. Dieser, in Kombination mit dem geringen gyromagnetischen
Verhaltnis im Vergleich zu Protonen, fiihrt dazu, dass die Messzeiten bei einer 13C NMR Messung
meist sehr lang sind. Aus diesem Grund wird die Methode nur selten in die Routineanalytik
tiberfiihrt (Friebolin, 2014).

Die Messung von Lipiden mittels 'H und 13C NMR findet vor allem bei der Untersuchung und
Charakterisierung von pflanzlichen Olen Anwendung. In den letzten 20 Jahren gab es viele
Veroffentlichungen, die sich mit diesem Thema auseinandergesetzt haben. Keeton und
Mitarbeiter zeigten, dass die Fettgehaltbestimmung nach Mikrowellentrocknung und
anschliefdender 'H NMR Untersuchung von Schwein, Rind und Huhn vergleichbare Ergebnisse wie
die offizielle AOCS-Soxhlet-Methode liefert (Keeton et al., 2003). Auch steht oft die Bestimmung
und Identifizierung von Fettkomponenten im Fokus. Dies sind v.a. die gesattigten und
ungesittigten FS sowie die MUFS (Barison et al., 2010; Castejon et al., 2014; Diehl & Ockels, 1995;
Mannina et al, 2003; Sacchi et al, 1997; Zamora et al, 2001). Durch Vergleiche mit
Standardmethoden, wie z.B. der GC, zeigte sich, dass mit NMR vergleichbare Ergebnisse erzielt
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werden konnen (Gunstone, 1994). Sacchi, Addeo und Paolillo, sowie Barison und Mitarbeiter
zeigten, dass bei der Bestimmung der Fettsiureverteilung von verschiedenen pflanzlichen Olen
ohne vorherige Derivatisierung mittels 'H NMR vergleichbare Ergebnisse wie durch
gaschromatographische Methoden erzielt werden kénnen (Barison et al., 2010; Sacchi et al,
1997). Die Bestimmung ist moglich, da der Grofiteil der FS in pflanzlichen Olen mit Glycerin
verestert vorliegt. Die Quantifizierung kann durch die Beziehung der charakteristischen
Fettsduresignale zu dem TAG-Grundgeristsignal, welches als internes Referenzsignal dient,
erfolgen. Ein interner Standard ist somit nicht vonnéten, da die Flichen der Signale direkt
proportional zu den jeweiligen Protonen der entsprechenden FS sind. In der Literatur existieren
zahlreiche Studien zur Berechnung der Fettsdureverteilung aus dem 'H NMR Spektrum mit Hilfe
verschiedener mathematischer Gleichungen (Barison et al., 2010; Fauhl et al., 2000; Sacchi et al.,
1997; Vigli et al, 2003). Weitere Publikationen befassten sich mit in pflanzlichen Olen
vorkommende Phenole (Christophoridou & Dais, 2009), mit nicht verseifbaren Lipiden (Alonso-
Salces et al., 2010), mit Verunreinigungen oder Beimischungen anderer pflanzlicher Ole
(Agiomyrgianaki et al., 2010; Fang et al., 2013; Fauhl et al.,, 2000) sowie mit Verderbnis- und
Verarbeitungsparametern (Skiera et al.,, 2012a). Der Grofsteil der genannten Studien untersuchte
vorrangig Olivenol. Hier spielt insbesondere die Herkunft und Authentizitdt (Mannina et al., 2003;
Mannina & Sobolev, 2011; Montealegre et al., 2010; Rezzi et al., 2005) eine wichtige Rolle.

Die 1H NMR als auch die 13C NMR Methoden bieten hier eine Erganzung und/oder Alternative zu
den gidngigen Methoden, wie z.B. Bestimmung der Fettsdaureverteilung mittels GC-FID oder den
nasschemischen Methoden zur Bestimmung der Peroxid- (DIN EN ISO 3960, 2010) und
Anisidinzahl (ISO 6885:2006, 2006).

3.3.1 Entwicklung und Optimierung einer tH NMR Methode zur Messung
des Eifettes

Im Rahmen der Entwicklung und Optimierung der 'H NMR Messung der Eidotterlipide wurde
zunichst ein Losungsmittelgemisch gesucht, mit welchem es méglich ist, sowohl polare als auch
nicht polare Fettbestandteile bei grofdtmoglicher Auflésung zu messen. Die chemische
Verschiebung, vor allem die der Protonen an Heteroatomen, ist von der Messtemperatur und von
der enthaltenen Stoffmengenkonzentration abhédngig (Hesse et al., 2012). Dies ist unter anderem
auf austauschbare Protonen der polaren Gruppen zuriickzufiihren bzw. durch Bildung von
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den polaren Gruppen der in der Probe enthaltenen
Verbindungen untereinander und dem Loésungsmittel. Es ist moglich durch eine Veranderung
dieser Parameter die Signalbreite und somit Signaltrennung zu verandern sowie gezielt Signale
zu verschieben, sodass diese im Spektrum nicht mehr iiberlagern.

In der Literatur findet bei der Analyse von Lipiden mittels NMR vor allem deuteriertes Chloroform
(CDCl3) haufig Verwendung, da es sehr gut neutrale Lipide 16st (Barison et al., 2010; Castejon et
al,, 2014). Wenn jedoch der Anteil an polaren Lipiden am Gesamtfett steigt, ist CDCl; als alleiniges
Losungsmittel nicht mehr geeignet. Aufgrund der Unloslichkeit und der damit einhergehenden
Aggregation einiger PL in CDCl3; werden die Signale sehr breit. Es ist daher schwierig ein
Losungsmittel zu finden, welches in der Lage ist alle Lipide gut zu l6sen und die spektrale
Auflésung optimal zu nutzen und somit Signalaufspaltungen gut sichtbar zu machen. Skiera und
Mitarbeiter verwendeten fiir die Bestimmung der freien FS in pflanzlichen Olen eine Mischung
aus CDCI; und DMSO-d6 in einem Verhdltnis von 5:1 (v/v). Damit war es mdglich, die
Carboxylgruppe der FFS im 'H NMR Spektrum zu detektieren und zu bestimmen. Durch
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen der DMSO S=0 Gruppe und der COOH Gruppe der FFS
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wird der Protonenaustausch verlangsamt, wodurch die Signale der FFS schmaler werden (Skiera
et al, 2012). Wang und Hollingsworth beschreiben in ihrer Studie die Entwicklung eines
geeigneten Losungsmittels fiir die Untersuchung von Membranlipiden. Dieses besteht aus einer
Mischung aus Pyridin-d5, Deuteriumchlorid in deuteriertem Wasser (D:0), deuteriertem
Methanol (CD30D) und CDCl3 in einem Volumenverhéltnis von 1:1:2:10 (Wang & Hollingsworth,
1995). Sparling, Zidovetzki, Muller und Chan verwendeten fiir die Untersuchung von
Membranlipiden ein Gemisch aus CD30D und CDCl; im Verhéltnis 2:1 (Sparling et al., 1989).

Das Losungsmittelgemisch fiir die Eidotterlipide wurde im Rahmen einer Masterarbeit von R.
Brendel entwickelt. Das beste Ergebnis wurde mit einer Mischung aus CDClz und CD30D im
Volumenverhaltnis von 3:2 erzielt (s. Abbildung 9-2). Im Anhang 9.4 ist der Einfluss von
Losungsmittelgemisch und Temperatur auf die chemische Verschiebung und die Breite der
Signale dargestellt.

Die Temperatur beeinflusst vor allem die Lage des Restwassersignals, welches in der Probe und
in den deuterierten Losungsmitteln noch vorhanden ist. Durch eine schrittweise Erniedrigung der
Temperatur von 300 auf 290 K, war es moglich die Uberlagerung des Wassersignals mit
Lipidsignalen zu vermeiden (s. Abbildung 9-3). Dies ist wichtig, da bei der spateren Auswertung
das Wassersignal gezielt ausgeblendet werden kann. Andere Parameter wie der RG wurden der
Stoffmengenkonzentration angepasst und bei jeder Messung konstant gehalten. Die AQ und die
D1-Zeit wurden so gewahlt, dass alle Protonen vollstindig relaxieren kdnnen. Die optimierten
Parameter sind in Kapitel 8.3.1 zu finden.

Die Parameter, die fiir die Prozessierung der 1H NMR Spektren angewendet wurden, sind in
Tabelle 8-5 dargestellt. Der FID wurde mit einer gaussformigen Fensterfunktion (GM)
multipliziert. Es folgten eine automatische Phasen- und Basislinienkorrektur. Bei allen Spektren
wurde der Referenzstandard TMS auf 0 ppm gesetzt.

3.3.2 Optimierung einer 13C NMR Methode zur Messung des Eifettes

Die 13C NMR Analytik bietet bei der Untersuchung von Lipiden einige Vorteile gegeniiber den
herkémmlichen Methoden wie GC-FID oder GC-MS. Die 13C NMR ist in der Lage, ohne vorherige
Derivatisierung oder chromatographische Auftrennung detaillierte Informationen iiber die
Verteilung und den Gehalt der FS am Glyceringrundgeriist zu liefern. Auch ist bei Einhaltung
bestimmter Messbedingungen eine quantitative Aussage moglich. Diehl und Ockels zeigten, dass
sich w-3, w-6 und w-9 FS im Methylbereich im 13C NMR Spektrum unterscheiden. Es ist zudem
moglich, die Position dieser FS am Glyceringrundgeriist zu bestimmen (Diehl & Ockels, 1995;
Sacchi et al,, 1997).

Ein bedeutender Nachteil liegt in der geringen natiirlichen Haufigkeit des 13C Kohlenstoff-Isotops
(1,07 %) und der damit verbundenen langeren Messzeit. Ein anderer Nachteil, der sich im 13C NMR
Spektrum zeigt, ist die Aufspaltung der 13C Signale. Diese werden durch die Kopplung der 13C
Kerne mit 'H Kernen verursacht. Dadurch wird die ohnehin schon geringe Signalintensitat der 13C
Kerne zusatzlich auf mehrere Signale aufgeteilt. Durch eine 'H Breitbandentkopplung kann
diesem Phanomen entgegengewirkt werden. Dabei wird ein Entkopplerpuls tiber den gesamten
Protonenbereich gelegt. Dieser sorgt dafiir, dass alle 'H Kerne gleichzeitig gesattigt werden.
Dadurch kénnen sich keine !3C-'H Kopplungen ausbilden, und die 13C Signale erscheinen als
schmale Singuletts. Ein anderer Effekt, der sich dabei positiv auf die Signalintensitat auswirkt, ist
der NOE. Er fiihrt dazu, dass 13C Kerne die 'H Kerne gebunden haben, bei der Entkopplung eine
Signalverstarkung erfahren. Dies ist jedoch nicht fiir alle Kerne gleich. Methylgruppen erfahren
hier die grofdte Signalverstirkung. Durch das sogenannte ,gated decoupling” kann der NOE
genutzt werden, um die 13C Signale zu verstirken, ohne diese aufzuspalten. Hierbei wird der
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Entkopplerpuls wahrend der D1 angeschaltet und wahrend der AQ wieder ausgeschaltet. Bei
quantitativen Messungen sollte allerdings darauf geachtet werden, dass sich kein NOE entwickeln
kann, da in diesem Fall die Signalintensitdt nicht mehr proportional zu der Anzahl der Kerne ist.
Dies wird mittels ,inverse gated decoupling” erreicht. Wahrend dieser Pulssequenz wird der
Entkopplerpuls nur wahrend der AQ eingeschaltet, was dazu fiihrt, dass sich lediglich ein sehr
schwacher NOE ausbildet, der vernachladssigt werden kann. Fiir die 13C NMR Messung des Eifettes
wurde daher mittels eines inverse gated decoupling Pulsprogrammes (zgig) gearbeitet. Ohne die
Signalverstarkung durch den NOE muss die NS, welche eine negative Auswirkung auf die Messzeit
hat, heraufgesetzt werden, um eine dhnliche Empfindlichkeit zu erlangen. Eine weitere Hiirde
stellen lange T1 dar. Vor allem fiir quartire C-Atome konnen die T1 Werte bis in den
Minutenbereich annehmen. Eine Mdglichkeit lange T1 zu vermeiden, ist die Verwendung von
paramagnetischen Relaxationsbeschleunigern, wie z.B. Cr(acac)z (Grahn, 1986). Da die Eifette
weitestgehend gleiche Inhaltsstoffe in dhnlichen Konzentrationen enthalten und sich dadurch
immer vergleichbar verhalten, kénnen jedoch die Spektren auch trotz nicht vollstindiger
Relaxation miteinander verglichen werden. Auf eine Quantifizierung der Komponenten wurde
jedoch verzichtet.

Die verwendeten Parameter fiir die 13C NMR Messung sind in Kapitel 8.3.2 zu finden.

3.3.3 Entwicklung und Optimierung einer 31P NMR Methode zur Messung
und Quantifizierung der Phospholipide im Eifett

Der 31P Kern, mit einer Kernspinquantenzahl von % Spin, einer natiirlichen Haufigkeit von 100 %
und moderaten T1, ist fiir die NMR Spektroskopie sehr gut geeignet. Durch den grofden Bereich
der chemischen Verschiebung von tiber 700 ppm kommt es nur selten zu Signaltiberlagerungen.
Dadurch ist das 3'P NMR Spektrum sehr iibersichtlich. Durch zusatzliche Entkopplung der 'H
Kerne werden fiir die unterschiedlichen Phosphorverbindungen einzelne Singulettsignale
erhalten, was die Interpretation erleichtert (Gorenstein, 1984). Die Referenzierung der Signale
erfolgt konventionsgemaf3 nach IUPAC auf 85 % H3PO4 in D20 (Harris et al., 2008).

In den Anfangen der NMR wurde die 31P NMR Messung vor allem zur Strukturanalyse eingesetzt.
Erste PL Analysen mittels 31P NMR wurden bereits 1979 von Cullis und De Kruijff dazu verwendet,
um phosphorhaltige Membranlipide und ihre funktionelle Rolle zu untersuchen (Cullis & De
Kruijff, 1979). Allgemein findet die 31P NMR weite Verbreitung in den Bereichen der Biologie,
Biochemie und Medizin. Gorenstein war einer der ersten, der liber Anwendungen in diesem
Bereich ausfiihrlich berichtete (Gorenstein, 1984). Die ersten Anwendungen im
Lebensmittelbereich stammen 1985 von Vogel und Mitarbeiter, die den Metabolismus im
Rindermuskel nach der Schlachtung untersuchten (Vogel et al., 1985). Belton, Lyster und Richards
waren die ersten, die ein 31P NMR Spektrum von Kuhmilch publizierten (Belton et al., 1985). Nach
und nach fand die 3'P NMR zunehmend Verbreitung im Lebensmittelbereich. Spyros und Dais
veroffentlichten 2008 einen Uberblick iiber die bisherigen Anwendungsgebiete in der
Lebensmittelanalytik. Diese erstrecken sich iiber pflanzliche Ole (Spyros Apostolos & Dais Photis,
2000), Fleisch, Fisch (Kaffarnik et al., 2013), Milch (Andreotti et al.,, 2006; Garcia et al., 2012;
Murgia et al., 2003) und Pflanzen, bis hin zu Lebensmittelzusatzstoffen, die Phosphor enthalten,
wie Lecithine, Proteine oder Phosphate (Spyros & Dais, 2009).

Da die meisten Verbindungen im Lebensmittelbereich fiinf-bindigen Phosphor in Form von
Phosphaten besitzen, wird der spektrale Bereich auf 20-40 ppm verkleinert. Dadurch kann die
Messzeit deutlich verringert werden. PL eignen sich sehr gut fiir die Untersuchung mit 3!P NMR.
Die 31P NMR bietet sich somit als eine alternative Methode zur 'H NMR an, da die giangigsten PL
durch ihre unterschiedlichen chemischen Verschiebungen meist gut getrennte Signale liefern.
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Zudem lasst sich die chemische Verschiebung der PL-Signal mit Hilfe von Temperatur und
Losungsmittelzusammensetzung leicht beeinflussen.

3.3.3.1 Optimierung des Losungsmittels und der Messtemperatur

Die Wahl des Losungsmittels fiir die PL Analyse ist ein kritischer Parameter, da PL sehr stark von
ihrer Umgebung abhédngig sind. Durch ihren amphiphilen Charakter besitzen sie die Neigung, in
polaren und unpolaren Losungsmitteln zu aggregieren. Dies erschwert die NMR Messung und
fiihrt zu Chemical Shift Anisotropy (CSA) -Effekten, welche wiederum zu breiteren Signalen
fiihren (Spyros & Dais, 2009). Die CSA gehort zu den Relaxationsmechanismen. Die
Elektronenverteilung in chemischen Verbindungen ist grundsatzlich unsymmetrisch oder
anisotrop. Dadurch verdndert sich das lokale Magnetfeld eines Kerns und somit auch die
chemische Verschiebung in Abhangigkeit der Orientierung der Bindung zum duféeren angelegten
Magnetfeld. Normalerweise wird die CSA in Losungen durch die schnelle Brownsche Bewegung
ausgemittelt, wodurch nur eine bestimmte Frequenz oder chemische Verschiebung beobachtet
wird. Bei Kernen mit einem groféen Bereich der chemischen Verschiebung, wie z.B. 31P oder bei
verschiedenen Metallen, ist der Einfluss der Relaxation durch CSA gréfder und kann daher die
Signalbreite beeinflussen (Claridge, 2009).

Bei grofRen Molekiilen wird die Brownsche Bewegung langsamer, und die CSA-Effekte kommen
deutlicher zum Vorschein (McLaughlin et al., 1975). McLaughlin, Cullis, Berden und Richards
zeigten 1975, dass die Relaxation bei 31P Kernen feldabhangig ist, was auf die CSA zurtckgefiihrt
werden kann. Daher ist es besser PL bei niedrigen Feldern zu messen (McLaughlin et al., 1975).
London und Feigenson untersuchten 1974 die Signalbreiten von PL in einer Mischung aus
Detergenzien und Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA). Sie zeigten, dass letzteres einen
positiven Effekt auf die Linienbreite ausiibt. Zum einen ldsen sich die grofieren Aggregate in
kleineren Mizellen und zum anderen kann der pH-Wert, der einen grofien Einfluss auf die
chemische Verschiebung der polaren PL hat, stabilisiert werden (London & Feigenson, 1979). In
der Literatur sind seither unterschiedliche Herangehensweisen zu finden, die sich mit dem
Losungsverhalten von PL in verschiedenen Losungsmittelgemischen befassen. Einer der weit
verbreitetsten Ansdtze beinhaltet eine terndre Mischung aus Chloroform, Methanol und einer
wassrigen Losung mit oder ohne Chelatbildner. Die Losungsmittel konnen dabei deuteriert sein,
miissen es aber nicht, da die 'H Kerne bei der 3'P NMR Messung nicht stéren. Vollstindig
deuterierte Losungsmittel bieten dagegen die Moglichkeit die Losungen auch zur 'H und 13C NMR
Messung einzusetzen. Ein gewisser Anteil deuterieren Losungsmittels wird fiir das Locksignal
bendtigt (Hatzakis et al., 2008; Lutz & Cozzone, 2010a, 2010b; Malewicz & Baumann, 1996;
Meneses & Glonek, 1988; John M Pearce & Komoroski, 2000). Entscheidend sind die Verhaltnisse
der Losungsmittel zueinander. Von diesen hangt es ab, ob ein einphasiges oder ein zweiphasiges
Losungsmittelsystem entsteht. Zweiphasige Systeme liefern zwar Spektren, die eine gute
Signalauflosung besitzen, dennoch ist die Quantifizierung erschwert, da sich die PL in beiden
Phasen und in der Grenzschicht dazwischen befinden kénnen (Lutz & Cozzone, 2010a). Um dieses
Problem zu umgehen verwendeten Bosco Culeddo, Toffanin und Pollesello ein Gemisch aus
Dimethylformamid, Triethylamin und Guanidinchlorid, welche zusammen ein einphasiges System
bilden (Bosco et al, 1997). Andere wie Lutz und Cozzone verdnderten die Verhaltnisse der
Losungsmittel Chloroform, Methanol und Wasser so, dass diese ein einphasiges System bilden. Sie
orientierten sich dabei am Phasendiagramm , Chloroform-Methanol-Wasser®, welches von Bligh
und Dyer fiir die Fettextraktionsoptimierung verwendet wurde (Bligh & Dyer, 1959). Zudem
untersuchten sie auch den Effekt des Chelatbildners sowie den Einfluss der Temperatur auf die
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chemische Verschiebung, spektrale Auflésung und Signalbreite der PL-Signale (Lutz & Cozzone,
20104, 2010Db).

Einfluss des Chelatbildners und des pH-Wertes

In einer PL Losung enthaltene Metallkationen wie z.B. Fe2*, Mn2+, Co2+, Cu?+, Ca2+ konnen Aufgrund
ihre paramagnetischen Eigenschaften und durch Unterstiitzung der PL-Aggregation, die
Signalbreite der PL-Signale nachteilig beeinflussen. Gangige Chelatbildner wie EDTA und
Cyclohexandiamintetraessigsdure (CDTA) binden Metallkationen und vermindern dadurch den
Einfluss dieser Stoffe auf die Signalbreite. CDTA ist EDTA gegeniiber zu bevorzugen, da die
gebildeten Komplexe stabiler sind. Als passendes Gegenion fiir CDTA wird Cs* gewahlt. Es ist das
grofdte nicht radioaktive Alkalimetallkation und soll eine Komplexierung von einwertigen
Metallkationen mit den PL minimieren. Ein weiterer Einflussfaktor auf die Signalbreite ist die
CDTA Konzentration. Je nach Konzentration des Chelatbildners muss das Wasser/Methanol zu
Chloroform Verhaltnis angepasst werden, da CDTA in Losung solvatisiert vorliegt. Es ist wichtig,
alle Parameter des Losungsmittels so aufeinander abzustimmen, dass die PL geldst und in kleinen
Mizellen vorliegen. Die Stabilitit der Chelatkomplexe und das damit verbundene
Aggregationsverhalten der PL, sowie deren Mobilitat sind pH-Wert abhdngig und haben somit
einen Einfluss auf die chemische Verschiebung der PL-Signale. Der pH-Wert kann mit Hilfe der
Cs*-lonen eingestellt werden (Lutz & Cozzone, 20103, 2010b).

Nach dem Vorbild von Lutz und Cozzone wurde fiir das Eifett ein LOsungsmittelgemisch
bestehend aus CDCl3;, MeOD und wassriger CDTA-Cs-Losung so optimiert, dass mit der geldsten
Eifettprobe ein einphasiges System entstand, welches direkt zur Messung eingesetzt werden
konnte. Das beste Ergebnis wurde mit einem CDCl3/MeOD/CDTA-Lsg. Verhdltnis von
582/358/60 erreicht. Bei einer CDTA Konzentration von 0,2 mol/L und einem pH-Wert von 6
zeigte sich das beste Ergebnis in Bezug auf Losungsverhalten, Signalbreite und Signaltrennung.

Einfluss der Probenkonzentration

Die Probenkonzentration beeinflusst die Signale der PL, da bei hoheren Konzentrationen an PL
grofdere Mizellen gebildet werden. Die Bildung der Mizellengréfie ist abhingig vom molaren
Verhéltnis zwischen Wasser und PL. In grofieren Mizellen kann es vermehrt zu Wasser-
Austauschprozessen kommen, da der Anteil an freiem Wasser gegeniiber kleineren Mizellen
hoher ist. Dies fiihrt zu einer Verbreiterung der Signale. Auch kann es durch variierende
Verhéltnisse von Wasser und Methanol oder einem anderen polaren Losungsmittel, zu
Verschiebungen der Signale kommen. Dies wird durch die Wechselwirkung der Phosphatgruppe
der PL mit den polaren Gruppen des Losungsmittels bedingt. Daher ist es wichtig auf die genauen
Losungsmittelverhéltnisse zu achten, um Signaliiberlagerungen zu vermeiden. Auch werden bei
hoheren Probenkonzentrationen zunehmend Strukturen mit geordneter Anordnung wie
Lipiddoppelschichten gebildet. Dadurch wird die Mobilitat der PL sehr eingeschrankt und der
CSA-Effekt beglinstigt, was wiederum in breiteren Signalen resultiert (Lutz & Cozzone, 2010Db).

Einfluss der Temperatur

Neben dem Loésungsmittel beeinflusst die Temperatur die Lage, Form und Trennung der PL-
Signale. Die Signalbreite wird tber die molekulare Beweglichkeit und die Austauschrate der
Kationen bestimmt. Bei hoheren Temperaturen ware zu erwarten, dass sich die Signalbreite
verringert, stattdessen kommt es aber zu einer Verbreiterung der Signale (Lutz & Cozzone,
2010a). Dies ist durch gednderte intramolekulare Austauschprozesse aufgrund von
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Konformationsumwandlungen der Mizellen zu erkldren (Langevin, 1992). Auch kann eine
Erhoéhung der Temperatur zu einer Umordnung der PL-Aggregation in Form und Grof3e fithren,
was auch die Signalbreite beeinflussen kann (Lutz & Cozzone, 2010a). Die
Temperaturabhingigkeit der chemischen Verschiebung der PL-Signale ist in der polaren
Kopfgruppe begriindet, die durch verdnderten Ionenaustausch sowie Struktur und
Aggregationsgrad beeinflusst wird (Langevin, 1992). Diese Temperaturabhdngigkeit der
chemischen Verschiebung der PL kann dazu verwendet werden durch eine Anderung der
Temperatur, die Signale von PL, die iiberlagern, voneinander zu trennen. Als optimale
Messtemperatur wurde 295 K gewahlt, da bei dieser Temperatur und den anderen gewdahlten
Bedingungen die SM- und das PE-Signale getrennt voneinander vorliegen.

3.3.3.2 Identifizierung und Quantifizierung der Phospholipide mittels 31P
NMR

Fiir die Identifizierung und Quantifizierung von PL gibt es verschiedene analytische Methoden.
Grundsatzlich lassen sich diese in chromatographische und spektroskopische Methoden einteilen.
Bei den chromatographischen Methoden werden im Hinblick auf die Identifizierung vor allem die
HPLC und die DC angewendet. Die Auftrennung kann aufgrund der unterschiedlichen Kettenlange
und des Sattigungsgrades der FS iiber eine Umkehrphase erfolgen oder mittels Normalphase
durch die unterschiedlich polaren Phosphatester. Allerdings kann es bei Letzteren auch zu
Auftrennungen in Abhingigkeit der veresterten FS kommen, was eine Identifizierung ohne
entsprechende Standardsubstanzen erschwert. Die Detektion kann mit Standarddetektoren wie
UV oder ELSD erfolgen, jedoch sind diese Methoden nicht sehr selektiv. Der UV-Detektor ist
abhangig von den Doppelbindungen und dem Umfang des m-Elektronensystems. Der ELSD
detektiert dagegen unabhangig von Doppelbindungen. Bei UV-Detektoren sowie auch ELSD ist ein
Vergleich der Retentionszeiten der Standardsubstanzen unabdingbar. Dies stellt einen der
grofdten Nachteile der chromatographischen Methoden dar. Bei der Analytik der PL mittels GC ist
der grofdte Nachteil, dass die Lipide nicht intakt analysiert werden koénnen. Durch eine
Derivatisierung nach z.B. alkalischer Hydrolyse konnen nur die FS analysiert werden. Durch eine
Bestimmung der Fettsaurezusammensetzung der PL ist es allerdings moglich, eine Aussage iiber
die Herkunft der PL zu treffen (Lendrath et al.,, 1991). Methoden, die auf der MS beruhen, werden
in der Lipidanalytik oft in Kombination mit der GC verwendet. Bei
Fliissigchromatographieverfahren ist es jedoch mittlerweile durch sogenannte ,sanfte”
lIonisierungstechniken auch mdoglich, intakte PL zu bestimmen. Ein Beispiel hierfiir ist die
Elektrosprayionisation (electrospray ionisation, ESI). Ein anderes Beispiel fiir eine sanfte
lonisierungstechnik ist die matrix assisted laser desorption (MALDI) mit offline HPLC. Die
Analyten werden dabei mittels HPLC aufgetrennt und anschlieffend zusammen mit einer
speziellen Matrix prapariert. Bei der MALDI-MS findet nur eine geringfiigige Fragmentierung
statt, was die Bestimmung erleichtert (Schiller & Arnold, 2002).

Fiir die Quantifizierung spielt vor allem die HPLC, gekoppelt mit MS, die grofdte Rolle (Schiller &
Arnold, 2002). Eine Quantifizierung ist auch mittels DC méoglich, hier werden die PL meist an einer
Hochleistungsdiinnschichtchromatographieplatte (high performance thin layer
chromatographie, HPTLC) nach ihrer PL-Klasse aufgetrennt und unter Verwendung von einem
Detektionsreagenz sichtbar gemacht. Anschliefend werden die PL densitometrisch mit Hilfe einer
externen Kalibrierung von Standardsubstanzen bestimmt (Essig & Kovar, 2001).

Die 3P NMR, die zu den spektroskopischen Methoden zahlt, bietet gegeniiber den
chromatographischen Methoden den Vorteil, dass die Phospholipidklassen einzeln identifiziert
und gleichzeitig in einer Messung quantifiziert werden kénnen. Fiir die Quantifizierung wird
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lediglich ein einzelner Standard, der nicht strukturell gleich sein muss, bendtigt. Auf
Besonderheiten, die bei der Quantifizierung mittels 3P NMR beachtet werden sollten, wird im
nichsten Abschnitt genauer eingegangen. Helmerich und Koéhler verglichen in einer Studie
verschiedene Methoden zur quantitativen Bestimmung von PL aus verschiedenen kommerziellen
Lecithinen. Sie verwendeten dafiir HPLC-UV, HPTLC mit anschliefiender densitometrischen
Bestimmung und 31P NMR. Sie zeigten, dass alle Methoden vergleichbare Ergebnisse liefern. Der
grofdite Nachteil der 31P NMR ist die geringe Empfindlichkeit, die, verglichen mit den beiden
anderen Methoden, um den Faktor 10-70 kleiner ist (Helmerich & Koehler, 2003).

In der Literatur gibt es verschiedene Beispiele, in der die 3'P NMR fiir Quantifizierungszwecke
Anwendung findet. Im Bereich der Medizin kénnen mit Hilfe der quantitativen 31P NMR sich
andernde Gehalte von PL in bestimmten Gewebearten und Membranen untersucht werden, um
z.B. Krankheiten leichter zu identifizieren (] M Pearce & Komoroski, 1993; Schiller & Arnold,
2002). So kann der Anteil der in Hirngewebe vorkommenden PL Klassen, bezogen auf den
Gesamtgehalt der PL berechnet werden. Durch die Bestimmung der relativen Gehalte der
einzelnen PL Klassen zueinander kénnen diese dann bei verschiedenen Krankheiten vergleichen
werden (John M Pearce et al., 2009). Im Lebensmittelbereich findet die quantitative 31P NMR vor
allem bei der Authentifizierung Anwendung. Hatzakis und Mitarbeiter entwickelten eine
Methode, mit der sie die PL in Olivendl quantitativ unter Verwendung des internen Standards
Triphenylphosphat (TPP) bestimmten (Hatzakis et al, 2008). Murgia, Mele und Monduzzi
quantifizierten die PL-Gehalte in Kuh- und Schafmilch, wobei sie 1,2-Dimyristoylphosphatidyl-
ethanolamin als internen Standard einsetzten. Sie konnten zeigen, dass der PL-Gehalt der Milch
durch die Fiitterung beeinflusst werden kann (Murgia et al., 2003). Bei einem Vergleich der PL-
Anteile von Biiffel- und Kuhmilch konnte gezeigt werden, dass diese Milcharten anhand der PL
nicht unterscheidbar sind (Andreotti et al, 2006). Garcia und Mitarbeiter untersuchten
verschiedene Milcharten von Sadugetieren auf ihre PL-Zusammensetzung und quantifizierten
diese unter Verwendung von Methylendiphosphonsidure als externen Standard (Garcia et al.,
2012).

Besonderheiten bei der Quantifizierung mittels 31P NMR

Bei 31P ist der NOE-Effekt durch 'H-31P dipolare Wechselwirkungen positiv, was zu einer
Signalverstarkung fiihrt. Fiir die Quantifizierung ist dieser Effekt jedoch unerwiinscht, weshalb
mit einem ,inverse gated decoupling” Pulsprogramm (zgig) gemessen wird (Braun et al., 2000;
Spyros & Dais, 2009). Bei der 31P NMR wie auch bei der 13C NMR ist die Spanne an T1 sehr breit
und kann iiber wenige Sekunden bis in den Minutenbereich reichen. Fiir den Fall, dass die T1 zu
lang sind und dadurch die Messzeit stark erhoht wird, koénnen paramagnetische
Relaxationsbeschleuniger wie z.B. Cr(acac)z hinzugegeben werden. Fiir die Messung von PL ist
dies nicht notwendig, da sich die T1 je nach Losungsmittel im Bereich von 1-3 s befindet (Murgia
et al, 2003). Bosco und Mitarbeiter untersuchten den Einfluss von verschiedenen
Losungsmittelgemischen auf die T1 von Lecithin und fanden fiir die verschiedenen PL T1 von 1-
1,5 s (Bosco etal., 1997).

Aufgrund der Losungsmittelabhdngigkeit von T1 wurde fiir das verwendete
Losungsmittelgemisch von CDCl3/MeOD/CDTA-Lsg. (582/358/60) die T1 der PL mittels
Inversion recovery-Experiment ,tlirpg“ bestimmt. Bei dieser Pulssequenz werden durch eine
zusatzliche Breitbandprotonenentkopplung (pg steht fiir power gated decoupling) wahrend der
gesamten Sequenz die Kopplungen zwischen 'H und 3'P Kernen unterdriickt, wodurch alle 3P
Signale nur noch aus Singuletts bestehen. Eine Ubersicht und genauere Beschreibung der
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verwendeten NMR Experimente sind im Anhang in Kapitel 9.5 zu finden. Bei der Bestimmung der
T1 fiir die PL ergaben sich Werte zwischen 0,5 und 2 s, was in guter Ubereinstimmung mit von
Bosco und Mitarbeitern publizierten Werten ist (Bosco et al., 1997).

Fiir die Quantifizierung ist es erforderlich, die molare Masse der einzelnen PL zu ermitteln. Diese
ergibt sich bei den PL aus dem Glyceringrundgeriist, der Phosphatgruppe, einem veresterten
Alkohol (Cholin, Ethanolamin, Inositol) und den veresterten FS. Bei den veresterten FS der PL
handelt es sich zum grofdten Teil um gesattigte und ungesattigte Formen der Palmitinsdure
(C16:0) und Stearinsdure (C18:0). Die Angaben der Fettsdurezusammensetzung, die fiir die
Berechnung der molaren Masse der PL verwendet wurden, sind im Anhang (Tabelle 9-3)
angegeben. Die Fettsdurezusammensetzungen von PC, PE und SM basieren auf verschiedenen
Literaturquellen, die sich mit der Analyse der FS der PL aus Eifett befassten. Fiir PI konnte keine
Fettsdurezusammensetzung fiir Eifett in der Literatur gefunden werden, daher wurde die
Fettsdurezusammensetzung von PI aus verschiedenen Studien, die sich mit der Analyse von
Gewebearten unterschiedlicher Tiere befassten, evaluiert und ein Mittelwert daraus gebildet.
Dieser wurde fiir die Berechnung der molaren Masse der FS in PI verwendet. Fiir LPC und LPE
wurden die Angaben zu den FS aus dem Zertifikat der Standardsubstanzen entnommen, da diese
aus Eifett extrahiert wurden.

Referenzierung und Quantifizierung von 31P unter Verwendung eines internen und
externen Standards

Die Referenzierung der 31P NMR Signale erfolgt wie bereits beschrieben standardméfig iiber eine
externe Standardlosung, die 85% H3POs in D20 enthilt. Allerdings kann auch auf andere
Substanzen, die der Losung zugegeben werden, referenziert werden. Die Zugabe eines internen
Standards bietet den Vorteil, dass dadurch die Moglichkeit besteht, diesen auch zur
Quantifizierung einzusetzen. Murgia, Mele und Monduzzi verwendeten Trimethylphosphat (TMP)
zur internen Referenzierung und Quantifizierung von PL in verschiedenen Milchproben. TMP hat
allerdings den Nachteil, dass seine T1 im Vergleich zu den PL mit 9,55-14,81 s sehr lang ist
(Hatzakis et al.,, 2008; Murgia et al., 2003). Andere verwendeten fiir die Referenzierung und
Quantifizierung Triisobutylphosphat (TIBP) (Balsgart et al, 2016) oder TPP, mit deutlich
kiirzeren T1 von 1,44 und 2,12-4 s (Hatzakis et al.,, 2008; Weber et al., 2015). Der Nachteil von
TPP ist seine chemische Verschiebung. Diese ist mit -17,60 ppm weiter entfernt von den
chemischen Verschiebungen der PL, die sich im Bereich zwischen 1 bis -1 ppm befinden. Durch
die groflere Entfernung muss das Aufnahmefenster erweitert werden, was sich bei gleicher
digitaler Aufléosung negativ auf die Messzeit auswirkt. An den Randern des Spektrums sollte
jeweils ein Abstand von mindestens 2 ppm zum ersten Signal eingehalten werden, welches
quantifiziert werden soll. Dies ist wichtig, da nur so gewdhrleistet werden kann, dass die
randstdndigen Signale eine richtige Signalfliche aufweisen (Beyer, 2011).

Meneses und Glonek verwendeten Glycerophosphatidylcholin (GPC) als internen Standard fiir die
Bestimmung der PL in unterschiedlichen Matrices (Meneses & Glonek, 1988). GPC ist ein nattirlich
vorkommendes PL, welches jedoch nicht im Eigelb vorhanden ist. Ein Vorteil ist die chemische
Verschiebung von GPC. Das GPC-Signal zeigt keine Uberlagerung mit anderen im Eifett
enthaltenen PL-Signalen. Durch die Verwendung von GPC als internen Standard kann die
spektrale Weite kleiner gewahlt werden, wodurch die Messzeit verkiirzt werden kann. Zudem
besitzt GPC eine mit den anderen im Eifett enthaltenen PL vergleichbare T1 von 2,096 s. Daher
wurde GPC auch in dieser Arbeit als interner Quantifizierungsstandard fiir die PL im Eifett
verwendet. Der GPC-Standard wurde zuvor mittels 'H NMR und einem zertifizierten
Referenzstandard auf Gehalt und Reinheit liberpriift.
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Zur internen Referenzierung der chemischen Verschiebungen wurde das PC-Signal verwendet.
Meneses und Glonek beschrieben PC als eines der PL, bei dem die chemische Verschiebung auch
unter wechselnden Losungsmittelzusammensetzungen konstant bleibt (Meneses & Glonek,
1988). In Vorversuchen konnte dieses Verhalten bestatigt werden. Es zeigte sich, dass das PC-
Signal keine Verdnderungen in Abhdngigkeit von Temperatur und pH-Wert aufweist. Die
Verwendung von PC als interner Referenzstandard ist von Vorteil, da dieser nicht zusatzlich zur
Losung hinzugegeben werden muss. Zudem ist PC immer in dhnlichen Konzentrationen im Eigelb
vorhanden, und somit unterliegt die chemische Verschiebung keinen Schwankungen aufgrund
von Konzentrationsunterschieden.

Fiir einen Vergleich unterschiedlicher Quantifizierungsmethoden bei der 31P NMR wurden bei
dieser Arbeit sowohl eine Quantifizierung unter Verwendung eines internen Standards als auch
eine Quantifizierung unter Verwendung eines externen Standards durchgefiihrt. Der
einfachheitshalber wurde fiir Herstellung des externen Quantifizierungsstandards eine Mischung
aus GPC und PC im terndren 3P NMR Ldésungsmittelgemisch verwendet. Das NMR Réhrchen
wurde nach Befiillung abgeschmolzen und auf Dichtigkeit tiberpriift. So wird sichergestellt, dass
Anteile des Losungsmittels nicht verdampfen kénnen und zu einer Konzentrationsdnderung
fiihren. PC dient wie auch in den Probenlésungen zur Referenzierung der chemischen
Verschiebung. Die externe Standardlésung wurde auch bei Probenserien, die den internen
Standard enthielten, mitgemessen.

Die NS wurden so gewahlt, dass sie einen guten Kompromiss zwischen Messzeit und S/N bilden.
Die genauen Messparameter sind in Kapitel 8.3.3 in Tabelle 8-7 zu finden. Die
Prozessierungsparameter sind in Tabelle 8-8 beschrieben. Bei der Prozessierung wurde das PC-
Signal auf -0,7 ppm gesetzt. Die Integration erfolgte mittels automatischer Integration in TopSpin.
Hierbei wurden fiir die verschiedenen PL bestimmte Integrationsbereiche festgelegt.

3.4 Gaschromatographische Bestimmung der
Fettsaureverteilung im Eifett

Die Fettsdureverteilung wird routinemafdig mittels GC-FID bestimmt. Das Fett, welches zum
grofdten Teil aus TAG besteht, wird mit geeigneten Methoden extrahiert, anschliefSend werden die
am Glyceringrundgertiist veresterten FS zu FSME umgeestert (L 13.00-45 BVL, 2018). FSME sind
leichter fliichtig als andere Fettsdureester und konnen daher gut zur GC eingesetzt werden, ohne
dass sie sich im heifden Injektor zersetzen. Fiir die Umesterung stehen unterschiedliche Methoden
zur Verfiigung. Die Umesterung kann basen- oder sidurekatalysiert erfolgen. Die basenkatalysierte
Umesterung lauft sehr schnell und unter milden Temperaturen ab. Die NaOH- oder KOH-
katalysierte Umesterung von TAG bendtigt bei Raumtemperatur wenige Minuten. Der Nachteil
der basenkatalysierten Umesterung ist, dass FFS nicht verestert werden, da Basen zwar die
Umesterung katalysieren, nicht aber die Veresterung. Die saurekatalysierte Veresterung kann z.B.
mittels BF3;, H,SO4 oder HCI erfolgen (Ke-Shun, 1994). Der Nachteil von BF3 ist zum einen seine
gesundheitsschadliche Wirkung und zum anderen seine geringe Lagerfahigkeit. H.SO, ist eine
sehr viskose, stark atzende Saure, deren Handhabung Vorsicht erfordert. Bei hoheren
Temperaturen oder hohen Sdaurekonzentrationen, die iiberwiegend bei der sdurekatalysierten
Veresterung Verwendung finden, kann es zu Artefaktbildung der FS kommen. HCI stellt eine
mildere Alternative zu den genannten Sduren dar, mit der eine fast vollstindige Veresterung
erzielt wird. Allerdings ist die Herstellungsmethode fiir die methanolische HCI mit erheblichem
Aufwand verbunden und die kaduflich erwerbbaren Produkte oft teuer. Es ist mdglich, mit allen
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genannten Methoden verladssliche Werte zu erzielen, wenn bestimmte Vorsichtsmafinahmen und
Vorgehensweisen eingehalten werden. Auch muss beriicksichtigt werden, aus welchen
Bestandteilen das Fett besteht und ob FFS erfasst werden sollen (Ke-Shun, 1994; Sheppard &
Iverson, 2012).

Bei der anschliefenden gaschromatographischen Trennung werden die FSME nach ihrer
Kettenldnge, dem Grad der Ungesattigtheit und der Konfiguration der Doppelbindung(en) (cis-
/trans-Isomere) aufgetrennt. Fiir die Trennung finden v.a. polare Sdulen mit stationdren Phasen
aus Cyanoalkyl-Polysiloxan oder Cyanopropyl-Polysilphenylen-Siloxan Anwendung (L 13.00-45
BVL, 2018). In der amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB und in der
Methodensammlung der ,American Oil Chemists Society” (AOCS) gibt es verschiedene
Empfehlungen, welche Sdulen am besten fiir welche Zwecke in der Fettsdureanalytik geeignet
sind (L 13.00-45 BVL, 2018).

Fiir die Bestimmung der Fettsdureverteilung im Eifett fand in dieser Arbeit ein bestehendes und
validiertes Priifverfahren vom CVUA Karlsruhe Anwendung. Es handelt sich dabei um eine
Methode, mit der die Gehalte an trans-Fettsduren und die Fettsdureverteilung in pflanzlichen
Fetten und Olen bestimmt werden. Das Verfahren besteht aus einer kalten alkalischen
Umesterung mit Kaliummethylat und der anschliefRenden Auftrennung der FSME mittels GC unter
Verwendung einer Poly(Biscyanopropyl-Siloxan)-Phase. Eine genaue Beschreibung der Methode
und der Parametereinstellungen ist in Kapitel 8.5 zu finden. Die Eifettproben wurden in Serien fiir
die GC-Messung vorbereitet. Eine Probenserie bestand aus ca. 10-20 Proben. Die Zuordnung der
FSME erfolgte mittels Standardsubstanzen, die bei jeder Messserie in den Standardlésungen
,Omega-Test“ und ,Butter/Margarine-Test" enthalten sind und bei jeder Messung mitanalysiert
wurden. Die Herstellung der beiden Testlésungen und die darin enthaltenen FSME sind in Kapitel
7.2 (Tabelle 7-3) genauer beschrieben. Fiir einige FS erfolgte bei der Zuordnung eine Absicherung
durch GC-MS. Dies geschah im Rahmen einer Masterarbeit von R. Brendel. Fiir die Identifizierung
der FS wurde dafiir eine spezielle Derivatisierungsmethode mit 2-Amino-2-methyl-1-propanol
durchgefiihrt. Aus den einzelnen FS entsteht bei dieser Derivatisierung ein 4,4-Dimethyloxazolin
(DMOX) FS-Derivat, welches im MS je nach Lage der Doppelbindung zu charakteristischen
Fragmentmustern fiihrt.

Der Gehalt der einzelnen FS wird als relative Massenanteile der FS bezogen auf alle FS bestimmt.
Fir die Uberpriifung der Aufarbeitung und Messung auf Reproduzierbarkeit wurde eine
Reproduzierbarkeitsprobe (R-Probe), die aus einer Eiprobe bestand, verwendet. Diese wurde an
drei aufeinander folgenden Tagen fiinf Mal aufgearbeitet und vermessen. Die R-Probe wurde
zudem bei einigen Probenserien als Qualititsprobe zur Uberpriifung der Aufarbeitung und
Messung mitgefiihrt.

3.5 Datenverarbeitung - Multivariate Datenanalyse

Fiir die Analyse der 'H NMR Daten wurden verschiedene chemometrische Verfahren angewandt.
Die Chemometrie ist eine chemische Teildisziplin, die sich damit beschaftigt, mathematische und
statistische Methoden fiir die optimale Planung, Durchfiihrung und Auswertung von chemischen
Experimenten auszuwdhlen und zu entwickeln. Die Methoden selbst stammen aus der
multivariaten Datenanalyse. Mit ihnen ist es moglich, mehrere Variablen gleichzeitig zu
untersuchen und so Zusammenhange und Abhéngigkeiten voneinander aufzuzeigen. Die grofien
Datenmengen der NMR sind daher pradestiniert, um mit diesen Techniken analysiert zu werden.
Im Vergleich zur univariaten Datenanalyse bietet der multivariate Ansatz einige Vorteile. Der
Informationsverlust ist deutlich geringer, da die gesamten Daten in die Auswertung miteinfliefsen
und nicht nur spezifische Bereiche oder einzelne Signale. Dadurch ist es moglich Abhangigkeiten
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der Variablen voneinander zu erkennen, was gerade bei biologischen Proben sehr wichtig ist. Des
Weiteren wird bei der univariaten Analyse ein grof3eres Vorwissen der Probenzusammensetzung
vorausgesetzt, um die richtigen Variablen fiir die Analyse auszuwdahlen. Weiter koénnen
tiberlagernde Signale durch andere chemische Komponenten, eine verschobene Basislinie oder
abnormale Proben die Auswertung erschweren. Bei der multivariaten Analyse sind diese
JAusreifder” bei einer grofen Anzahl an Spektren leichter als bei der univariaten Analyse zu
identifizieren (Ebrahimi et al., 2017).

Die univariate Datenanalyse der 1H NMR Daten erfolgte in Form eines Kruskal-Wallis Tests. Die
Multivariate Datenanalyse (MVDA) bestand aus einer Hauptkomponentenanalyse oder principal
component analysis (PCA) mit linearer Diskriminanzanalyse (LDA).

Die Datenanalyse erfolgte mit Hilfe eines vorgefertigten Skriptes? in MATLAB (MathWorks,
Natick, MA, USA).

3.5.1 Datenvorbehandlung

Fiir die Datenvorbehandlung wurden alle in TopSpin prozessierten 'H NMR Spektren in MATLAB
eingeladen. Die Spektrenbereiche, die Restldsungsmittelsignale oder andere fiir die Auswertung
nicht relevante Signale enthalten, wurden fiir die Analyse ausgelassen. In Tabelle 3-1 ist eine
Zusammenfassung der relevanten Parameter der Datenvorbehandlung dargestellt.

Anschlieféend wurde eine Bucketierung der Spektren durchgefiihrt. Das Bucketieren ist eine
Methode der Datenreduktion, bei welcher das NMR Spektrum in viele gleichgrofie Bereiche
aufgeteilt wird. Die Intensitdten werden dabei aufsummiert, dadurch wird die Flache jeder dieser
Bereiche anstelle der einzelnen Intensititen der Datenpunkte fiir die Analyse verwendet. Dies
ermoglicht, die Anzahl an Variablen zu reduzieren. Die Bereichsgrofde eines Buckets kann dabei
frei gewahlt werden. Das gesamte Spektrum oder nur ein Teilbereich kann bucketiert werden,
indem entweder die Bucketgrofie oder die Anzahl der Buckets festgelegt wird (Holmes, Elaine et
al,, 1994; Sousa et al., 2013). Ein Vorteil des Bucketierens ist neben der Datenreduktion, dass
eventuell vorhandene Signalverschiebungen in den Spektren, die durch pH- wund
Temperaturunterschiede oder geratetechnische Instabilititen entstehen konnen, bei der
Auswertung nicht mehr so stark ins Gewicht fallen (Winning et al., 2008).

Tabelle 3-1: Relevante Parameter der Datenvorbehandlung

Parameter Signalbereich Signalzuordnung Kommentar
[ppm]
Ausschliisse 33-5 - Restwassersignal Die Signale des
- Signal des Triacylglyceridgrundgeriiste,
teildeuterierten des teildeuterierten Methanols
Methanols und des Restwassersignals
- Teilbereich der wurden von der Analyse
Phospholipid- ausgeschlossen, da sie keinen
signale* signifikanten Einfluss auf die
- Bereich des Untersuchung haben.
Triacylglycerid-
grundgertistes

2 Das vollstandige MATLAB-Skript, welches fiir die Analyse der 'H NMR Daten verwendet wurde, ist in der
digitalen Version dieser Arbeit beigefiigt.
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Bucketierung 05-72 Ausschluss des
Tetramethylsilansignals und
des Chloroformsignals,
insgesamt werden 2000
Buckets verwendet. Unter

Beriicksichtigung der
Ausschliisse sind es 1493
Buckets.
Normalisierung 3,57 - 3,63 Methylengruppe des s. univariate Datenanalyse
Phosphatidylcholin-
signals

* nur einige 1H Signale der PL von PC und PE befinden sich in diesem Ausschlussbereich. Sie
konnen ausgeschlossen werden, da im Spektrum noch weitere Signale von PC und PE vorhanden
sind, die in die weiteren Analysen miteinflief3en.

Die 1H NMR Eifettspektren wurden im Bereich von 0,5 bis 7,2 ppm in 2000 gleichgrofde Buckets
aufgeteilt. Vor dem Bucketieren und vor den oben beschriebenen Ausschliissen bestand ein
prozessiertes 'H NMR Eifettspektrum aus insgesamt 131072 (SI) Datenpunkten. Dies entspricht
131072 Variablen, die fiir die anschliefRende MVDA zur Verfiigung stehen. Durch das Bucketieren
sind es noch 2000 Buckets oder Variablen, und nach Beriicksichtigung der oben genannten
Ausschliisse verbleiben 1493 Buckets, die fiir die weitere Analysen verwendet wurden.

Normalisierung

Die Normalisierung der NMR Spektren ist wichtig, da es aufgrund von unterschiedlichen
Einwaagen und der Probenprdparation zu  Konzentrationsunterschieden  und
Fiillstandvariationen in den Messrohrchen kommen kann. Ein weiterer Einflussfaktor, der sich auf
die Reproduzierbarkeit auswirken kann, ist ein nicht gleichbleibender Shim, der zu
Intensitatsunterschieden zwischen den Spektren fiihrt. Eine Normalisierung der Spektren wirkt
diesen systematischen Fehlern entgegen (Ebrahimi et al., 2017). Ein Nachteil kann dagegen der
Eintrag einer falschen Abhangigkeit der Daten sein (Capozzi et al., 2011). Es gibt unterschiedliche
Methoden nach denen normalisiert werden kann:

1) Bei der Integral-Normalisierung wird davon ausgegangen, dass die Integrale eines Spektrums
in direkter Beziehung zu der Konzentration einer Probe stehen. Das heifdt, dass bei Spektren einer
linearen Konzentrationsreihe auch die Integrale entsprechend linear sind. Bei dieser Methode
wird jedes Signal durch das Integral des gesamten Spektrums oder einem Teil davon dividiert.
Somit werden alle Signale auf das gleiche Integral normalisiert. Bei dieser Art der Normalisierung
werden vor allem Unterschiede durch die Probeneinwaage beriicksichtigt.

2) Durch die Verwendung eines internen Standards, welcher immer zu gleichen Gehalten
enthalten ist oder eines elektronisch erzeugten Signals wie z.B. ERETIC (s. Kapitel 1.6.2). Bei
dieser Normalisierungsmethode werden v.a. messtechnische Aspekte wie der Shim
berticksichtigt.

3) Bei der Probabilistic Quotient Normalisierung wird das Spektrum nach seiner
wahrscheinlichsten Verdiinnung normalisiert. Diese wird mit Hilfe eines Referenzspektrums
ermittelt. Dabei werden die Quotienten verschiedener Amplituden des Spektrums und des
Referenzspektrums gebildet und die wahrscheinlichste Verdiinnung berechnet. Der Unterschied
zu Integral-Normalisierung ist, dass nicht alle Signale eines Spektrums zur Berechnung der
Verdiinnung miteinbezogen werden, sondern nur die Intensititen von einigen Signalen. Diese
Normalisierungsmethode ist dann geeignet, wenn davon ausgegangen wird, dass einige
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Verbindungen in einer Probe Konzentrationsschwankungen aufweisen, wie das beispielsweise
bei Urin der Fall sein kann (Dieterle et al., 2006).

Bei der internen Standardmethode kann auch der verwendete Referenzierungsstandard zur
Normalisierung verwendet werden. Allerdings muss z.B. bei TSP darauf geachtet werden, dass
dieses nicht von Proteinen in der Messlosung komplexiert wird. Eine Normalisierung auf TMS ist
nur dann ratsam, wenn sichergestellt werden kann, dass sich die Konzentration aufgrund der
Leichtfliichtigkeit nicht dndert. Eine andere Mdoglichkeit ist es, eine Verbindung zu verwenden, die
natiirlich in allen Proben in ungefdhr gleichen Gehalten vorkommt oder die entsprechend mit
etwas Bekannten Korreliert werden kann. Ein Beispiel dafiir ist Kreatinin, welches in der
klinischen Chemie als ein solcher Normierungsstandard eingesetzt wird, da dessen Gehalt
proportional zur Muskelmasse ist (Savorani et al.,, 2013). Diese Art der Normalisierung sollte
allerdings nur dann angewendet werden, wenn die zugrundeliegenden biologischen Prozesse
bekannt sind. Kreatinin als interner Normierungsstandard sollte beispielsweise nur dann
angewendet werden, wenn keine Stoffwechseldysregulation vorliegt (Emwas et al., 2018).

In dieser Arbeit wurden alle 'H NMR Eifettspektren auf die Methylengruppe neben der
Cholingruppe des PC-Signals (s. Abbildung 4-5 Signal Nr. 6) normalisiert. Durch die univariate
Datenanalyse, welche im nachsten Kapitel ndher beschrieben wird, konnte gezeigt werden, dass
dieses Signal und demnach diese Verbindung keine signifikante Variation zwischen den
unterschiedlichen Haltungsgruppen aufweist und somit gut zur Normalisierung eingesetzt
werden kann. Abbildung 3-1 zeigt das PC-Signal vor und nach der Normalisierung der Spektren.

«10°
10F

Abbildung 3-1: Multiplettsignal der Methylengruppe des Phosphatidylcholins bei 3,57 - 3,63 ppm. A zeigt das
Signal von mehreren Spektren, die iiberlagert wurden vor und B nach der Normalisierung

Skalierungsmethode

Das Skalieren der Daten wird verwendet, um den Einfluss von Signalen, die bestimmte biologische
oder chemische Informationen enthalten und zur Unterscheidung beitragen, bei der Auswertung
hervorzuheben und Signale mit weniger Unterscheidungskraft zu minimieren. Die zwei
bekanntesten Methoden dafiir sind das Autoscaling und das Pareto Scaling, die beide vor allem
bei der Auswertung im Bereich der Metabolomik Anwendung finden.

Beim Autoscaling oder auch ,Unit Variance Scaling® wird die Standardabweichung als
Skalierungsfaktor verwendet, d.h., dass von allen Variablen jeweils der Mittelwert abgezogen und
durch die jeweilige Standardabweichung dividiert wird. Alle Variablen besitzen dadurch eine
Standardabweichung von eins und sind somit gleich wichtig. Der Vorteil dieser Art der Skalierung
ist, dass kleinere Signale, die eventuell mafdgeblich fiir die Unterscheidung sind, nach der
Skalierung den gleichen Einfluss haben wie grofie Signale. Der Nachteil dieses
Skalierungsverfahren liegt darin, dass das Rauschen unter Umstanden einen zu grof3en Einfluss
erhdlt. Beim Pareto Scaling wird stattdessen die Quadratwurzel der Standardabweichung als

44



Skalierungsfaktor verwendet. Dominierende Signale verlieren dadurch etwas an Einfluss,
wahrend kleinere Signale an Bedeutung gewinnen. Allerdings bleibt die Grundstruktur der Daten
dadurch in h6herem Mafie erhalten als beim Autoscaling (Ebrahimi et al., 2017).

Fiir die weitere Datenanalyse wurden die normalisierten Spektren dem Autoscaling unterzogen.

Normalverteilung der Daten

Die meisten NMR-Daten bei der Untersuchung von Lebensmittelmatrizes oder in Studien der
Metabolomik weisen eine rechtsschiefe Verteilung auf. Dies liegt darin begriindet, da die
Konzentrationen der enthaltenen Substanzen in diesen Matrizes nicht negativ werden kénnen
(Schiitz, 2012). Fir viele statistische Untersuchungen wie z.B. der PCA und LDA ist eine
Normalverteilung der Daten allerdings von Vorteil, da dies eine Interpretation der erstellten
Modelle erleichtert. Mit Hilfe der Log-Transformation konnen rechtsschief verteilte Daten zu
normalverteilten Daten transformiert werden. Dabei werden die einzelnen Werte der Daten mit
dem Logarithmus zur Basis 10 multipliziert. Hohere Werte werden dadurch niher zum Median
hin verschoben und niedrige Werte dagegen weiter weg (Kessler, 2007).

3.5.2 Univariate Datenanalyse - Kruskal-Wallis Test

Der Kruskal-Wallis Test ist ein parameterfreier statistischer Test mit dem &quivalent zur
Varianzanalyse gepriift wird, ob verschiedene Gruppen sich unterscheiden oder nicht. Die
Voraussetzung ist, dass die Daten der Gruppen ordinalskaliert sind, sprich nach einer Rangfolge
geordnet werden konnen (Kruskal & Wallis, 1952). Er findet v.a. dann Anwendung, wenn die
Voraussetzung der Normalverteilung der Daten nicht erfiillt ist. Dies trifft auf die die meisten NMR
Daten von Lebensmittelmatrizes zu. Die gemessenen 'H NMR Spektren der Eifettproben konnen
unter Verwendung des Kruskal-Wallis Tests univariat ausgewertet werden, um Unterschiede der
Haltungsgruppen im Spektrum zu ermitteln und anzuzeigen. Dafiir werden die Spektren in die
drei Haltungsgruppen, Bodenhaltung, Freilandhaltung und Biohaltung, unterteilt. Fiir jede
Variable (Bucket) wird der Test einzeln angewendet. Daher muss dieser Test bei NMR Spektren
mehrere Male wiederholt werden, sodass alle Buckets iiber den gesamten ppm Bereich liberpriift
werden. Bei diesem multiplen Testen in der gleichen Probe muss allerdings die Alpha-Fehler-
Kumulierung berticksichtigt werden. Das heif3t, je mehr Hypothesen innerhalb eines Datensatzes
getestet werden, desto wahrscheinlicher ist es, dass eine dieser Hypothesen zutrifft. Die
sogenannte versuchsbezogene Irrtumswahrscheinlichkeit berechnet sich durch folgende Formel:

Formel 11
1-(1-a)k

mit k der Anzahl der zu testenden Nullhypothesen (entspricht den unabhangigen Variablen) und
mit a dem Signifikanzniveau. Wird beispielsweise bei einem unabhingigen Signifikanztest ein
Signifikanzniveau von a = 0,05 (dies entspricht 5 % eine falsche Entscheidung zu treffen) gewahlt
und mit k = 5 Variablen innerhalb des gleichen Datensatz getestet, betragt die versuchsbezogene
Irrtumswahrscheinlichkeit 0,23. Das bedeutet, dass anstelle von 5 % aller Proben, 23 % der
Proben abgelehnt werden, obwohl sie die Nullhypothese erfiillen. Mit Hilfe der Sidac-Methode
kann das multiple oder globale Signifikanzniveau eingehalten werden, wenn das lokale
Signifikanzniveau angepasst wird (Bauer, 1991; Bender et al., 2007; Sachs, 1999).
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Formel 12

1/k
Aokar = 1 — (1 - aglobal)

Da die Variablen (Buckets) bei NMR-Daten meist voneinander abhingen wire die Sidac-Methode
hier zu defensiv und muss daher manuell angepasst werden (Bender et al., 2007).

Mit Hilfe des Kruskall-Wallis Tests konnen bei der spiteren Auswertung die Bereiche im
Spektrum, die keine Unterschiede zwischen den Haltungsgruppen aufweisen ausgelassen werden.
Andererseits konnen so auch die Spektrenbereiche oder sogar einzelne Signale identifiziert
werden, die Unterschiede aufzeigen und somit fiir die Unterscheidung verantwortlich sind. In
Kapitel 4.2.3 (Abbildung 4-15 A, B) ist das Ergebnis einer univariaten Datenanalyse unter
Verwendung des Kruskal-Wallis Tests dargestellt. Die drei Haltungsgruppen (Biohaltung,
Bodenhaltung, Freilandhaltung) sind jeweils mit den unterschiedlichen Farben rot, blau und griin
dargestellt. Die dickeren Linien (Abbildung 4-15 A) zeigen jeweils die Mittelwerte der einzelnen
Gruppen und die farbigen Bereiche der zugehorigen Farben, die Schwankungen innerhalb einer
Gruppe. Die pinkfarbenen Balken zeigen die Bereiche und Signale, bei denen sich die Gruppen
unterscheiden.

3.5.3 Hauptkomponentenanalyse, lineare Diskriminanzanalyse

Die PCA gehort zu den multivariaten statistischen Analysentechniken, die dazu verwendet
werden, um grofde Datenmengen mit vielen Variablen gleichzeitig zu analysieren, zu vereinfachen
und um vorhandene Zusammenhange zu verdeutlichen. Bei der Auswertung von NMR basierten
Daten findet diese nicht zielgerichtete Analysenmethode immer haufiger Anwendung (Gerhardt
et al,, 2016; Longobardi et al., 2012; Mannina et al., 2003; Monakhova et al., 2015). Bei der PCA
werden die Daten, die sich aus den gemessenen Proben (M) und ihren Variablen (N), den Buckets,
zusammensetzen, in einen mehrdimensionalen Raum projiziert. Fiir eine bessere
Veranschaulichung der mehrdimensionalen Daten wird bei der PCA eine Reduktion der
Dimensionalitit durchgefiihrt. Aus den Ausgangsdaten werden dabei sogenannte
Hauptkomponenten berechnet, die eine Linearkombination der Originalvariablen darstellen. In
den Ausgangsdaten wird dazu die Richtung der maximalen Varianz bestimmt. In Abbildung 3-2 A
ist eine vereinfachte Darstellung mit drei Dimensionen gezeigt, bei der jeder Punkt fiir eine Probe
steht. Die Koordinatenachsen entsprechen dabei den Variablen oder Buckets. Nun wird eine
Gerade oder auch die erste Hauptkomponente (PC1) (siehe Abbildung 3-2 B) so durch die Punkte
gelegt, dass die Daten am besten approximiert werden. Der Abstand zwischen Datenpunkt und
Hauptkomponente wird als euklidischer Abstand bezeichnet. Die erste Hauptkomponente wird
so gelegt, dass die Summe der quadratischen euklidischen Abstdnde ein Minimum aufweist. Die
nachsten und folgenden Hauptkomponenten (s. Abbildung 3-2 C) werden jeweils orthogonal zu
der vorherigen gelegt. Nach Berechnung der Hauptkomponenten werden die Ausgangsdaten in
das neue, von den Hauptkomponenten beschriebenen Koordinatensystem, transformiert. Die
Proben (Punkte) werden auf den berechneten Hauptkomponenten abgebildet wodurch die neuen
Koordinaten oder auch Scores flir den Hauptkomponentenraum erhalten werden (s. Abbildung 3-
2 D-E). Der Nullpunkt dieses neuen Koordinatensystems entspricht dem Mittelwert der Variablen
(Kessler, 2007). Der Informationsgehalt ist in den ersten Hauptkomponenten am héchsten und
nimmt in aufsteigender Reihenfolge ab. Durch die oben beschriebene Rotation des
Koordinatensystems in Richtung der maximalen Varianz ist bei diesem Verfahren eine
Visualisierung einer mehrdimensionalen Datenmatrix ohne wesentlichen Informationsverlust
moglich (s. Abbildung 3-2 F) (Kessler, 2007; Steliopoulos, 2013).
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Abbildung 3-2: A zeigt eine Darstellung von Daten in einem dreidimensionalen Raum, jeder Punkt entspricht
einer Probe und jede Koordinatenachse einer Variablen (B, Bz, B3). B zeigt die erste Hauptkomponente (PC1),
C zeigt die Projektion der Daten auf die zweite Hauptkomponente (PC2), die orthogonal auf der ersten liegt. D
zeigt die ersten beiden Hauptkomponenten (PC1, PC2) im Originalkoordinatensystem. E zeigt die ersten beiden
Hauptkomponenten (PC1, PC2) als neue Koordinatenachsen. Der Nullpunkt des Koordinatensystems wurde in
den Mittelpunkt der Daten verschoben. Die griinen Kreuze zeigen die Scores, die durch die Transformation der
Ausgangsdaten auf die Hauptkomponenten entstanden sind. F zeigt den Scoreplot der ersten beiden
Hauptkomponenten, der auf den Daten von A angewendeten PCA

Mathematisch kann die PCA mit folgender Gleichung beschrieben werden:
Formel 13
X=TPT"+E

X entspricht dabei der Datenmatrix, die sich aus N Objekten (Proben) und M Variablen (Buckets)
zusammensetzt. T ist die Scorematrix, in ihr sind die neuen Koordinatenwerte entsprechend der
Anzahl der Objekte (N) und der Anzahl der Hauptkomponenten, enthalten. Bei P handelt es sich
um eine transponierte Matrix die als Hauptkomponentenmatrix bezeichnet wird. In ihr sind die
Loadings der Hauptkomponenten enthalten. Die Loadings konnen als eine Art ,Wegbeschreibung”
vom urspriinglichen Koordinatensystem (s. Abbildung 3-2 D) in das neue Koordinatensystem (s.
Abbildung 3-2 E) beschrieben werden. Sie besteht aus der Anzahl der gebildeten
Hauptkomponenten und aus der Anzahl der urspriinglichen Variablen. Die Matrix E ist die
sogenannte Residuenmatrix, die ein Gegenstiick zur Matrix X darstellt, da sie genauso viele Zeilen
und Spalten wie die Matrix X Objekte und Variablen besitzt. In ihr ist die Differenz zwischen den
Originaldaten in Matrix X und der Matrizen TPT enthalten. Durch die Elemente der Residuenmatrix
E kann die Restvarianz berechnet werden, die einen Aufschluss dariiber gibt wie gut die Objekte
durch die Hauptkomponenten beschrieben werden. Wenn die Anzahl der errechneten
Hauptkomponenten der Anzahl der Variablen (M) entspricht, wird keine Residuenmatrix gebildet
(Kessler, 2007).
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Die LDA gehort bei den multivariaten statistischen Verfahren zu den zielgerichteten
Analysentechniken, die als Klassifikationsverfahren angewendet werden kann. Der Unterschied
zur PCA ist, dass bei der LDA die Klassen oder Gruppen definiert werden kénnen, und jede Probe
genau einer Klasse/Gruppe zugordnet werden kann. Aus den bekannten Informationen werden
die Diskriminanzfunktion und somit die linearen Grenzen ermittelt. Die Diskriminanzfunktion
wird dabei so berechnet, dass die Varianz zwischen den Klassen oder Gruppen maximiert und die
Varianz innerhalb einer Gruppe oder Klasse minimiert wird. Es werden so viele
Diskriminanzfunktionen berechnet, bis das Unterscheidungsproblem geldst wird. Werden die
Diskriminanzfunktionen gegeneinander aufgetragen, kann die Trennung der unterschiedlichen
Klassen grafisch dargestellt werden. Fiir die Klassifizierung unbekannter Objekte wird die
errechnete Diskriminanzfunktion auf die neuen Daten angewendet. Die Zuordnung der Objekte
zu einer Gruppe erfolgt durch die kiirzeste Entfernung des Objektes zum jeweiligen
Klassenmittelpunkt der Gruppe. Neue Objekte, mit unbekannter Gruppenzugehorigkeit konnen
so genau einer bestimmten Gruppe zugeordnet werden. Der Nachteil der Methode der genauen
Zuordnung ist, dass eine Zuordnung von Objekten zu mehreren Gruppen nicht méglich ist und
auch Ausreifder immer genau einer Gruppe zugeordnet werden. Daher ist es besser Objekte einem
definierten Varianzbereich von z.B. 95 % einer Gruppe zuzuordnen. Wenn nun das Objekt
aufierhalb dieses Bereichs liegt, wird es keiner Gruppe zugeordnet. Notwendige Voraussetzungen
fir die LDA sind eine Normalverteilung der Daten, die Existenz von verschiedenen
Gruppenmittelpunkten und die Ahnlichkeit der Varianzen und Kovarianzen der unterschiedlichen
Gruppen (Otto, 1999).

Nach Naes, Isaksson und Fearn ist es mit der LDA moglich, gezielt die Variablen zu nutzen, die
zwischen den Gruppen unterschiedlich sind. Proben, die nicht zu einer Gruppe gehoéren bzw. zu
einer Gruppe gehoren, konnen so einfacher im Vergleich zur PCA zugeordnet werden. Mit den
Funktionen konnen Klassifikationswerte fiir jede Probe mit Hinblick auf die
Gruppenzugehorigkeit berechnet werden (Naes et al., 2002; Otto, 1999).

NMR Daten besitzen eine hohe Dimensionalitat, d.h. die Anzahl an Variablen iibersteigt die Anzahl
an Proben. Hierbei kann es zu einer Verschlechterung des errechneten Klassifizierungsmodell
kommen (Naes et al., 2002). Um dem entgegenzuwirken und um ein sog. ,,Overfitting“ der Daten
zu vermeiden, kann die LDA auf den zuvor generierten Scores der Hauptkomponenten der PCA
angewendet werden.

3.5.3.1 Monte-Carlo Kreuzvalidierung und Konfusionsmatrix

Die Monte-Carlo Kreuzvalidierung (MCCV) stellt eine Methode dar, mit der die Vorhersagekraft
eines erstellten Modells iiberpriift werden kann. Dabei wird der vorhandene Datensatz in ein
Training-Set und in ein Test-Set aufgeteilt. Das Training-Set wird zum Aufbau des Modells
verwendet, und die Daten aus dem Test-Set werden als unabhdngige Daten zum Testen des
Modells verwendet. Dieser Vorgang wird mehrere Male wiederholt. Die Reihenfolge der Daten
zum Testen und fiir den Aufbau des Modells ist dabei zuféllig, lediglich die Anzahl der Daten in
den Datenpaketen ist vorgegeben. Alle Daten werden dadurch bei jedem Durchgang genau einmal
getestet. Der Unterschied der MCCV zur einfachen k-fachen Kreuzvalidierung (kFCV) ist, dass bei
der MCCV mehrere kFCV hintereinander wiederholt werden, wobei die Daten vor jeder kKFCV
willkiirlich vermischt werden.

Die Zuordnung der Test-Proben zu dem Modell, welches mit dem jeweiligen Training-Set erstellt
wird, erfolgt mit Hilfe des nearest class mean (NCM). Beim NCM wird das Objekt vom Test-Set der
Gruppe zugeordnet, dessen Entfernung zum jeweiligen Gruppenmittelpunkt geringer ist. Der
Abstand wird hierbei mit Hilfe eines 95 % Konfidenzintervalls und den Modellmittelpunkten
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berechnet. Eine andere Art der Zuordnung ist beispielsweise die k-nidchste Nachbar Methode (k-
nearest Neighbor Method, KNN). Hierbei wird das Objekt nicht nach dem Abstand zum
Gruppenmittelpunkt, sondern nach dem Abstand zum ndchsten Nachbarobjekt und dessen
zugehorigen Gruppe zugeordnet. k gibt dabei die Anzahl der Nachbarobjekte an, zu denen das
Testobjekt zugeordnet werden soll. Beispielsweise wird bei einem k von 3 das Objekt zu den am
ndchsten gelegenen drei Nachbarobjekten und deren Gruppe zugeordnet. Der Nachteil dieser
Methode ist die Abhangigkeit der Klassifizierung von der Anzahl der Objekte in den jeweiligen
Gruppen. Im Falle von einer Uberschneidung der Datenbereiche der Gruppen, wird das Testobjekt
der Gruppe mit einer hoheren Objektanzahl zugeordnet. Im Gegensatz zur NCM Methode ist die
KNN Methode nicht linear und kann daher auch bei komplexeren Datenverteilungen angewendet
werden (Otto, 1999). Die Glite der Zuordnung beider Methoden kann anhand der Haufigkeit der
Zuordnung der Test-Proben zur richtigen Gruppe bestimmt und in einer Konfusionsmatrix
dargestellt werden.

Flir die Untersuchung der 1H NMR Spektren wird die PCA zur Dimensionsreduktion eingesetzt. Im
Anschluss folgt die LDA auf den berechneten Scores der Hauptkomponenten, um eine maximale
Gruppentrennung zwischen der biologischen und der konventionellen Gruppe, bestehend aus den
Proben der Bodenhaltung und der Freilandhaltung, zu erhalten. Die so berechneten Funktionen
der Klassifizierung werden mit Hilfe der MCCV mit einer Schleife von 10 Durchgdngen und einer
Gruppeneinteilung der Daten in etwa 10 gleichgrofée Datensets, auf ihre Vorhersagekraft hin
Uiberprift. Die Giite der Zuordnung wird mittels NCM und eines 95 % Konfidenzintervalls
berechnet und in einer Konfusionsmatrix dargestellt. Fiir die graphische Darstellung werden die
Proben in einem der von insgesamt 100 moglichen Modellen dargestellt. In Abbildung 4-12 in
Kapitel 4.2.2 ist die Konfusionsmatrix mit einem zugehorigen Klassifizierungsmodell der ersten
drei Diskriminanzfunktionen (LD 1-3), mit einem Konfidenzintervall von 95 %, zu sehen.

Bei der Anwendung des Modells auf neue Proben wie in Kapitel 4.2.2.2 beschrieben, erfolgt die
Zuordnung anhand des NCM und einem Konfidenzintervall von 95 % sowie mit Hilfe des p-Wertes
mit einem Signifikanzniveau von 0,05. Der p-Wert oder auch Signifikanzwert genannt ist bei
einem Hypothesentest der Wert, bei dem entschieden werden kann, ob die Nullhypothese
verworfen oder beibehalten wird. Der p-Wert selbst ist dabei der kleinste Wert, bei dem die
Nullhypothese noch verworfen wird (Otto, 1999). Im Fall der Anwendung des Modells auf neue
Proben werden die Ergebnisse (Ergebnisse der Diskriminanzfunktionen) mit den Modelldaten
einem Hypothesentest in Form eines t-Tests unterzogen. Bei einem Vergleich der erhaltenen
Werte kann mit dem zuvor festgelegten p-Wert von 0,05 entschieden werden, ob eine Probe einer
bestimmten Gruppe zugeordnet werden kann oder nicht.

3.5.4 Validierung von multivariaten Verfahren

Bei multivariaten statistischen Verfahren ist die Validierung wichtig, um vor allem bei
Regressionsmodellen wie der LDA ein Overfitting der Daten zu vermeiden. Bei einem Overfitting
werden die Proben durch das erstellte Modell sehr gut beschrieben, bei der Anwendung auf neue
Proben ist jedoch keine richtige Vorhersage mehr moglich. Daher stellt sich bei jedem
statistischen Modell die Frage, wie gut das Modell auf unbekannte Proben reagiert. Allgemein ist
jedes Modell nur so gut, wie die Daten, auf deren Grundlage es aufgebaut wurde. Daher ist es
wichtig, viele Proben fiir den Modellaufbau zu verwenden, die das gesamte Spektrum der
,Realitdt’, also eine hohe Variabilitdt, aufweisen. Eine optimale Validierung dieser Verfahren
besteht aus verschiedenen Uberpriifungsansitzen.
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Steliopolous beschéaftigte sich ausfiihrlich mit der Validierung von PCA-gestiitzten
Analysenmethoden (Steliopoulos, 2013). Dazu verwendete er als Entscheidungsgrenze eine
Entscheidungsellipse, die aus den Scores der PCA berechnet wurde. Mit ihrer Flache umschlief3t
sie die authentischen Proben. Fiir eine unbekannte Probe kann nun berechnet werden, ob die
Probe innerhalb der Entscheidungsellipse liegt oder nicht. Fiir eine Beurteilung des
Nachweisvermogens konnen authentische Proben einer anderen Sorte und Mischungen aus
beiden Sorten getestet werden. Die Scores dieser Test-Sets werden anschliefdend in einer
Prognoseellipse dargestellt. Bei Nicht-Uberschneidung der beiden Ellipsen kann davon
ausgegangen werden, dass die Methode in der Lage ist, nicht-authentische Proben anzuzeigen
(Steliopoulos, 2013). Callao und Ruisanchez schlugen in ihrem Review iiber multivariate
Verfahren, die bei der Aufdeckung von Lebensmittelbetrug eingesetzt werden, ein Schema zur
Validierung vor (Callao & Ruisanchez, 2018). Dieses zeigt verschiedene Ansitze unter
Beriicksichtigung der Probenzahl. Eine Kreuzvalidierung ist einer dieser Ansitze, der v.a. bei
geringeren Probenzahlen empfohlen wird. Die Kreuzvalidierung wurde bereits in Kapitel 3.5.3.1
nadher beschrieben. In Kombination mit verschiedenen Simulationsverfahren wie der kFCV und
der MCCV (siehe Kapitel 3.5.3.1) ist es moglich den gesamten Datensatz fiir die Kreuzvalidierung
zu verwenden. Der Nachteil der Kreuzvalidierung ist, dass diese lediglich vom Umfang und der
Variabilitit der Originaldaten, auf denen das Modell beruht, abhiangt (Callao & Ruisanchez, 2018).
Ein weiterer Ansatz ist die Validierung mit einem unabhéngigen Test-Set, der allerdings eine
grofe Probenanzahl voraussetzt. Die Proben sind dabei bekannt und reprisentieren die
jeweiligen Klassen des Modells. Das Verfahren ist dhnlich der Kreuzvalidierung, allerdings werden
unabhéngige Proben, die weder zum Modellaufbau noch zur Kreuzvalidierung eingesetzt wurden,
zur Uberpriifung des Modells verwendet. Das Modell wird auf die unbekannten Proben
angewendet, und die Giite der Zuordnung wird bestimmt (Brereton, 2003; Callao & Ruisanchez,
2018). Nach Schonberger und Mitarbeiter kann die Messrichtigkeit der Kreuzvalidierung oder
eines unabhdngigen Test-Sets mit Hilfe einer Konfusionsmatrix dargestellt werden. Diese enthalt
Informationen tliber die Abhdngigkeit der vorgegebenen und der mittels Klassifizierungsmodell
zugeordneten Gruppe (Schonberger et al., 2015).

Ein weiterer wichtiger Aspekt der Validierung von multivariaten Analysenmethoden ist die
Verwendung von Qualitdtskontrollproben. Diese stellen sicher, dass die vorangehenden
analytischen Verfahren wie Extraktion, Probenpraparation, Messung und die Datenbehandlung
stets unter gleichen Bedingungen ablaufen, sodass ein signifikanter statistischer Einfluss
ausgeschlossen werden kann. Die Evaluierung einer Qualitidtskontrollprobe kann mit Hilfe einer
Regelkontrollkarte (Mittelwertkontrollkarte) erfolgen. Hierbei werden verschiedene Grenzen
festgelegt, die bei der Kontrolle und Beurteilung der Ergebnisse der Messmethode helfen. Durch
eine Vorperiode konnen die Grenzen definiert werden. Als Vorperiode eigenen sich beispielsweise
die Messwerte von mehrfachen Messungen der zu iiberwachenden Qualitatskontrollprobe.
Folgende Grenzen werden anhand der Messwerte der Vorperiode festgelegt: der Mittelwert, die
obere und untere Warngrenze und die obere und untere Kontrollgrenze. Die obere und untere
Warngrenze berechnet sich aus dem Mittelwert + der doppelten Standardabweichung. Die obere
und untere Kontrollgrenze berechnet sich aus dem Mittelwert #* der dreifachen
Standardabweichung. Durch verschiedene Warnhinweise kénnen die Werte der Kontrollkarte
kritisch Uberpriift werden. Ein Warnhinweis ware z.B. ein Wert, der aufderhalb der
Kontrollgrenzen liegt, oder zwei von drei aufeinanderfolgenden Werten, die aufderhalb der
Warngrenzen liegen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung der Fettbestandteile im Hiihnerei

Das im Hiihnerei enthaltene Fett befindet sich grofdtenteils im Dotter. Der im Eiklar enthaltene
Anteil ist mit 0,03 % vernachlassigbar gering. Fiir die Charakterisierung des Fettes muss dieses
zuvor mit einer geeigneten Methode extrahiert werden. Aufgrund der Zusammensetzung der
Eifettes muss die Fettextraktion entsprechend angepasst werden, um die Gesamtheit aller
Verbindungen zu erhalten. In Kapitel 3.2.1 wurde die Entwicklung einer geeigneten
Fettextraktionsmethode beschrieben. Es zeigte sich, dass die Methoden nach Folch, Lees und
Stanley und Bligh und Dyer, das grofite Potential zeigten, um die Gesamtheit der im Eifett
vorkommenden Lipide zu extrahieren (Bligh & Dyer, 1959; Folch et al., 1957). Die entwickelte
Extraktionsmethode kombiniert beide Methoden, um ein bestmdgliches reproduzierbares
Ergebnis zu erhalten. Das gefriergetrocknete Eigelb wird mit einem einphasigen
Losungsmittelgemisch, bestehend aus Chloroform, Methanol und Wasser, extrahiert. Die
Phasentrennung wird anschliefRend mit einer salzhaltigen Losung erreicht, die dafiir sorgt, dass
die Lipide mit azidem Anteil, die sich teilweise in der wassrigen Phase befinden, in eine nicht
dissoziierte Form tiberfiihrt werden und somit in die organische Phase iibergehen (Folch et al,
1957). Dadurch enthélt das extrahierte Fett die unpolaren sowie polaren Fettkomponenten, die
im Eidotter enthalten sind.

4.1.1 Charakterisierung des Eifettes mittels 1H NMR

In Kapitel 3.3.1 wurde bereits die Entwicklung des Losungsmittelgemisches fiir die Untersuchung
des Eifettes mittels NMR beschrieben, dieses besteht aus einer Mischung aus CDClz/MeOD im
Verhaltnis 3:2. Die extrahierten Eifette wurden darin geldst und mit der optimierten 'H NMR
Messmethode vermessen. In Abbildung 4-1 ist ein 'H NMR Spektrum einer Eifettprobe zu sehen.
Die Signalzuordnung erfolgte durch einen Vergleich mit in der Literatur verdffentlichten Daten
und Standardsubstanzen.
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Abbildung 4-1: 400 MHz 1H NMR Spektrum einer Eifettprobe mit Zuordnung der Signale

In Tabelle 4-1 ist eine detaillierte Zuordnung der Signale a-ii und 1-8 zu finden. Die Signale a-ii
konnen den FS und dem Glyceringrundgeriist der TAG zugeordnet werden. Die Signale 1-8
gehoren zu den PL, eine genaue Beschreibung der Zuordnung der Signale zu den PL befindet sich
in Kapitel 4.1.3. Die Signale in den rechteckigen Késten (Abbildung 4-1), sind das Restwassersignal
(H20), das Methylsignal von teilweise deuteriertem Methanol (MeOD) und das Signal des internen
Referenzierungsstandards der chemischen Verschiebung (TMS). Die Signale b und ¢ stammen
vom TAG-Grundgertist, b von der CH Gruppe in Position sn-2 und c von den CH; Gruppen in
Position sn-1 und sn-3. Die in ¢ zusammengefassten Signale bei 4,34 ppm und 4,17 ppm setzen
sich aus zwei Dublett von Dublett (dd) Signalen zusammen. Das Signal a stammt von den
Vinylprotonen der Doppelbindungen der FS, die in den TAG und den PL verestert vorliegen. Das
Signal d bei 2,84 ppm (d) stammt von den Methylenprotonen zwischen den Doppelbindungen
aller MUFS. Eine Ausnahme bildet die Linolsdure, deren Signal d” hochfeldverschoben bei
2,78 ppm vorliegt. Das Signal e stammt von den Methylenprotonen in o-Position zur
Carbonylgruppe aller FS. Das Signal e der DHA bildet eine Ausnahme und ist etwas
tieffeldverschoben bei 2,4 ppm und kann dadurch von den anderen MUFS unterschieden werden.
Die Signale f, g und h sind fiir alle FS der TAG und PL gleich. Die Signale i und ii bilden eine
Ausnahme. i und ii zeigen die Signale der endstdndigen Methylgruppen der FS, wobei ii von den
w-3 FS stammt und i von allen anderen FS. Auffdllig bei dem Signal ii ist, dass bei einer
Vergrofierung des Spektrums (Abbildung 4-2) in diesem Bereich eine zusatzliche Aufspaltung des
Signals zu sehen ist. Diese kommt daher, da die w-3 FS der PL im Vergleich zu den w-3 FS der TAG
ein leicht hochfeldverschobenes Signal erzeugen (Monakhova et al., 2016).
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Abbildung 4-2: 400 MHz 1H NMR Spektrum einer Eifettprobe mit Detailansicht im Bereich 0,7-1,2 ppm. Die
Aufspaltung des Signals ii wird durch unterschiedliche chemische Verschiebung der endstindigen
Methylgruppe der w-3 Fettsduren in Triacylglyceriden (TAG) und in Phospholipiden (PL) verursacht

Die Signale des Cholesterins sind in Abbildung 4-1 mit Sternchen gekennzeichnet. Die Signale bei
0,69 ppm und 1,018 ppm, gehoren jeweils zu den Methylgruppen an Position C-18 und C-19 (s.
Abbildung 1-4). Uber diese Signale kann der Gesamtcholesteringehalt bestimmt werden, da diese
beiden Signale fiir freies und verestertes Cholesterin gleich sind. Das Signal bei 3,46 ppm stammt
vom Proton an Position C-3 und ist charakteristisch fiir freies Cholesterin. Das entsprechende
Signal des Cholesterinesters liegt weiter tieffeldverschoben (Tynkkynen, 2012). Da aber die
Gehalte an Cholesterinestern im Eifett sehr gering sind, kann dieses Signal mittels 1H NMR unter
diesen Bedingungen nicht erfasst werden. Die restlichen Signale des Cholesterins werden von
anderen Signalen der FS, PL und TAG iiberlagert.

Tabelle 4-1: Zuordnung der 1H NMR Signale zu verschiedenen Fettkomponenten im Eifett

Bezeich- 1H[ppm] Proton Zuordnung
nung
a 5,34 (m)2 -CH=CH- ungesattigte Fettsduren (TAG,
Vinylprotonen PL)3
b 5,29 (m) -CH (Position sn-2) Glyceringrundgeriist von TAG
C 4,34 (dd)2 -CH: (Position sn-1 und sn-3) Glyceringrundgeriist von TAG
4,17 (dd)
d 2,84(m) -CH=CH-CHz-CH=CH- alle mehrfachungesattigten
Methylenprotonen zwischen Fettsduren (TAG, PL) (aufder
Doppelbindungen 18:2 w-6 (Linolsaure))
d 2,78(m) 18:2 w-6 (Linolsdure)?
e 2,34(m) -CH2-COOH alle Fettsauren (TAG, PL)
Methylengruppe in a-Position zur  (aufder 22:6 w-3 (DHA)3)
Carbonylgruppe
2,40(m) 22:6 -3 (DHA)!
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Bezeich- 1H[ppm] Proton Zuordnung
nung

f 2,03(m) -CH=CH-CH;- alle Fettsauren
Methylenprotonen der Allylgruppe (TAG, PL)
g 1,62(m) -CH»-CH,-COOH alle Fettsauren
Methylengruppe in 3-Positionder ~ (TAG, PL)
Carbonylgruppe
h 1,30(m) -(CH2)n alle Fettsauren
Methylenprotonen (TAG, PL)
i 0,89(m) -CH3 alle Fettsduren aufier w-3
endstandige Methylgruppe der Fettsauren
Fettsauren
ii 0,98 (t)2 -CH3 w-3 Fettsduren ! (TAG, PL)
endstandige Methylgruppe der w-3
Fettsauren
1 5,24(m) -CH (Position sn-2) Glyceringrundgeriist von PL
2 4,43(dd) -CH; (Position sn-1) Glyceringrundgertiist von PL
4,16(dd)
3 4,25(m) -03P0--CH:- PC3
Methylenprotonen neben
Phosphatgruppe
4 4,05(m) -03P0O--CH:- PE3
Methylenprotonen neben
Phosphatgruppe
5 4,00(m) -CH2-OPO-; (Position sn-3) Glyceringrundgertist von PL
6 3,60(m) -CH2-N+(CH3)3 PC
7 3,22(s)? -N+(CH3)3 PC, SM3
8 3,12(m) -CHz-N*H3 PE
* 0,69(s) -CHz (C-18) Cholesterin
1,018(s) -CHs (C-19)
3,46(m) -CH (C-3) freies Cholesterin

1Zuordnung erfolgte nach Barison et al., 2010, Mannina et al., 2003, Sacchi et al., 1997 und
Tynkkynen, 2012.

2 Multiplett (m), Singulett (s), Triplet (t), Dublett von Dubletts (dd)

3 Triacyglycerid (TAG), Phospholipid (PL), Docosahexaensiure (DHA), Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylethanolamin (PE), Sphingomyelin (SM)

4.1.2 Charakterisierung des Eifettes mittels 13C NMR

Die Charakterisierung der Fettkomponenten mittels 13C NMR bietet den Vorteil, dass es durch die
grofere spektrale Breite zu weniger Signaliiberlagerungen kommt und dadurch die
Signalzuordnung eindeutiger ist. Allerdings ist aufgrund der geringeren natiirlichen Haufigkeit
des 13C Kerns ein Vielfaches der Messzeit im Vergleich zur 1H NMR Messung erforderlich, um ein
vergleichbares S/N zu erlangen. Gunstone zeigte, dass sich die chemischen Verschiebungen der
Carbonylkohlenstoffe von freien FS, deren Methylestern und Glycerinestern unterscheiden. Es ist
moglich die Positionen der Carbonyle (sn-1,3 oder sn-2) am TAG-Grundgeriist zu unterscheiden,
sowie auch die FS zu bestimmen, die an diesen Stellen verestert sind. Dies liegt an den C-Atomen,
die sechs oder mehr Bindungen entfernt liegen und die chemische Verschiebung der
Carbonylgruppe noch beeinflussen. So wird z.B. die chemische Verschiebung des
Carbonylkohlenstoff von der Doppelbindung in Position 4-9, die acht Kerne entfernt liegt,
beeinflusst (Gunstone, 1993b, 1994). Mit der 13C NMR ist es moglich, fiir fast jede FS ein separates
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Signal zu erhalten. Dadurch kann das Spektrum dazu verwendet werden, die
Fettsdurezusammensetzung von Lipiden zu ermitteln und bietet somit eine Alternative zu den
chromatographischen Methoden (Gunstone, 1993b, 1994). Ein zusatzlicher Vorteil der 13C NMR
Methode ist, dass sie bei Einhaltung bestimmter Akquisitionsparameter und Bedingungen, wie
der T1 und des NOE, quantitativ ist (Diehl & Ockels, 1995). Sacchi, Addeo und Paolillo
verwendeten die 13C NMR fiir die Untersuchung von Olivenélen. Dabei zeigten sie, dass durch die
Analyse der DG eine Aussage iiber Beimischungen von Olivendl minderer Qualitit gemacht
werden kann. Beim Zusatz von raffiniertem Ol, welches verschiedenen Behandlungsverfahren
ausgesetzt wurde, wie der Entsduerung, dem Bleichen, dem Desodorieren oder der
Winterisierung, nimmt der Gehalt an DG zu. Trans-FS, die bei der Raffination vermehrt entstehen,
konnen mittels 13C NMR nachgewiesen werden, da Diastereomere wie cis/trans- Isomere mit Hilfe
der NMR unterschieden werden konnen. Jedoch sind die Gehalte meist nur sehr gering, wodurch
die Messzeit sehr lang werden kann. So berichteten sie von einer quantitativen Erfassung von
0,1 % Trielaidin, welches sie der Probe zugesetzt hatten, bei einer Messung mit NS von 30.000.
Bei Trielaidin handelt es sich um ein TAG, welches drei Elaidinsauren (trans-9-Octadecensaure)
enthalt (Sacchi et al, 1997). Aufgrund der unterschiedlichen chemischen Verschiebung der
Carbonylsignale, die von der Position der Veresterung der FS am TAG abhangt (sn-1,3 oder sn-2),
kann eine Untersuchung und Bestimmung der Umesterung der TAG durchgefiihrt werden. Bei
Olivenolen kann durch die Bestimmung der gesattigten FS in Position sn-2 so eine Aussage iiber
die Umesterung getroffen werden. Der Anteil der gesattigten FS in Position sn-2 liegt bei
natiirlichen Olen bei ca. 1,5 % und ist damit eher gering. Je nach Behandlung kann dieser Anteil
bis zu 15 % ansteigen (Sacchi et al., 1997).

In Abbildung 4-3 und 4-4 sind verschiedene Ausschnitte eines 13C NMR Spektrums von Eifett zu
sehen. Der Bereich der Fettkomponenten erstreckt sich iiber einen Bereich von 10-190 ppm. Die
Referenzierung der chemischen Verschiebung erfolgte mit TMS (8 0 ppm). In Tabelle 4-2 sind die
verschiedenen Bereiche des Spektrums und deren Zuordnung zu verschiedenen
Fettkomponenten aufgelistet. Die Signalzuordnung wurde mit Hilfe von Daten aus der Literatur
(Diehl & Ockels, 1995; Gunstone, 1993a, 1994; Gunstone & Shukla, 1995; Sacchi et al., 1994, 1997)
und mittels Spektren von Standardsubstanzen vorgenommen. Der Carbonylbereich erstreckt sich
von 160-190 ppm. In Abbildung 4-3 oben ist ein detaillierter Ausschnitt des Carbonylbereichs zu
sehen. Die Signale 1 und 2 kdnnen den Carbonyl-Kohlenstoffkernen in sn-1,3 bzw. sn-2 Position
zugeordnet werden. Die im Eifett zum grofdten Teil vorkommenden FS sind Olséure,
Palmitinsdure und Linolsdure (s. Kapitel 4.1.5). Die Signale bei 174,2 ppm, die den Carbonyl-
Kohlenstoffkernen in sn-1,3 Position zugeordnet wurden, stammen von Palmitinsdure und
Olsaure. Das Signal des Carbonyl-Kohlenstoff in Position sn-2 (2) bei 173,7 ppm stammt von
Olsiure, Linolsdure und anderen MUFS. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit der Aussage von
Juneja, dass in sn-1,3 Position liberwiegend gesattigte und einfach ungesattigte FS verestert
werden und in sn-2 Position die ungesattigte FS (Juneja, 1997).

Tabelle 4-2: Zuordnung der 13C NMR Signale zu verschiedenen Fettkomponenten im Eifett

Bezeich- 13C [ppm] Kohlenstoffkern Zuordnung?

nung

160-190 ppm Carbonyl-/Carboxylgruppe

1 174,2 sn-1,3-Position TAG!

2 173,7 sn-2-Position TAG

115-145 ppm Ungesittigte Kohlenstoffe

3 130,45 C-13 Linolsdure
130,25 C-9

55



Bezeich- 13C [ppm] Kohlenstoffkern Zuordnung?
nung

128,42 C-10
128,24 C-12
4 130,32 C-10 Olsaure
130,04 C-9
*) 141,79 C-6 Cholesterin
121,9 C-5
50-74 ppm Glycerin, Cholin
5 69,44 sn-2 (C)-Position TAG
6 62,55 sn-1,3 (C)-Position TAG
7 66,76 03P0-CH;- Methylenkohlenstoff Cholingruppe von PC, LPC, SM!
neben Phosphat
8 59,39 -CHz- N*(CH3)3 Cholingruppe von PC, LPC, SM

Methylenkohlenstoff neben
quaternarem Ammonium

9 54,34 -N+(CH3)3; Cholin-Methylgruppen Cholingruppe von PC, LPC, SM
*) 71,64 -CH (C-3) Cholesterin
56,88 Cholesterinsignale, ohne genaue
50,60 Zuordnung
10-45 ppm Methylen-, Methylbereich
10 14,27 -CH; endstdndige Methylgruppe alle Fettsauren

1 Triacylglycerid (TAG), Phosphatidylcholin (PC), Lysophosphatidylcholin (LPC), Sphingomyelin
(SM)
2Zuordnung erfolgte nach Zamora et al., 2001 und Gunstone, 1994.

Der Bereich der ungesattigten Kohlenstoffkerne erstreckt sich von 115 bis 145 ppm (Abbildung
4-3). Die beiden mit einem Sternchen markierten Signale stammen von Cholesterin und kénnen
den an der Doppelbindung beteiligten Kohlenstoffkernen C-5 und C-6 (s. Abbildung 1-4)
zugeordnet werden. Die anderen Signale in dieser Region stammen von den Kohlenstoffkernen
der Doppelbindungen der ungesattigten FS. Eine genauere Darstellung ist in Abbildung 4-4 auf
der linken Seite zu sehen. Die dominanten Signale wurden auf die ungesittigten FS Ol- und
Linolsdure zuriickgefiihrt. Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe der Daten von Gunstone (Gunstone,
1994) und Zamora, Alba und Hidalgo (Zamora et al., 2001). Die Linolsdure mit ihren vier
ungesattigten Kohlenstoffkernen (C-9, C-10, C-12, C-13) zeigt vier Signale mit dhnlicher Intensitat
in diesem ppm-Bereich. Die beiden Olsiuresiuresignale bei 130,32 (C-10) und 130,04 ppm (C-9)
kénnen gut anhand ihrer Intensitit zugeordnet werden. Da die Olsiure mengenmifig die
Linolsdure um mehr als das Doppelte im Eidotterfett libersteigt, zeigt sich dies auch in der
Intensitat ihrer Signale im Vergleich zu den Signalen der Linolsdure.
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Abbildung 4-3: 400 MHz 13C NMR Spektrum einer Eifettprobe mit Zuordnung einiger Signale

Ein weiterer interessanter Bereich des 13C NMR Spektrums wird von den beiden
Losungsmittelsignalen MeOD und CDClz zwischen 50 und 74 ppm eingerahmt. Die Signale
stammen von der Cholingruppe des PC, LPC und SM, von Cholesterin und dem
Glyceringrundgertst der TAG. Einen genaueren Einblick in diesen Bereich zeigt die Abbildung 4-
4 auf der rechten Seite. Die mit einem Sternchen gekennzeichneten Signale stammen von
Cholesterin, die beiden grofieren Signale bei 69,44 und 62,55 ppm zeigen die
Kohlenstoffkernsignale in sn-2 (5) und sn-1,3 (6) Position des Glyceringrundgeriistes. Die Signale
7, 8 und 9 sind charakteristisch fiir die Signale der Cholingruppe von PC. Gunstone zeigte, dass
sich die chemischen Verschiebungen des Kohlenstoffsignals des Glyceringrundgeriistes in
Position sn-3 von PC, PE und TAG unterscheiden. Auch sind die Signale der Kopfgruppe von PE
(CH2-N+H3z, Ethanolamin)) und PC (CH2-N+(CH3)s, Cholin) sehr verschieden, sodass diese leicht
unterschieden werden kénnen (Gunstone, 1994). Allerdings ist die Konzentration von PE und der
anderen cholinhaltigen PL zu gering, um unter diesen Messbedingungen Signale zu detektieren.
Im Bereich von 10-45 ppm sind die Signale der aliphatischen Kohlenstoffe, wie die der Methylen-
und Methylgruppen zu finden. Eine genaue Zuordnung der Signale gestaltet sich schwierig, da
dieser Bereich im Vergleich zum Rest des Spektrums sehr signalreich ist. Auch kommt es vermehrt
zu Signaliiberlagerungen. Das einzige Signal, welches gut zugeordnet werden kann, ist das Signal
Nummer 10 der endstdndigen Methylgruppe der FS.
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Abbildung 4-4: Ausschnitt eines 400 MHz 13C NMR Spektrums einer Eifettprobe. Links der Bereich der
ungesittigten Fettsduren, rechts der Bereich des Glyceringrundgeriistes und der Cholingruppe der
Phospholipide

4.1.3 Charakterisierung der Phospholipide im Eifett mittels 1H ,31P und 2D
NMR

Die Identifizierung der PL im Eifett erfolgte mit verschiedenen 1D (H, 31P) und 2D NMR (1H-1H
COSY und tH-13C HSQC) NMR Techniken. Die Literatur und der Vergleich mit Standardsubstanzen
lieferten erste Anhaltspunkte tber die enthaltenen PL. PC und PE sind die PL, die in grofieren
Anteilen von ca. 70-80 % bzw. 10-20 % im Eifett enthalten sind. Durch die Cholin- bzw.
Ethanolamin-Gruppe, welche charakteristische Signale im 'H NMR Spektrum zeigen, sind sie
leicht zu identifizieren. In Abbildung 4-5 ist ein Ausschnitt eines 1H NMR Spektrums einer
Eifettprobe zu sehen. Die Signale 3, 6 und 7 konnen der Cholingruppe von PC (zu geringeren
Anteilen auch LPC und SM) und die Signale 4 und 8 der Ethanolamingruppe von PE (zu geringeren
Anteilen auch LPE) zugeordnet werden. Die Signale 1, 2 und 5 reprasentieren das
Glyceringrundgeriist und sind fiir die beiden PL, PC und PE, sehr dhnlich. Die Signale, die mit der
Nummer 2 gekennzeichnet sind, stammen von der CH; Gruppe in Position sn-1. Bei PE ist das
rechte Signal etwas tieffeldverschoben, was aufgrund der geringeren Konzentration von PE im
Vergleich zu PC allerdings erst bei naherer Betrachtung auffallt. Es handelt sich um ein Dublett
vom Dublett, da die Protonen mit dem jeweils anderen Proton der Methylengruppe und mit dem
Proton der CH Gruppe in Position sn-2 koppeln. Das Signal 1 der CH Gruppe in Position sn-2 des
Glyceringrundgertistes zeigt ein Quartett von Dubletts durch die Kopplung mit vier nicht
dquivalenten Protonen in Position sn-1 und sn-3 des Glyceringrundgeriistes. Das Signal 1 ist im
Vergleich zu Signal b der TAG (Kapitel 4.1.1, Abbildung 4-1) aufgrund der Phosphatgruppe in der
Nachbarschaft etwas hochfeldverschoben und kann daher von diesem gut abgegrenzt werden.
Das Signal 5 stammt von der CH; Gruppe des Glycerins in Position sn-3. Dieses ist im Vergleich zu
Signal 2 aufgrund der polaren Phosphatgruppe hochfeldverschoben und zeigt je nach
Phosphatesterrest verschiedene Aufspaltungsmuster. Die Protonen koppeln mit dem jeweils
anderen Proton der Methylengruppe am selben Kohlenstoffkern, mit der CH Gruppe in Position

58



sn-2 und mit dem 31P Kern des Phosphatrests (Sparling et al., 1989). In Abbildung 4-6 ist ein 'H-
1H COSY Spektrum von Phosphatidylethanolamin mit entsprechenden Signalzuordnungen zu
sehen. Mit Hilfe eines 'H-'H COSY koénnen Verkniipfungen in einem Molekiill durch
Korrelationssignale sichtbar gemacht werden. So lasst sich beispielsweise gut erkennen, dass die
Signale 4 und 5 von verschiedenen Kernen stammen. Signal 5 stammt wie oben beschrieben von
der CH; Gruppe in Position sn-3 des Glyceringrundgeriistes und zeigt daher ein Korrelationssignal
mit dem Proton in Position sn-2. Das Signal 4 dagegen zeigt ein Korrelationssignal mit der
benachbarten Methylengruppe 8. Durch diese Informationen kénnen die Signale des PE eindeutig
im Molekiil zugeordnet werden. Die Signale 4 und 8 von PE zeigen eine Multiplettstruktur, da sie
jeweils mit dem anderen Methylenproton am gleichen Kohlenstoffkern (geminal), mit den
Protonen am benachbarten Kohlenstoffkern (vicinal) und mit dem 3!P Kern koppeln (Sparling et
al.,, 1989).

Im Anhang, Kapitel 9.6.4, ist die Zuordnung der Signale von PC mittels 1H-tH COSY und 'H-13C
HSQC zu sehen. Signal 7, ein Singulett bei ca. 3,2 ppm, ist charakteristisch fiir die neun
dquivalenten Methylprotonen der Cholingruppe. Bei der Eifettprobe zeigt sich auf der rechten
Seite des Cholinsignals eine kleine Schulter. Diese stammt von einem anderen cholinhaltigen PL
wie z.B. LPC oder SM und liegt aufgrund der anderen chemischen Umgebung etwas
hochfeldverschoben. Die Signale 3 und 6 von PC zeigen eine Multiplettstruktur. Sie stammen von
den CH; Gruppen zwischen der Trimethylamin- und der Phosphatgruppe. Als einzig weiteres PL
zeigt SM Signale im Bereich von 5,4-5,8 ppm (s. Anhang 9.6.3, Abbildung 9-5). Diese stammen von
der Doppelbindung im Sphingosingrundgeriist.

Phosphatidylcholin Phosphatidylethanolamin

0 0
2HZC—O*R1 szc—o)J\ R,

1 | 7
RZAO—CH 1, RZ)KO—CH 1
| I |

5H,C—0— Fl’—O—-CHz—CHZ—N+(CH3)3 5H,C—0—
3 6

—0—CH,—CH,—N"H,
) 7 4" 8
0

o—o=0

5.5 5.0 3.0 ppm

Abbildung 4-5: Ausschnitt eines 400 MHz 1H NMR Spektrums einer Eifettprobe. Die Signale 1-8 wurden
Phospholipiden zugeordnet. 1, 2 und 5 gehéren zu den CH und CH:z Gruppen am Glyceringrundgeriist, die
Signale 3,6 und 7 stammen von Phosphatidylcholin und die Signale 4 und 8 von Phosphatidylethanolamin
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Abbildung 4-6: Ausschnitt eines 1H-1H COSY Spektrums von Phosphatidylethanolamin mit Zuordnung der
Signale zum Glyceringrundgeriist und zum Ethanolaminrest

Die 'H NMR liefert vor allem gut differenzierbare Signale fiir die Phosphorsaureester von PC und
PE. Die anderen PL wie PI, SM, LPC und LPE haben den Nachteil, dass sie nur in geringen
Konzentrationen im Eifett vorhanden sind und zudem Uberlagerungen mit Signalen der FS und
Fettkomponenten zeigen (s. Abbildung 4-1). Daher wird auf die Signale dieser PL bei der
Interpretation des 1H NMR Spektrums nicht ndher eingegangen.

Die 31P NMR bietet im Vergleich zur 'H NMR die Moglichkeit, die einzelnen PL Klassen getrennt
voneinander zu analysieren. Der Vorteil zeigt sich vor allem darin, dass jedes PL bei
entsprechenden Messeinstellungen nur ein einzelnes Singulettsignal liefert. Sothiros, Herslof und
Kenne war es bereits 1986 gelungen, verschiedene PL in einer kommerziell erhaltlichen
Eiphospholipidprobe mit Hilfe von hinzudotierten Standardsubstanzen zu identifizieren und
anschlieflend quantitativ zu bestimmen (Sotirhos et al, 1986). Auch konnten die PL-
Zusammensetzungen in unterschiedlichen Lebensmitteln wie z.B. Milch (Andreotti et al., 2006;
Garcia et al,, 2012; Murgia et al., 2003), Speisedl (Hatzakis et al., 2008; Spyros Apostolos & Dais
Photis, 2000), Kase und Fisch (Kaffarnik et al., 2013) charakterisiert werden. Ein anderes weit
verbreitetes Anwendungsgebiet der 3!P NMR basierten PL Analytik ist die Untersuchung von
Zellmembranen und deren Zusammensetzung in verschiedenen Gewebetypen. Im Jahr 2000
veroffentlichten Pearce und Komoroski eine Untersuchung iiber im Hirngewebe vorkommende
PL mittels 31P NMR (John M Pearce & Komoroski, 2000). Dies zeigt, dass die 31P NMR mittlerweile
eine etablierte Methode bei der Untersuchung von PL in verschiedenen Gewebearten ist.

Eine erste Zuordnung der 31P NMR Signale der PL im Eifett erfolgte anhand von Daten aus der
Literatur. Der Nachteil an diesem Vorgehen ist, dass die PL Signale schon bei kleinsten

60



Veranderungen der Messtemperatur und des Losungsmittels grofde Verdnderungen der
chemischen Verschiebungen aufweisen. Ein Vergleich der chemischen Verschiebungen mit
Literaturwerten ist daher mit Vorsicht zu behandeln. Lutz und Cozzone beschrieben die
Empfindlichkeit der chemischen Verschiebung ausfiihrlich in ihren Publikationen iiber den
Einfluss der Losungsmittelzusammensetzung, der Wahl des Chelatbildners, der Temperatur, des
pH-Wertes und der Konzentration der Messlosung auf die Signalform und die Signallage (Lutz &
Cozzone, 2010a, 2010b, 2013). Eine genaue Beschreibung iliber die verschiedenen Einfliisse und
die Optimierung der Messung sind in Kapitel 3.4 beschrieben. Das Losungsmittelgemisch und die
Messung wurden dahingehend optimiert, dass die Signale aller PL-Spezies im Spektrum de
Eifettes  getrennt  voneinander  vorliegen. Der  Nachteil dieses optimierten
Losungsmittelgemisches ist der Chelatbildner, der eine Verwendung der Probe fiir die *H NMR
Messung ausschliefdt, da die 'H NMR Signale des Chelatbildners mit den Signalen der
Fettkomponenten {iberlagern. Fiir die Identifizierung und Zuordnung der PL wurden
Standardsubstanzen unter gleichen Bedingungen wie die zu untersuchende Probe gemessen. In
Abbildung 4-7 ist die Zuordnung der Signale der im Standard-Mix enthaltenen PL zu den Signalen
der im Eifett enthaltenen PL zu sehen. PC, PE, LPC, LPE, SM und PI konnten mit Hilfe des Standard-
Mix identifiziert werden. Die genauen chemischen Verschiebungen der 31P Signale der PL sind in
Tabelle 9-2 im Anhang 9.6.1 zu finden. Bei den Signalen von LPE, LPC und vor allem bei Pl kommt
es aufgrund der hoheren Konzentration im Standard-Mix zu einer Verschiebung der Signale. Die
Identitat konnte durch Dotierungsversuche mit den Standardsubstanzen bestétigt werden. Die
Konzentrations- bzw. Extraktabhingigkeit der chemischen Verschiebung wurde ebenfalls von
Lutz und Cozzone beschrieben (Lutz & Cozzone, 2010a, 2010b). Auch ist zu beachten, dass die
chemische Verschiebung von den veresterten FS beeinflusst wird. Je ungesattigter die FS sind,
desto mehr wird das Signal in Richtung Hochfeld verschoben (] M Pearce & Komoroski, 1993;
Schiller & Arnold, 2002). Der PI-Standard wurde aus Sojabohnen gewonnen und besitzt dadurch
eine andere Fettsdurezusammensetzung als PI aus Eigelb, was zusatzlich zur unterschiedlichen
Konzentration die chemische Verschiebung beeinflusst. Die anderen Standardsubstanzen wie PC,
PE, LPC, LPE und SM wurden laut Zertifikat aus Eigelb extrahiert und sollten demnach dhnliche
Fettsdurezusammensetzungen wie die untersuchten Eifettprobe aufweisen.

Eifettprobe PE
) PC
[Ism  pc o
LiE —
B N O V1
PL Standard-Mix CcLP [
GLC
k I

T T T T T T T T T e—reey T T T T T
0.9 0.8 0.7 0.6 0.5 0.4 0.3 0.2 0.1 0.0 -0.1 -0.2 -0.3 -0.4 -0.5 -0.6 -0.7 -0.8 -0.9 ppm

Abbildung 4-7: 400 MHz 31P NMR Spektrenvergleich einer Eifettprobe mit dem Phospholipid (PL) Standard-Mix
fiir Signalzuordnungszwecke. Zuordnung der Phospholipide im Phospholipid Standard-Mix von links nach
rechts: 1-(3-sn-Phosphatidyl)-rac Glycerin (GLC), Lysophosphatidylethanolamin (LPE), Cardiolipin (CLP),
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Phosphatidylethanolamin (PE), Sphingomyelin (SM), Lysophosphatidylcholin (LPC), Phosphatidylinositol (PI)
und Phosphatidylcholin (PC)

Auffallig unterschiedlich im Vergleich zum Standard ist das PE-Signal in der Eifettprobe. Dieses
zeigt eine Aufspaltung in zwei Signale bei ca. 0,08 ppm und zwei weitere kleinere Signale, die
tieffeldverschoben bei 0,125 und 0,171 ppm zu sehen sind. Bei einem genaueren Vergleich des
Spektrums des PE-Standards mit dem PE-Signal der Eifettprobe (s. Anhang 9.6.3 Abbildung 9-6)
sind die Signale und Aufspaltungsmuster in geringem Mafie auch im Spektrum der
Standardsubstanz zu erkennen. Die Aufspaltung der Signale kann ihren Ursprung in
unterschiedlichen PE-Spezies haben, die mit verschiedenen FS verestert sind. Pearce und
Komoroski fanden bei ihren Untersuchungen an unterschiedlichen PC-Spezies heraus, dass
sowohl die Kettenlinge und der Sattigungsgrad als auch die Position der FS am
Glyceringrundgertiist der PL einen Einfluss auf die chemische Verschiebung haben (] M Pearce &
Komoroski, 1993). Der Unterschied des PE Standards zur Probe Kkoénnte an einer
unterschiedlichen Extraktionsmethode liegen. Laut Zertifikat wurde der Standard aus Eigelb
gewonnen, jedoch ohne genaue Angaben zur verwendeten Extraktionsmethode und zur
bestehenden Fettsdureverteilung.3

4.1.4 Quantifizierung der Phospholipide mittels 31P NMR

Fiir die quantitative Bestimmung der PL im Eifett eignet sich die 31P NMR gut, da der Anteil der PL
am Gesamtfett mit ca. 30 % ausreichend hoch ist. Sotirhos, Hersléf und Kenne untersuchten
verschiedene kommerziell erhaltliche aus Hithnereier extrahierte PL-Proben mittels 3P NMR. Sie
fanden dabei iiberwiegend PC und PE, aber auch SM, LPC, LPE und geringe Mengen an
Phosphatidsdure (PA) und Cardiolipin (CLP), die sie unter Verwendung eines internen Standards
quantifizierten (Sotirhos et al., 1986). Bei der Identifizierung der PL in Kapitel 4.1.3 waren PC und
PE die Haupt-PL in Eifett, daneben wurden LPC, LPE, SM und PI gefunden. PA und CLP konnten
auch durch einen Vergleich mit Standardsubstanzen nicht identifiziert werden. Rhodes und Lea
untersuchten 1957 mit chromatographischen Methoden das Eigelb auf den Phospholipidgehalt.
Sie fanden dabei folgende Anteile: PC (72,8 %), PE (15 %), LPC (5,8 %), LPE (2,1 %), SM (2,5 %)
und PI (0,6 %). Dies ist in guter Ubereinstimmung mit anderen in der Literatur verdffentlichten
Daten iiber Phospholipidgehalte in Eigelb, wobei die Anteile von PC und PE in den PL teilweise
schwanken. Juneja untersuchte die Fettzusammensetzung von Eigelb mittels HPLC und fand dabei
rund 80 % PC und ca. 11,9 % PE, daneben 1,9 % LPC und 1,9 % SM (Juneja, 1997). Palacios und
Wang fanden in der Lecithinfraktion von Eigelb mittels HPLC-ELSD PC und PE in Anteilen von ca.
80 % und 20 % und geringere Mengen an PE und Plasmalogen (Palacios & Wang, 2005). Die
Bestimmung der im Eifett vorkommenden PL erfolgte unter Verwendung eines internen und
externen Standards und wird im Folgenden naher beschrieben.

4.1.4.1 Quantifizierung der Phospholipide unter Anwendung eines internen
Standards

Fir die Quantifizierung unter Verwendung eines internen Standards wurden zufallig 43 Proben
aus dem vorhandenen Probenpool ausgewahlt. Davon stammten 17 aus Bodenhaltung, 17 aus
Biohaltung und 9 aus Freilandhaltung. Beziiglich der Herkunft wurden nur Proben aus
Deutschland ausgewahlt. Als interner Standard wurde GPC gewahlt. GPC wurde bereits von

3 Bei Untersuchungen von PE und PC im Rahmen einer Masterarbeit von D. Kahl konnte nach Auftrennung
der PL mittels SPE gezeigt werden, dass PE im Eifett zu einem grofden Anteil mit ungesattigten FS verestert
vorliegt (Kahl, 2017).
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Glonek und Meneses zur Quantifizierung von PL mittels 31P NMR verwendet (Meneses & Glonek,
1988). Das GPC-Signal zeigte keine Uberlagerung mit anderen PL-Signalen (s. Anhang 9.6.1,
Abbildung 9-4). Mit einer chemischen Verschiebung von -0,006 ppm liegt GPC genau zwischen SM
und LPC. Eine geringe Distanz zwischen Standard und Analyt bringt bei der Messung den Vorteil
mit sich, dass das Aufnahmefenster kleiner gewahlt werden kann, wodurch Messzeit gespart wird.
Ein weiterer Vorteil ist, dass der Offset des Anregungspulses, welches der Frequenzbereich ist, in
dem der Puls eingestrahlt wird, zwischen Standard und Analyt liegt. Dadurch koénnen off-
resonance Effekte, die zu einer Abschwachung der Signale fithren wiirden, vernachlassigt werden
(Claridge, 2009).

Der interne Standard wurde in MeOD geldst und der Probe als entsprechender MeOD-Anteil des
Losungsmittelgemisches hinzugefiligt. Die Integration erfolgte mittels Integrationsvorlage in
TopSpin, wodurch ein Fehlereintrag, der durch manuelle Integration entstehen kann, verhindert
wird (Weber et al., 2015).

Formel 14

Canatve = ( Mpnayt ) N ( n31PStandard> « ( Apnaiyt ) ¥ Coramdard

g Mstandara n31PAna1yt Astandara anaar

Canaiyt Konzentration des Analyten in mg/mL
Cstandard Konzentration des Standards (1,94 mg/mL)
M nayyt Molare Masse des Analyten in g/mol
Mstandard Molare Masse des Standards (257,22 g/mol)
1 3P pnaiye Anzahl 31P Atome des Analyten, die fiir das Signal verantwortlich sind
1 31 Pstandard Anzahl 31P Atome des Standards, die fiir das Signal verantwortlich sind
Asnayt Flache des Analytsignals (absolutes Integral)
Astandard Flache des Standardsignals (absolutes Integral)

Die Berechnung erfolgte nach Formel 11, Manay: bezeichnet die molare Masse des Analyten, die
berechneten molaren Massen der PL sind im Anhang 9.6.2 in Tabelle 9-3 zu finden. Die Reinheit
des internen Standards wurde mittels 1H NMR unter Verwendung eines CRM Standards (1,2,4,5-
Tetrachlor-3-nitrobenzol) bestimmt und bei der Konzentrationsbestimmung entsprechend
berticksichtigt. Aus den ermittelten Konzentrationen wurde der prozentuale Anteil der PL am
Gesamtfett und die prozentualen Anteile der einzelnen PL am Gesamtphospholipidgehalt
berechnet. Tabelle 4-3 zeigt eine Zusammenfassung der prozentualen PL-Anteile, die unter
Verwendung des internen Standards berechnet wurden. Eine Darstellung der prozentualen PL-
Anteile in Form eines Balkendiagramms ist im Anhang 9.6.5 in Abbildung 9-8 zu sehen. Die
Mittelwerte der drei Haltungsgruppen Boden, Freiland und Bio unterscheiden sich nur
geringfiigig. PC ist mit ca. 74 % das PL, welches den grofdten Anteil ausmacht. Danach folgen PE
mit 18-19 %, SM und PI mit jeweils rund 2,5 % und LPC mit 1,6 %. LPE weist mit durchschnittlich
0,8 % den geringsten Anteil auf. PC zeigt mit Werten zwischen 0,9-1,1 % den niedrigsten VK und
damit die geringste Schwankung bei allen Haltungsgruppen. Das zeigt, dass der prozentuale Anteil
von PC am PL-Anteil des Eifettes sehr konstant ist. Die anderen PL dagegen zeigen eine grofiere
Schwankung unabhangig von ihrer Haltungsart. Die PL mit geringeren Anteilen wie LPC, LPE, SPM
und PI haben hohere Variationskoeffizienten (VK), was an natiirlichen Schwankungen, aber auch
am S/N liegen kann. Bei kleineren Signalen wird durch ein schlechtes S/N die Integration
erschwert, da die Grenze zwischen Signal und Rauschen nicht mehr eindeutig bestimmt werden
kann. Dadurch kann es zu Uber- oder Unterbestimmung der Analytkonzentration kommen. Durch
die Verwendung einer manuellen statt einer automatischen Integrationsroutine, kann ein zu
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grofier Eintrag des Rauschens zum Analytsignal vermieden werden. Eine andere mogliche Losung
ware, mehr Scans bei der Spektrenaufnahme zu verwenden, was allerdings in einer lidngeren
Messzeit resultiert.

Tabelle 4-3: Phospholipidanteile in Eifett bestimmt unter Verwendung eines internen Standards

Bodenhaltung PCt PI1 LPC! SM1 PE! LPE!
Mittelwert [%] 74,3 2,5 1,6 2,5 18,3 0,8
Standardabweichung 0,8 0,2 0,2 0,2 0,9 0,1
Variationskoeffizient 1,0 8,1 11,9 6,7 5,0 6,9
[%]

Freilandhaltung PC PI LPC SM PE LPE
Mittelwert [%] 73,9 2,4 1,5 2,5 19,0 0,8
Standardabweichung 0,7 0,1 0,1 0,1 0,9 0,1
Variationskoeffizient 0,9 3,9 8,1 5,2 4,8 9,6
[%]

Biologische Haltung PC PI LPC SM PE LPE
Mittelwert [%] 74,6 2,4 1,7 2,6 17,9 0,8
Standardabweichung 0,8 0,2 0,3 0,3 1,3 0,1
Variationskoeffizient 1,1 8,1 15,2 10,9 7,2 9,8
[%]

1 Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylinositol (PI), Lysophosphatidylcholin (LPC),
Sphingomyelin (SM), Phosphatidylethanolamin (PE), Lysophosphatidylethanolamin (LPE)

In Tabelle 4-4 ist ein Vergleich der berechneten PL-Werte mit Literaturdaten dargestellt. Die
Werte fiir PC, PE und SM zeigen gute Ubereinstimmung mit den Daten von Rhodes und Lea und
Zhao, Xiong und Curtis. Mittels 31P NMR wurden fiir PC-Werte im Bereich von 73,9-75,9 %, fiir PE
zwischen 17,9-20,1 % und fiir SM 2,5-3,1 % ermittelt. Die Werte von Rhodes und Lea und Zhao,
Xiong und Curtis liegen bei PC mit 72,8 bzw. 71,1 % etwas unter den hier ermittelten PC-Anteilen.
Jedoch liegen die Werte fiir PE und SM mit 15 bzw. 18,3 % und 2,5 bzw. 2,3 % sehr nahe an den
ermittelten Werten fiir PE und SM von 17,9-20,1 % bzw. 2,5-3,1 % (Rhodes & Lea, 1957; Zhao et
al,, 2017). Juneja fand mittels HPLC-UV dagegen hohere Werte fiir PC und niedrigere fiir PE. Beide
Lyso-PL, LPC und LPE, zeigen deutlich geringere Anteile im Vergleich zu den Daten von Rhodes
und Lea mit 5,8 % fiir LPC und 2,1% fiir LPE. Die Werte stimmen jedoch mit den Daten von Juneja
mit 1,9 % flir LPC und den Werten von Zhao, Xiong und Curtis mit 1,1 % fiir LPE, gut iiberein. Der
Wert fiir PI ist mit 2,1-2,8 % im Vergleich zu dem Wert von Rhodes und Lea von 0,6 %, relativ
hoch, aber im Vergleich zu Zhao, Xiong und Curtis mit 4,0 % dagegen niedrig (Juneja, 1997; Rhodes
& Lea, 1957; Zhao et al,, 2017).

Tabelle 4-4: Vergleich der Phospholipidanteile von Eifett mit Literaturdaten

Anteil Phospholipid [%] Methode
31P NMR HPLC-UV1 LC2 HILIC**LC-
MS/MS3

Phosphatidylcholin 73,9-75,9 80,8 72,8 71,1
Phosphatidylethanolamin 17,9-20,1 11,7 15 18,3
Lysophosphatidylcholin 1,4-2,0 1,9 5,8 3,3
Sphingomyelin 2,5-3,1 1,9 2,5 2,3
Lysophosphatidylethanolamin 0,7-0,9 ¥ 2,1 1,1
Phosphatidylinositol 2,1-2,8 -* 0,6 4,0

! Juneja, 1997
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2 praparative LC, Rhodes & Lea, 1957
3Zhao etal,, 2017

*3,7 % andere Lipide, die nicht genauer definiert wurden
** hydrophilic interaction chromatography (HILIC)

Zur Bestimmung des PL-Anteils am Gesamtfett wurde der Gesamtphospholipidgehalt berechnet
und auf die Fetteinwaage bezogen. In Abbildung 4-8 sind die Mittelwerte und die
Standardabweichungen der prozentualen PL-Fettanteile aufgegliedert nach unterschiedlichen
Haltungsarten in einem Balkendiagramm dargestellt. Allgemein schwankt der PL-Anteil in Eifett
von 26,5 % fiir Bodenhaltung bis 28,6 % fir Eier aus biologischer Haltung. Blesso fand
vergleichbare Werte fiir den PL-Anteil am Gesamtfett von 28 %, Juneja dagegen publizierte h6here
Werte von 31 % (Blesso, 2015; Juneja, 1997). Der Mittelwert der PL-Anteile aus biologischen
Proben liegt bei 28,6 % und damit hoher als die PL-Anteile der Proben aus Boden- und
Freilandhaltung mit Werten von 26,5 bzw. 27,1 %. Die PL-Anteile am Gesamtfett der biologischen
Proben sind signifikant hoher als die PL-Anteile am Gesamtfett von Proben aus Boden- und
Freilandhaltung. Bei einem Vergleich der beiden konventionellen Haltungsarten zeigt sich kein
signifikanter Unterschied der PL-Anteile am Gesamtfett. Da die Extraktionsmethode fiir alle die
gleiche ist, kann eine Diskriminierung aufgrund der Aufarbeitung ausgeschlossen werden. Auch
wurde bei der Extraktion der Proben darauf geachtet, dass Proben unterschiedlicher Haltungsart
in einer Serie aufgearbeitet wurden. Die geringe Probenzahl von lediglich 9 Proben aus
Freilandhaltung verringert die Aussagekraft liber diese Gruppe deutlich.
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Abbildung 4-8: Das Diagramm links zeigt, die Verteilung des prozentualen Phospholipidanteils am Gesamtfett,
bestimmt unter Verwendung eines internen Standards, bezogen auf die Haltungsart. Der blaue Balken zeigt die
berechneten Mittelwerte mit Standardabweichung der Eier aus biologischer Haltung, rot aus Bodenhaltung
und griin aus Freilandhaltung. In der Tabelle rechts sind die Mittelwerte, die Standardabweichungen und die
Variationskoeffizienten des Phospholipidanteils am Gesamtfett der verschiedenen Haltungsarten dargestellt

4.1.4.2 Quantifizierung der Phospholipide unter Anwendung eines externen
Standards

Fiir die Quantifizierung der PL unter Anwendung eines externen Standards wurden die gleichen
Proben, die bereits unter Verwendung eines internen Standards analysiert wurden, verwendet.
Dadurch ist es moglich die Proben mit beiden Quantifizierungsarten zu analysieren und die
Ergebnisse zu vergleichen. Die externe Standardlésung besteht aus einer Mischung aus GPC und
PC geldstim 31P NMR Losungsmittelgemisch. PC wurde in diesem Gemisch fiir die Referenzierung
der chemischen Verschiebung und GPC fiir die Quantifizierung verwendet. Aus Kostengriinden
wurde auf einen Quantifizierungsstandard, der alle im Eifett enthaltenen PL enthalt, verzichtet.
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Die Integration erfolgte wie bereits beim internen Standard mittels Integrationsvorlage in
TopSpin.

Formel 15

3P, % C

RStandard — n Standard Standard
AStandard * MStandard
CAnalyt: RStandard * (MAnaBZ’let - AAnalyt)
n>°P, Analyt

Rstandard 31P Konzentration pro Integraleinheit
Cstandard Konzentration des Standards (1,94 mg/mL)
Canalyt Konzentration des Analyten in mg/mL
M naiy Molare Masse des Analyten in g/mol
Mstandard Molare Masse des Standards (257,22 g/mol)
1 3P gnaiye Anzahl 31P Atome des Analyten, die fiir das Signal verantwortlich sind
1 31Pstandard Anzahl 31P Atome des Standards, die fiir das Signal verantwortlich sind
Adnaiyt Flache des Analytsignals (absolutes Integral)
Astandard Flache des Standardsignals (absolutes Integral)

Fiir die Berechnung der Analytkonzentration (Canay:) unter Verwendung des externen Standards
wurde die Formel 12 angewendet. Die Reinheit des externen Standards wurde wie zuvor beim
internen Standard in die Konzentration miteinberechnet. Der Unterschied bei der Berechnung der
Konzentration bei Verwendung eines internen oder externen Standards besteht lediglich darin,
dass fiir den externen Standard die 31P Konzentration pro Integraleinheit (R) berechnet wird.
Dieser wird fiir jede Messserie einmal berechnet und wird dann als Faktor R fiir die komplette
Serie zur Berechnung der Analytkonzentration eingesetzt.

Aus den berechneten Konzentrationen wurden der prozentuale Anteil der PL. am Gesamtfett und
die prozentualen Anteile der einzelnen PL am Gesamtphospholipidgehalt ermittelt. Die PL-Anteile
am Gesamtphospholipidgehalt sind in Tabelle 4-5 zu sehen. Das zugehorige Balkendiagramm ist
in Abbildung 9-9, Anhang 9.6.5 dargestellt. Der Vergleich der berechneten PL-Anteile zeigt nur
minimale Unterschiede zu den PL-Anteilen, die unter Verwendung des internen Standards
ermittelt wurden. Der Unterschied zeigt sich v.a. bei unterschiedlichen VK.

Tabelle 4-5: Phospholipidanteile in Eifett, bestimmt unter Verwendung eines externen Standards

Bodenhaltung PC? PIt LPC? SPM1 PE? LPE1
Mittelwert [%] 74,3 2,5 1,6 2,5 18,3 0,8
Standardabweichung 0,8 0,2 0,2 0,2 0,9 0,1
Variationskoeffizient 1,1 8,4 12,0 6,5 5,0 8,2
[%]

Freilandhaltung PC PI LPC SPM PE LPE
Mittelwert [%] 73,9 2,4 1,5 2,5 19,0 0,8
Standardabweichung 0,7 0,1 0,1 0,1 0,9 0,1
Variationskoeffizient 0,9 3,9 8,1 5,2 4,8 8,9
[%]

Biologische Haltung PC PI LPC SPM PE LPE
Mittelwert [%] 74,6 2,4 1,7 2,6 17,9 0,8
Standardabweichung 0,8 0,2 0,3 0,3 1,3 0,1
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Variationskoeffizient 1,1 8,1 15,3 10,9 7,2 9,8

[%]

1 Phosphatidylcholin (PC), Phosphatidylinositol (PI), Lysophosphatidylcholin (LPC),
Sphingomyelin (SM), Phosphatidylethanolamin (PE), Lysophosphatidylethanolamin (LPE)

Abbildung 4-9 zeigt in einem Balkendiagramm die Mittelwerte und die Standardabweichungen
des prozentualen Anteils der PL am Gesamtfett, der Proben aus biologischer Haltung, der
Bodenhaltung und der Freilandhaltung. Wie bereits bei der Bestimmung der PL-Anteile am
Gesamtfett unter Verwendung eines internen Standards fallt auf, dass die Mittelwerte der Proben
aus den beiden konventionellen Haltungsarten um ca. 2 % unter dem Mittelwert der Proben aus
biologischer Haltung liegen. Bei einem Vergleich des PL-Anteils am Gesamtfett der biologischen
Proben mit den entsprechenden Daten der Proben aus den beiden konventionellen Haltungen
mittels T-Test zeigt sich, dass die PL-Anteile am Gesamtfett der konventionellen Proben
signifikant niedriger sind. Der VK bei den Proben aus Boden- und Freilandhaltung ist deutlich
hoher als bei den Proben aus biologischer Haltung, was auf eine stiarkere Variation in der Haltung
bzw. des Futters bei diesen beiden Haltungsarten hindeutet. In der Literatur wurden keine
Hinweise daflir gefunden, dass es bei unterschiedlicher Haltung oder Fiitterung zu
unterschiedlichen Anteilen an PL am Gesamtfett kommt.
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Abbildung 4-9: Prozentuale Anteil der Phospholipide am Gesamtfett, bestimmt unter Anwendung eines
externen Standards, bezogen auf die Haltungsart. Der blaue Balken zeigt den berechneten Mittelwert mit
Standardabweichung der Eier aus biologischer Haltung, rot aus Bodenhaltung und griin aus Freilandhaltung

4.1.4.3 Vergleich der beiden Methoden zur Quantifizierung von
Phospholipiden

Da die gleichen Proben unter Verwendung eines internen und externen Standards berechnet
wurden, konnen die verschieden bestimmten Ergebnisse der Anteile der einzelnen PL am
Gesamtphospholipidgehalt miteinander verglichen werden. In den Tabellen 4-3 und 4-5 sind die
prozentualen Anteile der PL, die unter Verwendung eines internen bzw. eines externen Standards
bestimmt wurden, dargestellt. Beide Quantifizierungsmethoden liefern vergleichbare Ergebnisse.
Zu bemerken ist, dass gleiche Mittelwerte und Standardabweichungen aus Tabelle 4-3 und 4-5 zu
unterschiedlichen VKs fiihren. Dies ist darauf zuriickzufiihren, dass die Werte gerundet auf die
erste Nachkommastelle angegeben wurden. Da sich die Standardabweichungen aber in der
zweiten und dritten Nachkommastelle unterscheiden ist dies im VK ersichtlich.

Bei dem VK zeigen sich Unterschiede v.a. bei LPE bei den Proben aus Bodenhaltung und
Freilandhaltung. So ist der VK von LPE bei den Proben aus Bodenhaltung unter Verwendung des
externen Standards um 1 % hoher als bei Verwendung des internen Standards. Umgekehrt ist es
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bei den VKs von LPE bei den Proben aus Freilandhaltung. Hier liegt der VK bei Verwendung des
internen Standards bei 9,6 % und unter Verwendung des externen Standards bei 8,9 %.

In der Literatur zeigen sich beide Methoden als ebenbiirtig. Cullen, Ray und Szabo verglichen
verschiedene Quantifizierungsmethoden wie interner, externer Standard und ERETIC
miteinander und kamen zum Schluss, dass alle Methoden vergleichbare Ergebnisse liefern. Die
grofdte Variabilitdt kann auf die Vorbereitung der Proben und der Standards sowie auf die
Prazision der Messung zuriickgefiihrt werden. Die Methode des externen Standards und das
ERETIC-Verfahren zeigen grofiere Schwankungen als die Methode des internen Standards (Cullen
et al, 2013). Ein weiterer Fehler kann durch die NMR Rohrchen bei der Quantifizierung unter
Anwendung eines externen Standards entstehen. Durch eine unterschiedliche Rohrchendicke und
Innendurchmesser kommt es zu unterschiedlichen Fiillh6hen und dadurch zu unterschiedlichen
Konzentrationen in der aktiven Messregion, was zu Uber- oder Unterbestimmungen in
unterschiedlichen Rohrchentypen fithren kann. Wider und Dreier, sowie Burton, Quilliam und
Walter berichten tliber einen Fehler von *1 %, der bei der Verwendung von Rohrchen gleichen
Fabrikats auftreten kann (Burton et al., 2005; Wider & Dreier, 2006).

Beim Vergleich des PL-Anteils bezogen auf das Gesamtfett kommen beide Methoden zum gleichen
Ergebnis. Die ermittelten Werte der Proben aus biologischer Haltung sind signifikant héher als
die Werte der Proben aus konventioneller Haltung. So liegen die Mittelwerte der Proben aus
biologischer Haltung, die unter Anwendung eines internen bzw. externen Standards bestimmt
wurden bei 28,6 bzw. 28,5 % und der VK beider Methoden bei 3,6 % (s. Abbildung 4-8 und 4-9).
Demnach kommen beide Quantifizierungsmethoden zu demselben Ergebnis und sind fiir diese
Art der Untersuchung als gleichwertig zu erachten.

4.1.5 Analyse der Fettsaurezusammensetzung im Eifett mittels GC-FID

Die Zuordnung der FSME-Peaks erfolgte durch Vergleich der Retentionszeiten mit denen von
Standardsubstanzen. Diese wurden mit jeder Messserie als separate Standardlésungen (Omega-
Test und Butter-/Margarinetest) mitanalysiert. Die Chromatogramme der beiden Standardtests
sind im Anhang (Abbildung 9-11 (Butter/Margarine-Test) und 9-12 (Omega-Test)) zu finden. Die
Peakzuordnung der einzelnen FSME und deren jeweilige Retentionszeiten befinden sich im
Anhang (Tabelle 9-4 und 9-5). In Abbildung 4-10 ist ein Chromatogramm der FSME einer
Eifettprobe dargestellt. Ein Vergleich der Retentionszeiten der FSME der Eifettprobe mit den
Retentionszeiten der Standardsubstanzen befinden sich im Anhang (Tabelle 9-6). Bei einigen FS
erfolgte eine zusitzliche Absicherung durch GC-MS und einen Abgleich mit der Literatur. Mit
dieser Methode konnten die Palmitoleinsdure (C16:1 A-7), die Vaccensdure (C18:1 A-11), die
Docosatetraensdure (C22-4 A-7,10,13,16) und die Docosapentaensaure (C22:5 A-4,7,10,13,16)
zugeordnet und verifiziert werden (Brendel, 2016). Die FSME werden der Einfachheit halber im
Folgenden mit den Namen der entsprechenden FS bezeichnet. Insgesamt konnten 23
verschiedene FS im Eifett identifiziert werden.

Als Qualitatskontrollprobe oder auch R-Probe wurde eine Packung Eier aus Freilandhaltung
bestehend aus insgesamt 10 Eiern verwendet. Diese wurden, wie in Kapitel 8.2 beschrieben, bis
einschliefdlich der Gefriertrocknung aufgearbeitet und im Tiefkiihlschrank bei - 20° Celsius
gelagert. Durch die R-Probe wurde die Aufarbeitung und Messung der Eifettproben einer
standigen Qualitatskontrolle unterzogen. Die Aufarbeitung der R-Proben erfolgte mit
verschiedenen Proben in einer Serie, die aus jeweils 10-20 Proben bestand. Zudem konnte die
Reproduzierbarkeit der Methode mit Hilfe der R-Probe gezeigt werden. Diese wurde an drei
aufeinanderfolgenden Tagen fiinf Mal aufgearbeitet und vermessen. Die Ergebnisse dieser
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Uberpriifung sind im Anhang (Tabelle 9-7) dargestellt. Der VK zeigt, dass die Streuung bei den
meisten FS unter 5 % liegt und die Methode somit als reproduzierbar angesehen werden kann.
Eine Ausnahme ist die Myristoleinsdaure (C14:1 A-5) mit einem VK von 6,6 %. Der prozentuale
Anteil der Myristoleinsdure an den Gesamtfettsduren ist mit 0,07 % sehr gering, daher wirken sich
bereits kleine Unterschiede, beispielsweise verursacht durch die Probenaufarbeitung, sehr stark
auf den VK aus. Bei einem Vergleich der R-Proben, die an insgesamt acht unterschiedlichen Tagen
mit verschiedenen Proben in einer Serie aufgearbeitet und vermessen wurden, zeigten sich
vergleichbare Ergebnisse (s. Tabelle 9-8), mit Ausnahme der Myristoleinsadure, der y-Linolensdure
und DHA. Diese zeigen die grofiten Schwankungen, die auf ihre geringen Anteile zuriickgefiihrt
werden kénnen.
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Abbildung 4-10: Chromatogramm der Fettsduremethylester einer Eifettprobe mit Zuordnung zu den jeweiligen
Fettsduren

Insgesamt wurden die Eifettzusammensetzungen von 314 Eifettproben mittels GC-FID analysiert.
Davon waren 102 Proben aus biologischer Haltung, 152 Proben aus Bodenhaltung und 60 Proben
aus Freilandhaltung. Von den drei untersuchten Haltungssystemen wurden jeweils der
Mittelwert, die Standardabweichung und der VK fiir die verschiedenen FS berechnet. In Tabelle
4-6 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung dargestellt. Die Olsdure ist mit ca. 40 % die FS, die
den grofdten Anteil ausmacht. Danach folgt die Palmitinsdure mit rund 25 % und die Linolsiure
mit ca. 18 %. Von den gesattigten FS ist die Stearinsaure mit einem Anteil von 8,5 % zu nennen.
Mit einem vergleichsweise hohen Anteil von ca. 2 % ist die Arachidonsdure vertreten. Auch
erwdhnenswert sind die Anteile der beiden w-3 FS, a-Linolensaure und DHA mit jeweils rund 1 %.
Die bestimmten Anteile stimmen gut mit den Ergebnissen der Untersuchungen von Cherian,
Holsonbake und Goeger (Cherian et al,, 2002) und Oliveira und Mitarbeiter (Oliveira et al., 2010)
liberein (s. Tabelle 9-9). Die FS mit geringeren Anteilen sind gréfderen Schwankungen
unterworfen, was sich deutlich an ihrem VK zeigt. Dies kann auch bei allen Haltungsgruppen in
gleichem Mafde beobachtet werden. Eine Ausnahme bildet die Linolsdure, die trotz eines hohen
Anteils an den Gesamtfettsduren einen vergleichsweise hohen VK aufweist. Dies zeigt, dass die
Anteile dieser FS innerhalb einer Haltungsgruppe sehr schwanken kdénnen. Das kann auf eine
unterschiedliche Fiitterung innerhalb einer Haltungsgruppe, aber auch auf das Alter der
Legehennen zuriickgefiihrt werden. Mine zeigte in einer Studie, dass bei Eiern von jungen
Legehennen der Anteil an MUFS signifikant hoher ist als bei dlteren Legehennen (Mine, 2008).
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Tabelle 4-6: Prozentuale Anteile der Fettsduren im Eifett von Eiern aus unterschiedlichen Haltungssystemen

Fettsiduren Bio? Stdz VK2 Boden Std VK Frei- Std VK
[%] [%] 1 [%l] [%] land? [%]
[%]
Myristinsdure C14:0 0,29 +0,03 10,74 0,33 +0,05 16,57 0,33 0,07 21,58
Myristoleinsaure 0,05 +0,01 29,26 0,06 +0,02 30,64 0,06 0,02 30,71
C14:1 A-5
Pentadecansiure 0,08 +0,01 14,82 0,07 +0,01 14,45 0,08 +0,01 13,88
C15:0
Palmitinsdure C16:0 23,84 +1,02 4,29 25,04 +1,13 4,51 24,84 £1,06 4,25
Palmitoleinsiure 0,84 +0,16 19,42 0,70 +0,14 20,29 0,74 +0,13 17,66
C16:1 A-7
Palmitoleinsiure 2,39 +0,46 19,46 2,69 +0,53 19,58 2,67 +0,50 18,54
C16:1 A-9
Margarinsaure C17:0 0,21 +0,03 12,13 0,19 +0,03 15,14 0,20 +0,03 15,93
Heptadecensiure 0,11 +0,01 9,93 0,11 +0,02 21,94 0,12 +0,03 24,16
C17:1 A-9
Stearinsiure C18:0 7,85 +0,60 7,59 8,54 +0,75 8,75 8,35 +0,74 8,82
Elaidinsdure C18:1 0,12 +0,02 15,64 0,16 +0,03 16,77 0,15 +0,03 20,03
trans A-9
Olsiaure C18:1 A-9 39,36 +3,44 8,73 39,14 +2,53 6,45 38,33 £3,13 8,18
Vaccensaure C18:1 A- 1,60 +0,19 11,95 1,83 +0,23 12,61 1,87 +0,35 18,75
11
Linolsiaure C18:2 A- 18,19 +3,04 16,71 16,50 +2,76 16,75 17,36 +3,08 17,74
9,12 (w-6)
v-Linolensiure C18:3 0,11 +0,02 15,25 0,10 +0,02 16,69 0,11 +0,02 18,76
A-6,9,12 (w-6)
a-Linolensaure C18:3 0,92 +0,30 32,16 0,69 +0,26 38,39 0,76 +0,31 40,85
A-9,12,15 (w-3)
Gadoleinsaure C 20:1 0,23 +0,02 10,55 0,24 +0,03 11,84 0,23 +0,03 12,08
A-9
Eicosadiensiure 0,20 +0,05 23,51 0,17 +0,03 19,71 0,18 +0,04 23,08
C20:2 A-11,14 (w-6)
Behensiure C22:0 0,17 +0,02 11,30 0,17 +0,03 15,10 0,16 +0,03 19,95
Arachidonsaure C20:4 1,89 +0,21 11,26 1,87 +0,22 11,60 1,93 +0,30 15,60
A-5,8,11,14 (w-6)
Docosatetraensiure 0,16 +0,03 18,88 0,15 +0,02 16,63 0,16 +0,03 19,08
C22:4 A-7,10,13,16
(w-6)
Docosapentaensdure 0,26 +0,09 34,75 0,32 +0,11 35,76 0,34 +0,13 40,20
C22:5A-4,7,10,13,16
(w-6)
Docosapentaensaure 0,15 +0,04 27,27 0,11 +0,03 29,35 0,13 +0,04 28,92
C22:5A-7,10,13,16,19
(w-3)
Docosahexaensiure 0,99 +0,21 21,11 0,82 +0,23 28,21 0,87 +0,24 27,81
(DHA) C22:6 A -
4,7,10,13,16,19 (w-3)
Bio? Stdz VK2 Boden Std VK Frei- Std VK
[%] [%] 1[%] [%] land! [%]
[%]
w -63 20,38 +3,14 15,39 18,62 +2,81 1506 19,59 3,15 16,05
w -3% 2,17 +0,42 19,29 1,83 +0,37 20,12 1,97 +0,45 23,00
w-6/w-3 9,57 +1,62 16,87 10,43 +1,94 18,63 10,27 1,96 19,09
1Proben aus biologischer Haltung (Bio), Proben aus Bodenhaltung (Boden), Proben aus

Freilandhaltung (Freiland)
2Standardabweichung (Std), Variationskoeffizient (VK)
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3w-6: Summe aus Linolsdure, Arachidonsiure, Docosatetraensdaure und Docosapentaensdure
(C22:5 A-4,7,10,13,16)
4w-3: Summe aus a-Linolensdure, Docosapentaensaure (C22:5 A-7,10,13,16,19) und DHA

Der Anteil an w-6 FS beruht auf der Summe der Linolsdure, der Arachidonsdure, der
Docosatetraensdure und der Docosapentaensidure (C22:5 A-4,7,10,13,16). Der w-3 FS Anteil
besteht aus der Summe von a-Linolensdure, Docosapentaensdure (C22:5 A-7,10,13,16,19) und
DHA. Das w-6/w-3-Verhaltnis war vergleichbar und lag fiir alle drei Haltungsgruppen zwischen
9-11. Diese Werte sind in guter Ubereinstimmung mit den von Oliveira und Mitarbeiter
veroffentlichten Werte von 11,67 und 11,97, die sie bei einer Zugabe von Sojadl zum Futter
fanden. In ihrer Studie untersuchten sie den Einfluss des Hennenalters und verschiedener
Futtermittelzusatzen wie Sojadl, Sonnenblumendél und Leinsamendl auf das w-6/w-3-Verhaltnis.
Fiir die Berechnung des Gesamt-w-6 Anteils verwendeten sie Linolsdure, y-Linolensdure und
Arachidonsdure. Den Gesamt-w-3 Anteil berechneten sie aus Stearidonsaure (C18:4 A-6,9,12,15),
Eicosatriensdure  (C20:3  A-11,14,17), Eicosapentaensaure (C20:5 A-5,8,11,14,17),
Docosapentaensdure (C22:5 A-7,10,13,16,19) und DHA. Zudem zeigten sie, dass mit
zunehmendem Alter der Hennen das Verhaltnis grofer wird, da der w-6 Anteil, welcher zum
grofdten Teil von der Linolsdure abhdngt, zunimmt. Des Weiteren konnten sie in ihrer Studie
zeigen, dass durch eine spezielle Fiitterung mit Lein6l der Wert auf ~ 2 unabhingig vom Alter
gesenkt werden kann (Oliveira et al., 2010). Cherian, Holsonbake und Goeger fanden dagegen
deutlich hohere Werte von bis zu 27,3 fiir das w-6/ w-3-Verhaltnis. Allerdings wurde als w-3 FS
lediglich DHA berticksichtigt, wodurch die Ergebnisse nur bedingt vergleichbar sind (Cherian et
al.,, 2002).

4.2 Unterscheidung von biologisch und konventionell
erzeugten Hithnereiern

4.2.1 Analyse der Phospholipidverteilung/-anteile und der
Fettsdureverteilung mit Hinblick auf Haltungsdifferenzierung

Die Ergebnisse der Untersuchungen der Phospholipidverteilung und deren Anteile mittels 31P
NMR wurden ausfiihrlich in Kapitel 4.1.4 beschrieben. Bei einem Vergleich mit Literaturwerten
(s. Tabelle 4-4) konnten keine groflen Unterschiede der PL-Anteile bezogen auf den
Gesamtphospholipidgehalt festgestellt werden. In Tabelle 4-3 und 4-5 sind die PL-Anteile der
einzelnen PL bezogen auf den Gesamtphospholipidgehalt, die unter Verwendung eines internen
bzw. externen Standards bestimmt wurden, dargestellt. Es zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede der PL-anteile zwischen den drei Haltungsgruppen. Dies ist in Einklang mit den
Ergebnissen von Kivini und Mitarbeiter, die in ihrer Studie den Einfluss der Zugabe von
pflanzlichen Olen und Fischél zum Futter untersuchten. Sie stellten eine Anderung der
Fettsdurezusammensetzung fest, jedoch keinen Einfluss auf die PL-Anteile (Kivini et al., 2004).

In Abbildung 4-8 und 4-9 sind die Gesamtphospholipidanteile bezogen auf den Gesamtfettgehalt
dargestellt. Beide angewendeten Bestimmungsmethoden kamen zum gleichen Ergebnis - der PL-
Anteil der biologischen Proben ist im Schnitt um 2 % héher als bei den Proben aus Bodenhaltung.
Die Proben aus Freilandhaltung liegen mit ihren PL-Anteilen jeweils zwischen den Werten der
biologischen Proben und den Proben aus Bodenhaltung. Auffillig ist, dass die Schwankungen
innerhalb einer Gruppe bei den biologischen Proben deutlich geringer sind als bei den beiden
konventionellen Haltungsgruppen. In der Literatur gibt es keine Vergleiche beziiglich der Anteile
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der PL am Gesamtfett bei unterschiedlichen Fiitterungs- und/oder Haltungsarten. Es wird
lediglich auf die Unterschiede in der Fettsdurezusammensetzung in den TAG und PL eingegangen
(Campos et al,, 2016; Ginzberg et al.,, 2010; Gladkowski et al., 2011). Bei der Untersuchung des
Gesamtfettgehaltes bei unterschiedlichen Fiitterungen fanden Cherian und Quezeda in ihrer
Studie keine Unterschiede (Cherian & Quezada, 2016).

Fettsdureverteilung

Dass sich die Fettsdurezusammensetzung des Eifettes durch die Fiitterung beeinflussen lasst, ist
schon langer bekannt. Erste Literatur dariiber gab es bereits 1912 von McCollum, Halpin und
Drescher, die die Synthese von Lecithin in der Legehenne untersuchten und dabei
unterschiedliche Fettsdurezusammensetzungen in Abhdngigkeit des Futters beobachteten
(McCollum et al., 1912).

In der folgenden Untersuchung wurden die prozentualen FS-Anteile von insgesamt 314
untersuchten Eifettproben mit Hinblick auf die unterschiedlichen Haltungssysteme (Bio, Boden,
Freiland) ausgewertet. In Abbildung 4-11 sind die Mittelwerte der prozentualen Anteile der
Palmitinsaure, der Stearinsaure, der Linolsaure, der a-Linolensdure und DHA aller Bio-, Boden-
und Freilandhaltungsproben in einem Balkendiagramm dargestellt. Die Mittelwerte der Anteile
an Palmitinsdure, Stearinsdure, Linolsdure, o-Linolensdure und DHA zeigen deutliche
Unterschiede zwischen den Haltungsgruppen. Bei den beiden gesattigten FS Palmitinsaure und
Stearinsdure liegt der Mittelwert der Proben aus biologischer Haltung bei 23,84 % bzw. 7,85 %,
wohingegen die Werte der Proben fiir Bodenhaltung bei 25,04 % bzw. 8,54 % und fiir
Freilandhaltung bei 24,84 % bzw. 8,35 % liegen. Fiir die Proben der beiden konventionellen
Haltungsarten liegen die ermittelten Anteile fiir Palmitinsdure und Stearinsdure signifikant iiber
den Anteilen der Proben aus biologischer Haltung. Umgekehrt verhalt es sich bei der Linolsaure,
der a-Linolensdure und DHA. Bei diesen FS liegen die Mittelwerte der Proben aus biologischer
Haltung bei 18,19 % fiir die Linolsdure, 0,92 % fiir a-Linolensadure und 0,99 % fiir DHA. Bei den
Proben aus Bodenhaltung liegt der Mittelwert der Linolsdure bei 16,50 %, fiir a-Linolensédure bei
0,69 % und fiir DHA bei 0,82 %. Die Mittelwerte der Linolsdure, der a-Linolensdure und DHA der
Proben aus Freilandhaltung liegen bei 17,36 %, 0,76 % und 0,87 %. Die Proben aus biologischer
Haltung zeigen bei diesen drei ungesattigten FS signifikant hohere Anteile als bei den beiden
konventionellen Haltungsarten.
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Abbildung 4-11: Prozentualer Anteil der Palmitin-, Stearin- Linol-, a-Linolensdaure und Docosahexaensaure
(DHA) aller Proben aus biologischer Haltung (Bio), aus Bodenhaltung (Boden) und Freilandhaltung (Freiland).
Gezeigt sind die Mittelwerte + der Standardabweichung

Um das Ausmaf$ der Streuung abzubilden, ist die Standardabweichung in Abbildung 4-11 als

Fehlerbalken dargestellt. Die Standardabweichungen sind bei allen drei untersuchten

Haltungsgruppen sehr hoch, vor allem aber bei der a-Linolensaure. Dies zeigt sich auch bei den
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zugehorigen VK in Tabelle 4-6. Die Proben aus biologischer Haltung besitzen den niedrigsten VK
von 32 %, die Proben aus Freilandhaltung zeigen einen VK von 38 % und die Proben aus
Bodenhaltung besitzen den hodchsten VK von 41 %. Das zeigt, dass die Variation der a-
Linolensdure im Eifett dieser Eier sehr hoch ist, was unterem anderem durch die methodische
Varianz bei den Minor-FS verursacht wird. Das Eigelb und das darin enthaltenen Fett werden in
der Leber der Henne synthetisiert. Dadurch ist der Gesamtfettgehalt im Eigelb nicht iiber den
Fettanteil im Futter zu beeinflussen. Die Zusammensetzung der FS dagegen ist eine Kombination
aus de novo Synthese und Einbau der FS aus dem Futter. In der Leber der Henne werden u.a. aus
Linolsdure und a-Linolensdure verschiedene langkettige FS wie z.B. EPA, DPA und DHA selbst
hergestellt. Somit kann durch Fiitterung v.a. der Anteil an MUFS im Eifett gezielt beeinflusst
werden (Sirri & Meluzzi, 2011).

Die oben beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass die Anteile von einigen FS bei Eiern aus
biologischer Legehennenhaltung und bei Eiern aus konventioneller Legehennenhaltung
signifikante Unterschiede aufweisen. Bei den biologischen Proben zeigte sich dieser Unterschied
in signifikant héheren Anteilen der a-Linolensdure und DHA. Dies ist in guter Ubereinstimmung
mit den Ergebnissen von Mugnai und Mitarbeiter, die bei ihrer Studie einen erhéhten Anteil an w-
3 FS durch einen vermehrten Griinfutterkonsum feststellten. In ihrer Studie wurden Legehennen
in drei verschiedene Gruppen einteilten. Die erste Gruppe wurde unter konventionellen
Bedingungen in Kifigen gehalten und diente als Kontrollgruppe, die beiden anderen Gruppen
wurden unter biologischen Bedingungen gehalten. Diese hatten einmal Zugang zu 4 m2 Auslauf
(O-Gruppe) mit Griinfliche und einmal 9 m2 Auslauf mit Griinfliche (OP-Gruppe) pro Henne. Das
sonstige Futter variierte nicht. Untersucht wurde der Carotinoid-, a-Tocopherol-, der
Flavonoidgehalt und die Fettsdureverteilung im Eigelb. Der Gehalt an Carotinoiden, a-Tocopherol
und Flavonoiden zeigte sich v.a. bei den Eiern der OP-Gruppe deutlich erhoht. Bei der
Fettsdurezusammensetzung zeigten die Eier aus der OP-Gruppe niedrigere Anteile an Linolsdure
und deutlich hohere Anteile an w-3 FS. Die gesattigten FS zeigten in keiner der Gruppen eine
Veranderung (Mugnai et al, 2014). In einer weiteren Studie von Filipiak-Florkiewicz und
Mitarbeitern wurden Eier aus unterschiedlichen Haltungssystemen (biologische Haltung,
konventionelle Haltung (Kafighaltung)) auf ihre chemischen Grundparameter (Wasser-, Protein-,
Fett-, Asche- und Mineralstoffgehalt), und auf die FS-Verteilung untersucht. Zudem untersuchten
sie Eier, die durch eine spezielle Fiitterung mit w-3 FS angereichert wurden. Sie fanden, dass Eier
von Legehennen die w-3 FS angereichertes Futter bekamen, hohere Anteile an w-3 FS und
niedrigere Anteile an gesattigten FS aufwiesen. Die Fettsdurezusammensetzungen der Eier von
Legehennen aus den verschiedenen Haltungsgruppen ohne spezielle Fiitterung unterschieden
sich dagegen nur geringfiigig (Filipiak-Florkiewicz et al., 2017). Die Ergebnisse der Proben, bei
denen die Legehennen mit w-3 FS angereichertes Futter bekamen, zeigten eine gute
Ubereinstimmung mit den oben beschriebenen Ergebnissen der Proben aus biologischer Haltung.
Jedoch ist der Nachteil dieser Studie ihre geringe Probenzahl, so wurden lediglich 10 Proben je
Haltungsart untersucht, was die Aussagekraft der Studie deutlich mindert. In einer anderen Studie
von Campos und Mitarbeitern wurden verschiedene Haltungssysteme und deren Einfluss auf die
Lipidzusammensetzung im Ei untersucht. Bei der Produktion biologisch erzeugter Eier erhielten
die Legehennen ausschliefdlich Futter pflanzlichen Ursprungs. In konventioneller Produktion war
ein grofderer Anteil an Futter tierischen Ursprungs enthalten. Die Untersuchungen zeigten bei den
konventionell produzierten Eiern hohere Anteile an Linolsaure im Vergleich zu den biologisch
produzierten Eiern. Bei diesen war allerdings der Anteil an Olséure signifikant hoher (Campos et
al,, 2016). Diese Ergebnisse stehen im Gegensatz zu den hier beschriebenen Ergebnissen. In dieser
Arbeit wurden signifikant hohere Anteile an Linolsdure bei den Proben aus biologischer Haltung
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gefunden und nicht bei den Proben aus konventioneller Haltung. Auch ist bei dem Anteil der
Olsaure (s. Abbildung 9-13 und Tabelle 4-6) kein gréfRerer Unterschied zwischen den Proben aus
biologischer Haltung, Bodenhaltung und Freilandhaltung zu erkennen. Ein grofies Manko der
Studie von Campos und Mitarbeiter ist zum einen die geringe Probenzahl, da von jeder
Haltungsart lediglich vier Proben untersucht wurden, und zum anderen die Annahme, dass bei
der biologischen Haltung kein Futter tierischen Ursprungs verwendet wird. Nach Verordnung
(EG) Nr. 834/2007 ist die Fiitterung mit Futter tierischen Ursprungs bei biologisch gehaltenen
Legehennen erlaubt (VO(EG) Nr. 834, 2007; VO(EG) Nr. 889, 2008). Daher wird die Aussagekraft
der genannten Studie eher gering eingeschatzt.

Bei einem Vergleich mit Studien aus der Literatur, die den Einfluss spezieller Fiitterung auf die
Lipidzusammensetzung untersuchten, zeigte sich, dass die Veranderungen der untersuchten FS
v.a. bei den MUFS zu sehen sind. Die Gemeinsamkeit der Studien ist die Fiitterung mit Futter,
welches hohere Gehalte an MUFS enthielt (Cherian & Quezada, 2016; Ginzberg et al,, 2010;
GladkowskKi et al., 2011; Rhodes, 1958).

Eine Schlussfolgerung fiir die hier beschriebenen Ergebnisse im Kontext der Literaturdaten ware
demnach, dass Legehennen in biologischen Haltungssystemen einen besseren Zugang zu
Futtermitteln mit hoheren Gehalten an MUFS haben als Legehennen in konventionellen
Haltungssystemen. Um eine Aussage iiber den Einfluss der Haltung auf die
Fettsdurezusammensetzung treffen zu konnen, miisste dies in einer Studie mit unterschiedlichen
Haltungsarten und gleichem Futter gezielt untersucht werden.

4.2.2 Multivariate Analyse der 1H NMR Daten

Mit dem hohen Informationsgehalt und der Vielzahl an Variablen, welche die NMR Analyse mit
sich bringt, sind die meisten Auswertetechniken iiberfordert. Fiir die gesamte Analyse der meist
komplexen Spektren werden daher Verfahren der Mustererkennung (Pattern Recognition
Techniques) benoétigt. Ein gutes Beispiel, bei dem diese Verfahren schon langere Zeit erfolgreich
eingesetzt werden, ist die Nahinfrarotspektroskopie. Mit Hilfe von chemometrischen Verfahren
wurde die Nahinfrarotspektroskopie, die selbst eine schnelle nichtinvasive Analysentechnik
darstellt, zur Qualitdtskontrolle von Milch sowie Getreide- und Fleischprodukten und bei Wein
erfolgreich etabliert (Ebrahimi et al., 2017).

4.2.2.1 Erstellung eines Klassifizierungsmodells mittels
Hauptkomponentenanalyse und linearer Diskriminanzanalyse (PCA-
LDA)

Flr die multivariate Datenanalyse wurden insgesamt 316 Proben verwendet. Dies entspricht
83 % der gesamten Proben, die restlichen Proben wurden fiir externe Validierungszwecke
eingesetzt. Von den 316 Proben stammen 134 Proben aus der Bodenhaltung, 52 aus
Freilandhaltung und 130 aus biologischen Haltungssystemen.

Vor der multivariaten Analyse wurden die 'H NMR Spektren verschiedenen Verfahren der
Datenvorbehandlung unterzogen. Diese wurden bereits in Kapitel 3.6.1 ndher beschrieben. Dazu
gehort die Datenreduktion mittels Bucketieren und die Normalisierung der Signale auf die
Intensitit der Methylengruppe des PC-Signals (s. Abbildung 4-5, Signal Nr. 6). In Abbildung 3-1 ist
der Normalisierungseffekt an diesem Signal dargestellt. Die Skalierung der Spektren erfolgte
mittels Autoscaling. Im Anschluss an die Datenvorbehandlung folgte eine PCA, durchgefiihrt, um
die Anzahl der Variablen weiter zu reduzieren. Die nachfolgende LDA mit MCCV wurde auf die
generierten Scores der Hauptkomponenten der PCA angewendet. Durch die Kombination aus PCA
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und LDA konnte so ein Klassifizierungsmodell erstellt werden. Mit Hilfe der MCCV war es moglich
die Aussagekraft des Klassifizierungsmodells zu beurteilen. Fiir die Giite der Zuordnung wurden
die ,richtig” bzw. ,falsch” zugeordneten Proben in einer Konfusionsmatrix dargestellt.

Bio
Boden

Freiland | Freiland

Boden

LD 3

Bio

Abbildung 4-12: Konfusionsmatrix (links) und bildliche Darstellung des Klassifizierungsmodells (rechts) der
ersten drei linearen Diskriminanzfunktionen (LD1-3) mit allen drei Haltungsgruppen (biologische Haltung
(Bio), Bodenhaltung (Boden), Freilandhaltung (Freiland))

In einer ersten Evaluierung der 'H NMR Daten wurde versucht ein Klassifizierungsmodell mit
allen drei Haltungsgruppen zu erstellen. In Abbildung 4-12 ist das Ergebnis dieses
Klassifizierungsmodells dargestellt. Auf der linken Seite der Abbildung ist die Konfusionsmatrix
mit den Klassifizierungsergebnissen und auf der rechten Seite eine bildliche Darstellung des
Klassifizierungsmodells in Form eines Wolkenmodells dargestellt. Zur Vereinfachung werden die
Haltungsgruppen im Folgenden als Bio-Gruppe fiir die biologische Haltung, Boden-Gruppe fiir die
Bodenhaltung und Freiland-Gruppe fiir die Freilandhaltung bezeichnet. Fiir die LDA wurden
insgesamt die Scores der ersten 50 Hauptkomponenten verwendet. Diese beschreiben insgesamt
99,99 % der Varianz der Daten. Es ist deutlich zu erkennen, dass das Modell eine Abgrenzung der
Bio-Gruppe von den beiden konventionellen Gruppen zulasst. 94,4 % der biologisch erzeugten
Proben wurden bei diesem Modell richtig der Bio-Gruppe zugeordnet. Dagegen wurden 2,2 % der
Boden-Gruppe und 3,5 % der Proben aus der Freiland-Gruppe falsch zugeordnet. Umgekehrt
wurden 71,6 % der Proben aus Bodenhaltung richtig aber auch, 23,1 % falschlicherweise der
Freiland-Gruppe und 5,3 % der Bio-Gruppe zugeordnet. Bei den Proben aus Freilandhaltung
wurden lediglich 37,3 % der Proben richtig der Freiland-Gruppe zugeordnet. Dagegen wurden
54,8 % der Proben der Boden-Gruppe und 7,9 % der Bio-Gruppe falschlicherweise zugeordnet.
Das Wolkenmodell in Abbildung 4-12 rechts zeigt eine bildliche Darstellung der PCA-LDA. Die
einzelnen Gruppen sind dabei in Wolken, die die Proben mit einem 95 % Konfidenzintervall
umschliefien, zu sehen. Auch hier ist deutlich die Uberlagerung der Boden-Gruppe (tiirkis) und
der Freiland-Gruppe (gelb) zu erkennen. Die Bio-Gruppe (blau) scheint dagegen fast separiert von
den beiden anderen zu sein.

Bei einer zweiten Evaluierung der Daten wurden die beiden konventionellen Haltungsgruppen zu
einer Freiland-/Boden-Gruppe zusammengefasst. Abbildung 4-13 zeigt die Konfusionsmatrix und
das zugehorige Wolkenmodell. Fiir die LDA wurden insgesamt die Scores der ersten 90
Hauptkomponenten verwendet. Diese beschreiben insgesamt 99,99 % der Varianz der Daten. Die
Konfusionsmatrix auf der linken Seite in Abbildung 4-13 zeigt, dass 95,2 % der biologisch
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erzeugten Proben der Bio-Gruppe richtig zugeordnet wurden. 4,8 % der Proben wurden dagegen
falschlicherweise der Freiland-/Boden-Gruppe zugeordnet. Insgesamt wurden 93,3 % der
konventionellen Proben der Freiland-/Boden-Gruppe richtig zugeordnet. 6,7 % der konventionell
erzeugten Proben wurden falschlicherweise der Bio-Gruppe zugeordnet.

Das hier gezeigte Modell ist somit in der Lage, eine richtige Klassifizierung von rund 95 % der
Proben aus biologischer Haltung und von rund 93 % der Proben aus konventioneller Haltung zu
liefern.

Bio
_ Freiland/Boden|

Freiland/Boden

LD3

Bio

Abbildung 4-13: Konfusionsmatrix (links) und bildliche Darstellung des Klassifizierungsmodells (rechts) der
ersten drei linearen Diskriminanzfunktionen (LD1-3) mit den verschiedenen Haltungsgruppen. Die beiden
konventionellen Haltungsgruppen Bodenhaltung, Freilandhaltung wurden in einer Gruppe als Freiland/Boden
zusammengefasst, die biologische Haltung wird als Bio bezeichnet

4.2.2.2 Anwendung des Modells auf neue Proben

Die Anwendung des Modells auf neue Proben entspricht der Validierung mit externen Proben.
Insgesamt wurden 17 % aller Proben, was 66 Proben entspricht, zur externen Validierung
eingesetzt. Davon waren 30 Proben aus Bodenhaltung, 23 Proben aus biologischen
Haltungssystemen und 13 Proben aus Freilandhaltung. Diese 66 Proben wurden nicht dazu
verwendet, um das Modell aufzubauen (vgl. Kapitel 4.2.2.1), sondern das Klassifizierungsmodell
wurde auf diese Proben angewendet. Die Spektren wurden derselben Datenvorbehandlung
(Bucketieren, Normalisierung und Skalierung) wie die der Proben, die fiir die Modellerstellung
verwendet wurden, unterzogen. In Abbildung 4-14 sind die Wolkenmodelle der externen
Validierung zu sehen.

Die Abbildung 4-14A zeigt das Ergebnis der Anwendung des Modells auf die Proben aus
Bodenhaltung, 4-14B auf die Proben aus biologischer Haltung und 4-14C auf die Proben aus
Freilandhaltung. Die Zuordnung wird unter Verwendung des p-Wertes und der Entfernung zum
jeweiligen Modellmittelpunkt (Bio-Gruppe und Freiland-/Boden-Gruppe) bestimmt. Die
zugehorigen Werte sind in den Tabellen 9-10, 9-11 und 9-12 im Anhang zu finden.

Falsch zugeordnete Proben mit p-Werten <0,05 wurden in Abbildung 4-14 A-C durch eine rote
Ellipse gekennzeichnet. Die Ellipse in Abbildung 4-14 A umschliefdt insgesamt vier Proben (7, 10,
11 und 18) aus Bodenhaltung, die aufgrund ihrer p-Werte der biologischen Haltung zugeordnet
wurden (s. Tabelle 9-10). Die Probe mit der Nummer 8 besitzt einen p-Wert von 0,05 sowohl fiir
die konventionelle als auch fiir die biologische Gruppe. Bei diesen fiinf Proben (7, 8, 10, 11, 18)
wurde in den Metadaten nach Informationen fiir die Falschzuordnung gesucht. Es zeigte sich, dass
die Proben 7, 8, 10 und 18 alle aus Deutschland stammten. Auffallig war, dass die Proben 7 und 8
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bei der Aufarbeitung bereits iiber ihrem Mindesthaltbarkeitsdatum lagen. Die Proben 8 und 18
stammten aus Betrieben, die auch biologische Eier produzieren. Der Verdacht liegt hier nahe, dass
eventuell das gleiche Futter oder Anteile des gleichen Futters fiir beide Haltungsarten verwendet
wurde und dadurch die Proben den biologisch erzeugten Proben dhnlicher sind. Die Probe 11
stammte aus den Niederlanden. Da das Modell zum grofdten Teil mit Proben, die aus Deutschland
stammen, aufgebaut wurde, kann das ein moglicher Grund dafiir sein, dass Proben aus dem
Ausland nicht richtig zugeordnet werden kénnen. Um diese Aussage bestadtigen zu konnen, miisste
das Modell auf weitere Proben, die aus dem Ausland stammen, angewendet werden. Bei Probe 10,
die aus Deutschland stammt, konnte keine mogliche Ursache fiir die Falschzuordnung in den
Metadaten gefunden werden.
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Abbildung 4-14: Anwendung des Klassifizierungsmodells auf externe Proben. A zeigt die Proben aus
Bodenhaltung, B die Proben aus biologischer Haltung und C die Proben aus Freilandhaltung. Die rote Ellipse
umschlief3t falsch zugeordnete Proben

In Abbildung 4-14B sind alle externen Proben, die aufgrund ihrer Metadaten zu der Gruppe der
biologischen Haltung zdhlen, zu sehen. Alle Proben mit Ausnahme der Proben 2 und 15 wurden
richtig der Bio-Gruppe zugeordnet. Diese besitzen kleinere p-Werte als das Signifikanzniveau von
0,05 (s. Tabelle 9-11).

Die Proben 3, 6, 16 und 14 liegen bei Betrachtung der Grafik sehr nahe am Rande des 95 %
Konfidenzintervalls, welches die konventionellen Proben in einer Art Wolke umschliefst. Die p-
Werte dieser vier Proben liegen alle iiber oder auf dem Signifikanzniveau von 0,05. Bei einem
Abgleich mit den Metadaten dieser Proben zeigte sich, dass die Proben 2, 3, 14, 15 und 16 alle aus
dem europdischen Ausland stammen. So kommen die Proben 2, 3 und 16 aus Spanien, Probe 14
aus Danemark und Probe 15 aus Litauen. Lediglich die Probe 6 stammt aus Deutschland, ihr p-
Wert liegt bei 0,05, was dem Signifikanzniveau entspricht. Dies bestatigt die Annahme von oben,
dass das Modell fiir eine Zuordnung von Proben aus dem Ausland nur bedingt geeignet ist.

Die Zuordnung der externen Proben aus Freilandhaltung ist in Abbildung 4-14C dargestellt. Alle
Proben bis auf die 3 und 9 wurden richtig der konventionellen Gruppe zugeordnet. Ein Abgleich
mit den Metadaten ergab, dass beide Proben aus den Niederlanden stammen.

Bei der Anwendung des Klassifizierungsmodells auf externe Proben zeigte sich, dass dieses in der
Lage ist konventionell und biologisch erzeugte Hiihnereier richtig zuzuordnen. Schwierigkeiten
gab es vor allem bei Proben, die nicht aus Deutschland stammen. Dies war zu erwarten, da das
Klassifizierungsmodell zum gréfdten Teil auf Grundlage deutscher Proben aufgebaut wurde. Um
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eine bessere Klassifizierung von auslandischen Proben zu erzielen, miisste das Modell mit einer
grofleren Anzahl dieser Proben trainiert werden.

4.2.3 Identifizierung und Analyse der fiir die Trennung verantwortlichen
Parameter

Mit Hilfe der univariaten Datenanalyse basierend auf dem Kruskal-Wallis Test wurden die tH NMR
Spektren der drei Haltungsgruppen auf Unterschiede hin untersucht. Diese Form der Analyse
wurde unter anderem von Godelmann und Mitarbeiter bei der Rebsortendifferenzierung
(Godelmann et al., 2013) und von Longobardi und Mitarbeiter bei der Ursprungsklassifizierung
von Olivenolen (Longobardi et al.,, 2012) eingesetzt. Die Unterschiede werden in Abbildung 4-15
in Form von pinkfarbenen Balken aufgezeigt. Ein vollstdndiges Spektrum mit den Ergebnissen der
univariaten Datenanalyse ist in Anhang (Abbildung 9-14) zu sehen. Einige der Unterschiede
konnen bestimmten Verbindungsklassen zugeordnet werden. In Abbildung 4-15A sind drei
Signale mit einem Rahmen versehen. Alle eingerahmten Signale reprasentieren ungesattigte FS.
Das Signal um 2,9 ppm reprasentiert die bis-allylische CH, Gruppen. Das Signal bei 2,4 ppm gehort
zu der Methylengruppe, welche in a-Position zur Carbonylgruppe der DHA lokalisiert ist. Das
Triplett bei 0,98 ppm kann der endstdndigen Methylgruppe der w-3 FS zugeordnet werden. In
Abbildung 4-15B ist dieses Signal in einem Detailausschnitt dargestellt. Die Mittelwerte aller
Proben der drei Haltungsgruppen (biologische Haltung, Bodenhaltung und Freilandhaltung) sind
als kraftige Linien in der jeweiligen Farbe der Haltungsgruppe dargestellt. Die helleren
Farbbereiche zeigen die Schwankungen innerhalb einer Gruppe. Sie unterscheiden sich in ihren
Signalintensititen. Der Mittelwert der Proben aus biologischer Haltung (rot) liegt deutlich iiber
dem Mittelwert der Proben aus den beiden konventionellen Haltungsgruppen (Bodenhaltung -
blau, Freilandhaltung - griin). Die beiden letzteren tiberlagern stark. Die Signalintensititen der
Proben aus biologischer Haltung zeigen eine geringere Schwankungsbreite als die
Signalintensitdten der Proben aus den konventionellen Haltungsformen. Ein dhnliches Muster ist
auch bei den beiden anderen gekennzeichneten Signalen der ungesattigten FS zu erkennen. Dies
lasst darauf schliefen, dass die Proben aus biologischer Haltung hohere Gehalte an MUFS
aufweisen als die konventionellen Proben. Das dominante Signal der CH, Gruppen im Bereich von
1,2-1,4 ppm zeigt dagegen, dass der Mittelwert bei diesem Signal bei den Proben aus
konventioneller Haltung hoher ist als bei den Proben aus biologischer Haltung. Dadurch liegt die
Vermutung nahe, dass der Anteil an gesattigten FS in den konventionellen Proben im Mittel hoher
ist als bei den Proben aus biologischer Haltung. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen der FS-Verteilung in Kapitel 4.2.

Andere weiniger deutliche Unterschiede konnen keiner speziellen Verbindungsklasse oder
Verbindung zugeordnet werden, da die Signale sehr klein und eine Zuordnung dadurch erschwert
wird. Die Trennung zwischen den Haltungsgruppen, die durch die multivariate Datenanalyse
deutlich wird, ist daher nicht an der Abwesenheit oder dem Vorhandensein einzelner Signale oder
bestimmter Verbindungen festzumachen, vielmehr ist es ein Zusammenspiel aus
unterschiedlichen Verbindungen.
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Abbildung 4-15: Univariate Datenanalyse der 1H NMR Spektren der Eifettproben aller drei Haltungsgruppen
(biologische Haltung (rot), Bodenhaltung (blau), Freilandhaltung (griin)). Die Bereiche, in denen Unterschiede
erkannt werden, sind mit pinkfarbenen Balken hinterlegt. A zeigt den Bereich zwischen 0,5-3 ppm, die Signale
in den blau umrandeten Kisten kénnen den mehrfach ungesittigten Fettsduren zugeordnet werden (Signal der
bis-allylischen CH: Gruppen, Signale der Methylengruppe in a-Position zur Carbonylgruppe der
Docosahexaensaure (DHA) und Signale der Methylgruppe der w-3 Fettsiduren). B zeigt einen detaillierten
Ausschnitt um 1 ppm, in welchem das Signal und die unterschiedlichen Intensititen des Signals der
Methylgruppe der w-3 Fettsduren deutlicher zu sehen sind

4.2.4 Vergleich mit den Ergebnissen der Fettsaureverteilung

Die GC-FID Analyse der Fettsdurezusammensetzung (s. Kapitel 4.1.5 Tabelle 4-6) zeigt, dass die
FS der untersuchten Proben sich nur in wenigen der insgesamt 23 untersuchten FS im Hinblick
auf die Haltung unterscheiden. Diese sind die Palmitin-, Stearin- Linol- und a-Linolensidure sowie
die DHA. In Abbildung 4-11 sind die fiinf FS der unterschiedlichen Haltungsgruppen mit ihren
prozentualen Anteilen bezogen auf die Gesamtfettsduren und ihren Standardabweichungen, zu
sehen. Die Anteile der beiden gesattigten FS Palmitin- und Stearinsdure sind in beiden
konventionellen Haltungsarten leicht erh6ht, was in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen
der 'H NMR Untersuchung ist. Bei der univariaten Analyse wurden héhere mittlere Intensitdten
im Bereich der CH: Signale fiir Proben der konventionellen Haltungsgruppe gefunden, was auf
hohere Anteile der gesattigten FS schliefRen lasst. Umgekehrt zeigten sich bei den Signalen, die
durch die Anwesenheit von Doppelbindungen entstehen, hohere mittlere Intensitdten bei den
Proben aus biologischer Haltung. Diese 'H NMR Signale konnten den ungesattigten FS zugeordnet
werden. Auch zeigten die Signale der endstandigen Methylgruppe der w-3 FS sowie das Signal der
DHA bei 2,4 ppm ebenfalls bei den Proben aus biologischer Haltung eine hohere Intensitat im
Vergleich zu den beiden anderen Haltungsgruppen. Zu den w-3 FS im Eifett zdhlen die a-
Linolensaure, die Docosapentaensaure (C22:5 A-4,7,10,13,16) und die DHA. Bei der Analyse der
Fettsdurezusammensetzung zeigte sich, dass die a-Linolensaure sowie die DHA hohere mittlere
prozentuale Anteile an den Gesamtfettsduren der biologischen Proben innehaben. Die GC Analyse
und die tH NMR zeigen bei den genannten Beispielen somit vergleichbare Ergebnisse.

4.3 Validierung und Qualitidtskontrolle des
Klassifizierungsmodells

Die Validierung des in Kapitel 4.2.2.1 beschriebenen Klassifizierungsmodells erfolgte unter
Anwendung verschiedener Methoden. Eine Art interne Validierung wurde mit Hilfe der MCCV
durchgefiihrt, wodurch eine Beurteilung der Aussagekraft der Klassifizierung maoglich ist. Durch
die Anwendung des Modells auf unbekannte Proben, wie in Kapitel 4.2.2.2 ndher aufgezeigt, kann
die Leistungsfahigkeit des erstellten Klassifizierungsmodells weiter bewertet werden.
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Im ndchsten Abschnitt wird auf die Validierung der Aufarbeitung und der H NMR Messung mit
Hilfe der R-Probe naher eingegangen. Die Validierung im Rahmen der GC-FID Messung mit Hilfe
der R-Probe wurde bereits in Kapitel 4.1.5 naher beschrieben.

4.3.1 Reproduzierbarkeit der Aufarbeitung und Messung

Wie in Kapitel 4.1.5 bereits beschrieben, wurde die R-Probe dazu verwendet, die Aufarbeitung,
welche die Probenpraparation, Fettextraktion, sowie die Messung mittels 1H NMR beinhaltet, zu
evaluieren. Fiir die Beurteilung der Reproduzierbarkeit wurden mehrfache Aufarbeitungen und
Messungen von mehreren Proben an verschiedenen Tagen durchgefiihrt. Zusatzlich wurde die R-
Probe bei jeder neuen Probenserie mitextrahiert und vermessen. So konnte sichergestellt werden,
dass Aufarbeitung und Messung einwandfrei funktionieren und reproduzierbar sind.

Fiir die Evaluierung der Reproduzierbarkeit wurde die R-Probe fiinf Mal an drei verschiedenen
Tagen aufgearbeitet und mittels 1H NMR vermessen und ausgewertet.

Erstellung von Mittelwertkontrollkarten der 1H NMR Messung

Um die Reproduzierbarkeit der Aufarbeitung und der H NMR Messung zu liberpriifen, wurden
insgesamt acht Signale im Eifettspektrum ausgewdahlt und in TopSpin eine Integrationsvorlage
zur automatischen Integration erstellt. Die acht Signale sind in Abbildung 4-16 zu sehen.
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Abbildung 4-16: 400 MHz 'H NMR Spektrum der R-Probe. Die umrandeten acht Bereiche zeigen die zur
Uberpriifung der Reproduzierbarkeit und zum Erstellen der Regelkontrollkarte verwendeten Signale. Bereich
1 umfasst die Signale der Ethylengruppen der ungesittigten Fettsiduren, sowie Signale des
Glyceringrundgeriistes der Triacylglyceride und Phospholipide, Bereich 2 und 3 beinhaltet die Signale des
Glyceringrundgeriistes der Phospholipide bzw. der Triacylglyceride, Bereich 4 beinhaltet ein Signal des
Phosphatidylcholin und Bereich 5 ein Signal von Phosphatidylethanolamin, Bereich 6 umfasst die Signale der
Methylenprotonen der ungesittigten Fettsduren, Bereich 7 beinhaltet die Signale der Methylgruppen der w-3
Fettsduren und Bereich 8 umfasst die Signale einer Methylgruppe des Cholesterins

In Tabelle 9-13 im Anhang sind die Signale den jeweiligen Verbindungen zugeordnet. Die Signale
wurden so ausgewdhlt, dass alle vorherrschenden Substanzklassen wie PL, TAG und Cholesterin,
die im Eifett vorkommen, vertreten sind. Zudem wurden die Signale entsprechend ihrer Lage so
gewadhlt, dass der gesamte Bereich der chemischen Verschiebung abgedeckt wird. Die Integrale
der acht Signalbereiche wurden summiert und die prozentualen Anteile jedes Integrals bestimmt.
Die Ergebnisse der Mehrfachaufarbeitung und Messung an unterschiedlichen Tagen der R-Probe

ist in Tabelle 9-13 dargestellt. Der VK ist bei allen acht Signalen unter 5 %, was zeigt, dass
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Aufarbeitung und Messung reproduzierbare Ergebnisse liefern. Die berechneten prozentualen
Anteile der Mehrfachaufarbeitung und Messung wurden als Vorperiode zur Berechnung der
Grenzen der Kontrollkarte verwendet. In Abbildung 4-17 ist eine Mittelwertkontrollkarte fiir das
Integral 1 dargestellt.
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Abbildung 4-17: Mittelwertkontrollkarte fiir Integral 1. Die blauen Quadrate entsprechen den Proben, die
griine Punkt-Strich-Gerade zeigt den Mittelwert der Vorperiode, die blauen gestrichelten Linien zeigen die
obere und untere Warngrenze, die dem Mittelwert + 2*Standardabweichung entspricht. Die roten Linien zeigen
die obere und untere Kontrollgrenze (Mittelwert + 3*Standardabweichung)

Die berechneten prozentualen Anteile der ersten 14 R-Proben, die bei der Aufarbeitung und
Messung von verschiedenen Probenserien mitgemessen wurden, wurden in die
Mittelwertkontrollkarte fiir das Integral 1 eingetragen. Mit dieser Vorgehensweise kann
tiberprift werden, ob Aufarbeitung und Messung der Serien korrekt verlaufen sind. In Abbildung
4-17 sind diese Proben als blaue Quadrate, die mit einer Linie miteinander verbunden sind, zu
sehen. Die roten Geraden zeigen die obere und untere Kontrollgrenzen. Sie werden aus dem
Mittelwert (griine Punkt-Strich-Gerade) der Mehrfachbestimmungen und der dreifachen
Standardabweichung berechnet. Die blauen gestrichelten Geraden bilden die obere und untere
Warngrenzen. Diese ergeben sich aus dem Mittelwert, von dem die zweifache
Standardabweichung addiert bzw. subtrahiert wird.

In Abbildung 4-18 sind die Kontrollkarten fiir das Integral 3 und 5 dargestellt. Es ist gut zu
erkennen, dass sich alle R-Proben, mit Ausnahme der Probe 14, innerhalb der Warngrenzen
befinden und um den Mittelwert streuen. Die Probe 14 liegt bei der Kontrollkarte des Integrals 3
iiber der oberen Kontrollgrenze, bei der Kontrollkarte des Integrals 5 auf der unteren
Kontrollgrenze und bei der Kontrollkarte des Integrals 1 (s. Abbildung 4-17) unter der oberen
Kontrollgrenze. In Kapitel 3.6.4 wurde ein entsprechender Warnhinweis so definiert, dass bei
Uberschreitung der Kontrollgrenze eine kritische Uberpriifung der Ergebnisse erforderlich ist.
Bei einem Spektrenvergleich, wobei mehrere Spektren iibereinandergelegt wurden, zeigte sich,
dass das Spektrum der R-Probe 14 bei den PL-Signalen einen Shift aufweist. Ein solcher Shift kann
z.B. durch eine abweichende Zusammensetzung des Losungsmittelgemisches, welches fiir die
NMR Messung eingesetzt wurde, durch eine unterschiedliche Messtemperatur oder durch eine
abweichende Einwaage verursacht werden.
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Abbildung 4-18: Mittelwertkontrollkarte fiir die Integrale 3 und 5 mit den Werten von 14 R-Proben, die bei der
Aufarbeitung und Messung mitgefiihrt wurden

4.3.2 Validierung der multivariaten Datenanalyse

In der vorliegenden Studie wurden alle drei der oben genannten Ansitze zur Validierung
verwendet. Das erstellte Klassifizierungsmodell (s. Kapitel 4.2.2.2) wurde auf das Validierungsset
der 66 unabhingigen Proben angewendet und die Zuordnung iiberpriift.

Die Abbildung 4-19 zeigt die Anwendung des Klassifizierungsmodells auf die R-Proben. In den
beiden Abbildungen 4-19A und B sind die R-Proben mit einem roten Stern markiert. Alle R-Proben
wurden der Gruppe Freiland/Boden korrekt zugeordnet. Die meisten R-Proben, befinden sich in
einem dhnlichen Bereich der Klassifizierungswolke. Bei der etwas weiter entfernten Probe
handelt es sich um die R-Probe 14. Die komplette Probenserie, die zusammen mit dieser R-Probe
aufgearbeitet wurde, zeigte einen dhnlichen Shift der PL-Signale. Bei der Anwendung des Modells
auf diese Proben wurden die meisten dieser Proben falsch zugeordnet. Fiir die Praxis bedeutet
dies, dass Proben einer solchen Serie weder fiir den Aufbau eines Modells noch fiir Auswertung
mit einer nachfolgenden Beurteilung verwendet werden diirfen.

In Abbildung 4-19B sind alle R-Proben (insgesamt 13) ohne die oben beschriebene R-Probe 14 zu
sehen. Mit Hilfe der R-Probe und einer Kontrollkarte, mit der verschiedene Bereiche in einem
Spektrum tberprift werden konnen, ist es somit moglich Abweichungen der Probenpréaparation
festzustellen.
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Abbildung 4-19: Klassifizierungsmodell der gemessenen Reproduzierbarkeitsproben (Repro). A zeigt 14
Reproduzierbarkeitsproben, B zeigt 13 Reproduzierbarkeitsproben ohne R-Probe 14

In Kapitel 4.2.2.2 wurde die Anwendung des Modells auf neue Proben bereits beschrieben. In den
Abbildungen 4-14A, B und C sind die Zuordnungen des unabhingigen Test-Sets, bestehend aus
insgesamt 66 Proben zu sehen. Bei den Proben aus biologischer Haltung und den Proben aus
Freilandhaltung wurden nur Proben aus dem europdischen Ausland nicht korrekt zugeordnet.
Dies ist nicht weiter verwunderlich, da das Modell selbst zum Groéfdten Teil aus deutschen Proben,
vor allem aus Baden-Wiirttemberg, aufgebaut wurde. Um eine bessere Aussagekraft und eine
Anwendbarkeit auf ausldndische Proben zu garantieren, miissten pro Land mindestens 50-100
Proben jeder Haltungsart in das Modell integriert werden.

4.4 Zusammenfassende Diskussion

Die klassische Charakterisierung der Inhaltsstoffe im Eifett wird vor allem dadurch bestimmt,
dass nach der Extraktion des Fettes eine Auftrennung in die unterschiedlichen Lipidklassen oder
Komponenten erfolgt, um sie dann mit verschiedenen analytischen Techniken zu untersuchen.
Palacios und Wang sowie Galanos und Kapoulas entwickelten fiir die Auftrennung des Fettes
spezielle Extraktionsmethoden. Mit Hilfe verschiedener polarer Losungsmittel konnten sie die
Fettkomponenten entsprechend ihrer Polaritit trennen (Galanos & Kapoulas, 1962; Palacios &
Wang, 2005). Kuksis und Marai wie auch Rhodes und Lea verwendeten dagegen fiir die
Auftrennung des Fettes in die einzelnen Komponenten préaparative chromatographische
Methoden (Kuksis & Marai, 1967; Rhodes & Lea, 1957). Fiir die anschlieféende Untersuchung der
getrennten Komponenten finden vor allem chromatographische Untersuchungsmethoden wie die
HPLC und die GC mit unterschiedlichen Detektionsmoéglichkeiten Anwendung. So kénnen
beispielsweise die isolierten TAG chromatographisch nach ihrer Kettenldnge oder dem Grad der
Ungesattigtheit aufgetrennt werden. Eine klassische Untersuchungsmethode von Fetten ist die
Analyse der Fettsaureverteilung mittels GC-FID. Die genannten Verfahren sind sehr zeitintensiv,
da jeweils mehrere Arbeitsschritte nach der eigentlichen Fettextraktion fiir die Analyse vonnéten
sind. Die NMR bietet hier eine Alternative, da die Hauptkomponenten des Fettes, die in
ausreichender Konzentration vorhanden sind, fiir die Analyse nicht voneinander getrennt werden
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miissen. Mittels 1H NMR Spektroskopie konnen die verschiedenen Komponenten im Eifett wie die
TAG, die PL und das Cholesterin leicht identifiziert werden. Auch ist es moglich, Aussagen tliber
einzelne FS, wie z.B. Linolsaure, DHA, und den Anteil an w-3 FS zu treffen. Andere FS konnen nur
als Summenparameter in Form von gesattigten und ungesattigten FS berechnet werden, da die
Signale zu stark liberlagern. Mittels 13C NMR wird dagegen fiir fast jede FS ein separates Signal
erhalten. Der Nachteil der 13C NMR Methode ist die lange Messzeit, die durch die geringe
natiirliche Haufigkeit der 13C Kerne, das kleine gyromagnetische Verhaltnis, die lange T1 und den
Wegfall des NOE bei quantitativen Messungen bedingt ist.

Die polaren Eifettbestandteile werden vor allem von den PL dominiert. Durch unterschiedliche
Grundbausteine und die zusatzliche funktionelle Gruppe am Phosphorsadureester unterscheiden
sich diese Verbindungen untereinander. Bei der konventionellen PL Analytik werden diese
amphiphilen Fettkomponenten zuvor abgetrennt und anschliefdend analysiert. Wie bei den TAG
werden vor allem chromatographische Methoden wie die HPLC angewendet. Je nach
Fragestellung wird mit unterschiedlichen Saulenmaterialien und Detektoren gearbeitet. So kann
eine Auftrennung nach der Lange der veresterten FS, deren Sattigungsgrad oder dem
Phosphatester erfolgen. Allerdings muss bei allen genannten Methoden mit entsprechenden
Standardsubstanzen gearbeitet werden (Pati et al., 2016). Bei der Untersuchung von Eifett mittels
'H NMR kommt es durch die FS-Signale zu starken Signaliiberlagerungen im H NMR Spektrum,
weshalb nur einige PL wie PC, PE und SM identifizierbar sind. Bei der 31P NMR dagegen kdnnen
alle im Eifett vorhandenen PL-Klassen identifiziert werden. Durch die unterschiedliche chemische
Umgebung am und um das Phosphoratom weist jede PL-Klasse ein separates 3P NMR Signal auf.
Daher konnen PL ohne vorherige Abtrennung von den anderen Lipidkomponenten bestimmt
werden. Es muss lediglich darauf geachtet werden, dass bei dem verwendeten Losungsmittel nach
dem Losen keine Phasentrennung entsteht, dass sich die Konzentrationen in einem dhnlichen
Bereich befinden und Temperatur und pH-Wert genau eingehalten werden, da die 31P NMR
Messung sehr empfindlich auf diese Parameter reagiert. Bei der 3P NMR werden zudem die
Standardsubstanzen nur einmal zur Identifizierung benotigt. Danach werden diese nicht mehr
gebraucht, insofern die oben genannten Bedingungen der Probenpridparation und Messung
eingehalten werden. Durch die vereinfachte Aufarbeitung im Vergleich zu den
chromatographischen Methoden und die Moglichkeit der Quantifizierung findet die 3P NMR im
Gebiet der PL Analytik bereits weite Verbreitung.

Mit Hilfe eines hergestellten Standard-Mix, bestehend aus verschiedenen PL-Standardsubstanzen,
konnten folgende PL im Eifett mittels 31P NMR identifiziert werden: PC, PE, LPC, LPE, SM und PI.
Sothiros, Herslof und Kenne fanden bei ihrer 3P NMR Untersuchung von verschiedenen
kommerziell erhaltlichen Ei-PL-Proben kein PI, stattdessen aber geringe Mengen an PA und
Cardiolipin (Sotirhos et al.,, 1986). Die beiden letzteren waren bei dieser Arbeit allerdings auch
mit Hilfe von Standardsubstanzen im Eifett mittels 3P NMR nicht zu identifizieren. Die
chromatographischen Untersuchungen von Eifett durch Rhodes und auch von Zhao, Xiong und
Curtis zeigen dagegen gute Ubereinstimmung mit den hier identifizierten PL (Rhodes, 1958; Zhao
etal, 2017).

Die Quantifizierung der PL erfolgte unter Anwendung eines internen bzw. externen Standards. Als
externer Standard wurde GPC gewahlt, welches zuvor schon von Glonek und Meneses fiir die
Quantifizierung von PL verwendet wurde (Meneses & Glonek, 1988). GPC zeichnet sich dadurch
aus, dass es nicht natiirlich im Eifett vorkommt, eine dhnlich lange T1 wie die anderen PL besitzt
und im Spektrum keine Uberlagerung mit anderen PL-Signalen aufweist. Ein weiterer Vorteil ist
die geringe Distanz in den 31P NMR Spektren zwischen GPC und den zu quantifizierenden
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Analyten, wodurch das Aufnahmefenster verringert werden kann und mogliche off-resonanz
Effekte vermieden werden (Claridge, 2009). Die Quantifizierung unter Verwendung eines
externen Standards bietet die Vorteile, dass auf mogliche Signaliiberlagerungen nicht geachtet
werden muss, es zu keinerlei Wechselwirkungen zwischen Analyten, Losungsmittel und Standard
kommt und die Probe nicht verunreinigt wird. Dadurch kann die verwendete Messldsung auch fiir
weiterfiihrende Analysen verwendet werden. Ein Nachteil ist die zusatzliche Messung, die
Nichtbeachtung von Matrixeffekten und die Schwankung des Innendurchmessers der NMR-
Rohrchen. Letzteres kann je nach Hersteller und Spezifikation einen beachtlichen Einfluss auf die
Quantifizierung haben.

Die prozentualen Anteile der individuellen PL bezogen auf die Gesamt-PL zeigten keine
Unterschiede in Abhdngigkeit der Quantifizierungsmethode. Die bestimmten Anteile an PC, PE
und SM (~75 %, ~18,5 %, ~2,5 %) sind mit den publizierten Werten von Juneja, Rhodes und Zhao,
Xiong und Curtis, die die PL mittels verschiedener HPLC-Methoden untersuchten, vergleichbar
(Juneja, 1997; Rhodes, 1958; Zhao et al., 2017). Unterschiede zu den Werten der Literatur zeigten
dagegen die niedriger konzentrierten PL wie LPC, LPE und PI. Jedoch sind die Werte dieser PL
auch in der Literatur nicht konsistent. Mogliche Ursachen fiir die unterschiedlichen Werte
konnten die Extraktionsmethode, die verschiedenen Bestimmungsmethoden oder die Proben
selbst sein. So waren beispielsweise das Herkunftsland der Proben, sowie das Futter der
Legehennen in den genannten Studien, verschieden.

Der prozentuale PL-Anteil am Gesamtfett, bestimmt unter Verwendung eines internen bzw.
externen Standards lag, bei 26,5 % fiir Eier aus Bodenhaltung und 28,6 % bzw. 28,5 % fiir Eier aus
biologischen Haltungssystemen. Die Werte, die unter Verwendung des externen Standards
berechnet wurden, zeigten eine gute Ubereinstimmung mit den Werten, die unter Verwendung
des internen Standards bestimmt wurden. Fiir die Proben aus Freilandhaltung lagen die
Mittelwerte bei 27,1 % und somit zwischen den Werten der Proben aus biologischen
Haltungssystemen und der Proben aus Bodenhaltung. Dies steht im Widerspruch zu Cullen und
Mitarbeitern, die von grofieren Schwankungen bei der Quantifizierung unter Verwendung eines
externen Standards im Vergleich zu einem internen Standard, berichteten (Cullen et al., 2013).
Bei Proben aus beiden konventionellen Haltungsarten wurden signifikant niedrigere Anteile an
PL im Gesamtfett als bei den Proben aus biologischer Haltung bestimmt. In der Literatur
berichtete Blesso von einem PL-Anteilen am Gesamtfett von 28 %, Juneja von 31 % und Anton von
33 % (Anton, 2007; Blesso, 2015; Juneja, 1997). Bei keiner dieser Studien wurde eine
Differenzierung zwischen verschiedenen Haltungsarten vorgenommen. Auch wurde nicht von der
Verwendung von speziellem Futter berichtet, wodurch ein Vergleich mit den erzielten
Ergebnissen erschwert wird.

Bei der Untersuchung der Fettsdureverteilung mittels GC-FID zeigten sich bei einigen FS
Unterschiede in den Proben der verschiedenen Haltungssysteme. So waren die Anteile der beiden
gesattigten FS Palmitin- und Stearinsdaure im Mittel bei den Proben aus konventionellen
Haltungssystemen signifikant hoher als bei den Proben aus biologischer Haltung. Dagegen waren
die Werte der Linolsdure, der a-Linolensdure und der DHA im Mittel bei den Proben aus
biologischer Haltung signifikant hoher als bei den Proben aus konventioneller Haltung. Dass sich
die Fettsdurezusammensetzungen des Eifettes durch die Fiitterung beeinflussen lasst, ist schon
seit Uiber 100 Jahren bekannt. McCollum, Halpin und Drescher untersuchten 1912 die
Lecithinsynthese in Legehennen und fanden dabei, dass sich die Fettsdurezusammensetzungen in
Abhédngigkeit des Futters dndert (McCollum et al, 1912). Dies legte die Grundlage fiir viele
Studien, die durch unterschiedliche Fiitterungen versuchten, die Fettzusammensetzung des
Hiihnereis anzupassen. Bei den FS werden vor allem die MUFS wie die Linolsdure, a-Linolensiure
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und die DHA durch das Futter beeinflusst, was allerdings auch dem eingesetzten Futter geschuldet
ist, welches meist einen hohen Anteil an diesen MUFS enthalt wie z.B. Leinol, Fischol und
Lebertran (Cherian & Quezada, 2016; Gladkowski et al., 2011). Der Einfluss der Haltung war in
den meisten dieser Studien nicht von Interesse, da Fiitterungsversuche unter kontrollierten
Bedingungen im Fokus standen. Campos und Mitarbeiter dagegen untersuchten die
Lipidzusammensetzung von Eiern aus unterschiedlichen Haltungssystemen. Sie fanden hohere
Anteile an Linolsdure in den konventionell hergestellten Eiern und hohere Anteile an Olsiure bei
den biologisch erzeugten Eiern (Campos et al, 2016). Dies steht im Widerspruch zu den
Ergebnissen der vorgestellten Arbeit, da die Linolsdure im Mittel bei den Proben aus biologischer
Haltung signifikant hoher war als bei den Proben aus konventioneller Haltung. Der Anteil an
Olsaure wurde dagegen nicht durch die Haltung beeinflusst. Allerdings wurden bei der Studie von
Campos und Mitarbeiter lediglich vier Proben von jeder Haltungsart untersucht, was die
Aussagekraft deutlich mindert. Mugnai und Mitarbeiter verglichen in ihrer Studie die Eier aus
verschiedenen Haltungssystemen in Bezug auf den Carotinoid-, den a-Tocopherol-, den
Flavonoidgehalt und die Fettsidureverteilung. Sie konnten bei Eiern von Hihnern, die viel
Griinfliche zur Verfligung hatten, h6here Gehalte an Carotinoiden, a-Tocopherol, Flavonoiden
und hohere Anteile an w-3 FS feststellen. (Mugnai et al,, 2014). Allgemein kdnnen héheren Anteile
an MUFS in Eiern aus biologischer Haltung darauf hindeuten, dass die Hiihner in diesen
Haltungssystemen einen besseren Zugang zu diesen FS haben.

Die Ergebnisse der genannten Studien zeigen, dass es nicht eine einzelne Markerverbindung gibt,
mit der sich die Haltungsarten voneinander unterscheiden lassen. Vielmehr ist es ein
Zusammenspiel von mehreren Verbindungen und Verbindungsklassen, die sich in den
Verhiltnissen zueinander beeinflussen und verdndern. Ein grofdes Manko der meisten Studien
sind die Probenzahlen, diese sind meist zu gering, um eine aussagekraftige Unterscheidung treffen
zu konnen. Daher ist die Untersuchung einer grofdtmoglichen Probenzahl, die viel Variabilitat
aufweist, mit einer Methode, die die Gesamtheit erfassen kann, von Vorteil. Die 'H NMR in
Kombination mit multivariaten statistischen Verfahren bietet die Moglichkeit, Zusammenhange
und Abhingigkeiten von Verbindungen darzustellen, die nicht direkt zu erkennen sind. So kann
die Gesamtheit der Daten in die Auswertung mit einbezogen und der Informationsverlust so
gering wie moglich gehalten werden (Steliopoulos, 2013).

Insgesamt wurden 316 Eierproben unterschiedlicher Haltung und Herkunft dazu verwendet,
mittels PCA-LDA ein Modell zu erstellen, mit dem es moglich ist, zwischen konventionell und
biologisch erzeugten Hithnereiern zu unterscheiden. Schon in der Vergangenheit wurde diese Art
der Analyse auf verschiedene Lebensmittelmatrizes erfolgreich angewendet (Gerhardt et al,
2016; Godelmann et al,, 2013; Spraul et al,, 2009). Die 'H NMR Daten wurden verschiedenen
Vorbehandlungen wie dem Bucketieren, der Normalisierung und der Skalierung unterzogen.
Dadurch kann verschiedenen externen Einfliissen, die z.B. durch die Probenaufarbeitung und
Messung entstehen konnen, entgegengewirkt werden. Die angewandte PCA sorgt fiir eine
Dimensionsreduktion ohne Informationsverlust bei gleichzeitiger Verbildlichung der
Abhéngigkeiten (Steliopoulos, 2013). Mit Hilfe der PCA war es moglich die Anzahl der
Dimensionen von 1493 (Buckets) auf 90 PCA (Scores) zu reduzieren. Die nachfolgende LDA,
welche auf die Scores der PCA angewendet wurde, kann die Unterschiede der Gruppen so
hervorheben und nutzen, dass diese voneinander getrennt werden. Die Vorhersagekraft des
erstellten Klassifizierungsmodells wurde mittels MCCV untersucht und beurteilt. Dabei wurden
die Daten der 316 Proben zufallig verteilt. 90 % der Daten wurden als Training-Set verwendet.
Aus ihnen wurde das Klassifizierungsmodell aufgebaut. Die restlichen 10 % der Daten wurden als
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Test-Set verwendet, wobei das generierte Klassifizierungsmodell auf diese Daten angewendet
wurde, bis alle Daten einmal im Test-Set waren. Dieser Vorgang wurde durch eine Monte-Carlo-
Schleife insgesamt 10 mal wiederholt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die Daten vor
jedem der 10 Durchginge zufallig ausgewahlt werden. Die Ergebnisse dieser internen Validierung
sind in einer Konfusionsmatrix dargestellt, mit der die Vorhersagekraft des Modells beurteilt
werden kann. Bei der Erstellung eines Klassifizierungsmodells, welche alle Proben aller drei
Haltungsgruppen beriicksichtigte, zeigte sich eine starke Uberlagerung der Proben der beiden
konventionellen Haltungsgruppen, allerdings auch eine klare Abgrenzung dieser zu den Proben
der biologischen Haltungsgruppe. Darauthin wurden die Proben der konventionellen
Haltungsarten zu einer Gruppe zusammengefasst. Das so erstellte Modell ist in der Lage,
biologische und konventionell hergestellte Eier mit einer Vorhersagekraft von tiber 95 % richtig
zu Kklassifizieren.

Das erstellte Klassifizierungsmodell wurde mit insgesamt 66 Proben auf dessen Vorhersagekraft
getestet. Diese Testproben wurden weder zum Modellaufbau noch zum Testen mittels MCCV
eingesetzt. Es zeigte sich, dass die Klassifizierung von biologisch und konventionell erzeugten
Eiern aus Deutschland sehr gut funktioniert. Insgesamt wurden lediglich vier Proben aus
Deutschland durch des Klassifizierungsmodells falsch zugeordnet. Dies entspricht einer
Falschzuordnung von 3 % der Proben. Bei der Klassifizierung von ausldndischen Proben kam das
Modell an seine Grenzen. Von insgesamt neun Proben aus dem europaischen Ausland wurden fiinf
davon falsch klassifiziert. Dieses Ergebnis ist nicht {iberraschend, da fiir den Modellaufbau zum
grofdten Teil Proben aus Deutschland verwendet wurden. Eine andere Problematik, die sich
zeigte, ist die Klassifizierung von Eiern, die aus Betrieben stammen, die sowohl biologische als
auch konventionelle Legehennenhaltung betreiben. Hier kann dhnliches oder gleiches Futter der
Legehennen eventuell zu einer Falsch-Klassifizierung filhren. Um diese Schwierigkeiten
beherrschbar zu machen, miisste das Modell mit mehreren dieser Proben trainiert und getestet
werden.

Um die Unterschiede der Proben aus konventioneller Haltung und der Proben aus biologischer
Haltung auf Ebene der Inhaltsstoffe zu analysieren, wurde eine univariate Datenanalyse basierend
auf einem Kruskal-Wallis Test durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass die 'H NMR Signale der
ungesattigten und gesattigten FS der Proben aus den verschiedenen Haltungsarten Unterschiede
in ihren Intensitaten und damit im Gehalt aufweisen. So waren beispielsweise die Intensitiaten der
Signale der ungesattigten FS bei den biologisch produzierten Proben im Mittel héher als bei den
konventionell erzeugten Proben. Diese Beobachtung zeigte sich besonders deutlich bei den
Signalen der w-3 FS bei 0,98 ppm und dem Signal der DHA bei 2,4 ppm. Umgekehrt zeigte das
Signal der CH, Gruppen bei 1,2-1,4 ppm im Mittel eine hohere Intensitat bei den konventionell
erzeugten Proben. Dies ist in guter Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der
Fettsdureverteilung, die mittels GC-FID bestimmt wurde. Hier konnte der Unterschied der
Haltungssysteme auf unterschiedliche Anteile an gesattigten und ungesattigten FS zuriickgefiihrt
werden. So zeigten die Palmitin- und Stearinsdure im Mittel signifikant hohere Anteile bei den
konventionell hergestellten Proben. Linolsdure, DHA und vor allem o-Linolensaure dagegen
zeigten im Mittel signifikant hohere Anteile bei den biologisch erzeugten Proben. Mugnai und
Mitarbeiter zeigten in ihrer Studie, dass u.a. hohere Anteile der w-3 FS auf den zusatzlichen
Verzehr von Griinfutter zuriickgefiihrt werden kann (Mugnai et al., 2014). Da bei der biologischen
Haltung nach Verordnung (EG) Nr. 834/2007 ein Mindestauslauf ins Freie vorgeschrieben ist,
konnte diese zusatzliche Futterquelle einen Beitrag zur unterschiedlichen Zusammensetzung des
Eifettes leisten.
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Andere Unterschiede, die durch die univariate Analyse angezeigt wurden, konnten auf keine
bestimmten Verbindungen oder Verbindungsklassen zuriickgefithrt werden, da die Signale
teilweise sehr klein und die Intensitiatsunterschiede nur gering waren. Es wird davon
ausgegangen, dass die mit Hilfe der multivariaten Datenanalyse aufgezeigten Unterschiede der
Haltungssysteme mit den unterschiedlichen Gehalten der FS zusammenhangen, aber auch durch
andere Verbindungen und deren Zusammenspiel von teilweise erhohten oder erniedrigten
Gehalten verursacht werden.

Die Validierung eines multivariaten Modells erfordert nach Callao und Ruisanchez verschiedene
Ansitze. So wird eine Kreuzvalidierung vor allem bei geringeren Probenzahlen empfohlen,
wodurch eine Beurteilung des Modells und des Vorhersagefehlers moglich ist. Zudem ist es
sinnvoll, das Modell mit einer gréofReren Zahl unabhangiger Proben zu testen (Callao & Ruisanchez,
2018). Insgesamt bestand die Validierung des vorgestellten Modells aus drei verschiedenen
Ansidtzen: der internen Validierung mittels MCCV, der externen Validierung unter Verwendung
eines unabhingigen Proben-Sets und dem Mitfiihren einer Qualitdtskontrollprobe. Die beiden
erstgenannten Validierungsansatze wurden bereits im oberen Abschnitt diskutiert und es wurde
gezeigt, dass das Klassifizierungsmodell gut geeignet ist, biologische und konventionell erzeugte
Hiithnereier zu unterscheiden. Mit dem Einfiihren der Qualititskontrollprobe wurde
sichergestellt, dass Extraktion, Probenpraparation, Messung und Datenbehandlung stets unter
gleichen Bedingungen ablauft und somit reproduzierbare Ergebnisse liefert. Zudem wurde die
Qualitatskontrollprobe dazu verwendet, die tH NMR und GC-FID Analysen im Hinblick auf die
Reproduzierbarkeit zu evaluieren. Dazu wurde die Qualitatskontrollprobe an unterschiedlichen
Tagen mehrfach aufgearbeitet, vermessen und ausgewertet. Die Ergebnisse dieser Uberpriifung
wurden als Vorperiode bei der Erstellung der Regelkontrollkarte zur Berechnung der
Kontrollgrenzen genutzt. Bei jeder Probenserie wurde die Qualititskontrollprobe neu
aufgearbeitet, vermessen und ausgewertet. Die Ergebnisse wurden in der Regelkontrollkarte
festgehalten. So konnte iiberpriift und gezeigt werden, dass die Methode valide Ergebnisse
produziert.
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5 Zusammenfassung

Hiihnereier sind weltweit ein wichtiger Proteinlieferant in der menschlichen Erndhrung. Das
Hiihnerei lasst sich in drei Kompartimente, die Schale, das Eiklar und das Eigelb, einteilen.
Waihrend die Schale vor allem aus mineralischem Material besteht, dominieren im Eiklar neben
dem Wasser die Proteine. Das Eigelb besteht aus einer Ol-in-Wasser-Emulsion mit bis zu 36 %
Lipiden.

Die Produktion von Hithnereiern ist in der Europdischen Union gesetzlich geregelt. Insgesamt gibt
es vier offizielle Haltungsformen, deren Anforderungen an Platzangebot, Ausstattung des Stalls,
Futter und Auslauf in EU-Verordnungen geregelt sind. Diese Haltungsarten sind die Kafighaltung,
die Bodenhaltung, die Freilandhaltung und die biologische Haltung. Letztere unterliegt speziellen
Regelungen, die sie u.a. durch Anforderungen an Herdengrofde, Platzangebot und den speziell
geregelten Einsatz von Arzneimitteln von den konventionellen Haltungsarten abgrenzt. Zudem
muss bei biologischer Haltung das eingesetzte Futter zu einem grofien Anteil aus biologisch
hergestellten Rohstoffen bestehen. Ein weiterer Aspekt ist der Zugang zu Griinfutter, der durch
einen grofderen Auslauf im Freien ermoglicht wird. Diese gesetzlich festgelegten Forderungen
fiihren zu hoheren Produktionskosten und dementsprechend zu hoéheren Preisen fir Eier aus
biologischer Haltung. Die Dokumentation der Haltungsart erfolgt in der Regel iiber den
Erzeugercode, der vor Verkauf auf die Eierschale aufgedruckt wird. Eine Uberpriifung der
angegebenen Haltungsart mittels analytischer Methoden ist nach heutigem Stand nicht méglich.

Durch gezielte Fiitterungsversuche wurde bereits in der Vergangenheit gezeigt, dass sich die
Fettzusammensetzung und vor allem die Fettsaureverteilung im Ei durch das Futter beeinflussen
lasst. Die besonderen Anforderungen des Futters in der biologischen Haltung im Vergleich zu den
konventionellen Haltungsarten machen es wahrscheinlich, dass sich dies in der
Fettzusammensetzung widerspiegelt. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Fettbestandteile von
Eiern aus den in Deutschland dominierenden drei Haltungssystemen, biologische Haltung,
Bodenhaltung und Freilandhaltung mittels 'H, 3'P und 13C NMR Methoden untersucht und
charakterisiert. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen wurden mit Hinblick auf eine
Haltungsdifferenzierung genauer analysiert.

Der Grof3teil der untersuchten Proben stammte aus Deutschland. Einige Proben kamen aus dem
europdischen Ausland, dabei handelte es sich v.a. um Eierproben aus den deutschen
Nachbarlandern Frankreich und den Niederlanden. Fiir die Analyse wurde das Eigelb
gefriergetrocknet und anschliefdend das Fett extrahiert. Die Extraktion erfolgte mittels eines
Losungsmittelgemisches, mit welchem die unpolaren sowie die polaren amphiphilen
Fettbestandteile aus dem Eigelb extrahiert werden kdnnen. So wurde sichergestellt, dass die
Gesamtheit, der im Eifett enthaltenen Verbindungen, erfasst wird. Fiir die tH NMR Messung wurde
das verwendete Losungsmittel und das Messprogramm so angepasst, dass es zu keinen
Uberlagerungen von Signalen der Eifettkomponenten mit den Signalen der Losungsmittel und
dem Restwasser kam. Die Identifizierung und Charakterisierung der Signale erfolgte mit Hilfe von
Standardsubstanzen, verschiedener 2D NMR Experimente und durch Vergleiche mit Spektren und
Daten aus der Literatur. Das 'H NMR Spektrum von Eifett wird dominiert von den Signalen der
Triacylglyceride, die mit einem Anteil von ca. 65 % in der Trockenmasse den grofiten Anteil im
Eifett einnehmen. Der grofdte Unterschied zu anderen tierischen und pflanzlichen Fetten ist der
hohe Anteil an Phospholipiden. Durch 1H-1H COSY und 'H-13C HSQC Experimente konnten die
Verbindungen der Phospholipide sehr gut im Eifett identifiziert und deren Signale anschlief3end
im 1H NMR Spektrum zugeordnet werden. Die dominierenden Phospholipide sind
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Phosphatidylcholin und Phosphatidylethanolamin. Durch ihre veresterten Reste an der
Phosphatgruppe sind diese leicht von den dominierenden Signalen der Fettsduren und dem
Triacylglyceridgrundgeriist zu unterscheiden. Andere Phospholipide wie Sphingomyelin und
Phosphatidylinositol sind nur in geringen Mengen im Eifett enthalten, und ihre Signale waren zu
stark von Signalen anderer Fettkomponenten tberlagert, um diese im H NMR Spektrum zu
identifizieren. Einzelne Signale konnten auch Cholesterin und speziellen Fettsauren wie
Linolsdure und Docosahexaensdure (DHA) zugeordnet werden. Auch war es moglich Signale von
bestimmten Fettsduregruppen wie den w-3 Fettsduren zu identifizieren.

Mit Hilfe der 13C NMR Spektren wurde versucht weitere Verbindungen, deren Signale sich im 1H
NMR Spektrum iiberlagern, zu identifizieren. Zudem wurden die 13C NMR Spektren auf eventuelle
Unterschiede beziiglich der Inhaltsstoffe der Proben der verschiedenen Haltungsarten hin
untersucht. Allerdings zeigten die 13C NMR Spektren, trotz quantitativer Messbedingungen und
langer Messzeit, in dieser Hinsicht keinen Zugewinn. Aufgrund der geringen natiirlichen
Haufigkeit von 13C waren die Signale meist zu klein, um Unterschiede zwischen den Haltungsarten
feststellen zu kdnnen.

Die 31P NMR ist sehr gut geeignet die im Eifett vorhandenen Phospholipide zu untersuchen. Das
extrahierte Eifett konnte ohne weitere Vorbehandlung direkt zur 31P NMR Messung eingesetzt
werden. Das verwendete Losungsmittel wurde auf die Fettkomponenten im Eifett so angepasst,
dass es beim Losen des Eifettes zu keiner Phasentrennung durch die Phospholipide kam. Eine
Phasentrennung héitte einen negativen Effekt auf die Quantifizierung der Phospholipide, da diese
sich zu unterschiedlichen Anteilen in den verschiedenen Ldsungsmittelphasen und in der
Grenzschicht verteilen wiirden. Ein weiteres Problem ist die Bildung von gréf3eren Mizellen durch
die Phospholipide. Diese resultieren in breiten Phospholipidsignalen, welche eine
Signalzuordnung und Quantifizierung deutlich erschweren. Mit einer Mischung aus
unterschiedlich polaren Losungsmitteln, Chelatbildner und einem definierten pH-Wert konnten
das Eifett und die darin enthaltenen Phospholipide gut gelost werden. Die Messbedingungen
wurden so gewahlt, dass sie quantitativ sind und die Signale der Phospholipide keine
Uberlagerungen zeigten. Fiir die Identifizierung der Phospholipide wurden entsprechende
Standardsubstanzen verwendet. Die Quantifizierung erfolgte unter Anwendung eines internen
und externen Standards. Als Quantifizierungsstandard (intern und extern) wurde
Glycerophosphatidylcholin gewahlt, welches nicht nattirlich im Eifett vorkommt und dessen
Relaxationszeit mit denen der im Eifett enthaltenen Phospholipide vergleichbar ist. Ein weiterer
Vorteil von Glycerophosphatidylcholin ist, dass es keine Signaliiberlagerung mit den
Phospholipidsignalen im Eifett zeigte und die chemische Verschiebung in der Nidhe der zu
quantifizierenden Phospholipide lag. Insgesamt konnten sechs verschiedene Phospholipide im
Eifett identifiziert werden: Phosphatidylcholin, Phosphatidylethanolamin, Sphingomyelin, Lyso-
Phosphatidylcholin, Lyso-Phosphatidylethanolamin und Phosphatidylinositol. Der Gesamtgehalt
an Phospholipiden im Eifett und die Anteile der einzelnen Phospholipide bezogen auf den
Gesamtphospholipidgehalt wurden bestimmt. Die Ergebnisse beider Quantifizierungsmethoden
wurden miteinander und mit Literaturwerten verglichen. Beide Methoden zeigten eine gute
Ubereinstimmung. Die prozentualen Phospholipidanteile bezogen auf  den
Gesamtphospholipidgehalt zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen den verschiedenen
Haltungsarten. Bei der Untersuchung des prozentualen Phospholipidanteils am Gesamtfett
konnten bei den biologischen Proben signifikant hohere Gehalte als bei den beiden
konventionellen Haltungsarten festgestellt werden. In der Literatur konnte jedoch keine
Erklarung fiir diese Beobachtung gefunden werden.
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Fir die Untersuchung der Fettsdureverteilung wurden die im Eifett enthaltenen Fettsduren
mittels kalter alkalischer Umesterung mit Kaliummethylat zu Fettsduremethylestern umgeestert.
Nach erfolgter gaschromatographischen Trennung und Detektion mittels
Flammenionisationsdetektor (GC-FID) wurden die verschiedenen Fettsduremethylester mit Hilfe
von Standardsubstanzen zugeordnet. Insgesamt konnten 23 verschiedene Fettsduren im Eifett
identifiziert und deren Anteile bezogen auf den Gesamtgehalt bestimmt werden. Es zeigte sich,
dass bei insgesamt fiinf Fettsauren signifikante Unterschiede im Anteil bezliglich der Haltungsart
zu erkennen sind. Diese sind die Palmitinsidure, die Stearinsidure, die Linolsdure, die o-
Linolensdure und die DHA. Die Anteile beider gesattigten Fettsduren, Palmitin- und Stearinsaure,
waren im Mittel bei den Proben aus konventioneller Haltung signifikant hoher als bei den Proben
aus biologischer Haltung. Umgekehrt waren die Anteile der drei ungesattigten Fettsduren
Linolsdure, a-Linolensdure und DHA bei den Proben aus biologischer Haltung signifikant héher
als bei den Proben aus konventioneller Haltung.

Die statistische Analyse der 1H NMR Daten mit Hinblick auf die Haltungsdifferenzierung erfolgte
mit Hilfe von multivariaten Verfahren. Um mogliche externe Einfliisse, die beispielsweise durch
die Aufarbeitung und die Messung entstehen kénnen, zu beriicksichtigen, wurden die Daten
verschiedenen Vorbehandlungen unterzogen. Zur Datenreduktion wurden die Spektren in einem
definierten Bereich in gleich grofie Buckets aufgeteilt. Die Signale der Losungsmittel und des
Restwassers wurden von der Analyse ausgeschlossen. Zur Normalisierung wurde das Signal der
Methylengruppe des Phosphatidylcholins bei 3,57-3,63 ppm verwendet. Es zeigte keine
Uberlagerung mit anderen Signalen und wies keine signifikanten Unterschiede zwischen den
verschiedenen Haltungsarten auf. Skaliert wurde mittels Autoscaling, wodurch die Variablen
intensitatsunabhangig eine gleiche Gewichtung bekamen. Zur Erstellung eines
Klassifizierungsmodells der Haltungsart wurde eine Kombination aus
Hauptkomponentenanalyse (PCA) in Kombination mit einer linearen Diskriminanzanalyse (LDA)
gewahlt. Die PCA ermoglichte eine erste Gruppierung bei gleichzeitiger Dimensionsreduktion der
Daten. Durch die anschlieffende LDA erfolgte eine Klassifizierungsanalyse, wobei die
Unterschiede der vordefinierten Gruppen genutzt wurden, um eine maximale Trennung zwischen
den Haltungsarten Bodenhaltung, Freilandhaltung und biologische Haltung zu erhalten. Die Giite
der Klassifizierung wurde mittels Monte Carlo Kreuzvalidierung bestimmt und in einer
Konfusionsmatrix dargestellt. Es zeigte sich, dass die Proben der beiden konventionellen
Haltungsarten Freiland- und Bodenhaltung sehr dhnlich sind und eine Klassifizierung zwischen
diesen beiden Haltungsarten nur bedingt méglich ist. Dagegen zeigten die Proben dieser beiden
konventionellen Haltungsarten eine gute Abgrenzung zu den Proben aus biologischer Haltung.
Daher wurden die Daten der Proben aus Freiland- und Bodenhaltung zu einer Gruppe
zusammengefasst. Das erhaltene Klassifizierungsmodell zeigte eine richtige Zuordnung von rund
95 % der biologischen und konventionellen Proben. Mit Hilfe einer univariaten Datenanlyse,
welche auf einem Kruskal-Wallis Test basierte, konnten die Unterschiede in den Daten der
Haltungsgruppen im 'H NMR Spektrum untersucht werden. Uber das gesamte 'H NMR Spektrum
verteilt zeigten mehrere Signale Intensitdatsunterschiede zwischen den drei Haltungsgruppen.
Einige dieser Signale konnten bestimmten Fettkomponenten zugeordnet werden. Diese sind die
bis-allylischen CH; Gruppen der mehrfachungesattigten Fettsdauren, die Methylengruppe in a-
Position zur Carbonylgruppe der DHA und das Signal der endstandigen Methylgruppen der w-3
Fettsduren. All diese Signale haben die Gemeinsamkeit, dass ihre Intensitdt im Mittel bei den
Proben aus biologischer Haltung hoher waren als bei den Proben aus konventioneller Haltung.
Umgekehrt zeigt das Signal der Methylengruppen aller Fettsauren im Bereich von 1,2-1,4 ppm
eine geringere Intensitit bei den Proben aus biologischer Haltung als bei den Proben aus
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konventioneller Haltung. Diese Beobachtungen stimmen sehr gut mit den Ergebnissen der
Fettsdureverteilung, die mittels GC-FID ermittelt wurden, iberein. Weitere 'H NMR Signale des
Eifettes, die zur Unterscheidung der Haltungsgruppen beitragen, konnten nicht genauer
identifiziert werden, da die Gehalte zu gering waren und die Signale sehr stark iiberlagern.

Fiir die Validierung des erstellten Klassifizierungsmodells wurde eine Eierprobe als sogenannte
Qualitatskontrollprobe definiert. Mit Hilfe dieser Probe wurden die verschiedenen
Aufarbeitungsschritte und die Messung mittels tH NMR und GC-FID validiert und auf ihre
Reproduzierbarkeit iiberpriift. Zudem wurde diese Probe bei jeder neuen Probenserie mit
aufgearbeitet, vermessen und ausgewertet. Dies stellte sicher, dass Aufarbeitung, Messung und
Datenvorbehandlung stets unter vergleichbaren Bedingungen ablaufen. Fiir die Uberpriifung der
Reproduzierbarkeit wurden einzelne 'H NMR Signale ausgewertet, und die Ergebnisse wurden in
einer Regelkontrollkarte festgehalten. Ein zusdtzlicher Validierungsansatz beinhaltete die
Validierung mit externen Proben. Dafiir wurde das Klassifizierungsmodell auf Proben aus
biologischen und konventionellen Haltungssystemen, die nicht bei dem Aufbau des Modells
verwendet wurden, angewendet. Der Grofdteil dieser Testproben wurde richtig zu der jeweiligen
Haltungsgruppe zugeordnet. Dies zeigte, dass das Klassifizierungsmodell in der Lage ist zwischen
Eiern aus biologischer und konventioneller Haltung zu unterscheiden. Die Grenzen des
Klassifizierungsmodells zeigten sich bei Proben aus dem europdischen Ausland. Dies war zu
erwarten, da das Modell hauptsichlich aus Proben aus Deutschland aufgebaut wurde. Fiir eine
Haltungsiiberpriifung von Eiern aus dem europdischen Ausland miissten mehr dieser Proben in
das Klassifizierungsmodell integriert werden.

Die beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass es moglich ist, mittels 'H NMR und multivariater
Datenanalyse zwischen biologisch und konventionell erzeugten Hiithnereiern aus Deutschland zu
unterscheiden. Es konnten einige Verbindungen im Eifett identifiziert werden, die zu dieser
Unterscheidung beitragen. Allerdings sind mehrere Verbindungen und Verbindungsklassen als
die in dieser Arbeit dargestellten fiir die Differenzierung verantwortlich. Um alle Verbindungen
zu identifizieren, miissten verschiedenste analytische Trenntechniken und Analysemethoden
angewandt werden. Ob und inwieweit die Unterschiede mit der Haltung und/oder der Fiitterung
zusammenhdngen, miisste in Studien mit gezielten Fiitterungsversuchen untersucht werden. Mit
diesen konnten beispielsweise der Einfluss von biologisch erzeugtem Futter, von Griinfutter und
die Auswirkungen des Auslaufs im Freien analysiert werden. Auch kénnte eine Analyse des
Eiklars und der darin enthaltenen Proteine zusitzliche Informationen dariiber geben, ob die
Haltung einen Einfluss auf die Eizusammensetzung hat oder ob die Unterschiede lediglich auf das
Futter zuriickzufiihren sind.
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7 Chemikalien und Instrumente

7.1 Chemikalien

Flir alle Experimente, die in Kapitel 8 aufgefiihrt sind, wurden Chemikalien von h6chstmoglicher
Reinheit, mindestens aber mit dem Reinheitsgrad ,zur Analyse“ verwendet. Zur Herstellung von
wassrigen Losungen wurde soweit nicht anders angegeben demineralisiertes Wasser verwendet.

Tabelle 7-1: Verwendete Chemikalien

Chemikalien Hersteller GHS- H-Satze P-Sitze
Symbol/
e
1-(3-sn-Phosphatidyl)- Sigma- - - -
rac-glycerol Natriumsalz  Aldrich
aus Eigelb Lecithin (=
99,0 %)
Arachidonsiure- Sigma- - - -
methylester Aldrich
(>99,5 %)
Arachinsauremethylester Sigma- - - -
(299 %) Aldrich
Behensiauremethylester Sigma- - - -
(> 99 %) Aldrich
Caesiumhydroxid Sigma- GHS05, H302,H314 P280,
50 wt. % in H20 (99%) Aldrich GHS07 P305+P351+P33
8, P310
Cardiolipin Natriumsalz Sigma- - - -
aus Rinderherz (= 97 %) Aldrich
CDTA
Chlorform-d1 Roth GHS06, H302, H315, P201, P260,
(99,8 Atom % D, GHS08 H319,H331, P264, P280,
stabilisiert mit Ag) H336, H351, P304+P340+P31
H361d, H372 2,P403+P233
Chloroform (= 99,8 %) Merck GHS06, H302,H315, P201, P260,
GHS08 H319,H331, P264, P280,
H336, H351, P304+P340+P31
H361d, H372 2,P403+P233
Cholesterin aus Lanolin Sigma- - - -
(299,9 %) Aldrich
Docosadiensiauremethyle Sigma- - - -
ster (> 98 %) Aldrich
Docosahexaen- Sigma- - - -
sauremethylester (98 %)  Aldrich
Docosapentaen- Sigma- - - -
sduremethylester Aldrich
(>97 %)
Docosatetraensaure Cayman - - -
(=298 %) Cemical
(Michigan,
USA)
Eicosadiensaure- Sigma- - - -
methylester Aldrich
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Chemikalien Hersteller GHS- H-Sitze P-Satze
Symbol/
e
(>98 %)
Eicosapentaen- Sigma- - - -
sduremethylester Aldrich
(> 98,5 %)
Eicosensauremethylester Sigma- - - -
(> 98 %) Aldrich
Erucasiduremethylester Sigma- - - -
(> 99 %) Aldrich
Gamma- Sigma- - - -
Linolensiduremethylester  Aldrich
(> 99 %)
Lignocerinsdure- Sigma- - - -
methylester (> 99 %) Aldrich
Linolensiduremethylester  Sigma- - - -
(-) Aldrich
Linolsduremethylester Sigma- - - -
() Aldrich
Lysophosphatidylcholin Sigma- - - -
aus Hiihnerei Aldrich
L-a- Glycerophosphoryl- Carbosynth - - -
cholin (>99,9%) (Compton,
United
Kingdom)
L-a- Lysophosphatidyl- Sigma- - - -
ethanolamin aus Eigelb (= Aldrich
99 %)
L-a- Phosphatidylcholin Sigma- - - -
aus Eigelb (= 99 %), Aldrich
lyophilisiert
L-a- Phosphatidyl- Sigma- - - -
ethanolamin aus Eigelb (= Aldrich
97 %)
Methanol (= 99,9 %) Merck GHS02, H225, P210, P280,
GHS06, H301+H311+H33 P302+P352+P31
GHS08 1,H370 2,
P304+P340+P31
2,P370+P378,
P403+P235
Methanol-d4 (2 99,8 % Merck GHS02, H225, P210, P280,
Atom D) GHS06, H301+H311+H33 P302+P352+P31
GHS08 1,H370 2,
P304+P340+P31
2,P370+P378,
P403+P235
Natriumchlorid (= Merck - - -
99,5 %)
n-Heptan (=99 %) Sigma- GHS02, H225,H304, P210,
Aldrich GHS07, H315,H336, P301+P310,
GHS08, H410 P331,
GHS09 P370+P378,
P403+P235
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Chemikalien Hersteller GHS- H-Sitze P-Satze
Symbol/
e
n-Hexan (zur Analyse) Merck GHS02, H225-H304- P201, P210,
GHS07, H315-H336- P273,
GHS08, H361f-H373- P301+P310,
GHS09 H411 P308+P313,
P331
Nonadecansduremethyl- Sigma- - - -
ester (> 99,5 %) Aldrich
Olsduremethylester Sigma- - - -
(puriss) Aldrich
Onanthsiuremethylester  Sigma- - - -
(> 99 %) Aldrich
Phosphatidylinositol Sigma- - - -
Natriumsalz aus Soja Aldrich
(=298 %)
Salzsiure, 37 %ig Sigma- GHS05, H290,H314, P261, P280,
Aldrich GHS07  H335 P305+P351+P33
8, P310
Sphingomyelin aus Eigelb Sigma- - - -
(= 98,0 %) Aldrich
Tert-Butylmethylether (= Roth GHS02, H225,H315 P210, P280,
99,5 % p.a.) GHS07 P302+P352
Tetramethylsilan Roth GHS02 H224 P210
(299,9 %)
trans-1,2- Roth GHS07  H315,H319 P280,
Diaminocyclohexan- P302+P352,
N,N,N',N'-tetraessigsaure P305+P351+P33
Monohydrat (CDTA) 8, P337+P313
(299 %)
Trimethylsulfonium- Roth GHS02, H225, P210, P280,
hydroxid in Methanol GHS06, H301+H311+H3, P301+P310,
GHS08  31,H370 P303+P361+P3,
53, P308+P311
Triphenylphosphat Sigma- GHS09 H410 P273,P501
(299 %) Aldrich

7.2 Hergestellte Losungen und Reagenzien

Tabelle 7-2: Losungen und Reagenzien der Eifettextraktion und der 1H NMR Messung

Losung Herstellung

Chloroform-d1 mit 0,1 % 500 ml Chloroform-d1 mit 0,5 ml Tetramethylsilan
Tetramethylsilan versetzen

Messldsung fiir tH NMR Chloroform-d1 (Tetramethylsilan)/Methanol-d4 im

Verhaltnis (v/v) 3:2 mischen

CDTA-Pufferlésung 0,2 M, pH 6

1,822 g CDTA in 25 mL demineralisiertem Wasser
16sen, mit CsOH und HCL auf pH 6 einstellen

Interner Standard gelést in

MeOH-d4 fiir die 31P NMR
Messung

116,155 mg Glycerophosphatidylcholin in 20 mL

MeOH-d4 16sen
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Losung

Herstellung

Messlésung mit internem

Chloroform-d1 (Tetramethylsilan) /Methanol-d4

Standard fiir die 31P NMR (Glycerophosphatidylcholin) /CDTA-Pufferlésung

Messung (0,2 M, pH 6) im Verhaltnis (v/v/v, 582/358/60)
mischen

Messlésung fiir 31P NMR Chloroform-d1 (Tetramethylsilan) /Methanol-

d4/CDTA-Pufferlosung (0,2 M, pH 6) im Verhaltnis
(v/v/v,582/358/60) mischen

Eifettextraktionslésung

Chloroform/Methanol/demineralisiertes Wasser im
Verhaltnis (v/v/v) 10:5:1 mischen

Natriumchloridlésung
(0,05 mol/1)

0,146 g Natriumchlorid in 50 ml demineralisiertem
Wasser losen

Tabelle 7-3: Losungen und Reagenzien fiir die gaschromatische Untersuchung der Fettsauremethylester

Losung Herstellung

Methanolische 1,122 g Kaliumhydroxid in 10 ml Methanol 16sen

Kalilauge (2 M)

Referenzstammlésung Butter und gehirtete Pflanzenmargarine zu circa gleichen Teilen

1 ,Butter-Magarine-
Test“

miteinander schmelzen und mit Natriumsulfat trocknen. 10 %
Nachtkerzenol und 2 % Ricinusél hinzufiigen und mischen. 100 mg
der Fettmischung mit 2,5 ml Trimethylsulfoniumhydroxid-Losung
versetzen und liber Nacht stehen lassen.

Referenzstammlésung
2 ,Butter-Magarine-
Test“

Jeweils 10-20 mg der folgenden Fettsauremethylester in 10 ml tert-
Butylmethylether l6sen:

Docosahexaensduremethylester C22:6 (A-4,7,10,13,16,19)
Behensdauremethylester C22:0

Eicosensduremethylester C20:1 (A-11)
Eicosadiensdauremethylester C20:2 (A-11,14)
Eicosapentaensduremethylester C20:5 (A-5,8,11,14,17)
Erucasduremethylester C22:1 (A-13)
Lignocerinsdauremethylester C24:0
Onanthsiauremethylester C7:0
Nonadecansauremethylester C19:0
Arachinsduremethylester C20:0

Referenzl6sung
»,Butter-Magarine-
Test"

4 ml der Referenzstammlésung 1 wund 1 ml der

Referenzstammlésung 2 vermischen

Referenzstammlésung
»,Omega-Test" (1-
5 mg/ml)

Jeweils 10 - 50 mg der folgenden Fettsduremethylester in 10 ml n-
Heptan losen:

Olsduremethylester C18:1 A-9

Linolsdauremethylester C18:2 A-9,12
gamma-Linolensdauremethylester C18:3 A-6,9,12
alpha-Linolensauremethylester C18:3 A-9,12,15
Arachidonsdauremethylester C20:4 A-5, 8,11,14
Docosadiensduremethylester C22:2 A-13,16
Eicosapentaensdauremethylester C20:5 A-5,8,11,14,17
Docosapentaensauremethylester C22:5 A-7,10,13,16,19
Docosahexaensiauremethylester C22:6 A-4,7,10,13,16,19

Referenzl6sung
»Omega-Test" (100-
500 pg/ml)

100 pl Referenzstammlésung ,,Omega-Test" mit 900 pl n-Heptan auf
1 ml auffiillen
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7.3 Instrumente und Materialien

Tabelle 7-4: Verwendete Instrumente

Instrumentbezeichnung Hersteller

Probenaufarbeitung

Gefriertrockner VaCo 5, Zirbus technology (Drehschieberpumpe RV8 von Edwars)
(Bad Grund, Deutschland)

Thermischer Techne Sample Concentrator Dri Block DB-3D, Biostep

Verdampfer (Burkhardtsdorf, Deutschland)

Vakuumverdampfer Syncore Polyvap R-12, Biichi Labortechnik GmbH (Essen,
Deutschland)

Reagenzglasschiittler Multi Reax, Heidolph (Schwabach, Deutschland)

NMR

NMR Spektrometer Bruker 400 MHz AVANCE III HD NanoBay Spektrometer
(Rheinstetten, Deutschland)

Probengeber SampleXpress, Bruker Biospin (Rheinstetten, Deutschland)

Probenkopf 5 mm BBO mit z-Gradientspulen, Bruker Biospin (Rheinstetten,
Deutschland)

GC

Gaschromatograph GC System 7890 B Agilent Technologies (Waldbronn,

GC/FID Deutschland)

Autosampler GC Autosampler 7693, Agilent Technologies (Waldbronn,
Deutschland)

Sdule GC DB-225, 30 m x 0,25 mm, 0,25um, Agilent Technologies

(Waldbronn, Deutschland)

Tabelle 7-5: Verwendete Materialien

Materialbezeichnung Hersteller
Faltenfilter (Durchmesser 150 mm) Macherey - Nagel (Diiren, Deutschland)
Glasperlen (Durchmesser 7 mm) Marienfeld Superior (Lauda

Konigshofen, Deutschland)

Kunststoffrohrchen mit
(50 mL)

Drehverschluss Sarstedt (Niimbrecht, Deutschland)

NMR Probenréhrchen (5 ml) Boro 400-5-7  Deutero (Kastellaun, Deutschland)
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8 Arbeitsvorschriften

8.1 Ausgangsmaterialien

Insgesamt wurden in dieser Arbeit 382 Eierproben fiir die Untersuchung und Validierung
verwendet. Tabelle 8-1 gibt einen Uberblick iiber die Herkunft und die
Legehennenhaltungssysteme der untersuchten Hithnereierproben.

Tabelle 8-1: Uberblick iiber die Herkiinfte und die Legehennenhaltung der untersuchten Eierproben

Bundeslinder (Deutschland) Bio Boden Freiland Gesamt
Baden-Wiirttemberg (BW) 63 96 32 191
Bayern (BY) 11 7 4 22
Brandenburg (BB) 2 1 1 4
Hamburg (HH) - 1 2 3
Hessen (HE) 2 3 1 6
Mecklenburg-Vorpommern (MV) 15 - - 15
Niedersachsen (NI) 34 11 2 47
Nordrhein-Westfalen (NRW) 2 10 1 13
Rheinland-Pfalz (RP) 1 4 2 7
Saarland (SL) 1 - - 1
Sachsen (SN) 1 2 - 3
Sachsen-Anhalt (ST) - 1 2 3
Schleswig-Holstein (SH) - 5 1 6
Thiiringen (TH) 2 2 2 6
Europaisches Ausland Bio Boden Freiland Gesamt
Niederlande (NL) 11 16 11 38
Spanien (ES) 4 - - 4
Slowenien (SI) 1 - - 1
Finnland (FIN) 1 1 - 2
Osterreich (AT) - 2 - 2
Polen (PL) - 1 - 1
Kroatien (HR) - 1 - 1
Italien (IT) - - 3 3
Belgien (B) - - 1 1
Déanemark (DK) 1 - - 1
Litauen (LT) 1 - - 1
Gesamt 153 164 65 382
R-Probe - - 1

* Eier aus Freilandhaltung, aus Baden-Wiirttemberg
8.2 Extraktion des Eifettes aus Hithnereigelb

8.2.1 Aufarbeitung fiir frische Eier

e Die Eier aus einer Packung (6-20 Stiick abhéngig von der Packungsgrofde) aufschlagen

o Eiklar und Eigelb voneinander trennen

¢ Beide Komponenten einzeln mittels Schneebesen 0.4. homogenisieren

e Dashomogenisierte Eiklar in ein geeignetes Behaltnis iiberfiihren, dicht verschlief3en und
bei -20 °C tiefkiihlen
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e Vom homogenisierten, aufgetauten Eigelb ca. 20-30 g fiir die Gefriertrocknung
entnehmen, in 2-3 Petrischalen umfiillen und bei -20 °C tiefkiihlen

8.2.2 Aufarbeitung fiir gefrorenes Eigelb

e Das tiefgefrorene Eigelb {iber Nacht im Kiihlschrank oder ca. 4 h bei Raumtemperatur
auftauen

e Das zadhfliissige Eigelb mit einem geeigneten Spatel in 1-2 Petrischalen ausstreichen und
bei -20 °C tiefkiihlen

8.2.3 Gefriertrocknung

e Das tiefgefrorene Eigelb mit den Petrischalen zusammen auf den Stellflichen des
Gefriertrockners verteilen

e Eswird folgendes Temperaturprogramm eingestellt: Programm 1, CVUA EI

Tabelle 8-2: Temperatur- und Druckprogramm fiir die Gefriertrocknung von Eigelb

Vakuum [mbar] Stellflachentemperatur [°C] Zeit [h]
3,4 0 6
1,0 15 6
0,5 30 6

e Das gefriergetrocknete Eigelb nach der Gefriertrocknung vorsichtig aus den Petrischalen
entnehmen

e Klein zerteilen und in ein dicht verschliefdbares Probenbehaltnis, bei -20 °C tiefkiihlen

e Im tiefgekiihlten Zustand mit einem Morser fein vermahlen

e Die anschliefRende Lagerung erfolgt in einem geeigneten Probenbehéltnis bei -20 °C

8.2.4 Extraktion des Eifettes

Die Extraktion des gefriergetrockneten Eigelbs ist in Abbildung 8-1 schematisch dargestellt.

Gefrier- Untere Phase
Homo- Phasen- vom
getrocknetes . . e el
Eigelb (1 g) genisierung trennung dsungsmitte
befreien
CHCl,/MeOH/H,0O + +1 mL 0,05 - Obere
(10:5:1) Glasperlen mol NaCl- Phase
Lsung abtrennen

=-§-7-

Abbildung 8-1: Schematische Darstellung der Extraktion des gefriergetrockneten Eigelbs

o 1 ggefriergetrocknetes Eigelb in einem 50 mL Kunststoffrohrchen einwiegen und mit 10
Glasperlen versetzen
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10 mL des Extraktionsgemisches aus Chloroform/Methanol/Wasser 10:5:1 (v/v/v)
hinzugeben und 10 Minuten mittels Reagenzglasschiittlers (ca. 1600 U/min)
homogenisieren

Das Homogenisat durch einen Faltenfilter in einen 250 mL Schiitteltrichter filtrieren

Mit 5 mL Fett-Extraktionsgemisch nachspiilen und iiber den Faltenfilter zur Probenlésung
hinzugegeben

1 mL NaCl-Loésung (0,05 mol/L) in den Schiitteltrichter zur Phasentrennung hinzu
pipettieren

Das Gemisch mehrere Male schiitteln und anschliefend 20 Minuten zur Phasentrennung
stehen lassen

Die untere Phase bis kurz vor der Phasengrenze ablassen

Das Losungsmittel mittels Syncore Polyvap (Biichi) entfernen (50 °C, 300 rpm, 3 Stunden
und 11 Minuten)

Tabelle 8-3: Vakuumgradient zur Losungsmittelentfernung unter Verwendung eines Vakuumverdampfers

Stufe Startvakuum Endvakuum Zeitintervall
[mbar] [mbar] [Minuten]

1 200 100 30

2 100 40 1

3 40 30 160

Die abgedampften Proben in 4 mL CHCl; vollstindig lésen und in ein 50 mL
Kunststoffrohrchen iiberfithren

Die Proben mittels thermischen Verdampfers unter Stickstoffstrom bei 50 °C vollstindig
vom Restlosungsmittel befreien

Das isolierte Fett bis zur Weiterverarbeitung im Kiihlschrank bei ca. 5-8 °C lagern

8.3 Messung der Eifettproben

8.3.1

1H NMR Messung

50 mg des extrahierten Eifettes in 1 mL Messlosungsmittelgemisch bestehend aus
CDCl3/MeOD (3:2) losen

600 pL davon in ein 5 mm NMR Réhrchen tiberfiihren und messen

Die Akquisitionsparameter sind in Tabelle 8-4 aufgefiihrt

Tabelle 8-4: Akquisitionsparameter fiir die 1H NMR Messung von Eifett

1H NMR Akquisitionparameter

NMR Spektrometer Ascend, 400 MHz D1 [sec] 3,0
Messprogramm 1H_Eifett Puls [psec] 9,51
Pulsprogramm zg30 RG 45,2

NS 128 Temperatur [K] 290
DS 2 TD 131072
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Spektrale Breite 15,0191 Solvent CDCI3+MeOD

[ppm]
AQ [sec] 10,905 Digmod baseopt

e Die Prozessierungsparameter sind in Tabelle 8-5 dargestellt
e Die Prozessierung der Spektren erfolgt mit einer automatischen Phasen- und
Basislinienkorrektur

Tabelle 8-5: Prozessierungsparameter fiir die 1H NMR Spektren von Eifett

1H NMR Prozessierungsparameter

Software TopSpin 3.2 GB 0,01
SI 131072 Phasenkorrektur apk/apk0
WDW GM Basislinienkorrektur absn
LB -0,01 Macro exam_Ei

o Die Qualitat der Spektren an der Halbwertsbreite des TMS-Signals iiberpriifen

e Die Halbwertsbreite des TMS-Signals darf maximal 1,2 Hz betragen

e Proben mit groflerer Halbwertsbreite als 1,2 Hz am TMS-Signal nicht fiir die Auswertung
verwenden, sondern erneut messen bzw. aufarbeiten

8.3.2 13C NMR Messung

e 50 mg des extrahierten Eifettes in 1 mL Messlosungsmittelgemisch bestehend aus
CDClz/MeOD (3:2) losen

e 600 uL davon in ein 5 mm NMR Rohrchen iiberfithren und messen

e Die Akquisitionsparameter sind in Tabelle 8-6 aufgefiihrt

Tabelle 8-6: Akquisitionparameter fiir die 13C NMR Messung von Eifett

13C NMR Akquisitionparameter

NMR Spektrometer Ascend, 400 MHz D1 [sec] 2
Messprogramm 13C_Eifett Puls [psec] 8,2
Pulsprogramm 7gig RG 181
NS 2048 Temperatur [K] 290
DS 4 TD 65536
Spektrale Breite 250 Solvent CDCI;+MeOD
[ppm]
AQ [sec] 1,3 Digmod baseopt

e Die Prozessierung der Spektren erfolgt mittels Bruker Standard AU-Programm proc_1d
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8.3.3 31P NMR Messung der Phospholipide

e 30 mg des extrahierten Eifettes in 1 mL Messlosungsmittelgemisch bestehend aus
CDClz/MeOD/CDTA-Puffer (0,2 mol/L, pH 6) (v/v/v, 582/358/60) l6sen

e 600 uL davon in ein 5 mm NMR Roéhrchen iiberfithren und messen

e Die Akquisitionsparameter sind in Tabelle 8-7 aufgefiihrt

Fiir den Vergleich der Quantifizierung unter Verwendung eines internen bzw. externen Standards
wurde die interne Standardlésung bestehend aus GPC in MeOD als MeOD Anteil im
Messlosungsmittelgemisch ersetzt (CDCl3/MeOD mit internem Standard GPC/CDTA-Puffer (0,2
mol/L, pH 6)).

Tabelle 8-7: Akquisitionparameter fiir die 31P NMR Messung von Eifett

31P NMR Akquisitionparameter

NMR Spektrometer Ascend, 400 MHz D1 [sec] 5

Messprogramm 31P_egg PL Puls [usec] 9,75
Pulsprogramm 7gig RG 196,42

NS 800 Temperatur [K] 295

DS 8 TD 8098
Spektrale Breite 4,9998 Solvent (Lock) MeOD

[ppm]

AQ [sec] 4,9997 Digmod digital

e Die Prozessierungsparameter sind in Tabelle 8-5 dargestellt
e Die Prozessierung der Spektren erfolgt mit einer automatischen Phasen- und
Basislinienkorrektur

Tabelle 8-8: Prozessierungsparameter fiir die 31P NMR Spektren von Eifett

NMR Prozessierungsparameter

Auswerte Software TopSpin 3.2 GB 0,01
SI 65536 Phasenkorrektur apk
WDW GM Spektrenkalibrierung* sref

LB -0,01 Macro exam_31P

* auf PC-Signal bei -0,7 ppm
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8.4 Charakterisierung der Standardsubstanzen mittels NMR

8.4.1 Charakterisierung der Standardsubstanzen mittels tH NMR und 13C

NMR

2-3 mg der PL-Standardsubstanz bzw. des Cholesterinstandards jeweils in ein Glasvial
einwiegen

Mit 1 mL einer Mischung aus CDCl3/MeOD (3/2) 16sen

600 pL davon in ein 5 mm NMR Roéhrchen tiberfithren und messen

Die Messprogramme und Akquisitionsparameter sind dem Abschnitt 8.3.1 und 8.3.2 zu
entnehmen

Charakterisierung der Standardsubstanzen mittels 31P NMR

2-3 mg der PL-Substanz jeweils in ein Glasvial einwiegen

Mit 1 mL des 31P Messlosungsmittelgemisches fiir PL. (CDCl3/MeOD mit internem Standard
TPP)/CDTA-Puffer (0,2 mol/L, pH 6) (v/v/v, 582/358/60) l6sen

600 pL davon in ein 5 mm NMR Réhrchen tiberfithren und messen

Die Prozessierungsparameter sind der Tabelle 8-8 dargestellt

Tabelle 8-9: Akquisitionparameter der 31P NMR Messung der Phospholipidstandardsubstanzen

31P NMR Akquisitionparameter

NMR Spektrometer Ascend, 400 MHz D1 [sec] 15
Messprogramm 31P Puls [usec] 9,75
Pulsprogramm zgig RG 196,42

NS 1000 Temperatur [K] 295
DS 8 TD 65788
Spektrale Breite 40,0551 Solvent (Lock) MeOD
[ppm]
AQ [sec] 5,070 Digmod digital

Fiir die interne Referenzierung der chemischen Verschiebung wurde bei den PL-
Standardsubstanzen TPP verwendet. Zusatzlich zu den einzelnen Standardsubstanzen wurde eine
Mischung mit allen PL-Standardsubstanzen wie oben beschrieben hergestellt, gelost und
vermessen.
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8.4.3 Charakterisierung der Standardsubstanzen mittels 2D NMR
Experimente

Flir die Charakterisierung der hergestellten Standardsubstanzen wurden verschiedene 2D NMR
Experimente verwendet. Die aufgefiihrten NMR Experimente wurden mit den
Standardparametersatzen der Firma Bruker durchgefiihrt.

Experimentname Pulssequenz
JRES jresgpprqf
1H-1H COSY cosygpppqf
1H-13C HSQC hsqcetgp

8.5 Gaschromatographische Bestimmung der
Fettsauremehylesterverteilung in Eifett

8.5.1 Umesterung der Fettsduren zu Fettsiduremethylestern

e 400pL der 'H NMR Messlosung (Abschnitt 8.3.1) unter Stickstoffstrom mittels
thermischen Verdampfers (55°C) vollstandig vom Losungsmittel befreien

e Den Riickstand in 500 pL n-Heptan lésen und mit 250 pL methanolischer
Kaliumhydroxidlosung (2 M) versetzten

e Die Losung fiir 15 Minuten auf eine Schiittelvorrichtung geben

e 200-300 pL der oberen Phase anschliefSend entnehmen und in ein Glasvial mit Insert zur
Gaschromatographie abfiillen

8.5.2 Messbedingungen

Tabelle 8-10: Messbedingungen der Fettsduremethylestermessung mittels GC/FID

Gaschromatograph: Kapillar-GC FISONS GC 8000 (GC20)
Injektion: - ,Hot empty needle“-Technik
- Injektortemperatur: 250 °C
- Split: 1:20
- Injektionsvolumen: 1 pl
Detektor: Flammenionisationsdetektor (FID)
Temperatur: 250°C
Sdule: 100 m * 0,25 mm SP-2560 (Filmdicke 0,20 um, 100 %-
Cyanopropyl-Polysiloxan)
Tragergas: Wasserstoff mit 170 kPa Vordruck (1,5 ml/min, bei
Raumtemperatur)
Temperaturprogramm: 50°C-12 min - 15 °C/min auf 160 °C - 50 min - 3 °C/min

auf 230 °C - 22 min isotherm
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9 Anhang

9.1 Vergleich verschiedener Haltungssysteme fiir
Legehennen

Tabelle 9-1: Vergleich von verschiedenen Haltungssystemen fiir Legehennen in Europa

Haltungssystem Rechtliche Grundlage Anforderungen
Ausgestaltete Richtlinie 1999/74/EG - pro Henne mind. 750 cm?

Kifighaltung - bis 60 Tiere pro Abteil
- ein Nest pro Kafig mit Einstreu und Sitzstange
Bodenhaltung  Richtlinie - max. 9 Hennen/m?
1999/74/EG, - nicht mehr als 6000 Hennen ohne raumliche
TierSchNutztV Trennung

-je 7 Hennen ein Einzelnest, oder max. 120
Hennen 1 m? Nestfliche

- spezielle Anforderungen an Trink- und
Futtertrége und Sitzstangen

Freilandhaltung Richtlinie - alle Anforderungen an Bodenhaltung
1999/74/EG, - zusdtzlich Zugang zu Auslaufflache im Freien
TierSchNutztV, VO(EG) (mind. 4 m? pro Henne)
Nr.589/2008 - im Freien miissen Unterschlupfméglichkeiten,
(EiMarktVO) ggf. Unterstande und geeignete Tranken

vorhanden sein

Biologische VO(EG) Nr.834/2007, - max. 6 Hennen/m?

Haltungsformen VO(EG) Nr.889/2008 - max. 3000 Legehennen pro Stall
und - Futter aus 6kologischer Landwirtschaft
zusatzliche Richtlinien - spezielle Anforderungen an Trink- und
versch. biologischer Futtertroge und Sitzstangen gemafd VO(EG)
Anbauverbidnde wie Nr. 834/2007
z.B. Bioland, - standiger Zugang zum Freiland (mind. 4 m?
Naturland, Demeter pro Henne), mind. 1/3 der Lebensdauer

- im Freien miissen Unterschlupfmdglichkeiten,
ggf. Unterstande und geeignete Tranken
vorhanden sein

9.2 Eierkennzeichnung

Die Eierkennzeichnung erfolgt nach Verordnung (EG) Nr. 589/2008 und VO (EU) Nr. 1308/2013,
der entsprechenden Durchfiihrungsbestimmung mit einem Erzeugercode, welcher in Richtlinie
2002/4/EG definiert wird. Der Code enthalt siehe Abbildung 9-1 eine Zahl, die das
Haltungssystem  definiert, jeweils zwei  Buchstaben, die den Code des
Registrierungsmitgliedstaats wiedergeben und eine weitere Zahlenfolge, die es den jeweiligen
Behorden ermdglicht den Erzeugerbetrieb genau zu identifizieren. Zudem wird festgelegt, dass
Hithnereier ,innerhalb von 10 Tagen nach dem Legen sortiert, gekennzeichnet und verpackt"
werden miissen.
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Code des Registrierungsmitgliedstaats
Bsp. DE, NL, DK...

5 |dentifizierung des Betriebes

Haltungssystem  €——

0- Okologisch (kann jeder Mitgliedstaat selbst
1- Freiland einrichten)
2- Boden . .
v In Deutschland: Codierung fiir das Bundesland
3- Kafig

08- Baden-Wiirttemberg
09- Bayern
03- Niedersachsen

Abbildung 9-1: Kennzeichnung von Eiern mit dem Erzeugercode
9.3 Metadaten der Proben

Folgende Metadaten wurden, falls vorhanden zu jeder Probe gesammelt:

- Haltungssystem

- Erzeugercode

- Packstellennummer

- Herkunftsland

- Postleitzahl Hersteller

- Bundesland

- Postleitzahl des Inverkehrbringer

9.4 Einfluss des Losungsmittels und der Temperatur bei der
1H NMR Messung

Eine Eifettprobe wurde mit einer Mischung aus unterschiedlichen Anteilen CDClz und MeOD
(CD30D) gelost und jeweils bei 290 K gemessen. In Abbildung 9-2 sind die Auswirkungen der
unterschiedlichen Losungsmittelverhaltnisse auf die Signalform der Eifettkomponenten und die
Signaliiberlagerung mit dem Restwassersignal dargestellt. Das beste Ergebnis wurde bei einem
CDCl3- und MeOD-Anteil von 3:2 erreicht. Bei diesem Lo&sungsmittelverhiltnis war die
Uberlagerung von Signalen der Eifettkomponenten mit dem Restwassersignal am geringsten,
gleichzeitig war keine Beeintrachtigung der Signalbreite und Form zu beobachten (Brendel,
2016).
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Verhaltnis
CDCL;:CD;0D
4:3

2:1

31

3:2

4.9 4.8 4.7 4.6 4.5 44 4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 34 3.3 3.2 3.1

Abbildung 9-2: 400 MHz 1H NMR Spektrenausschnitte (2,9 - 5,0 ppm) einer Eifettprobe, die den Einfluss der
Losungsmittelzusammensetzung von deuteriertem Chloroform (CDCl3) und deuteriertem Methanol (CD30D)
auf Signalform und Signaliiberlagerungen zeigen. Das Signal im rechteckigen Kasten zeigt jeweils das

Restwassersignal und dessen Lage bei den unterschiedlichen Lésungsmittelzusammensetzungen (4:3, 2:1, 3:1,
3:2)
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Temperatur
295 K
L
290 K J
N |

Abbildung 9-3: 400 MHz 1H NMR Spektrenausschnitte (2,9 - 5,0 ppm) einer Eifettprobe, die den Einfluss der
Messtemperatur auf die Signallage zeigen. Das Signal im rechteckigen Kasten zeigt das Restwassersignal und
dessen chemische Verschiebung bei den unterschiedlichen Temperaturen (300 K, 295 K, 290 K). Bei 290 K
wurde das beste Ergebnis erzielt, da das Restwassersignal am weitesten von den Lipidsignalen entfernt liegt
und dadurch den geringsten Einfluss auf die Signale der Eifettkomponenten ausiibt

T T 1
3.2 3.1 ppm

9.5 Verwendete NMR Experimente

9.5.1 H NMR Standard Experiment

1H NMR Spektren ermdglichen es eine Aussage lber die Protonenanzahl einer Verbindung, die
chemische Umgebung und die Zugehorigkeit zu funktionellen Gruppen zu treffen. Das tH NMR
Experiment ,zg30“ gehort zu den Standardexperimenten. Dabei wird zur Anregung der 'H Atome
ein 30° Puls verwendet.

Die chemische Verschiebung (8s,pstanz ) Wird bei der Auswertung in ppm angegeben und ergibt
sich aus

Formel 16

1-9.S‘ubstanz - 7-9Referenz [HZ]
ﬁReferenz [MHZ]

5Substanz [ppm] =

der Frequenz der Substanz (Js,pstanz ) Und der Frequenz einer ausgewdahlten Referenzsubstanz
(9referenz) (Friebolin, 2014).
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9.5.2 13C, 31P NMR Messung mit inverse gated decoupling

Die Messung von Heterokernen wie 13C und 31P geben Aufschluss dariiber wie viele dieser Kerne
in einer Verbindung oder Mischung vorhanden sind und iiber deren Zugehorigkeit zu
funktionellen Gruppen.

Um Kopplungen mit 'H Kernen zu vermeiden, werden 13C und 31P Spektren mit !H
Breitbandentkopplung aufgenommen (Friebolin, 2014).

Bei der Verwendung des inverse gated decoupling Pulsprogramm (zgig) erfolgt die
Protonenentkopplung nur wahrend der AQ. Dadurch findet kein Polarisationstransfer (NOE) von
1H zu 13C oder 31P statt und die generierten Spektren kdnnen zur Quantifizierung genutzt werden
(Friebolin, 2014).

9.5.3 Longitudinale Relaxationszeitbestimmung

Die T1-Bestimmung erfolgt mittels inversion recovery Experiment. Dabei wird eine Reihe von 1H
Spektren mit bestimmter Impulsfolge (180° - T - 90°) und variierendem Zeitabstinden t
aufgenommen. Durch einen 180° Puls wird die Gleichgewichtsmagnetisierung Mo auf die -z-Achse
ausgelenkt. Nach Relaxation um die Zeit T wird mit einem 90° Puls die verbliebene Magnetisierung
(M,) auf die y'-Achse gedreht wodurch die Quermagnetisierung M, aufgenommen werden kann.
Die Intensitdt der NMR Signale, die nach Fourier-Transformation erhalten wird, ist proportional
zum Magnetisierungsvektor My

Durch die Gleichung

Formel 17

In(ly —1;) =In21, — L
T

mit Iy, der maximalen gemessenen Intensitdt und I,, der Intensitdt bei t = T, kann nach Auftragung
von In(ly —I;) gegen t (t entspricht den diskreten Werten fiir t), die Steigung der Geraden
abgelesen und T1 bestimmt werden (Friebolin, 2014).
Die T1-Bestimmung von 3C bzw. 31P Kernen erfolgt wie oben beschrieben, allerdings wird
wiahrend der oben genannten Pulsabfolge jegliche tH-13C - bzw. 1H-31P -Kopplung durch eine 1H
Breitbandentkopplung eliminiert. Dies wird mittels ,t1lirpg"- Pulsprogramm erreicht.

9.5.4 2D NMR Experimente

Heteronuclear single quantum coherence - HSQC

Bei dem 1H-13C HSQC handelt es sich um ein zweidimensionales invers korreliertes Experiment.
Die Kohdrenzen werden dabei im Kanal des unempfindlicheren Kerns (13C) erzeugt und auf den
empfindlicheren Kern (1H) iibertragen und auch dort gemessen. Dies wird mit einer Pulsabfolge
erreicht, bei der eine Ubertragung und Verstirkung der 'H Magnetisierung auf die 13C
Magnetisierung stattfindet. Nach Entwicklung der Magnetisierungsvektoren, wird die
Magnetisierung anschliefiend auf die 'H Atome zuriick transferiert und die 'H Resonanzen
gemessen. In diesem Experiment werden die direkten 1J-1H-13C -Verkniipfungen aufgezeigt. In
einem 2D Konturplot ist das H Spektrum oben und das 13C Spektrum auf der linken Seite zu sehen
(Friebolin, 2014).

Die Aufnahme der Spektren erfolgte mittels ,hsqcetgp” Pulsprogramm unter Verwendung von
Gradientpulsen.
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Correlation Spectroscopy - COSY

Bei einem !'H-'H COSY werden auf beiden Frequenzachsen im Spektrum die !H chemischen
Verschiebungen miteinander korreliert. Das Spektrum liefert Informationen iiber
Molekiilfragmente und Verkniipfungen. Das COSY-Standardexperiment besteht aus einer Folge
von zwei Pulsen, die durch eine Wartezeit (t1), die inkrementell verandert wird, getrennt sind (90°
- t1 - 6x.). Im 2D Konturplot entsprechen die Signale auf der Diagonalen dem 'H NMR Spektrum.
Die symmetrisch angeordneten Korrelationssignale zeigen die skalare Kopplung zwischen
geminalen und vicinalen Protonen (Friebolin, 2014).

Das ,gradient selected“ COSY wird mittels ,cosygpppqf”-Pulsprogramm aufgenommen. Die
Buchstaben ,gp“ stehen fiir Gradientpuls, ,pp“ fiir Purge-Puls und ,qf" fiir den magnitude Mode.
Der Vorteil eines gradient selected COSY ist, dass unerwiinschte z-Magnetisierungen und ihre
zugehorigen axialen Signale durch gepulste Feldgradienten zerstort werden. Dadurch entfallen
die Wartezeiten zwischen den Phasenzyklen und die Spektren kénnen schneller aufgenommen
werden (Friebolin, 2014; Hurd, 1990).

9.6 NMR Daten der Standardsubstanzen

9.6.1 31P NMR Zuordnung der Phospholipidstandardsubstanzen

 Ga—
Externer Standard GPC
\ PC
I e s e R e )\ -
Eifettprobe PE
)
SM LPC o
LPE —
P JIuA .
PL Standard-Mix CLP
GLC
0:9 DfB Oj7 0.‘6 0.5 054 Oj3 0.2 0.1 X OTO »0‘.1 -0‘.2 o -0'.3 -Ol.4 -0‘.5 -0‘.6 -0.7 -OI.B —OI.9 ppm

Abbildung 9-4: 400 MHz 31P NMR Spektren mit Zuordnung der Phospholipidstandardsubstanzen (PL Standard-
Mix) zu den Phospholipiden in einer Eifettprobe. Benennung der einzelnen Phospholipide im unteren blauen
Spektrumsausschnitt, von links nach rechts 1-(3-sn-Phosphatidyl)-rac Glycerin (GLQ),
Lysophosphatidylethanolamin (LPE), Cardiolipin (CLP), Phosphatidylethanolamin (PE), Sphingomyelin (SM),
Lysophosphatidylcholin (LPC), Phosphatidylinositol (PI), Phosphatidylcholin (PC). Im oberen griinen
Spektrumsausschnitt, Glycerophosphatidylcholin (GPC). GPC wurde fiir die Quantifizierung als interner
Standard verwendet. GPC und PC sind in der Standardlésung fiir die externe Quantifizierung enthalten.
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Aufgrund der héheren Konzentration im PL Standard-Mix sind die Signale von LPE und PI verschoben, da die
Konzentration einen Einfluss auf die chemische Verschiebung hat

Tabelle 9-2: Zuordnung und Beschreibung der Phospholipidsignale im 31P NMR Spektrum

Chemische Signalform Phospholipid Abkiirzung
Verschiebung
[ppm]
-0,70 Singulett Phosphatidylcholin PC
-0,27 Singulett Phosphatidylinositol PI
-0,167 Singulett Lyso-Phosphatidylcholin LPC
-0,15 Singulett Glycerophosphatidylcholin GPC
0,051 Singulett Sphingomyelin SM
0,066- 0,116 Mehrere Phosphatidylethanolamin PE
Singulettsignale,
aufgrund
unterschiedlicher
Fettsaurereste
0,3 Singulett Cardiolipin CLP
(Diphosphatidylglycerin)
0,51 Singulett Lyso- LPE
Phosphatidylethanolamin
0,62 Singulett 1-(3-sn-Phosphatidyl)-rac- GLC

glycerol Natriumsalz

9.6.2 Berechnung der molaren Masse der Phospholipide

Tabelle 9-3: Berechnungsgrundlage und berechnete mittlere molare Masse der Phospholipide

Phospholipid Mittlere Fettsiure- Literatur Berechnete
Zusammensetzungen mittlere
Molare
Masse
[g/mol]
Phosphatidylcholin 16:0 36 % (Hawke, 1959) 767,29
18:0 14 % (Schreiner et al., 2005)
18:1 34 %
18:2 16 %
Phosphatidylethanolamin 16:0 20 % (Hawke, 1959) 739,02
18:0 40 % (Schreiner et al., 2005)
16:1n-7 15 %
18:2n-6 7,5 %
20:4n-6 7,5 %
22:6n-3 10 %
Lyso-Phosphatidylcholin* 16:0 70 % Werte wurden aus dem 503,99

18:0 27 % Zertifikat des Standards
18:1 3% iibernommen, da dieser
aus Eifett extrahiert
wurde
Lyso-Phosphatidyl- 16:0 40 % Werte wurden aus dem 470,38
ethanolamin* 18:0 60 % Zertifikat des Standards

ubernommen da dieser

aus Eifett extrahiert
wurde
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Phospholipid Mittlere Fettsiure- Literatur Berechnete

zusammensetzungen mittlere
Molare
Masse
[g/mol]
Sphingomyelin 16:0 85 % (Hawke, 1959; Holub & 707,24
18:0 15 % Kuksis, 1971; Juneja,
1997)
Phosphatidylinositol 16:0 5% **(Holub & Kuksis, 876,11
18:0 45 % 1971)
18:1 15%
20:4n-6 35%

*Die Fettsdure an Position sn-2 des Glyceringrundgertistes, die zum grofdten Teil ungesattigte
Fettsduren enthalt, fehlt.

**Es  konnten keine Vergleichswerte fiir die Fettsdurezusammensetzungen des
Phosphatidylinositol im Eifett, in der Literatur, gefunden werden. Daher wurde der Mittelwert der
Fettsdurezusammensetzung von Phosphatidylinositol aus anderen tierischen Gewebearten
berechnet.

9.6.3 1D 1H NMR Zuordnung der Phospholipidstandardsubstanzen

SM

ll,l I'J|I | ‘Il JI I

_____ I L VR L | S S

6.0 5.5 5.0

14-fach vergrofiert

!
SR

6.0 5.5 5.0

Abbildung 9-5: 400 MHz 1H NMR Spektrumsausschnitt einer Eifettprobe (schwarz) mit Vergleich der Signale
des Sphingomyelinstandards (SM) (rot). Die Spektren wurden fiir den Vergleich 14-fach vergréfiert
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PE-Signal Eifett

PE-Signal Standard

e Mﬁ-—w

T T T T T T
0.25 020 0.15 0.10 0.05 0.00 005 ppm

Abbildung 9-6 400 MHz 31P NMR Spektrumsausschnitt einer Eifettprobe (schwarz) und des
Phosphatidylethanolamstandards (rot). Der eingerahmte Bereich zeigt die Signale des
Phosphatidylethanolamins im Standard (PE-Signal Standard) und im Eifett (PE-Signal Eifett)

9.6.4 2D 1H-13C HSQC NMR Signalzuordnung von Phosphatidylcholin
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Abbildung 9-7: Ausschnitt eines 1H-13C HSQC Spektrums von Phosphatidylcholin mit Zuordnung der Signale
zum Ethanolaminrest
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9.6.5 Berechnete Anteile der Phospholipide am Gesamtphospholipidgehalt

in Eifett
80
70 - . :
H Bio M Boden Freiland
60
Z -
E JO
=
d.: 40
2 30
20 I
0 | 1 T T il = [P
PC PI LPC SPM PE LPE

Abbildung 9-8: Prozentuale Anteile der Phospholipide in Eifett von Hiihnereiern aus unterschiedlicher
Legehennenhaltungssystemen (biologische Haltung (Bio), Bodenhaltung (Boden), Freilandhaltung
(Freiland)), berechnet unter Verwendung eines externen Standards. Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylinositol (PI), Lyso-Phosphatidylcholin (LPC), Sphingomyelin (SPM), Phosphatidylethanolamin
(PE), Lyso- Phosphatidylethanolamin (LPE)
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70 - . .
‘0 H Bio M Boden Freiland
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PC PI LPC SPM PE LPE

Abbildung 9-9: Prozentuale Anteile der Phospholipide in Eifett von Hiihnereiern aus unterschiedlicher
Legehennenhaltungssystemen (biologische Haltung (Bio), Bodenhaltung (Boden), Freilandhaltung
(Freiland)), berechnet unter Verwendung eines internen Standards. Phosphatidylcholin (PC),
Phosphatidylinositol (PI), Lyso-Phosphatidylcholin (LPC), Sphingomyelin (SPM), Phosphatidylethanolamin
(PE), Lyso- Phosphatidylethanolamin (LPE)
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9.6.6 Zuordnung der Fettsauremethylester der GC-FID Analyse zu den

entsprechenden Fettsdauren

1005
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Abbildung 9-8: GC-FID Chromatogramm der Fettsauremethylester des Butter-/Margarine-Tests mit Zuordnung

zu den jeweiligen Fettsauren

Tabelle 9-4: Peakzuordnung der Fettsiuremethylester des Butter-/Margarine-Tests zu den entsprechenden

Fettsauren

Fettsidure

Retentionszeit [min]

Buttersiure C4:0 12,16
Capronsaure C6:0 18,47
Oenanthsiure C7:0 20,47
Caprylsaure C8:0 22,03
Caprinsaure C10:0 24,57
Laurinsidure C12:0 27,19
Myristinsaure C14:0 30,73
13-Methyltetradecansdure C15:0 iso 31,8

12-Methyltetradecansiure C15:0 anteiso 32,3

Myristoleinsdure C14:1 A-9 32,66
Pentadecansiure C15:0 33,12
Palmitinsiaure C16:0 36,61
Palmitoleinsaure C16:1 A-9 39,09
Margarinsiure C17:0 40,53
Heptadecensiure C17:1 A-10 43,8

Stearinsaure C18:0 46,56
Elaidinsdure C18:1 trans A-9 49,66
Olsiure C18:1 A-9 50,74
Vaccensaure C18:1 A-11 51,07
Nonadecansiure C19:0 54,13
Linolsdure C18:2 A-9,12 (»-6) 58,26
y-Linolensaure C18:3 A-6,9,12 (w-6) 64,72
a-Linolensaure €C18:3 A-9,12,15 (w-3) 69,57
Gadoleinsaure C 20:1 A-9 70,83
Eicosadiensaure C20:2 A-11,14 (w-6) 79,32
Behensaure C22:0 83,11
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Fettsdure

Retentionszeit [min]

Arachidonsiure C20:4 A-5,8,11,14 (0-6) 85,3
Eicosapentaensdure C20:5 A-5,8,11,14,17 (w-3) 89,28
Lignocerinsaure C24:0 90,7
Docosahexaensiure C22:6 A-4,7,10,13,16,19 (w-3) 96,53
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Abbildung 9-9: GC-FID Chromatogramm der Fettsiuremethylester des Omega-Tests mit Zuordnung zu den

jeweiligen Fettsduren

Tabelle 9-5: Peakzuordnung der Fettsiduremethylester des Omega-Tests zu den entsprechenden Fettsauren

Fettsaure Retentionszeit [min]
Elaidinsdure C18:1 trans A-9 50,17
Linolsdure C18:2 A-9,12 (w-6) 57,83
y-Linolensaure C18:3 A-6,9,12 (w-6) 64,67
a-Linolensaure €C18:3 A-9,12,15 (w-3) 69,53
Arachidonsiure C20:4 A-5,8,11,14 (»-6) 85,17
Docosadiensiure C22:2 A-13,16 (w-6) 88,75
Eicosapentaensdure C20:5 A-5,8,11,14,17 (w-3) 89,38
Docosapentaensaure C22:5 A-7,10,13,16,19 (w-3) 95,35
Docosahexaensiure C22:6 A-4,7,10,13,16,19 (w»-3) 96,52
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Abbildung 9-10: GC-FID Chromatogramm der Fettsduremethylester einer Eifettprobe mit Zuordnung zu den
jeweiligen Fettsduren

Tabelle 9-6: Peakzuordnung der Fettsiuremethylester einer Eifettprobe und Vergleich der Retentionszeiten
mit denen der Standard-Tests

Fettsiure Eifettprobe Butter- Omega-Test
Retentionszeit /Margarine-Test Retentionszeit
[min] Retentionszeit [min]
[min]

Myristinsaure C14:0 30,66 30,73

Myristoleinsiaure C14:1 A-5 32,64 32,66

Pentadecansiure C15:0 33,1 33,12 -

Palmitinsiaure C16:0 36,74 36,61

Palmitoleinsidure C16:1 A-7 38,71* - -

Palmitoleinsidure C16:1 A-9 39,17 39,09

Margarinsiure C17:0 40,53 40,53

Heptadecensiure C17:1 A-9 43,8 43,8 -

Stearinsaure C18:0 47,04 46,56

Elaidinsiure C18:1 trans A-9 49,69 49,66 50,17

Olsidure C18:1 A-9 51,45 50,74

Vaccensiure C18:1 A-11 51,66* 51,07

Linolsiure C18:2 A-9,12 (w-6) 58,77 58,26 57,83

v-Linolensiure C18:3 A-6,9,12 64,74 64,72 64,67

(w-6)

a-Linolensiure C18:3 A- 69,64 69,57 69,53

9,12,15 (w-3)

Gadoleinsaure C 20:1 A-9 70,52 70,83 -
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Fettsdure Eifettprobe Butter- Omega-Test
Retentionszeit /Margarine-Test Retentionszeit

[min] Retentionszeit [min]
[min]

Eicosadiensiure C20:2 A-11,14 79,16 79,32 -
(w-6)
Behensaure C22:0 82,78 83,11 -
Arachidonsaure C20:4 A- 85,1 85,3 85,17
5,8,11,14 (w-6)
Docosatetraensaure C22:4 A- 92,38 * - -
7,10,13,16 (w-6)
Docosapentaensaure C22:5 A- 93,61 * - -
4,7,10,13,16 (»-6)
Docosapentaensaure C22:5 A- 95,32 - 95,35
7,10,13,16,19 (®»-3)
Docosahexaensiure C22:6 A- 96,54 96,53 96,52

4,7,10,13,16,19 (»-3)

* Die Zuordnung und Verifizierung erfolgte mittels GC-MS im Rahmen einer Masterarbeit von R.
Brendel (Brendel, 2016)

Tabelle 9-7: Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der GC-FID Analyse der Fettsiuremethylester unter
Verwendung der Reproduzierbarkeitsprobe (R-Probe)

Fettsdure Mittelwert” Standardabweichung* Variationskoeffizient*
[%] [%]

Myristinsaure C14:0 0,33 0,01 2,3

Myristoleinsaure C14:1 0,07 0,00 6,6

A-5

Pentadecansiure C15:0 0,08 0,00 0,0

Palmitinsaure C16:0 24,89 0,13 0,5

Palmitoleinsiure C16:1 0,66 0,01 1,5

A-7

Palmitoleinsiure C16:1 3,29 0,04 1,3

A-9

Margarinsiure C17:0 0,19 0,00 0,0

Heptadecensiure C17:1 0,13 0,00 1,9

A-9

Stearinsaure C18:0 7,89 0,15 1,9

Elaidinsaure C18:1 0,16 0,00 2,1

trans A-9

Olsiure C18:1 A-9 37,38 0,20 0,5

Vaccensaure C18:1 A-11 2,15 0,02 0,8

Linolsiure C18:2 A-9,12 17,84 0,06 0,3

(-6)

v-Linolensdure C18:3 A- 0,09 0,00 4,5

6,9,12 (»-6)

a-Linolensiure C18:3 A- 1,19 0,02 1,3

9,12,15 (w-3)

Gadoleinsaure C 20:1 A- 0,23 0,00 1,1

9

Eicosadiensiure C20:2 0,19 0,00 2,4

A-11,14 (w-6)

Behensaure C22:0 0,16 0,00 2,8
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Fettsdure Mittelwert” Standardabweichung* Variationskoeffizient*
[%] [%]

Arachidonsaure C20:4 1,68 0,06 3,4
A-5,8,11,14 (w-6)

Docosatetraensaure 0,13 0,00 3,5
C22:4 A-7,10,13,16 (w-
6)

Docosapentaensdure 0,20 0,01 3,4
C22:5 A-4,7,10,13,16
(w-6)

Docosapentaensdure 0,16 0,00 2,3
C22:5A-7,10,13,16,19
(»-3)

Docosatetraensaure 0,95 0,04 4,5
C22:6 A-4,7,10,13,16,19
(-3)

* Die R-Probe wurde an drei aufeinanderfolgenden Tagen jeweils fiinf Mal aufgearbeitet und mittel GC-FID
analysiert

Tabelle 9-8: Uberpriifung der Reproduzierbarkeit der GC-FID Analyse der Fettsiuremethylester unter
Verwendung der Reproduzierbarkeitsprobe (R-Probe) an acht unterschiedlichen Tagen

Fettsiure Mittelwert Standardabweichung Variationskoeffizient
[%] [%]

Myristinsaure C14:0 0,32 0,01 2,2

Myristoleinsiure C14:1 0,07 0,00 4,6

A-5

Pentadecansiure C15:0 0,08 0,00 0,0

Palmitinsaure C16:0 24,91 0,16 0,6

Palmitoleinsiure C16:1 0,66 0,01 0,8

A-7

Palmitoleinsaure C16:1 3,26 0,03 0,8

A-9

Margarinsdure C17:0 0,19 0,00 2,6

Heptadecensiure C17:1 0,13 0,00 0,0

A-9

Stearinsaure C18:0 7,99 0,04 0,5

Elaidinsaure C18:1 trans 0,17 0,01 3,0

A-9

Olsiure C18:1 A-9 37,28 0,14 0,4

Vaccensiure C18:1 A-11 2,10 0,02 1,1

Linolsiure C18:2 A-9,12 17,81 0,03 0,2

(-6)

y-Linolensdure C18:3 A- 0,09 0,01 59

6,9,12 (w-6)

a-Linolensaure C18:3 A- 1,19 0,01 0,7

9,12,15 (w-3)

Gadoleinsiure C 20:1 A-9 0,23 0,01 2,6

Eicosadiensiure C20:2 A- 0,19 0,00 2,3

11,14 (w-6)

Behensaure C22:0 0,16 0,00 2,1

Arachidonsiure C20:4 A- 1,71 0,03 1,5

5,8,11,14 (w-6)

Docosatetraensaure 0,14 0,01 3,7

C22:4 A-7,10,13,16 (»-6)
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Fettsdure Mittelwert  Standardabweichung Variationskoeffizient
[%] [%]

Docosapentaensdure 0,21 0,01 3,2
C22:5 A-4,7,10,13,16 (w-
6)

Docosapentaensdure 0,16 0,00 0,0
C22:5A-7,10,13,16,19
(-3)

Docosahexaensiure 1,00 0,02 2,3
C22:6 A-4,7,10,13,16,19
(w-3)

Tabelle 9-9: Vergleich der Fettsidureanteile der dominanten Fettsauren im Eifett mit Literaturwerten

Fettsaure Ergebnisse GC-FID (Cherian et al., (Oliveira et al.,
[%] 2002) [%] 2010) [%]

Olsiure C18:1 A-9 35-42 42,6 42,29

Palmitinsaure C16:0 22-26 26,1 25,2

Linolsidure C18:2 A-9,12 24-21 16,2 12,18

(w-6)

Stearinsaure C18:0 7-9 8,9 9,7

Arachidonsiure C20:4 A- ~2 2,0 2,17

5,8,11,14 (w-6)

a-Linolensaure C18:3 A- 0,5-1 - 0,23

9,12,15 (w-3)

Docosahexaensiure C22:6 0,6-1,2 0,7 0,54

A-4,7,10,13,16,19 (w-3)
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Abbildung 9-11: Prozentualer Anteil der Olsiure an den Gesamtfettsiuren aller Proben aus biologischer
Haltung (Bio), Bodenhaltung (Boden) und Freilandhaltung (Freiland)
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9.6.7 Univariate Analyse der 1H NMR Spektren
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Abbildung 9-12: Univariate Analyse der 1H NMR Spektren von Eifett. Die pinkfarbenen Balken zeigen die
Unterschiede zwischen den verschiedenen Haltungsgruppen (biologische Haltung (Bio), Bodenhaltung
(Boden), Freilandhaltung (Freiland))

9.6.8 Die Anwendung des Klassifizierungsmodells auf externe Proben

Tabelle 9-10: Ergebnis der Anwendung des Klassifizierungsmodells auf externe Eierproben aus Bodenhaltung.
Die Zuordnung der Proben zu den Haltungsklassen erfolgt iiber den jeweiligen p-Werte und dem Abstand zum
Modellmittelpunkt innerhalb des 95 % Konfidenzintervalls. Die Metadaten geben Informationen beziiglich der
Herkunft der Proben

Nr. p- p -Wert Entfernung Entfernung zum Metadaten:
Wert (Freiland/ zum Modell- Modellmittel- Land Bundesland
(Bio) Boden) mittelpunkt punkt
(Bio, 0,95 %  (Freiland/Bo-
KI*) den, 0,95 % KI)
1 0,04 0,11 1,05 0,89 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
2 0,02 0,27 1,26 0,67 Deutschland Nieder-
sachsen
3 0,01 0,32 1,34 0,59 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
4 0,00 0,69 1,73 0,22 Deutschland Nieder-
sachsen
5 0,05 0,08 1,01 0,93 Deutschland Sachsen
6 0,03 0,17 1,17 0,77 Deutschland Bayern
7 0,32 0,01 0,50 1,44 Deutschland Bayern
8 0,05 0,05 0,95 0,99 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
9 0,04 0,11 1,03 0,90 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
10 045 0,01 0,39 1,56 Deutschland Nieder-
sachsen
11 0,10 0,03 0,79 1,15 Niederlande
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Nr. p- p -Wert Entfernung Entfernung zum Metadaten:
Wert (Freiland/ zum Modell- Modellmittel- Land Bundesland
(Bio) Boden) mittelpunkt punkt
(Bio, 0,95 %  (Freiland/Bo-
KI*) den, 0,95 % KI)

12 0,01 0,34 1,39 0,55 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

13 0,01 0,34 1,38 0,55 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

14 0,04 0,13 1,08 0,85 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

15 0,00 0,85 1,86 0,11 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

16 0,00 0,81 2,03 0,13 Deutschland Bayern

17 0,00 0,40 1,45 0,49 Deutschland Rheinland-
Pfalz

18 0,15 0,02 0,67 1,28 Deutschland Bayern

19 0,00 0,48 2,33 0,40 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

20 0,00 0,89 2,00 0,10 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

21 0,03 0,13 1,09 0,85 Deutschland Nieder-
sachsen

22 0,00 0,76 2,06 0,16 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

23 0,00 0,47 1,51 0,42 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

24 0,00 0,89 1,92 0,10 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

25 0,00 0,16 2,70 0,78 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

26 0,00 0,90 1,87 0,09 Deutschland Nordrhein-
Westfalen

27 0,00 0,40 2,41 0,49 Deutschland Nordrhein-
Westfalen

28 0,00 0,80 1,80 0,14 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

29 0,00 0,62 1,63 0,30 Deutschland Bayern

30 0,00 0,44 2,37 0,45 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

* Konfidenzintervall (KI)
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Tabelle 9-11: Ergebnis der Anwendung des Klassifizierungsmodells auf externe Eierproben aus biologischer
Haltung. Die Zuordnung der Proben zu den Haltungsklassen erfolgt iiber den jeweiligen p-Werte und dem
Abstand zum Modellmittelpunkt innerhalb des 95 % Konfidenzintervalls. Die Metadaten geben Informationen
beziiglich der Herkunft der Proben

Nr. p - p-Wert Entfernung Entfernung Metadaten:
Wert (Freiland/ zum zum Land Bundesland
(Bio) Boden) Modellmittel- Modellmittel-
punkt punkt
(Bio, 0,95 % (Freiland/Bod
KI*) en, 0,95 % KI)
1 0,86 0,00 0,11 2,05 Deutschland Nordrhein-
Westfalen
2 0,01 0,30 1,31 0,62 Spanien
3 0,05 0,04 0,93 1,01 Spanien
4 0,85 0,00 0,12 2,04 Deutschland Nieder-
sachsen
5 0,38 0,01 0,46 1,49 Deutschland Mecklenburg-
Vorpommern
6 0,05 0,04 0,92 1,02 Deutschland Mecklenburg-
Vorpommern
7 0,41 0,01 0,41 1,54 Deutschland Nieder-
sachsen
8 0,39 0,01 0,42 1,53 Deutschland Mecklenburg-
Vorpommern
9 0,47 0,01 0,37 1,57 Deutschland Nieder-
sachsen
10 0,13 0,00 0,70 2,66 Deutschland Bayern
11 0,47 0,00 0,37 2,33 Deutschland Bayern
12 0,07 0,00 0,89 2,85 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
13 0,44 0,01 0,39 1,55 Deutschland Nieder-
sachsen
14 0,07 0,04 0,89 1,05 Dianemark
15 0,03 0,15 1,15 0,79 Litauen
16 0,07 0,04 0,89 1,05 Spanien
17 048 0,01 0,37 1,58 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
18 0,38 0,00 0,46 2,41 Deutschland Bayern
19 0,59 0,00 0,27 2,22 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
20 0,82 0,00 0,13 2,02 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
21 0,78 0,00 0,15 2,05 Deutschland Nieder-
sachsen
22 0,32 0,01 0,49 1,45 Deutschland Mecklenburg-
Vorpommern
23 0,60 0,00 0,27 1,68 Deutschland Bayern

* Konfidenzintervall (KI)
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Tabelle 9-12: Ergebnis der Anwendung des Klassifizierungsmodells auf externe Eierproben aus
Freilandhaltung. Die Zuordnung der Proben zu den Haltungsklassen erfolgt iiber den jeweiligen p-Werte und
dem Abstand zum Modellmittelpunkt innerhalb des 95 % Konfidenzintervalls. Die Metadaten geben
Informationen beziiglich der Herkunft der Proben

Nr. p- p -Wert Entfernung Entfernung Metadaten
Wert (Freiland/ zum Modell- zum Modell- Land Bundesland
(Bio) Boden) mittelpunkt mittelpunkt
(Bio, 0,95 % (Freiland/Bod
KI¥) en, 0,95 % KI*)
1 0,00 0,89 1,95 0,09 Deutschland Rheinland-
Pfalz
2 0,05 0,08 1,00 0,93 Niederlande
3 0,28 0,01 0,55 1,39 Niederlande
4 0,00 0,71 1,74 0,19 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
5 0,00 0,99 1,91 0,07 Deutschland Nieder-
sachsen
6 0,03 0,15 1,15 0,79 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
7 0,04 0,11 1,04 0,90 Deutschland Bayern
8 0,02 0,28 1,29 0,64 Deutschland Bayern
9 0,42 0,01 0,40 1,55 Niederlande
10 0,00 0,40 1,44 0,49 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
11 0,00 0,39 1,42 0,51 Deutschland Bayern
12 0,00 0,70 2,13 0,20 Deutschland Baden-
Wiirttemberg
13 0,00 0,78 1,79 0,15 Deutschland Baden-
Wiirttemberg

* Konfidenzintervall (KI)

9.6.9 Reproduzierbarkeit der Aufarbeitung und Messung

Tabelle 9-13: Bestimmung der Reproduzierbarkeit der Aufarbeitung und Messung mit Hilfe von 8

verschiedenen Signalen von unterschiedlichen Eifettkomponenten im

Reproduzierbarkeitsprobe (R-Probe)

1H NMR Spektrum der

Integral Signal Zuordnung Mittel- Standard- Variations-
Nr. wert* abweichung koeffizient
[%] [%]
1 Multiplett  Ethylengruppen der 57,87 0,25 0,43
ungesattigten
Fettsiuren,
Glyceringrundgertst
von TAG! und PL?
2 Dublett Glyceringrundgeriist 3,04 0,12 3,88
von der PL
Dublett
3 Dublett Glyceringrundgertst 12,02 0,24 2,00
von der TAG
Dublett
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Integral  Signal Zuordnung Mittel- Standard- Variations-

Nr. wert* abweichung koeffizient
[%] [%]
4 Multiplett  Phosphatidylcholin 4,83 0,18 3,73

(CH2-Grupppe neben
N-Triplett (mit

Kopplungen zu 31P)

5 Multiplett = Phosphatidylethanola 1,36 0,06 4,51
min

6 Multiplett  Methylenprotonen 15,56 0,08 0,54

zwischen den
Doppelbindungen (w-3
und w-6 Fettsduren)

7 Triplett, Methylgruppe der w-3 2,97 0,04 1,18
Fettsduren von PL und
TAG

8 Singulett Methylgruppe von 2,36 0,03 1,06

Cholesterin (C-18)
*Mittelwert der Integrale des jew. Signals bezogen auf die Summe der absoluten Integrale aller
acht Signale
ITriacylglycerid (TAG)
2Phospholipid (PL)
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