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Die zunehmende Nachfrage nach nussbasierten Produkten stellt die Lebensmittelindustrie vor technologi-
sche und wirtschaftliche Herausforderungen, insbesondere im Hinblick auf die Mobilitdt von Nussdlen.
Diese beeinflusst maf3geblich die Stabilitat und Haltbarkeit von nussbasierten Produkten wie Schokoladen
mit Nussflllungen und fiihrt zu Problemen wie der Bildung von Fettreif. Betroffene Produkte kénnen nicht
verkauft werden, sondern werden entsorgt. Dies ist zum einen vor dem Hintergrund der Wirtschaftlichkeit
der Produktion und zum anderen hinsichtlich der Einsparung von Ressourcen und der Vermeidung von
Lebensmittelverschwendung nachteilig. Die Entwicklung geeigneter Methoden zur Detektion und Quanti-
fizierung der Olmobilitat in nusshaltigen Produkten ist daher von groRer Bedeutung, nicht nur fiir Lebens-
mittelhersteller. Bisher genutzte Methoden haben jedoch ihre spezifischen Einschrankungen und liefern
keine vollumfingliche Beschreibung der Olmobilitét, die als solche auch nicht umfassend und standardi-
siert definiert ist.

Die kernmagnetische Resonanz (engl.: Nuclear Magnetic Resonance, NMR) bietet eine groRe Methoden-
vielfalt, die Untersuchungen auf verschiedenen Langen- und Zeitskalen zul&sst. Dabei kénnen diverse phy-
sikalische und chemische Eigenschaften aus den gemessenen Rohdaten extrahiert werden. Insbesondere die
Detektion verschiedener Arten der Mobilitat stellt ein groRes Potential zur Beschreibung der Olmobilitat in
nusshaltigen Lebensmitteln dar. Das Magnetic Resonance Imaging (MRI) bietet dabei eine mesoskopische
Perspektive und ermdglicht die Analyse der Migration von Flllungsélen in Schokoladenhiilsen, bevor Fett-
reif sichtbar wird. Dies unterstiitzt die Optimierung der Rezepturen und Herstellungsprozesse, ohne auf-
wendige Lagertests durchfihren zu mussen. Weiterhin liefert die NMR-Spektroskopie in Form der eindi-
mensionalen und zweidimensionalen *H- und 3C-Spektroskopie detaillierte Informationen (iber die
chemische Zusammensetzung der migrierenden Komponenten und hilft, die Herkunft und die Zusammen-
setzung des Fettreifs zu bestimmen. Untersuchungen auf der mikroskopischen Skala an Einzelkomponenten
von Nussfulllungen durch NMR-Relaxation und Diffusionsmessungen lassen durch Auswahl und Adaption
geeigneter Modelle Aussagen iiber das mikroskopische Mobilitatsverhalten von Ol zu.

Die Beschreibung der mikroskopischen Olmobilitat in Nussfillungen ist aufgrund der Zusammensetzung
aus mehreren Einzelkomponenten, die zu unterschiedlichen Mobilitatsarten des enthaltenen Ols fiihren,
sehr komplex. Dabei sind die Sorption, die geometrisch eingeschrénkte Diffusion und die gehinderte Dif-
fusion von Relevanz. Die Olmobilitat wird maRgeblich durch strukturelle Eigenschaften auf unterschiedli-
chen Langenskalen beeinflusst. Partikulare Bestandteile wirken als rdumliche Hindernisse, wobei Kleinere
Zwischenrdume aufgrund kleinerer Partikel zu einer groReren Reduktion der translatorischen Diffusion
flhren, was durch die Tortuositat quantifiziert werden kann. Durch teilkristalline Komponenten wie Fette
oder in Oleogelen wird die Olmobilitat zwar gehindert, aber nicht vollstindig eingeschrankt. Die durch die
teilkristallinen Strukturen gebildeten Netzwerke sind zu groR und grobmaschig, um Olmolekiile darin ein-
zusperren. Die Reduktion der Olmobilitat hangt dabei wesentlich von der chemischen Art der teilkristalli-
nen Komponente, den rdumlich gebildeten Strukturen und deren Temperaturstabilitat ab. Im Gegensatz zu
netzwerkbasierten Systemen kann in biologisch verkapselten Strukturen - wie Oleosomen in frischen, un-
gerdsteten Nissen — eine geometrisch eingeschrénkte Diffusion beobachtet werden. Oleosome sind ge-
schlossene Kompartimente fiir Ol und kénnen durch Diffusionsmessungen charakterisiert werden. Eine
thermische Behandlung, etwa durch Rdésten, veradndert diese mikrostrukturellen Einschlussmechanismen
signifikant: Das Ol in gerdsteten Haselnlssen ist weniger raumlich eingeschlossen, was zu einer erhéhten
Mobilitét fihrt. In Nussfiillungen liegen sémtliche Mobilitatsarten vor, die auch in den Einzelkomponenten
zu finden sind. Hinzu kommen die Einflusse des Herstellungsprozesses auf die Olmobilitat. Es konnte
nachgewiesen werden, dass das Walzen zu einer signifikanten Reduktion sowohl der molekiilintrinsischen
als auch der translatorischen Mobilitat in der Nussfullung fiihrt. Wéhrend dem Walzen werden sowohl
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Agglomerate gebildet, die Ol in seiner Diffusion geometrisch einschranken als auch groRere spezifische
Oberflachen erzeugt, die zu ausgepragterer Oberflachenrelaxation fiihren.

Die Analyse der Olmobilitat mit den im Rahmen dieser Arbeit entwickelten und adaptierten Methoden ist
eine wichtige Grundlage zur Reduktion der Olmobilitat durch optimierte Rezepturen und Herstellungspa-
rameter. Die Messung der Olmobilitat eignet sich nicht nur fiir das Verstandnis der zugrundeliegenden
Mechanismen, sondern kann in einem neuen Anwendungsgebiet auch bei der Detektion von Produktver-
falschungen eingesetzt werden. Basierend auf den oben genannten Erkenntnissen wurde eine praxistaugli-
che Niederfeld-NMR-Methode entwickelt, die eine Unterscheidung der in Nusspasten enthaltenen Fett-
phase, auch bei schwankenden Rezepturen, basierend auf der NMR-Relaxation ermdglicht.
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The increasing demand for nut-based products presents the food industry with technological and economic
challenges, particularly with regard to the mobility of nut oils. This has a significant impact on the stability
and shelf life of nut-based products, such as chocolates with nut fillings and leads to problems such as fat
bloom. Affected products cannot be sold but are disposed of. On the one hand, this is disadvantageous in
terms of the economic efficiency of production and, on the other, in terms of saving resources and avoiding
food waste. The development of suitable methods for the detection and quantification of oil mobility in nut-
containing products is therefore of great importance for food manufacturers. However, the methods used to
date have specific limitations and do not provide a comprehensive description of oil mobility.

Nuclear magnetic resonance (NMR) offers a wide variety of methods that allow investigations on different
length and time scales. Various physical and chemical properties can be extracted from the measured raw
data. In particular, the detection of different types of mobility offers great potential for describing oil mo-
bility in nut-containing foods. Magnetic Resonance Imaging (MRI) offers a mesoscopic perspective and
allows the migration of filling oils in chocolate shells to be analyzed before fat bloom becomes visible. This
supports the optimization of recipes and manufacturing processes without having to carry out costly storage
tests. Furthermore, NMR spectroscopy in the form of 1D and 2D *H and *3C spectroscopy provides detailed
information on the chemical composition of the migrating components and helps to determine the origin
and composition of the fat bloom. Investigations on the microscopic scale of individual components of nut
fillings by NMR relaxation and diffusion measurements allow statements to be made about the microscopic
mobility behavior of oil by selecting and adapting suitable models.

The description of the microscopic oil mobility in nut fillings is very complex due to the composition of
several individual components, which lead to different types of mobility of the oil contained. Sorption,
geometrically restricted diffusion and hindered diffusion are of relevance here. Oil mobility is significantly
influenced by structural properties on different length scales. Particulate components act as spatial hin-
drances, whereby smaller interstices due to smaller particles lead to a greater reduction in translational
diffusion, which can be quantified by the tortuosity. Although oil mobility is hindered by semi-crystalline
components such as fats or in oleogels, it is not completely restricted. The networks formed by the semi-
crystalline structures are too large and coarse-meshed to trap oil molecules inside. The reduction of oil
mobility depends largely on the chemical type of the semi-crystalline component, the spatially formed
structures and their temperature stability. In contrast to network-based systems, geometrically restricted
diffusion can be observed in biologically encapsulated structures - such as oleosomes in fresh and unroasted
nuts. Oleosomes are closed compartments for oil and can be characterized by diffusion measurements.
Thermal treatment, for example by roasting, significantly changes these microstructural inclusion mecha-
nisms: the oil in roasted hazelnuts is less spatially enclosed, which leads to increased mobility. All types of
mobility are present in nut fillings that are also found in the individual components. In addition, there are
the influences of the manufacturing process on oil mobility. It has been shown that rolling leads to a sig-
nificant reduction in both, molecular-intrinsic and translational mobility in the nut filling. During rolling,
agglomerates are formed that geometrically restrict the diffusion of oil and larger specific surfaces are cre-
ated that lead to more pronounced surface relaxation.

The analysis of oil mobility using the methods developed and adapted as part of this work is an important
basis for reducing oil mobility through optimized formulations and production parameters. The measure-
ment of oil mobility is not only suitable for understanding the underlying mechanisms, but can also be used
in a new field of application for the detection of product adulteration. Based on the above-mentioned find-
ings, a practical low-field NMR method was developed that enables the fat phase contained in nut pastes to
be differentiated based on NMR relaxation, even with different formulations.
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1 Einleitung

In den vergangenen Jahren ist eine kontinuierlich steigende Nachfrage nach Niissen und daraus hergestell-
ten Produkten zu beobachten. Vorlaufige Schatzungen beziffern den Verbrauch von Nussen und Schalen-
frichten, darunter Haselnlisse, Mandeln und Cashewkerne, in Deutschland im Zeitraum 2023/24 auf etwa
434.000 Tonnen. Im Vergleich dazu lag der Konsum im Wirtschaftsjahr 2010/11 noch bei 358.000 Tonnen,
was die signifikante Zunahme verdeutlicht [1]. Neben dem direkten Verzehr von Nissen erfahrt auch die
Nachfrage nach Nussmusen, die ausschlieBlich aus vermahlenen Niissen bestehen, eine deutliche Zunahme,
insbesondere Mandel- und Cashewmus [2]. Darliber hinaus sind Nussmuse wesentliche Bestandteile in der
StBwarenproduktion. Haselnussmus ist neben Zucker eine zentrale Komponente fiir die Herstellung von
Pralinen, gefiillten Schokoladen, Riegeln, Nuss-Nougat-Cremes sowie Waffeln mit Cremefillung. Insbe-
sondere im Schokoladensegment ist ein anhaltender Trend zu gefiillten Produkten zu erkennen, der sowohl
durch eine steigende Nachfrage nach variierenden sensorischen Erlebnissen als auch durch technologische
Fortschritte in der Formgebung von Schokoladen und Fillungen begiinstigt wird [3]. Zwischen 2008 und
2023 stieg die Produktion von gefillten Tafeln und Riegeln von 259.000 Tonnen auf 394.520 Tonnen [4].
Prognosen zufolge wird der Absatz von Nissen und Nussmischungen in Deutschland zwischen 2024 und
2029 um insgesamt 4,74 % auf einen neuen Hochststand wachsen [5].

Nusse und nussbasierte Lebensmittelkomponenten bieten zahlreiche erndhrungsphysiologische Vorteile
[6], sind aber auch mit technologischen und wirtschaftlichen Herausforderungen verbunden. Ein wesentli-
ches Problem ist die Mobilitdt des Nussols, die malRgeblich die Stabilitdt und Haltbarkeit der Produkte
beeinflusst. Sie bestimmt die Migration von Fetten in Flillmassen sowie deren Kristallisationsverhalten [7,
8]. Eine unzureichende Reduktion der Olmobilitat kann verschiedene negative Effekte verursachen. Das
wohl bekannteste Problem, das durch Olmigration in nussgefiillten Produkten hervorgerufen wird, ist die
Bildung von Fettreif. Dieser entsteht, wenn das in Niissen oder Nussfiillungen enthaltene Ol in umhiillende
Schokoladen oder andere Bestandteile migriert, wodurch ein weiler Belag auf der Oberflache des Produkts
entsteht [8-13]. Folgen sind nicht nur optische Méangel, sondern auch sensorische Beeintréchtigungen und
in der Folge erhebliche wirtschaftliche Verluste [7]. Darliber hinaus kann es in Fiilllungen oder Brotaufstri-
chen durch Olsynérese zu einer Entmischung von Ol und festen Bestandteilen kommen, wodurch die Textur
und die Streichféhigkeit negativ beeinflusst werden [14].

Um diesen Effekten entgegenzuwirken, ist eine gezielte Anpassung der Rezeptur und der Verarbeitungs-
parameter erforderlich [7]. Trotz der groRen Relevanz der Reduktion der Olmobilitét in élreichen Lebens-
mitteln sind die zugrundeliegenden Einflussfaktoren bislang unzureichend erforscht. Insbesondere fehlen
standardisierte Messmethoden zur quantitativen Erfassung der Olmobilitat in Niissen, Nusspasten und wei-
terverarbeiteten Produkten, die eine reproduzierbare Vergleichbarkeit der Ergebnisse ermdéglichen. Derzeit
werden unterschiedliche makroskopische und mikroskopische Methoden zur Analyse der Olmobilitét ein-
gesetzt, die sich hinsichtlich ihres Auflosungsbereichs (Langenskala) sowie der Zeitskala der Erfassung
unterscheiden [10, 15-26]. Makroskopische Methoden liefern integrale Durchschnittswerte zur Mobilitét
des Ols in der Gesamtmatrix und erfassen Phanomene auf einer gréReren Skala (mm - cm). Im Gegensatz
dazu ermdglichen mikroskopische Verfahren eine detaillierte Untersuchung der Olverteilung und Wech-
selwirkungen auf molekularer oder mikrostruktureller Ebene (nm - um). Trotz ihrer Bedeutung weisen die
derzeit verfligharen Methoden ihre spezifischen Einschrankungen auf. Makroskopische integral messende
Verfahren sind beispielsweise nur flir bestimmte Probenarten geeignet, da sie haufig auf flieRfahige oder
geschmolzene Massen beschrénkt sind und nicht auf teilkristalline oder feste Materialien wie gerdstete
Haselniisse angewendet werden konnen. Zudem kénnen externe Krafteinwirkungen die Olmobilitét beein-
flussen und unterschiedliche Mechanismen der Olseparation hervorrufen. Mikroskopische Methoden erfor-
dern hingegen oft aufwendige, invasive Probenpréparationen, die bereits Strukturen, die die Olmobilitét
beeinflussen, zerstéren kénnen.
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Die kernmagnetische Resonanz (engl. Nuclear Magnetic Resonance, NMR) stellt eine vielversprechende
Alternative dar, um die Olmobilitat nicht-invasiv, zerstorungsfrei und mit hoher Prazision zu messen. Sie
ermdglicht die Analyse auch optisch intransparenter Medien ohne strukturelle Veranderungen des Proben-
materials. NMR ist eine etablierte Methode in zahlreichen Anwendungsbereichen wie dem Prozessmonito-
ring [27, 28], der chemischen Strukturaufklarung [29], der Materialcharakterisierung [30] sowie der Le-
bensmitteliiberwachung [31] und der medizinischen Diagnostik [32]. Aufgrund ihrer vielfaltigen
experimentellen und apparativen Anpassungsmaglichkeiten bietet die NMR das Potenzial, bestehende Ana-
lysemethoden zur Untersuchung der Olmobilitét zu erweitern. In der Literatur sind Studien bekannt, die
sich mit der Mobilitat von ,,freiem* und ,,gebundenem‘ Wasser befassen [33, 34]. Beziiglich der Mobilitat
von Olen und Fetten in Schokoladen und &hnlichen Produkten wurde mittels NMR bisher jedoch wenig
veroffentlicht [35]. Diese Arbeit untersucht die Méglichkeit, die Olmobilitit in nussbasierten Lebensmit-
telkomponenten mit Methoden der NMR zu messen. Perspektivisch sollen die Methoden und gewonnenen
Erkenntnisse zur Optimierung von Rezepturen und Herstellungsprozessen beitragen, um die Stabilitat und
Qualitat nussbasierter Lebensmittelkomponenten zu verbessern. Um eine Auswahl geeigneter Untersu-
chungsmethoden zur Charakterisierung der Olmobilitét zu treffen, wurde die groRe Vielfalt der zur Verfu-
gung stehenden NMR-Methoden an Bestandteilen von Schokoladenpralinen mit Haselnussfillungen ange-
wendet, die im Rahmen eines Kooperationsprojekts von H. Schacht (Fraunhofer 1VV, Freising) hergestellt
wurden (Abbildung 1.1).

Molekulare Olmobilitiit Mikroskopische Olmobilitiit
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Abbildung 1.1: Ein umfassendes Verstandnis der Olmobilitat erfordert die Kombination mesoskopi-
scher, molekularer und mikroskopischer Betrachtungen, wobei abhéngig von den zu-
grundeliegenden Zeit- und L&ngenskalen dedizierte NMR-Methoden angewendet wer-
den, die unterschiedliche Fragestellungen beantworten. Die Mechanismen der
Olmobilitat in einer Praline mit Nussfillung sind komplex und abhéngig von den In-

haltsstoffen, deren Struktur und Verteilung (Schema der Inhaltsstoffe abgedndert nach

[36]).
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Von den im Rahmen der Forschung angewendeten Methoden erméglicht das Magnetic Resonance Imaging
(MRI) Messungen auf der groiten Langenskala. Sie gibt Einblicke in die in dieser Arbeit als mesoskopi-
sche Olmobilitat bezeichnete Migration. Die MRI hat das Potential, die Migration von Fiillungsél durch
die Schokoladenhiilse ortsaufgeldst zu untersuchen und damit die Vorgange im Produkt wéhrend einer La-
gerung zu beschreiben, bevor sich die Optik des Produkts &ndert und Fettreif sichtbar wird. Die Méglich-
keiten der MRI hierfiir wurden untersucht sowie der Frage nachgegangen, wie aus den MR-Bildern Infor-
mationen Uber die Zeitskala der Fettreifbildung extrahiert werden koénnen. Dieses Wissen kann
perspektivisch genutzt werden, um die Produktstabilitat bei neuen Produkten beurteilen zu kénnen, ohne
aufwendige Lagertests durchfiihren zu missen.

Neben dem Wissen (iber die Zeitskala der Olmigration sind Informationen tiber die chemische Zusammen-
setzung der migrierenden Komponenten und damit die molekulare Olmobilitat fir ein umfassendes Ver-
stdndnis der Vorgange unabdinglich. Die NMR-Spektroskopie ist eine verbreitete Methode zur chemischen
Analyse und ist damit in Verbindung mit einer umfangreichen Datenauswertung potentiell geeignet, die
Fettreifzusammensetzung zu messen und die Frage nach der Herkunft der migrierenden Komponenten zu
beantworten. Hierflr wurden in Kooperation mit der Firma Bruker BioSpin GmbH & Co. KG ein- und
zweidimensionale NMR-spektroskopische Methoden bei 800 MHz genutzt.

Zusétzlich zu den bereits genannten Erkenntnissen zur Migration und den daran beteiligten Komponenten
ist die Reduktion der Olmobilitat anzustreben. Hierfir ist ein tiefes Verstindnis der mikroskopischen Be-
schaffenheit von Nussfullung und Schokolade erforderlich, wobei in dieser Arbeit lediglich auf Nussfiil-
lungen eingegangen wird. Informationen iiber die mikroskopische Olmobilit4t kénnen mit der NMR-Re-
laxation und NMR-Diffusion gewonnen werden. Sie werden jeweils zur Messung verschiedener
Mobilitatsarten genutzt. Die NMR-Relaxation ist ein MaR fiir die intramolekulare Beweglichkeit und liefert
Informationen tiber Wechselwirkungen zwischen Molekdilen, wohingegen die NMR-Diffusion die transla-
torische Molekilbeweglichkeit unter Beriicksichtigung der umgebenden Strukturgeometrien beschreibt. Es
stellt sich zunachst die Frage nach der mikroskopischen Olmobilitit in ,,reinem* Lebensmitteldl und wel-
chen Einfluss bestimmte, in Nussfiillungen vorkommende, Strukturen auf die Olmobilitit haben. Da Nuss-
flllungen aufgrund ihrer Zusammensetzung sehr komplexe Systeme sind, wurden die Methoden zunéchst
an Modellsystemen mit Gberwiegend bekannten Strukturen angewandt, um eine Interpretation der Messer-
gebnisse an im Labormalstab oder industriell hergestellten Nussfiillungen zu erméglichen. Des Weiteren
wurde der Einfluss von Prozessparametern auf die Olmobilitat mittels NMR-Relaxations- und Diffusions-
messungen untersucht.

Als zusatzliche Anwendungsmaglichkeit der NMR-Methoden wurden Messungen an diversen kommerziell
erhéltlichen Brotaufstrichen mit einem fir die Qualitatskontrolle tauglichen Niederfeld-NMR-Gerat durch-
gefiihrt - mit dem Ziel, den Einfluss verschiedener Rezepturen auf die Olmobilitat zu detektieren. Insbe-
sondere die Art der Fettphase beeinflusst die Olmobilitit deutlich, sodass eine Unterscheidung von Produk-
ten mit unterschiedlichen Pflanzenfetten denkbar ist und die Messungen perspektivisch zur Aufklarung von
Produktverfalschungen beitragen kénnen.
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2 Nussbasierte Lebensmittel

Nusshasierte Lebensmittel sind Produkte, die Niisse vollstandig oder zu einem wesentlichen Anteil enthal-
ten oder aus diesen gewonnen werden. Sie sind reich an Fetten, Proteinen und Ballaststoffen und zeichnen
sich durch ihren hohen Gehalt an ungeséttigten Fettsduren (FS) aus, die erndhrungsphysiologisch wertvoll
sind [6]. Die industrielle Verarbeitung von Nissen zu nussbasierten Lebensmitteln erfolgt in mehreren Pro-
zessschritten. Nach der Ernte werden die Nisse einer mechanischen und thermischen Vorbehandlung un-
terzogen, die Reinigung, Trocknung und Entfernen der Schale umfasst. AnschlieBend erfolgt je nach beab-
sichtigtem Endprodukt eine Weiterverarbeitung durch Résten, Mahlen oder Pressen. Hierdurch entstehen
Produkte wie Nussmuse, Nussmilch, Nussmehl oder Nusséle, die als Zutaten in zahlreichen Anwendungen
der Lebensmittelindustrie Verwendung finden, beispielsweise in Brotaufstrichen wie Nuss-Nougat-Cre-
mes, pflanzlichen Milchalternativen oder als Backzutat [37]. Ein besonders wichtiger Einsatzbereich flr
nusshasierte Lebensmittel ist die Schokoladenherstellung. Nusse oder ihre Derivate werden in verschiede-
nen Formen verwendet, um Geschmack, Textur und den erndhrungsphysiologischen Wert zu verbessern.
Haseln(sse sind eine der bekanntesten Zutaten in Schokolade, sei es in Form von ganzen Nissen, Nussti-
cken oder als Haselnussmus fiir cremige Fullungen. Die Integration von nussbasierten Komponenten in
Schokoladenerzeugnisse bringt jedoch technologische Herausforderungen mit sich, insbesondere bei Scho-
koladen mit Nussfillung. Wechselwirkungen zwischen der Schokolade und der nussbasierten Fiillung sind
von zentraler Bedeutung, da sie sowohl die physikalischen als auch die chemischen Eigenschaften des End-
produkts beeinflussen [7].

Als Beispiel fiir ein nussbasiertes Lebensmittel wurden bei den Untersuchungen fiir diese Arbeit Pralinen
mit Nussfullungen verschiedener Prozessierung genutzt, die mit einer Hilse aus Schokolade ummantelt
wurden. Im Folgenden wird sowohl auf die Zusammensetzung der Schokolade als auch der Nussfullung
eingegangen sowie die jeweiligen Herstellungsprozesse thematisiert, die fur die folgenden Kapitel relevant
sind. Des Weiteren werden haufig auftretende Probleme diskutiert, die aus den Eigenschaften der beiden in
diesem Kontext wesentlichen Komponenten der Praline sowie deren Interaktion resultieren. Zur Entwick-
lung von Problemldsungen ist ein umfassendes Verstandnis der VVorgange notwendig. In diesem Zusam-
menhang werden etablierte analytische Methoden vorgestellt, die zur Untersuchung dieser VVorgange vor-
handen sind und aufgezeigt, weshalb die NMR hier einen wesentlichen Mehrwert erbringen kann.

2.1 Zusammensetzung von Schokolade und Fllung

Schokolade wird als eine Suspension von Zucker-, Kakaopulver- und gegebenenfalls Milchpulverpartikeln
betrachtet, die in einer kontinuierlichen Fettmatrix eingebettet sind, die hauptséchlich aus Kakaobutter (CB)
besteht [9, 38]. CB ist bei Raumtemperatur (= 293 K) teilweise fest und fliissig, wobei das flissige Fett
(auch als Ol bezeichnet) zwischen den Fettkristallen eingelagert ist [38]. Neben CB kann die Fettphase auch
Milchfett und kleine Mengen anderer spezifischer pflanzlicher Fette enthalten. Emulgatoren wie Lecithin
adsorbieren an der Oberflache der hydrophilen Partikel und tragen dazu bei, dass diese - inshesondere Zu-
ckerpartikel - in der Fettphase stabil suspendiert bleiben [38].

Obwohl eine Vielzahl unterschiedlicher Fillungen in der Schokoladenindustrie eingesetzt wird, gibt es in
der wissenschaftlichen Literatur nur begrenzte Informationen zur Mikrostruktur dieser Fillungen. Grund-
sétzlich lassen sich Fullungen in fettkontinuierliche und wasserkontinuierliche Systeme unterteilen. Fett-
kontinuierliche Fullungen bestehen entweder aus einer Suspension von Zucker und anderen Feststoffparti-
keln in einer kontinuierlichen Fettphase oder aus Wasser-in-Ol-Emulsionen. Beispiele hierfir sind
nussbasierte Flllungen wie Haselnusscremes. Diese setzen sich hauptsachlich aus gemahlenen oder pas-
teurisierten Nissen, Zucker, CB oder anderen pflanzlichen Fetten sowie gegebenenfalls Milchpulver zu-
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sammen. Je nach Rezeptur werden Emulgatoren oder Stabilisatoren zugesetzt, um die Konsistenz und Halt-
barkeit zu optimieren. Wasserkontinuierliche Fiillungen hingegen umfassen fliissige Zuckerldsungen, Sus-
pensionen (z.B. Fondant), gelierte Systeme (z.B. fruchtbasierte Fiillungen mit Pektin oder Agar-Agar als
Geliermittel) sowie Ol-in-Wasser-Emulsionen (z.B. Ganache), die fir diese Arbeit nicht von Relevanz sind.

[7]

Schokolade und fettkontinuierliche Fillungen haben eine komplexe Mikrostruktur, die mafgeblich durch
die Zusammensetzung der Zutaten bestimmt wird. Typischerweise bestehen Schokolade und fettkontinu-
ierliche Fullungen zu 30-45 % ww aus Fett, wobei CB in Schokolade als Hauptfett dient [7]. Milchscho-
kolade enthalt zusatzlich Milchfett, wahrend Zartbitterschokolade meist weniger als 5 % ww™ Milchfett
aufweist [13]. Die Mikrostruktur von Schokolade und fettkontinuierlichen Fillungen wird maBgeblich
durch die Fettkristallisation bestimmt. Dieser Prozess umfasst mehrere Schritte: Nukleation, Kristallwachs-
tum, Aggregation zu Kristallclustern, Bildung eines dreidimensionalen Netzwerks und abschlieBend Sinte-
rung [39, 40]. Die Kristallisation von CB hangt von ihrer chemischen Zusammensetzung ab, die wiederum
durch Wachstumsbedingungen des Kakaobaums und Verarbeitungsprozesse beeinflusst wird. Die Zugabe
anderer Fette wie Milchfett kann die Kristallisationskinetik verandern und die PrimarkristallgroRe reduzie-
ren. Auch Zucker- und Kakaopartikel sowie Emulgatoren beeinflussen die Fettkristallisation [7]. Der Anteil
an kristallinem Fett wird als Festfettgehalt (engl. Solid Fat Content, SFC [41, 42]) bezeichnet und hat einen
wesentlichen Einfluss auf die Mikrostruktur und die makroskopischen Eigenschaften von Schokoladenpro-
dukten. Fettkontinuierliche Fiillungen enthalten neben CB verschiedene Fette und Ole, darunter Palmol
(PO), Kokosnussél (CNO), Haselnussdl (HNO), Mandeldl (AO), Sonnenblumendl (SFO) und Rapsol
(RSO). Im Vergleich zu Schokolade haben diese Fullungen einen kleineren SFC, wodurch sie weicher sind.
Die Wahl und das Mengenverhéltnis der Fette beeinflussen die Kristallisation, die mikrostrukturelle Ent-
wicklung und die physikalischen Eigenschaften der Fillungen. Neben Fetten enthalt Schokolade traditio-
nell ca. 50 % ww! Zucker, meist in Form von Saccharose, die auch in Flllungen verbreitet ist. Die Parti-
kelgroRe des Zuckers variiert zwischen 5-100 um bei Puderzucker und bis zu mehreren mm bei grobem
Zucker. Fir die Schokoladenherstellung wird meist mittelfeiner Zucker (0,6-1,0 mm) verwendet. Die Kris-
tallstruktur des Zuckers beeinflusst die Mikrostruktur der Schokolade: Amorphe Kristalle sind glatt und
kugelférmig, wéhrend kristalline Saccharose scharfe Kanten aufweist, die eine dichtere Packung der Parti-
kel fordern. Zudem dienen Zuckerkristalle als Keimstellen fiir die heterogene Nukleation von CB und be-
schleunigen deren Kristallisation [43, 44]. Die Kakaotrockenmasse umfasst den nicht-fettigen Anteil der
Kakaobohne und wird in Form von Kakaomasse oder Kakaopulver in Schokolade eingearbeitet [13]. Ka-
kaomasse enthélt etwa 52-56 % ww! CB, wahrend fettreduziertes Kakaopulver nur 10-12 % ww* Fett auf-
weist. Neben Fett bestehen diese Bestandteile aus Proteinen, Starke, Wasser, Mineralstoffen und einem
hohen Faseranteil. Kakaopartikel sind pords und kénnen fliissige CB in ihr Netzwerk aufnehmen, wodurch
sie als Kristallisationskeime fungieren [45]. Dies reduziert die Kristallisationsinduktionszeit und erhoht die
Kristallisationsrate von CB [46]. Auch Emulgatoren beeinflussen die Fettkristallisation und tragen zur Er-
zielung der strukturellen Stabilitdt von Schokoladen oder gewiinschten FlieBeigenschaften bei Fillungen
bei. [7]

2.2 Herstellungsprozess

Die Herstellung von Schokoladen und Fullungen erfolgt in mehreren Schritten, die je nach Art der Scho-
kolade oder Fillung variieren und Einfluss auf die Mikrostruktur der Massen nehmen. Die géngigsten Her-
stellungsprozesse umfassen das Mischen der Ausgangsstoffe, das Zerkleinern und Mahlen, das Conchieren,
das Temperieren sowie das anschlieBende Abkihlen. Dabei ist das Conchieren, das vor allem in der Scho-
koladenherstellung eingesetzt wird, in der Produktion von Fillungen nicht tblich.
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In einem ersten Schritt werden je nach Rezeptur die Ausgangsmaterialien in einem Mischbehalter zu einer
feinkornigen, flieRfahigen Masse vermengt. Um eine kleinere Partikelgrée der festen Bestandteile zu er-
reichen, durchlauft die Masse meist ein zweistufiges Walzverfahren. Wéhrend des VVorwalzprozesses wird
die feinkdrnige Masse einer mechanischen Zerkleinerung unterzogen, beispielsweise indem die Partikel
mittels zweier gegenlaufig rotierender Walzen unter hoher Druckeinwirkung auf eine durchschnittliche
GroRe von etwa 150 pm reduziert werden. Zur weiteren Verfeinerung der noch groben Partikel wird das
vorgewalzte Material oft einer Abfolge von flnf vertikal gestapelten Stahlwalzen zugefiihrt. Diese Walzen
werden durch hydraulischen Druck zusammengepresst und weisen mit jeder nachfolgenden Walze eine
sukzessive Verkleinerung des Walzenspalts auf, wodurch eine schrittweise Reduktion der PartikelgréRe
erreicht wird. Durch diesen Prozess wird die GroRe der meisten Partikel auf weniger als 30 um reduziert,
und es entsteht eine pulverartige Masse. [38]

Beim anschlieBenden Conchieren wird das zunéchst pulverformige und brockelige Produkt in eine homo-
gene, flie’fahige Suspension tberfuhrt. Es wird vermutet, dass dabei Partikelagglomerate mechanisch auf-
gebrochen werden, wodurch eingeschlossenes Fett freigesetzt und die Partikel zusétzlich von einer Fett-
schicht umhillt werden. Gegen Ende des Conchierens erfolgt die Zugabe eines Emulgators, um die
Wechselwirkungen zwischen den Zuckerpartikeln und der Fettphase zu optimieren. Zudem wird weiteres
Fett eingearbeitet, um die gewiinschte Viskositat der Masse einzustellen. Nach Abschluss des Conchier-
prozesses wird die Masse je nach Bedarf in groBen Tanks unter Rilhren bei 313-323 K zwischengelagert.
[38]

Bevor die flissige bis cremige Masse weiterverarbeitet und in den festen Zustand uberfiihrt wird, ist eine
gezielte Temperierung erforderlich. Temperieren - eine Technik zur kontrollierten Vorkristallisation - ist
erforderlich, um Schokolade mit gewiinschten Eigenschaften zu erhalten, wie z. B. maximalem Schrump-
fungsverhalten (was die Schokolade leicht abformbar macht), hohem Glanz, Schmelzverhalten und verbes-
serten Haltbarkeitseigenschaften. Bei der Kristallisation ordnen sich Atome oder Molekiile in einem klar
strukturierten, festen Kristallgitter an, um energetische Zustande zu minimieren. Polymorphismus ist die
Fahigkeit einer Substanz, in verschiedenen Kristallpackungskonfigurationen zu kristallisieren. In der Lite-
ratur wurden fiir CB vier bis sechs polymorphe Formen beschrieben. Nach [47] wurden die Polymorphe y-,
a-, B, B'v-, PBv- und Pvi-Form identifiziert. Die ersten vier Polymorphe, die instabilsten, werden direkt
aus der flussigen Phase gebildet, wahrend die letzten beiden Polymorphe nur durch Festkorperiibergénge
entstehen. Da die Polymorphe v, o, B'ii-, B'iv- sehr instabil sind, wandeln sie sich schnell in die stabileren
Formen By und Bvi um. In der Praxis sind nur die polymorphen Formen B’ bis Bvi von Bedeutung. Tem-
perieren fordert die Bildung einer ausreichenden Anzahl kleiner Kristalle der Bv-polymorphen Form, die
als Keime flr weiteres Kristallwachstum beim Abkihlen dienen und eine feste Kristallstruktur bilden. Die
Form Py, ist charakteristisch fir Schokolade mit Fettreif oder Schokolade, die lange gelagert wurde. Alle
diese Polymorphe haben unterschiedliche Packungskonfigurationen und Abstande zwischen den Atomen
bzw. Molekilen. Angesichts der Tatsache, dass sich die Molekiile in CB auf verschiedene Arten in einem
Fettkristall anordnen kénnen, was den Schmelzpunkt und das physikalische VVolumen der festen Schoko-
lade beeinflusst, ist klar, dass die Art der Packungskonfiguration die Mikrostruktur der Schokolade erheb-
lich beeinflusst. Die Art des produzierten Polymorphs wird durch das Temperierprotokoll beeinflusst. Op-
timal temperierte Schokolade ist durch ein dichtes Kristallnetzwerk, gut definierte Kristall-zu-Kristall-
Verbindungen innerhalb der Struktur und eine gleichméRige raumliche Verteilung des Fettkristallnetzwerks
gekennzeichnet. Erst nach dem Temperierprozess erreicht die Schokoladen- und Fillungsmasse die erfor-
derliche kristalline Struktur und physikalischen Eigenschaften, die eine kontrollierte Formgebung und Er-
starrung ermdoglichen. [7, 38]

Fur die Herstellung gefillter Pralinen stehen verschiedene Verfahren zur Verfligung, wobei die alteste,
einfachste und am haufigsten angewandte Methode das Formen von Schokoladenhiilsen und deren an-
schlieRende Befiillung ist. Beim traditionellen Schleuderverfahren wird temperierte Schokolade in Formen
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gegossen und durch Vibration entliftet, um Lufteinschliisse zu vermeiden. Anschlieend wird die Form
gewendet, um lberschiissige Schokolade zu entfernen, sodass eine diinne, gleichmaRige Schokoladenhilse
zuriickbleibt. Nach dem Erstarren der Schale erfolgt die Beflillung mit der gewiinschten Masse, bevor die
Praline durch eine abschlieBende Versiegelung mit temperierter Schokolade vollstdndig geschlossen wird.
[38]

Durch das anschlieBende Abkiihlen und die Lagerung wird die Mikrostruktur weiter verandert. Wéhrend
des Abkuhlungsprozesses wachsen die wahrend des Temperierens gebildeten Fettkristalle weiter. Die Ei-
genschaften des finalen Fettkristallnetzwerks werden maRgeblich durch die Verarbeitungsparameter, ins-
besondere die Kristallisationstemperatur und die Abkuhlrate, beeinflusst. Der Abkuhlprozess ist ebenso
entscheidend wie das Temperieren, um die gewiinschte Bv-Kristallmodifikation zu erreichen. Eine zu ra-
sche Abkiihlung begiinstigt die Bildung instabiler B'i-Kristalle, was zu einer weniger geordneten und we-
niger dichten Fettkristallstruktur fiihrt. Die Fettkristallisation setzt sich auch wéhrend der Lagerung fort.
Dabei treten Prozesse wie Keimbildung, Kristallwachstum, Ostwald-Reifung (d.h. Auflésung kleiner Kris-
talle und Wachstum groRerer Kristalle), polymorphe Umwandlungen und Sintern auf, die die Fettkristall-
struktur in Schokolade beeinflussen. [7]

2.3  Auftretende Probleme

Qualitatsméangel wie Fettreif oder die Olseparation in Nussfiillungen werden durch mobile Olanteile her-
vorgerufen. In Schokoladenprodukten mit fetthaltigen Fiillungen wie etwa Nussfillungen tritt Olmigration
auf. Aufgrund der unterschiedlichen Zusammensetzung von Schokoladenhiilse und Fullung neigen diese
Produkte dazu, ein chemisches und thermodynamisches Gleichgewicht zu erreichen. Dieser Gleichge-
wichtszustand wird hauptsachlich durch die Bewegung der fliissigen Phasen erreicht. Wenn Schokolade
mit einem Produkt in Kontakt kommt, das einen hohen Anteil an fliissigem Ol enthalt, wandert das flissige
Ol aus der Fiillung in die Schokoladenhiilse [8-13]. Obwohl zahlreiche Hypothesen und Mechanismen un-
tersucht wurden, um die Kinetik der Olmigration in gefiillten Schokoladen- oder StiRwarenprodukten zu
erklaren, sind die genauen Mechanismen noch nicht vollstandig geklart (vgl. Kapitel 4). Gefullte Produkte
neigen durch die Olmigration eher zur Bildung von Fettreif als ungefiillte Produkte. Ursache ist wohl die
Kombination aus Olmigration und der losungsmittelinduzierten Rekristallisation der CB von der By- zur
Bvi-Form, die als weile, kristalline Ablagerung auf der Oberflache der Schokolade sichtbar wird [7].

Zudem kann es zur Olsynirese kommen, einem Prozess, bei dem auf makroskopischer Ebene Ol aus der
Matrix austritt und eine unerwiinschte Phasentrennung und Konsistenzveranderungen verursacht. Beson-
ders betroffen sind Nusscremes oder Nougat. Dieser Separationsprozess wird mafigeblich durch die Parti-
kelgréRenverteilung, die Matrixstruktur und Wechselwirkungen zwischen Ol und festen Bestandteilen be-
einflusst. Mikroskopisch betrachtet, spielen die Anordnung und Interaktion der festen Partikel eine
entscheidende Rolle. Agglomerate und porose Strukturen kdnnen als Reservoirs fir Ol dienen und dessen
Migration in der Matrix beeinflussen. Zudem kann eine hohe Partikeldichte die Olmobilitét einschranken.
[14]

Da die Olmigration ein Prozess ist, der darauf abzielt, ein Gleichgewicht zu erreichen, lisst sich diese Mig-
ration voraussichtlich nicht vollstandig verhindern. Der effektivste Ansatz zur Handhabung dieses Phéno-
mens besteht darin, Strategien zu entwickeln, die die Migration verzdgern.

2.4  Etablierte Methoden zur Messung der Olmobilitat

Um unerwiinschte Fettreifbildung bei der Herstellung und Lagerung von nussgefiillten Schokoladen oder
Olsynérese bei Nusscremes zu reduzieren, sind umfassende Kenntnisse (iber die chemische Zusammenset-
zung und die Mobilitét der enthaltenen Ole und Fette erforderlich. Es ist z.B. bekannt, dass eine Reduktion
der Olmobilitat in der Schokoladenmatrix die Bildung von Fettreif reduziert [7]. Eine Modifikation der
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Zusammensetzung, insbesondere der Fettphase, gilt als eine zentrale Strategie zur Verzégerung oder Kon-
trolle dieses Phanomens. Da jedoch die gesetzliche Regulierung die Zusammensetzungsédnderungen von
Schokolade begrenzt, kann die Anpassung der Olmobilitét in der Fillung eine alternative MaRnahme zur
Minimierung der Fettreifbildung darstellen [7]. Hierfur sind prézise Messungen und ein vertieftes Ver-
standnis der Olmobilitit nétig. Etablierte Messmethoden zur Quantifizierung der Olmobilitit basieren im
Wesentlichen auf zerstdrenden ex-situ Methoden, denen verschiedene Messprinzipien zugrundeliegen.

Die aktuell am haufigsten angewendeten Verfahren zur Messung der Olmobilitat, die jedoch nur fiir pas-
tenartige Produkte geeignet sind, sind die Zentrifugation [26] und das Abtropfen auf Filterpapier [23]. Bei
der Zentrifugation wird Ol, das durch die Zentrifugalkraft aus der Probe geldst werden kann, aus der Probe
abgetrennt. Bei der Abtropfmethode hingegen wird Ol durch Kapillarkréfte in das Filterpapier gesogen.
Dabei wird jedoch nur das Ol im &uBeren Bereich der Probe beriicksichtigt [24]. Zudem ist der nétige
gleichméRige Probenauftrag auf das Filterpapier schwer zu standardisieren und herstellungsbedingte
Schwankungen beim Filterpapier kdnnen zu Problemen fuhren. Beide Methoden werden zwar flr eine
makroskopische Betrachtung der Olmobilitat genutzt, jedoch filhren die zugrundeliegenden Olseparations-
mechanismen zur Messung unterschiedlicher Mobilitaten, sodass die Ergebnisse nicht direkt miteinander
vergleichbar sind.

Bei anderen Methoden werden Eigenschaften gemessen, die vom AusmaR der Olmobilitit abhangen, wie
beispielsweise die Zusammensetzung, der SFC oder die Harte des Materials [7]. Chromatographische Ver-
fahren oder die Fourier-Transform-Infrarotspektroskopie ermdéglichen die quantitative Bestimmung des
iber die Zeit migrierten Ols [8, 17]. Zusétzlich wird die Zusammensetzung dieses Ols analysiert, um zu
identifizieren, welche Bestandteile an der Migration beteiligt sind. Allerdings liefern diese Methoden keine
Informationen (iber den Zustand oder den Mechanismus der Olmobilitat. Daher sollten sie mit weiteren
Verfahren kombiniert werden, um ein umfassendes Verstindnis der Olmigration zu erreichen [10]. Da der
Fettgehalt in der Flllung und der Schokoladenhiilse einer Praline nach einer charakteristischen Zeit ein
Gleichgewicht erreicht, kann durch Messung der Masse von Fillung und Hilse als Funktion der Zeit auf
die Menge des migrierten Ols geschlossen werden [10, 18]. Eine andere Methode detektiert die Volumen-
zunahme der Schokolade aufgrund von Oleinlagerungen mittels einer chromatisch-konfokalen Abstands-
messung [19]. Der SFC von Schokolade, die mit einer Fillung in Kontakt kommt, wird mit zunehmender
Zeit kleiner, da mehr fliissiges Ol aus der Fiillung in die Schokolade migriert. Dies fiinrt zu einer Erwei-
chung der Schokolade, was mittels eines Harte-Messverfahrens gemessen werden kann [20]. Weitere Me-
thoden nutzen Markierungen in der Fillung in Form von Farbstoffen oder Tracern, um die Migration aus
der Fullung optisch oder réntgenspektroskopisch zu detektieren [21, 22]. Jedoch kann davon ausgegangen
werden, dass die Zugabe von Farbstoffen oder anderen Markern die Migration der Olkomponenten beein-
flusst oder die Migration unabhangig vom Ol erfolgt.

Die aufgefiihrten Methoden lassen keine direkte Quantifizierung der Olmobilitat zu, da entweder die Ein-
wirkungen aulerer Krafte zu einer Beeinflussung der mikroskopischen Vorgange und Strukturen fiihren
oder die Methoden auf der Messung von Auswirkungen der Olmobilitit beruhen. Eine reine Betrachtung
der makroskopischen Olmobilitit ist nicht ausreichend, um die Prozesse der Olmobilitit in einem MaR zu
verstehen, dass ihre gezielte Beeinflussung zu einer besseren Produktqualitét flihren kann. Es sind auch
Informationen tber die beteiligten Stoffe und die mikroskopischen Vorgange nétig. Die NMR mit ihrer
grolRen Methodenvielfalt und der zerstérungsfreien, nicht-invasiven Arbeitsweise birgt hier ein groRes Po-
tential zur Messung der Olmobilitat auf mesoskopischer, mikroskopischer oder molekularer Langen- und
Zeitskala.
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Die Anwendung von NMR-Methoden, einschlieBlich der Auswertung von Rohdaten und der Beurteilung
ihrer Eignung zur Lésung spezifischer Fragestellungen, setzt fundierte Kenntnisse sowohl der methodi-
schen Grundlagen als auch der betrachteten Stoffsysteme voraus. Detaillierte und umfassende Informatio-
nen zur NMR-Methodik kénnen der Fachliteratur entnommen werden [48-57]. Im Folgenden werden die
fur die untersuchten Stoffsysteme relevanten quantenphysikalischen Wechselwirkungen und die verwen-
deten NMR-Messmethoden ansatzweise zusammengefasst.

3.1  Wechselwirkungen in der NMR

Die Wechselwirkungen eines Kernspins mit einer Kernspinquantenzahl | # 0 mit seiner Umgebung lassen

sich mit dem Gesamthamiltonoperator H beschreiben (Gleichung 3.1). Die relevanten Wechselwirkungen
und deren zeitliche Entwicklung werden durch spezifische Operatoren bertcksichtigt [49, 52].

ﬁzﬁz+ﬁrf‘|‘ﬁcs+ ﬁD+ﬁ]+ﬁHF+ﬁQ 31

Die beiden ersten Operatoren sind fur alle NMR-Experimente grundlegend. Fiir NMR-Experimente wird
die Probe in einem statischen Magnetfeld mit einer magnetischen Flussdichte By platziert. Dieser Vektor
ist per Konvention entlang der z-Richtung eines kartesischen Koordinatensystems ausgerichtet (Abbildung
3.1).

ty

Abbildung 3.1: Das in dieser Arbeit verwendete kartesische Laborkoordinatensystem mit den drei
Raumrichtungen x, y und z.

Die Zeeman-Wechselwirkung 7, beschreibt die Energiezustande der Kernspins in diesem auBeren Mag-
netfeld [58].

},Z‘Z = _hyBOiZ 32

Dabei sind 1, und Bo = By fiir die Komponente des Kernspinoperators bzw. der magnetischen Flussdichte
in z-Richtung orientiert. 7 ist das Planck’sche Wirkungsquantum und y das gyromagnetische Verhaltnis
eines Kerns. Abhéngig von der Kernspingquantenzahl | gibt es 2-1 + 1 Energiezusténde fiir einen Kernspin
in Bo. Der Besetzungszustand der Energieniveaus entspricht im thermodynamischen Gleichgewicht einer
Boltzmann-Verteilung. Fiir den *H-Kern mit | = % ergibt das zwei Energieniveaus mit einer Energiediffe-
renz von AE = |fiyBo| = |ico|, wobei oo die Larmor-Kreisfrequenz ist. Makroskopisch betrachtet ergibt sich
aus dem Spin-Ensemble die vektorielle Gesamtmagnetisierung M, die sich entlang B ausrichtet. Die Kern-
spins, die verkniipft mit einem magnetischen Moment sind, fiihren eine Prazessionsbewegung um die z-
Achse mit der Kreisfrequenz oo aus. M l&sst sich durch Hochfrequenzpulse manipulieren. Der Energieein-
trag bewirkt eine Umverteilung der Besetzung der Energiezustande der Kernspins, makroskopisch die Er-
zeugung einer Resonanz der Prézessionsbewegung.

10
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Der Operator H,¢ beschreibt die Wechselwirkung der Kernspins mit diesem hochfrequenten Wechsel-
feld mit der magnetischen Flussdichte By und der Kreisfrequenz wo, wobei gilt B; L Bo. Ein Hochfrequenz-
puls mit dem Ernst-Winkel o = y+|B4|'t und der Dauer t, der auf ein Spinsystem im Gleichgewichtszustand
angewendet wird, wird durch #,¢ beschrieben:

ﬁrf = _hyBli 33

Dies ermdglicht im Vektormodell die Auslenkung von M um definierte Winkel. Durch Detektion der Mag-
netisierungskomponenten in der transversalen Ebene lasst sich ein NMR-Signal messen. Fiir die in dieser
Arbeit untersuchten nusshaltigen Lebensmittel sind zusétzlich vor allem die auf atomaren und molekularen
Effekten beruhenden weiteren drei Wechselwirkungen relevant: die chemische Verschiebung, die dipolare
Wechselwirkung und die skalare Kopplung bzw. J-Kopplung. Die folgende Hyperfein- und die Quadrupol-
wechselwirkungen sind dagegen zu vernachléssigen, werden aber der Vollstandigkeit wegen kurz erklart.

Die chemische Umgebung eines Kernspins beeinflusst das lokale Magnetfeld. Elektronen in der Néhe des
Kernspins fuhren zu einer Veranderung der Resonanzfrequenz und damit zu einer chemischen Verschie-
bung. Grol3en Einfluss auf die chemische Verschiebung haben beispielsweise elektronegative Elemente
oder Doppelbindungen in der Umgebung des Kernspins. Der Operator #{ steht fiir die chemische Ver-
schiebung:

H. = hyIoB, 34

Der Tensor @ steht dabei flir die anisotrope Abschirmung. Zusétzlich zur anisotropen chemischen Verschie-
bung treten dipolare Wechselwirkungen #y, auf. Sie sind direkte Wechselwirkungen zwischen Kernspins
ohne Beitrége von Elektronen. Die Beitrdge der dipolaren Wechselwirkungen sind bei der NMR in Fest-
korpern oder bei der Messung molekularer Dynamik von gréBeren Molekiilen wie z.B. Olen und Fetten
von groRerer Bedeutung als bei der NMR an kleinen Molekiilen in Fliissigkeiten. Hpwird durch folgende
Gleichung beschrieben:

~ _ Ho RNE

3(T,112)(T,113)
= 1712)U 2712 35

4, hil = %
Die Indizes 1 und 2 stehen dabei fiir die beiden Kernspins T, und T,. r1 ist der Abstand zwischen den beiden
Kernen und o die magnetische Feldkonstante. Die skalare Kopplung oder J-Kopplung }T] beschreibt
dagegen die indirekte Interaktion von Kernspins tber Elektronenbindungen. Die J-Kopplung ist isotrop und
wird durch die Kopplungskonstante J quantifiziert. J hangt von der Art des Kerns, der Bindungsanzahl und
der Hybridisierung der Bindungen ab.

j'T] = Z Z 214, 7172 3.6
1 2

Die Bo-unabhéngige skalare Kopplung fiihrt zur Aufspaltung von Peaks in einem NMR-Spektrum in Mul-
tipletts. Bei der homonuklearen Kopplung zweier Kerne mit der Kopplungskonstante Ji, erfolgt im ein-
fachsten Fall eine Aufspaltung in ein Dublett. Die Aufspaltung erfolgt nach der Anzahl n der gleichartigen
benachbarten Kernspins und folgt der Regel n + 1. Die Intensitaten in einem Multiplett folgen den Binomi-
alkoeffizienten. Die J-Kopplung ist auf drei Bindungen ,,beschrankt®, wobei bei Aromaten auch langreich-
weitige Kopplungen auftreten kénnen. Die J-Kopplung liefert Informationen tber chemische Strukturen
und Dynamiken in einer Probe.

11
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Die Hyperfeinwechselwirkung Hyy basiert auf der Kopplung zwischen den magnetischen Momenten von
Atomkernspins und ungepaarten Elektronenspins. Die Elektronenspins beeinflussen die Energieniveaus der
Kernspins, was zu einer Verschiebung oder Aufspaltung der Linien im NMR-Spektrum filhren kann. Dies
ist insbesondere bei (super-)paramagnetischen Materialien relevant und Basis fiir Kontrastmittel in der
MRI.

Hyr = hTAS 3.7

Der Hyperfeintensor A beschreibt Anteile dipolarer Hyperfeinkopplung und von Fermi-Kontaktwechsel-
wirkung, wobei § fir den Elektronenspinoperator steht.

Die Quadrupolwechselwirkung ﬁQ tritt bei Kernen 1 > % auf, die ein elektrisches Quadrupolmoment
haben und beschreibt die Interaktion der Kernspins mit dem elektrischen Feldgradienten am Kernort. Das
elektrische Quadrupolmoment Q wird durch asymmetrische Ladungsverteilungen im Kern verursacht. }TQ
wird nach folgender Gleichung mit der Elementarladung e und dem Tensor des elektrischen Feldgradienten
V definiert:

~ eQ A
Ho=—"—1VI 3.8
QT 2121 - 1)

Diese Wechselwirkungen sind Grundlage dafiir, dass NMR-Methoden in einer Vielzahl von Anwendungen
zur Analyse und Charakterisierung von Materialien bzw. zur Untersuchung von Prozessen und Produkten
eingesetzt werden [59-61]. Ein zentraler Aspekt der NMR-Spektroskopie ist, dass die chemische Ver-
schiebung von Kernspins in funktionellen Gruppen durch die Elektronendichte am untersuchten Kernort
gegeben ist. Diese Verschiebungen sind sowohl der chemischen Struktur zuordenbar als auch quantifizier-
bar, was eine prazise Analyse der chemischen Struktur von Molekiilen ermdglicht. Ergénzend dazu wird
die Feinstruktur in Form der skalaren Kopplung widergespiegelt, was ein zusatzliches Hilfsmittel fir die
chemische Strukturanalyse darstellt. Die *H- wie auch die Heterokern-Spektroskopie erlaubt dadurch u.a.,
die chemische Zusammensetzung von auch optisch opaken Medien auf molekularer Ebene zu analysieren.
Neben der sehr hdufig anzutreffenden Spektroskopie vermitteln die NMR-Relaxation und die NMR-Dif-
fusion direkt Informationen Uber die molekulare und translatorische Dynamik in Materialien. NMR-Re-
laxationsraten von nussbasierten Lebensmitteln sind besonders empfindlich auf fluktuierende dipolare
Wechselwirkungen, weshalb sie als Mal3 flr die molekulare Beweglichkeit dienen. Die NMR-Diffusion
untersucht die molekulare, translatorische Beweglichkeit. Durch Messen des Diffusionsverhaltens lassen
sich Aussagen Uber die Beweglichkeit der Molekiile in der sie umgebenden Matrix treffen. Um Strukturen
oder langreichweitige Migrationsprozesse nachzuweisen, werden ortsaufgeldste Messungen mit MRI ein-
gesetzt. Der Bildkontrast wird durch Spindichten, Relaxations- oder Diffusionseigenschaften in einer struk-
turierten Probe erzeugt.

Die Kombination von NMR-Spektroskopie, Relaxation, Diffusion und MRI bietet die Perspektive, die
nusshasierten Materialien hinsichtlich ihres Olgehalts und ihrer Olzusammensetzung wie auch hinsichtlich
ihrer Struktur zu charakterisieren — mit dem Ziel, die Parameter, die die Olmobilitat bestimmen, zu identi-
fizieren und standardisiert messen zu kénnen.

12
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3.2 NMR-Spektroskopie

3.2.1 Eindimensionale Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie ist ein leistungsfahiges analytisches Instrument, das sowohl qualitative als auch
quantitative Informationen liefert. Inshesondere in komplexen Mischungen kdnnen relative Konzentratio-
nen gemessen und durch geeignete Methoden exakt quantifiziert werden. Meist werden chemische Ver-
schiebungen (Kapitel 3.1) genutzt. H ., modifiziert das effektive Magnetfeld am Kernort, wodurch sich die
Resonanzfrequenz der jeweiligen Kernspins &ndert. Die elektronischen Umgebungen der beobachteten
Kernspins filhren zu charakteristischen Verschiebungen der Signale im Spektrum. Die chemische Verschie-
bung ist dabei von y des untersuchten Kerns abhéngig. Eine detaillierte Betrachtung der chemischen Ver-
schiebung auf der molekularen Ebene fiihrt zu der Unterscheidung von intra- und intermolekularen Ein-
flissen. In isotropen Flussigkeiten erfolgt jedoch auf der Zeitskala eines NMR-Experiments eine rasche
molekulare Reorientierung, die zu schnellen und groRen Fluktuationen fuhrt. Trotz der anisotropen Vertei-
lung der Elektronendichte um den Kern wird so ein zeitlich gemittelter Zustand beobachtet, weshalb tber-
wiegend der isotrope Wert der intramolekularen chemischen Verschiebung detektiert wird. Dadurch resul-
tiert ein NMR-Signal mit einer charakteristischen Frequenz v, die durch die Abschirmung modifiziert ist.
Zur Referenzierung wird v auf die einer Referenzsubstanz vrer bezogen, wodurch eine von By unabhéngige
chemische Verschiebung & berechnet wird.

8. = Y VRet 10 [ppm] 3.9
VRef
Als Referenzsubstanz dient in der 'H-, 3C-, und #Si-NMR (blicherweise Tetramethylsilan (TMS,
Si(CHs)4). Das resultierende NMR-Spektrum wird als Funktion von 8. dargestellt. Die Signale kénnen
durch Abgleich mit Datenbanken oder durch spektroskopisches Vorwissen identifiziert werden. Zudem
ermdglicht die Integration der Signale eine Quantifizierung der relativen Anteile funktioneller Gruppen.

Das einfachste Standard-NMR-Experiment ist das eindimensionale (1D)-*H-NMR-Experiment (Abbildung
3.2). Dieses Experiment misst die Resonanzfrequenzen von *H mit einer natiirlichen Haufigkeit von
99,985 % in einer Probe.

Fourier-
Transformation | |
]

6 5 4 3 2 1 0
3. ("H) [ppm]

Abbildung 3.2: 1D-FID-Experiment: M wird durch einen n/2-Anregungspuls in die transversale
x'y’-Ebene ausgelenkt. Anschlieend wird die Magnetisierung mit einem FID gemes-
sen. Durch eine Fourier-Transformation wird die Zeit- in die Frequenzdoméne um-
gerechnet, die durch das *H-Spektrum als Funktion der chemischen Verschiebung
reprasentiert ist.
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Es basiert auf einem n/2-Puls, der M in die transversale Ebene lenkt. AnschlieRend wird der freie Indukti-
onszerfall (FID) detektiert und mithilfe einer Fourier-Transformation in ein Spektrum umgerechnet. Die
quantitative Auswertung der Zusammensetzung von Fetten oder Olen mittels tH-NMR ist allerdings oft
durch Signaliiberlagerungen limitiert. Dies betrifft insbesondere die CH.-Gruppen von FS, deren Signale
aufgrund &hnlicher chemischer Umgebungen nur schwer differenziert werden kénnen. Die Heterokern-
NMR, d. h. die Messung von anderen NMR-aktiven Kernen als *H, ermdglicht eine detailliertere struktu-
relle und quantitative Analyse. Die **C-NMR-Spektroskopie ist sensitiv auf das Kohlenstoffisotop *C. Sie
hat aufgrund des kleineren y (ca. Faktor 4) in Verbindung mit der kleineren naturlichen Haufigkeit von
13C-Kernen (1,1 %) eine viel kleinere Empfindlichkeit, bietet aber aufgrund der groReren spektralen Dis-
persion und der deutlich kleineren Haufigkeit von Spin-Spin-Kopplungen eine bessere Signaltrennung und
-zuordnung als die *H-NMR.

In einem einfachen ¥C-NMR-Spektrum sind die chemischen Verschiebungen der 3C-Atome zu sehen,
jedoch liefern diese Signale in der Regel keine direkte Information Uber die Anzahl der an den Kohlenstoff
gebundenen H-Kerne. Die ,,Spin Echo Fourier Transform* (SEFT)-Technik (Abbildung 3.3) lést dieses
Problem, indem das Spektrum so modifiziert wird, dass Kohlenstoffatome basierend auf ihrer Anzahl ge-
bundener *H-Kerne unterschiedlich gemessen werden.
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Abbildung 3.3: SEFT-Pulssequenz [62]: Ein n/2-Anregungspuls erzeugt eine Transversalmagneti-
sierung der **C-Kernspins. Wahrend der Zeit von 1/ J; 43, entwickelt sich die Mag-
netisierung in der transversalen Ebene aufgrund der chemischen Verschiebung und
J-Kopplung zwischen *3C- und gebundenen *H-Kernspins. Ein z-Puls wird dann an-
gewendet, um zum einen die Magnetisierung zu refokussieren und Effekte durch
Magnetfeldinhomogenitaten zu minimieren und zum anderen die Phasenmodulation
durch die J-Kopplung zu verstéarken. Zeitgleich wird partiell ein hochfrequentes Feld
auf die 'H-Kerne eingestrahlt, das die J; ,;3.-Kopplung aufhebt und dafiir sorgt, dass
die *C-Signale als singulare Peaks erscheinen. Die permanente Sattigung der H-
Magnetisierung bewirkt zusatzlich eine Verstarkung der Intensitat der Signale im
Spektrum (Kern-Overhauser-Effekt). [63]

Die SEFT-Technik nutzt ein J-moduliertes Spin-Echo, d.h. den Unterschied in der 1]1]{13(:-Kopplung Zwi-
schen *C-Kernspins und den direkt gebundenen *H-Kernspins. Diese Kopplung fiihrt zu einer Aufspaltung
der 3C-Signale abhangig davon, wie viele 'H-Kerne an den Kohlenstoff gebunden sind. Durch die Ent-
kopplung der *H-*C-Kopplungen werden die *C-Signale verstarkt, da die Intensitat nicht auf Multipletts
aufgeteilt wird. Dies flhrt auch zu einer besseren Unterscheidbarkeit der Signale und verkirzt die Mess-
zeiten. Durch spezifische Pulsfolgen und Phasenzyklen erscheinen die Signale von 3C-Kernspins je nach
Anzahl gebundener *H-Kerne phasenselektiv positiv oder negativ. Im SEFT-Spektrum zeigen Signale von
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CHs- und CH-Gruppen bei addquater Datenprozessierung positive Phase, wahrend Signale von CH,-Grup-
pen und quartaren Kohlenstoffen mit negativer Phase gemessen werden. Dies ermdglicht eine Unterschei-
dung der verschiedenen Kohlenstoffumgebungen. Das SEFT-Experiment ist eine schnelle und einfache
Methode, um zum Einpuls-Spektrum zusétzliche chemisch-strukturelle Informationen aus einem *C-
NMR-Spektrum zu erhalten. Es liefert jedoch keine quantitative Information, sondern qualitative Aussagen
tber die *H-'*C-Bindung.

3.2.2 Zweidimensionale Spektroskopie

Die zweidimensionale (2D)-NMR-Spektroskopie ist durch die Interpretation von Kreuzpeaks in der Lage,
Verbindungen zwischen verschiedenen strukturellen funktionellen Gruppen zu erkennen, was mit traditio-
nellen 1D-NMR-Techniken ohne Vorkenntnisse der chemischen Struktur der Molekile in der Probe nur
schwer zu erreichen ist. 2D-NMR spielt eine wesentliche Rolle bei der chemisch strukturellen Aufklarung
komplexer Molekiile, indem sie benachbarte oder auch weiter entfernte Korrelationen zwischen Kernspins
misst. Im Vergleich zu 1D-NMR-Spektren reduziert die 2D-NMR die Uberlagerung von Signalen, was eine
prazisere Interpretation ermdglicht. Durch die Verwendung von zwei Dimensionen zur Datenerfassung mit
anschlieBender 2D-Fourier-Transformation liefern 2D-NMR-Spektren nicht nur die chemische Verschie-
bung eines Kernspins, sondern auch Informationen zu seiner Interaktion mit anderen Kernspins oder zur
Raumstruktur des Molekiils. Alle 2D-NMR-Experimente lassen sich in vier Hauptsegmente unterteilen:
eine Praparationsphase, eine Evolutionsphase, in der sich gewiinschte Kopplungen entwickeln, eine Misch-
phase und abschlielend die Detektionsphase [63].

Eine Vielzahl von 2D-NMR-Techniken, die fur spezifische Anwendungen entwickelt wurden, ist bekannt,
um die unterschiedlichen Arten der Kerninteraktionen zu untersuchen [63]. Diese Techniken unterteilen
sich in homonukleare und heteronukleare Experimente. Besonders die heteronukleare 2D-NMR-Spektro-
skopie erweist sich in dieser Arbeit als niitzliche Methode bei der Aufklarung der Fettreifbildung in nuss-
geflllten Schokoladenprodukten (Kapitel 5). Die beteiligten Komponenten sind hier berwiegend Tri-
acylglycerole (TAGs), die aus einem Glycerolmolekll bestehen, das mit drei FS verestert ist. Diese
Verbindungen beinhalten vor allem C-H-Bindungen, die liber langere Ketten hinweg miteinander gekoppelt
sind. In diesem Kontext ist die heteronukleare 2D-NMR hilfreich, um die Struktur der FS, die Bindungs-
partner und die Substitutionsmuster zu bestimmen.

Im HSQC (,,Heteronuclear Single Quantum Coherence*)—-Experiment werden korrelierte *H- mit 3C-Kern-
spins, die direkt miteinander gekoppelt sind, gemessen (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4: Variante einer HSQC-Pulssequenz: Die *H-Magnetisierung wird zunéchst durch ei-
nen m/2-Anregungspuls in die x'y"-Ebene gelenkt. AnschlieRend wird die *H-Magne-
tisierung tber die J-Kopplung auf das *3C-Kernspinsystem (ibertragen. Dieser Mag-
netisierungstransfer wird durch eine Abfolge von w/2- und =-Pulsen mit einem
zeitlich definierten Intervall von 1/(4 J;,15.) realisiert. Eine Echo-Antiecho-Se-
quenz ist dabei implementiert, um die Phasensensitivitét zu optimieren und spektrale
Verzerrungen zu minimieren. Dieses Modul umfasst eine Kombination aus n-Pulsen
und Spoiler-Gradientenpulsen der Amplitude gs, die die Magnetisierung refokussie-
ren oder dephasieren, um die Dispersion der Magnetisierung zu korrigieren. Die Ver-
wendung von Spoiler-Gradientenpulsen tragt dabei zur effizienten Artefaktunterdri-
ckung bei, wodurch eine hohere spektrale Reinheit erzielt wird. Geformte Pulse
werden eingesetzt wegen der préziseren Manipulation der Magnetisierung. Dies re-
duziert unerwiinschte Effekte, insbesondere bei der Untersuchung chemisch-struk-
turell komplexer Molekiile. Nach Ricktransfer der Magnetisierung auf das *H-Kern-
spinsystem wird das Signal detektiert.

Das HMBC (,,Heteronuclear Multiple Bond Correlation*)-Experiment eignet sich dagegen zur Untersu-
chung der Kopplung zwischen *H- und **C-Kernen tiber mehrere Bindungen hinweg (*/;,13¢, *J1,413¢):
was die Bestimmung von langreichweitigen Kopplungen ermdglicht (Abbildung 3.5).
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Abbildung 3.5: Variante einer HMBC-Pulssequenz: Die Sequenz besteht aus mehreren aufeinander-
folgenden Schritten, die eine effiziente Korrelation von *H- und *3C-Kernspins tber
multiple Bindungen ermdglichen. Der erste 7/2-Anregungspuls lenkt die Magneti-
sierung in die transversale Ebene aus. AnschlieRend entwickelt sich die *H-Magne-
tisierung Gber eine definierte Evolutionszeit von 1/(2 J;,,13.), Um am Ende spezi-
fisch Signale zu selektieren, die durch langreichweitige Kopplungen (zwei- oder
dreibindige J-Kopplungen) entstehen. Zum Magnetisierungstransfer auf *C wird
eine Sequenz aus 7/2-Pulsen auf dem 3C-Kanal eingesetzt. Diese beeinflusst die
Evolution der chemischen Verschiebung sowie die heteronukleare J-Kopplung und
ermoglicht den Transfer der *H-13C-Magnetisierung tiber mehrere Bindungen hin-
weg. Ein n-Puls auf dem *H-Kanal unterdriickt Dispersionskomponenten und refo-
kussiert die Magnetisierung. Dadurch werden spektrale Verzerrungen minimiert und
das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis verbessert. Nach der Magnetisierungsentwicklung
erfolgt der Ricktransfer der Magnetisierung auf den 'H-Kanal, vermittelt durch
n- und m/2-Pulse auf dem *C-Kanal. Das Signal wird auf dem empfindlicheren
!H-Kanal gemessen, wodurch die spektrale Empfindlichkeit optimiert wird. Das
Spektrum zeigt Korrelationen zwischen *H-Kernspins und Gber mehrere Bindungen
gekoppelten 3C-Kernspins. Da wahrend der Detektionsphase keine *H-Entkopplung
durchgefiihrt wird, bleibt das *H-3C-Kopplungsmuster erhalten. Aufeinanderfol-
gende Spoiler-Gradientenpulse unterdriicken unerwiinschte Signale und Artefakte,
wodurch die spektrale Reinheit verbessert wird.

Die HSQC-TOCSY (,,Heteronuclear Single Quantum Coherence — Total Correlation Spectroscopy“)-Puls-
sequenz kombiniert das HSQC-Experiment, das direkt gekoppelte *H- und 3C-Kerne korreliert, mit dem
TOCSY-Experiment, das die Magnetisierung entlang eines gesamten Spinsystems (bertragt z. B. in Koh-
lenwasserstoffketten (Abbildung 3.6). Diese Kombination erlaubt nicht nur die Beobachtung der direkten
C-H-Kopplungen (wie im HSQC-Experiment), sondern auch die Erkennung indirekter Korrelationen durch
skalare Kopplungen, die uber mehrere Bindungen hinweg bestehen (wie im TOCSY -Experiment). Der
Hauptunterschied zwischen HMBC und HSQC-TOCSY liegt also in der Art der Kopplung und der uiber-
tragenen Magnetisierung.
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Abbildung 3.6: Variante einer HSQC-TOCSY-Pulssequenz: Ein *H-n/2-Anregungspuls lenkt die
Magnetisierung in die x'y"-Ebene. Ein sensitivitatssteigerndes Segment nutzt die
J-Kopplung zwischen *H und 3C, um die Magnetisierung auf *3C-Kernspins zu tiber-
tragen. Dies geschieht durch eine Serie von w/2- und n-Pulsen auf dem H- und
13C-Kanal kombiniert mit Evolutionszeiten, die auf die J-Kopplung zwischen
'H- und *3C-Kernen abgestimmt sind. Wahrend der Transferzeit entwickelt sich die
chemische Verschiebung. Anschlieend wird wéhrend der TOCSY-Mischzeit eine
TOCSY-Spinlock-Sequenz auf den *H-Kanal eingestrahlt. Diese tbertragt die Mag-
netisierung im gesamten Spinsystem, sodass nicht nur Korrelationen zwischen direkt
gekoppelten *H- und *¥C-Kernen, sondern auch zwischen weiter entfernten Spins
sichtbar werden. Nach der TOCSY-Mischzeit erfolgt der Ricktransfer der Magneti-
sierung auf 'H, woraufhin das Signal gemessen wird. Zur Unterdriickung uner-
wiinschter Signale werden Spoiler-Gradientenpulse eingesetzt, wodurch eine héhere
spektrale Reinheit, eine bessere Selektion der gewiinschten Signale sowie eine Er-
héhung der Empfindlichkeit erzielt werden.

Alle diese Pulssequenzen umfassen zusatzlich zur *H-NMR eine Heterokernsequenz (hier 3C). Spoiler-
Gradienten dienen der Koharenzselektion. Die J-Kopplungskonstanten zwischen *H- und *C-Kernen uber
eine oder mehrere Bindungen sind entscheidend fur die Préparationszeit. Die J-Kopplungen sind in der
Regel von der Art der Kerne und der spezifischen Umgebung abhéngig (Tabelle 3.1). In TAGs sind die
relevanten Kopplungen zum groBten Teil heteronuklear zwischen den H- und *3C-Kernspins, aber auch
homonuklear zwischen den *H-Kernspins selbst.

Tabelle 3.1: Typische J-Kopplungskonstanten zwischen *H- und *3C-Kernen iiber eine oder mehrere
Bindungen hinweg.

Y 1g13c 2 1413 3 1y13c Y g1y
[Hz] [Hz] [Hz] [Hz]
[120; 160] [6: 10] [2: 8] [5; 18]
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3.3 NMR-Relaxation

Die NMR-Relaxation beschreibt das Verhalten eines Spinsystems nach der Anregung durch einen Hoch-
frequenzpuls [64]. Dabei entwickelt sich die Magnetisierung sowohl in der transversalen als auch in der
longitudinalen Richtung. Um die zeitliche Anderung der Magnetisierung zu beschreiben, wird im makros-
kopischen Vektormodell ein rotierendes Koordinatensystem mit den Achsen x’ und y’ eingefiihrt. Das Ko-
ordinatensystem rotiert mit wo um die z-Achse, wahrend die z-Achse weiterhin entlang By ausgerichtet
bleibt. Die transversale Relaxation, auch als Spin-Spin-Relaxation bezeichnet, beschreibt einen entropi-
schen Prozess der Dephasierung der Magnetisierung in der x'y’-Ebene. Sie wird durch die transversale Re-
laxationsrate R, als Kehrwert der transversalen Relaxationszeit T, quantitativ beschrieben. Gleichzeitig er-
folgt die Rickkehr der Magnetisierung in Richtung Bo, was als longitudinale Relaxation oder auch Spin-
Gitter-Relaxation bezeichnet wird. Dieser Vorgang wird durch die longitudinale Relaxationsrate R; als
Kehrwert der longitudinalen Relaxationszeit T; charakterisiert und ist enthalpischer Natur. Beide Prozesse
laufen parallel ab, sind jedoch in erster Naherung unabhéngig voneinander.

Die Relaxationsprozesse sind stoffspezifisch, was bedeutet, dass sie von den physikalischen Eigenschaften
der Materialien abhadngen. Die gesamten VVorgénge werden durch die Bloch-Gleichungen beschrieben, die
die Bewegung der Magnetisierung auf makroskopischer Ebene modellieren [52, 65]. Diese Gleichungen
ermdglichen es, sowohl die longitudinale als auch die transversale Relaxation prézise zu quantifizieren.

3.3.1 Longitudinale Relaxation

In dieser Arbeit wurde die longitudinale Relaxation vor allem im Hinblick auf die Optimierung der Wie-
derholzeiten anderer NMR-Experimente gemessen. Fir die Wiederholzeit tr zwischen zwei Einzelmessun-
gen wird allgemein die Regel tr > 5-T; genutzt [66]. Zur Bestimmung von R; wurden spektral aufgeldste
Messungen im Hochfeld mit dem Inversionserholungsexperiment (Abbildung 3.7) durchgefuhrt. Hierbei
wird die makroskopische Magnetisierung durch einen z-Puls in die negative z-Richtung invertiert
(M(t = 0) = -Mg, My(t = 0) = My/(t =0) = 0). Nach der Erholungszeit trec wird die Magnetisierung durch
einen n/2-Puls in die x'y’-Ebene ausgelenkt und die Signalintensitit S akquiriert. trec ist in diesem Fall die
Erholungszeit zwischen dem =-Puls und dem =/2-Puls.

ST

il
I"
L o

|J U ]

B —

tRec
Abbildung 3.7: Pulssequenz der Inversionserholung [67]: Die Magnetisierung wird in negative

z-Richtung durch einen n-Puls ausgelenkt. AnschlieBend wird die Magnetisierung
nach trec in der transversalen Ebene mit einem FID gemessen.

Mit aufeinanderfolgenden Messungen bei inkrementierendem trec Wird S,(t) gemessen. Ry wird im Idealfall
einfacher, ungekoppelter Kernspinsysteme unter Beriicksichtigung des Ausgangssignals So durch folgende
Exponentialfunktion beschrieben [65]:

S,() =Sy [1—2-exp(—t-Ry)] 3.10

R1 der in dieser Arbeit untersuchten Stoffsysteme liegt in einem Bereich von ca. Ry € [0,8; 5] s%, u.a. ab-
hé&ngig von der Temperatur T und Bo.
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3.3.2 Transversale Relaxation

Aufgrund von Wechselwirkungen des beobachteten Kernspins mit benachbarten Kern- oder Elektronen-
spins beginnt die Magnetisierung nach Manipulation durch einen Hochfrequenzpuls in der x’y’-Ebene zu
dephasieren. Die Magnetisierungsabnahme lasst sich ber R, beschreiben und entspricht der reziproken
Zeit, nach der noch 37 % der Magnetisierung vorhanden sind. Durch Magnetfeldinhomogenitéten, die bei
TD (Time Domain)-NMR-Niederfeldgeraten oft besonders ausgepragt sind, zerféllt die Magnetisierung
jedoch wesentlich schneller als in einem homogenen Magnetfeld und resultiert in einer reduzierten trans-
versalen Relaxationsrate R," (R2" > Ry) bei der FID-Analyse.

R; = R2 + Rz‘inhom 311

R." ist abhangig vom verwendeten NMR-Gerét, vom Stoffsystem und von der Probentemperatur. R, kann
aus der Linienbreite Avy, mithilfe von Gleichung 3.12 berechnet oder bei komplexeren Spinsystemen abge-
schatzt werden, wobei die Berechnung auf der Annahme eines Exponentialverlaufs des Zeitsignals basiert:

R; = ﬂ'AVl/z 312

Statische Inhomogenitéten kdnnen durch geschickte Pulssequenzen mindestens teilweise refokussiert wer-
den. Oft werden Multiechosequenzen genutzt, bei denen die Magnetisierung im Abstand der Echozeit te
durch m-Pulse refokussiert wird. In dieser Arbeit wurde die ,,Carr-Purcell-Meiboom-Gill“-Pulssequenz
(CPMG-Pulssequenz, Abbildung 3.8) [68, 69] zur Messung von Rz verwendet.
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Abbildung 3.8: CPMG-Pulssequenz [67]: Bei dieser Multiechosequenz zur Messung der transversa-
len Relaxation folgt auf einen m/2-Anregungspuls eine wiederholte Sequenz von
n-Refokussierungspulsen und Echoakquisitionen. Der zeitliche Abstand zwischen
zwei n-Pulsen betréagt 1., wobei n Wiederholungen der in Klammern gesetzten Se-
quenz bis zum vollstandigen Signalzerfall erfolgen. a) Bei spektral aufgeldsten Mes-
sungen im Hochfeld wird n inkrementiert, jedoch nur das letzte Echo akquiriert. b)
Im Niederfeld wird dagegen der gesamte Echozug nach einer Anregung gemessen,
was durch die Magnetfeldinhomogenitét und dadurch die kurzen Akquisitionszeiten
bei der TD-NMR madglich ist. [68, 69]
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Die makroskopische Magnetisierung wird durch einen w/2-Puls in die transversale x'y’-Ebene ausgelenkt.
Nach einer weiteren halben Echozeit 1./2 wird die dephasierte Magnetisierung mit einem n-Puls refokus-
siert. Durch eine Folge von n weiteren z-Pulsen (n-1e) bis zum vollstandigen Abklingen des Signals wird
die Messung des transversalen Magnetisierungszerfalls mdglich (Abbildung 3.9).

%107

Abbildung 3.9: Wasserfalldiagramm mit S als Funktion von n-t. und 6. exemplarisch von HNO zur
spektral aufgeldsten Messung der transversalen Relaxation im Hochfeld. Durch In-
tegration von definierten spektralen Bereichen ist eine Messung der transversalen
Relaxation spezifisch fiir funktionelle Gruppen mdglich.

Rz ergibt sich bei einfachen, ungekoppelten Spinsystemen anschlieBend aus der Modellierung des Signal-
zerfalls mit einer monoexponentiellen Zerfallsfunktion [65]:

Syry (t) = So - exp(—t - R;) 3.13

3.3.3 Dipolare Relaxation

Bei der *H-NMR von eher festkdrperdhnlichen Stoffen wie Nusspasten tragen dipolare Wechselwirkungen
wesentlich zu Ry und R; bei. Die Relaxation wird durch Fluktuationen der Kernspin-Wechselwirkungen in
spezifischen Frequenzbereichen induziert [53]. Bei den Fluktuationen wird zwischen stochastischen, trans-
latorischen und rotatorischen Bewegungen unterschieden. Die mathematische Beschreibung der Relaxation
erfolgt mithilfe der Autokorrelationsfunktion G(t). Die dazugehdrige spektrale Dichtefunktion J(w, tc) ist
die Fourier-Transformierte von G(t) und beschreibt die Fluktuationen der Wechselwirkungen in Abhéngig-
keit von der Frequenz o und der Korrelationszeit tc. Sie dient als Mal fiir die Dynamik der Umgebung des
beobachteten Kernspins. Physikalisch anschaulich entspricht ¢ in erster N&herung der Zeitskala von Zu-
standsanderungen. Wird fur G(t) ein exponentieller Zerfall angenommen, ergibt sich fir J(o, c) eine Lor-
entzfunktion:

pr— TC
J(w, %) =773 W) 3.14

Die Relaxationsraten in der NMR konnen grob als proportional zum Produkt aus der quadrierten Wechsel-
wirkung (hier dipolare Wechselwirkung #opp) und der diese Wechselwirkung modulierenden spektralen
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Dichten der molekularen Fluktuationen bei bestimmten Frequenzen verstanden werden. Fir die dipolare
longitudinale Relaxationsrate Ripp gilt:

3
Ry,pp (w0, Te) = 75 @hp (J (@o) + 4/ 2w0)) 315
3 /Uon2 R2y* T, 47,
R T =—(— 3.16
100 (@0, Te) = 75 (4-1'[) o \ T+ w2 1140

Fur die dipolare transversale Relaxationsrate Ry pp gilt:

3
R, pp(Aw, 1) = %‘DZDD(3](A(‘)) + 5/ (wo) + 2](2030)) 3.17
3 /Uoy\2 A%y* 31¢ 51, 27,
R, nn(Aw,T.) = — (B 3.18
o000 = 25 (30) <o (13 ho?Z T+ ol 1t dwit?

mit dem Abstand r zwischen den betrachteten Kernspins und materialspezifischen Parametern. Die beiden
Relaxationsraten sind bei unterschiedlichen Frequenzen empfindlich: Ry pp wird mafigeblich von Fluktua-
tionen im Bereich der einfachen und doppelten Larmor-Kreisfrequenz bestimmt, R, pp ist dagegen sensitiv
auf langsamere Fluktuationen im ms-Bereich bzw. Fluktuationsfrequenzen der GréfRenordnung der Linien-
breite Aw bei sehr kleinen Temperaturen (T — 0 K) und istim Rahmen der durchgefiihrten Untersuchungen
dieser Arbeit von groBerer Bedeutung.

In der Anwendung zur Untersuchung der Olmobilitat in nussbasierten Lebensmitteln ist der Einfluss von 1.
auf Rypp ein entscheidender Faktor. Die molekulare Beweglichkeit der dominierenden Fett- bzw. Olbe-
standteile hangt von verschiedenen Faktoren der chemischen Struktur ab. Zudem beeinflussen weitere Be-
standteile der Lebensmittelmatrix die intramolekulare Mobilitat der Fett- bzw. Olbestandteile. 1 hangt in
der Regel auch von der Probentemperatur ab, was in erster Nadherung und oft durch eine Arrhenius-Glei-
chung beschrieben werden kann:

AE,

Te = Tgo * €XP (kB—T> 3.19

Hierbei sind AEa die Aktivierungsenergie, kg die Boltzmann-Konstante und tco die charakteristische Kor-
relationszeit. Folglich sind auch die Relaxationsraten in der Regel temperaturabhéngig, wie exemplarisch
fir Ry pp gezeigt (Abbildung 3.10). Es existiert eine materialspezifische Temperatur, bei der tc im Falle von
R2,00 dem Kehrwert der Linienbreite Aw entspricht. Bei dieser Temperatur hat Ropp ein Maximum, und es
gilt ndherungsweise Awtc = 1. Dies impliziert, dass R, in Abhéngigkeit von der Temperatur entweder zu-
oder abnimmt, abhangig davon, ob die Messung bei kleinerer oder groRerer Temperatur erfolgt, bei der
R2,00 maximal ist. Fir die in dieser Arbeit untersuchten Stoffsysteme wurden Messungen bei Temperaturen
groRer der Temperatur des Maximums durchgefiihrt. Dementsprechend nimmt R, mit steigender Tempera-
tur ab. [53]
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Abbildung 3.10: Ry pp exemplarisch als Funktion der Temperatur. Das Relaxationsmaximum tritt bei
Aote =1 auf.

Die Dipol-Dipol-Wechselwirkungen beeinflussen nicht nur R, und damit auch die Linienbreite eines NMR-
Signals (Gleichung 3.12), sondern auch das Spektrum: in starren Systemen mit kleiner molekularer Beweg-
lichkeit ist 1. relativ groB. J(Aw, 1) ist dann groB bei kleinen Frequenzen, was eine schnelle Relaxation
verursacht. Die Folgen sind breite Linien im Spektrum. In Flussigkeiten sind Molekiile beweglicher, sodass
tc im Pikosekundenbereich liegt. Die Wechselwirkungen mitteln sich aus, was zu kleineren J(Aw, t¢) und
R fUhrt. Fur die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten nussbasierten Lebensmittelkomponenten, die bei
Raumtemperatur Gberwiegend (halb)fest sind, bedeutet dies mit Ausnahme der Nussdéle, dass eine spektrale
Auflosung kaum maoglich ist, da die Dipol-Dipol-Wechselwirkungen zu breiten Linien und damit Signal-
tberlagerung im *H-Spektrum fiihren.

3.4 NMR-Diffusion

Die Diffusion von Molekiilen, die durch die Brown’sche Molekularbewegung bedingt ist, beschreibt die
Bewegung von Molekiilen aufgrund ihrer thermischen Energie in einer ungestérten, ruhenden Umgebung
[70, 71]. Diese translatorische Bewegung ist in homogenen Flussigkeiten statistisch in alle Raumrichtungen
gleich verteilt und kann Uber den Diffusionskoeffizienten D quantifiziert werden. Oft wird die Diffusion
Uber die mittlere freie Weglange zn charakterisiert. In dieser Arbeit wurde die Diffusion nur in eine Raum-
richtung gemessen, fur den 1D-Fall gilt:

Zm =+/2-D(@) - A 3.20

Die Ortsiinderung der Molekiile findet in der Diffusionszeit A statt. Um die Anderung des Ortes von Mo-
lekulen auf der Langenskala von einigen um mittels NMR zu messen, ist es notwendig, die Phase der
Kernmagnetisierung zunéchst entlang einer Raumrichtung zu kodieren. Eine ortsabhéngige Kodierung wird
oft mit einem konstanten, aber zeitlich begrenzten Magnetfeldgradienten der Gradientenamplitude g und
der Gradientendauer § hier entlang der z-Achse erreicht. Die daraus resultierende Ortsabhéngigkeit von
o(2) ergibt sich nach der erweiterten Grundgleichung der NMR:

wo(2) =y (Bo+g-2) 321
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Nach der Diffusionszeit A folgt ein weiterer Gradientenpuls, der die Magnetisierung dekodiert. Bewegen
sich spintragende Teilchen translatorisch wihrend A, nimmt die Refokussierbarkeit der Magnetisierung ab
und das akquirierte Signal ist kleiner. Das Signal ist umso kleiner, je weiter die Teilchen diffundiert sind.
Bewegen sich die Teilchen nicht, entsprechen die Magnetisierungsphasen bei der Dekodierung dem Aus-
gangszustand, was in der maximalen Signalamplitude resultiert. Als gdngige Methode zur Bestimmung von
D an Stoffsystemen mit kurzen transversalen Relaxationszeiten T, < Ty, bei denen das Signal relativ schnell
zerféllt, wird die PFG-STE (,,Pulsed Field Gradient - Stimulated Echo*)-Sequenz (Abbildung 3.11) ver-
wendet [72].

T
2

S
ST

A

Abbildung 3.11:  PFG-STE-Pulssequenz [67]: Die Kodierung der Magnetisierung erfolgt durch einen
ersten Gradientenpuls mit Dauer 6 und Amplitude g nach dem ersten Hochfrequenz-
puls /2. Die Magnetisierung wird nach dem zweiten Hochfrequenzpuls entlang z
gespeichert, und der Spoiler-Gradient der Amplitude gs entfernt verbliebene, uner-
winschte Magnetisierungsanteile in der transversalen Ebene. Der dritte Hochfre-
quenzpuls Uberflihrt die Magnetisierung in die transversale Ebene. Nach der Deko-
dierung wéhrend des zweiten Gradientenpulses wird das stimulierte Echo nach der
Diffusionszeit A akquiriert. Transversale Relaxation erfolgt wiahrend 2-t, wéhrend t,
findet longitudinale Relaxation statt. [72]

Hier wird die Magnetisierung nach einem ersten n/2-Puls und Gradientenpuls durch einen weiteren m/2-Puls
in die z-Richtung tberfuhrt, wodurch die Magnetisierung nur in longitudinaler Richtung relaxiert. Ein Spoi-
ler-Gradient zerstort samtliche Magnetisierung, die noch in der x'y’-Ebene vorhanden ist. Dies ermdglicht
es, langere Diffusionszeiten zu messen, ohne dass das Signal aufgrund der schnelleren transversalen Re-
laxation (T2 < T1) verloren geht. Nach der Diffusionszeit A wird die Magnetisierung mit einem 7/2-Puls
wieder in die transversale Ebene ausgelenkt und dekodiert. Ein stimuliertes Echo wird akquiriert. Wéhrend
einer zeitkonstanten Diffusionsmessung wird die Gradientenamplitude g inkrementiert (Abbildung 3.12).
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Abbildung 3.12:  Exemplarisches Wasserfalldiagramm mit S als Funktion von g und 8¢ von HNO zur
spektral aufgel6sten Messung der Diffusion. Alle funktionellen Gruppen eines Mo-
lekiils diffundieren gleich. Durch Integration einzelner spektraler Bereiche kann bei
unterschiedlicher Diffusion darauf geschlossen werden, dass funktionelle Gruppen
in verschiedenen Molekilen oder verschiedenen Zustanden in der Probe vorliegen.

In einer einfachen Flissigkeit, d.h. bei isoliert diffundierenden Molekdilen, folgt der PFG-STE-Magnetisie-
rungszerfall der Stejskal-Tanner-Gleichung [73]:

- on(ros(a-3)n) - on(-a*(a- o)
Die Signalamplitude S bei g = 0 Tm ist durch S, gegeben. Gleichung 3.22 ermdglicht die Identifizierung
diffusiver Vorgénge in Reinsubstanzen oder in Systemen uneingeschrénkter bzw. freier Diffusion. Wenn
geometrische Hindernisse wie starre Netzwerke die Diffusion der Molekiile beeinflussen, wird der Diffu-
sionskoeffizient als effektiver Diffusionskoeffizient Dew(A) gemessen. In solchen Fallen fuhrt die Bewe-
gung der Molekile aufgrund der Hindernisse zu Abweichungen von der ,,freien* Diffusion. Auch in Sys-
temen geometrischer Einschrankung weicht das Diffusionsverhalten von dem der freien Diffusion ab. Ein
erster Hinweis kann direkt aus den Diffusionsmessungen gewonnenen Signalzerféllen entnommen werden.
Tragt man SSe! logarithmisch als Funktion von g2 = y%g%3? auf, deutet eine Gerade auf eine uneinge-
schréankte, freie Diffusion hin, wéahrend eine Krimmung auf eine geometrisch eingeschrénkte oder gehin-
derte Diffusion hinweist, die typisch fur die Diffusion von Molekilen in Trépfchen oder allgemeiner in
dispergierten Systemen ist (Abbildung 3.13).
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Abbildung 3.13:  Exemplarische normierte PFG-STE-Magnetisierungszerfalle fiir ein Stoffsystem mit
freier Diffusion (M), gehinderter Diffusion (A) und geometrisch eingeschréankter
Diffusion (@).

Diffusion in Systemen mit geometrischer Hinderung oder in geschlossener Geometrie erfordert eine detail-
lierte Untersuchung, Datenmodellierung und Interpretation. Die Variation der Diffusionszeit A ermdglicht
eine detailliertere Untersuchung der geometrischen Hinderung bzw. Einschréankung in ihrer Auswirkung
auf die Diffusion [74-78]. Eine néhere Betrachtung erfolgt in Kapitel 6.

3.5 Magnetic Resonance Imaging

MRI als bildgebendes Verfahren der NMR wird oft als nicht-invasive, zerstorungsfreie Messmethode ein-
gesetzt, um verfahrenstechnische Fragestellungen auch an optisch nicht zugénglichen Objekten und Medien
zu untersuchen. Fiur die Messung von MR-Bildern ist ahnlich wie bei NMR-Diffusionsmessungen eine
ortsaufgeldste Messung des NMR-Signals notwendig, was durch Gradienten des Magnetfeldes G ermdg-
licht wird. Fir jede Raumrichtung wird ein Gradient benétigt.

3.5.1 Bilderzeugung in der MRI

In der konventionellen MRI werden drei Arten der Ortskodierung mittels Magnetfeldgradienten genutzt,
um ein dreidimensionales MR-Bild zu messen: Schicht-, Phasen- und Frequenzgradient. Mit einem Schicht-
gradienten G wird zeitgleich mit einem Hochfrequenzpuls die zu messende Schicht in der Probe selektiert.
Die Kombination von Hochfrequenzpuls und Gradient fuhrt aufgrund der begrenzten Bandbreite des Hoch-
frequenzpulses Awi zu einer Schichtselektion [56, 79, 80]. Die Position der ausgewéhlten Schicht zs und
ihre Dicke Azs werden durch die Resonanzbedingung bestimmt. Fiir Azs gilt:

Azg = Aodr 3.23
YGs

Bei einem gegebenen Gradienten Gs bewirkt eine groRere Hochfrequenzbandbreite A2 > At eine di-

ckere Schicht Azs» > Azsi1. Bei gegebener Hochfrequenzbandbreite fiihrt ein Kkleinerer Schichtgradient

Gs,2 < Gs,1 dazu, dass eine breitere Schicht ausgewahlt wird [80]. Durch Phasen- und Frequenzgradienten

kdnnen die beiden weiteren Raumrichtungen in der Schichtebene ortskodiert werden. Die Messdaten wer-

den in einer Matrix, dem k-Raum, zusammengefasst. Der Frequenzgradient Gr ist wahrend der Signalak-
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quisition aktiv und kodiert zeilenweise den k-Raum. Da jedem Element in Frequenzrichtung eine spezifi-
sche Frequenz zugeordnet wird, resultiert dies in der Ortsabhangigkeit von wo. Durch die Variation der
Gradientenamplitude G bei konstanter Gradientendauer &r wird die Phase der Magnetisierung senkrecht
zur Frequenzkodierungsrichtung ortskodiert. Wahrend der transversalen Relaxation kann nur eine be-
grenzte Anzahl von Phasenkodierungen durchgefiihrt werden. Die Anzahl dieser Phasenkodierungsschritte
ist entscheidend flr die gesamte Messzeit. [49, 52, 81]

Mit MRI-Pulssequenzen, die die Zeitfolge von Hochfrequenzpulsen, Gradienten und Datenakquisition be-
schreiben, wird die Abtastung des k-Raums realisiert. Der k-Raum wird mittels einer Fourier-Transforma-
tion in Bilder Ubersetzt. Die Grof3e eines Volumenelements (Voxel) wird durch die VVoxelzahl und die Bild-
grolRe (engl. Field of View, FOV) bestimmt. Je nach Eigenschaft der Probe und der zu beantwortenden
Fragestellung wird die Art und Weise ausgewahlt, wie eine MRI-Messung durchzufihren ist.

3.5.2 MRI-Pulssequenzen

Pulssequenzen werden je nach Anwendungsfall in der MRI gewéhlt. MRI-Pulssequenzen unterscheiden
sich in der zeitlichen Abfolge der Hochfrequenzpulse, der Gradienten und der Datenakquisition. Gekenn-
zeichnet sind die Pulssequenzen u.a. durch die Wiederholzeit tg und die Echozeit .. Die Qualitét des Bildes,
der Bildkontrast und die Messdauer sind durch die Wahl der Messparameter und Pulssequenzen bestimmt.
Haufig wird die ,,Fast Low-Angle Shot“ (FLASH)-Pulssequenz fiir Ubersichtsmessungen genutzt [82]. Da
diese jedoch Gradienten-Echo-basiert ist, zerféllt das Signal mit T,". T," ist fir festkérperahnliche oder
pastdse Stoffe wie die in dieser Arbeit untersuchten Materialien oft klein, was die Signalmessung erschwert.
Fur die MRI-Messungen dieser Arbeit wurde deshalb die ,,Rapid Acquisition with Relaxation Enhance-
ment“ (RARE)-Pulssequenz (Abbildung 3.14, [83]) verwendet. Die RARE-Pulssequenz ermdglicht zeitef-
fiziente Messungen von MR-Bildern — basierend auf dem Spin-Echo-Prinzip. Das Signal zerfallt bei dieser
Pulssequenz mit T, die meist groRer als T," ist, wodurch mit der RARE-Pulssequenz im Vergleich zur
FLASH-Pulssequenz eine gréfiere Signalintensitat nach gegebener Zeit gemessen wird, was zu einem bes-
seren Signal-zu-Rausch-Verhaltnis fuhrt. Bei der RARE-Pulssequenz folgen nach einem m/2-Anregungs-
puls mehrere n-Pulse, um die transversale Magnetisierung zu refokussieren. Diese Refokussierung der
transversalen Magnetisierung erzeugt mehrere Spin-Echos in einer Wiederholzeit tg, wobei jedes Spin-
Echo spezifisch phasenkodiert wird (vgl. CPMG-Pulssequenz, Abbildung 3.8). Die Anzahl an Spin-Echos
wird mit dem RARE-Faktor (RF) angegeben. Vor jedem Spin-Echo findet sich ein Phasenkodierungsgra-
dient, dessen Amplitude fiir jedes Echo unterschiedlich ist. So kénnen mehrere k-Raumzeilen pro n/2-Puls,
d.h. pro Einzelexperiment gemessen werden, wobei sich die Anzahl an gemessenen k-Raumzeilen pro Wie-
derholzeit tr aus dem RARE-Faktor ergibt. Limitiert wird der RARE-Faktor durch T, verkniipft mit .. Die
Anzahl der refokussierten Echos héngt u.a. von der gewiinschten Bildqualitat ab, die sowohl durch techni-
sche als auch physikalische Begrenzungen der Ortsauflésung sowie von T, der Komponenten in der Probe
bestimmt wird. Die Wahl der Parameter sollte in Abhangigkeit von der spezifischen Fragestellung erfolgen.
Hohe RARE-Faktoren verkiirzen zwar die Messzeit, beeinflussen jedoch auch den T.-Kontrast und die
Qualitat des MR-Bildes. Ist RF = 1, handelt es sich um eine ,,Multi Slice Multi Echo“ (MSME)-Pulsse-
quenz. [83]
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Abbildung 3.14: Die RARE-Pulssequenz [67] ermdglicht eine schnelle MR-Bildgebung mittels
Spin-Echos. In einer Wiederholzeit werden n unterschiedlich phasenkodierte
Spin-Echos unter Schichtselektion gemessen. Negative und positive Phasengradien-
tenpaare der gleichen Gradientenamplitude und -dauer sind notwendig, so dass das
néchste Spin-Echo unabhéngig kodiert ist. [83]

3.5.3 Kontrastbildung in der MRI

Der Kontrast in einem MR-Bild basiert auf den Differenzen zwischen den Signalintensitaten der Bild-
punkte. Unterschiede in den *H-NMR-Intensitaten sind durch verschiedene *H-Kernspindichten, Relaxati-
onszeiten (T, T2) sowie Diffusions- und Stromungseinfliisse bedingt, wobei letztere fiir die Untersuchun-
gen dieser Arbeit vernachlassigbar sind. Bereiche mit einer hohen Kernspindichte haben meist eine grofie
Signalintensitét, Bereiche mit kleinen Kernspindichten hingegen eine kleine. Die Relaxationszeiten hdngen
von den physikalischen und chemischen Eigenschaften der Materialien wie ihrer Zusammensetzung und
Konzentration ab. Substanzen relaxieren unterschiedlich schnell, so dass sich Bildbereiche mit verschiede-
nen Relaxationsraten voneinander abheben. Je nach Wahl der Messparameter des MRI-Experiments ent-
stehen Bildkontraste, und die Bereiche des MR-Bildes unterscheiden sich in ihrer Intensitét. Soll der Kon-
trast in einem MR-Bild eher durch Relaxationsgewichtung gegeben sein, miissen je nach Ti- oder T.-
Gewichtung die Wiederholzeit tr und Echozeit t. des MRI-Experiments angepasst werden. Flr die T;-
Gewichtung des Bildkontrastes sind kurze tr und kurze t. maligeblich, da der Einfluss des Zerfalls der
transversalen Magnetisierung dabei minimal ist. Im Gegensatz dazu wird bei einer To-Gewichtung der Kon-
trast hauptsachlich durch den Signalzerfall in der transversalen Ebene charakterisiert (vgl. Kapitel 4). Hier-
flir sind groRere tr und t.-Werte erforderlich, um sicherzustellen, dass die Ti-Relaxation der Stoffe kaum
Einfluss auf den Bildkontrast hat, da dann die longitudinale Magnetisierung weitgehend in den thermody-
namischen Gleichgewichtszustand zurtickgekehrt ist. Neben tr und t beeinflussen auch andere Parameter
wie etwa die Pulssequenz die Gewichtung des Bildkontrastes. Es wurde gezeigt, dass in Stfwaren wenig
T1-Kontrast zu beobachten ist. Folglich spielen hauptséachlich die unterschiedliche *H-Kernspindichte und
T, eine wichtige Rolle fiir den Bildkontrast [84].
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4 Mesoskopische Betrachtung der
Olmobilitat

Die Folge der Olmobilitat in einem nussgefiillten Schokoladenprodukt ist fiir den Konsumenten durch Auf-
treten von Fettreif an der Oberflache der Schokolade optisch erkennbar. Die Ursache der Fettreifbildung in
nussgefillten Schokoladenprodukten liegt in der Migration des Fullungs6ls durch die Schokoladenhdilse an
die Oberflache des Produkts [7]. Die MRI eignet sich als Verfahren fir dreidimensional ortsaufgeldste
Messungen zur Untersuchung der hier als mesoskopisch bezeichneten Olmobilitat an einem ganzen Pro-
dukt. Die treibende Kraft fir die Migration wird hauptséchlich auf den Konzentrationsgradienten von Kom-
ponenten zwischen einer hochmobilen 6lreichen Phase (wie einer weichen Fillung) und einer (halb)festen
fettreichen Phase (wie Schokolade) bzw. der Oberflache (Luft) zurlickgefuhrt [85], wobei der zugrundelie-
gende Transportmechanismus maflgeblich von den spezifischen physikochemischen Eigenschaften der
Schokolade bestimmt wird. Neben der Zusammensetzung der Lipidphase, die in Kapitel 5 naher behandelt
wird, spielt auch die Einbindung des Ols in der Fiillung und damit die mikroskopische Mobilitit (Kapitel
6) eine Rolle. Die komplexe Mikrostruktur in Schokoladenprodukten bedingt, dass auch heute der Migra-
tionsmechanismus bisher nicht vollstandig verstanden ist. In der Literatur sind bereits Untersuchungen zur
mesoskopischen Olmobilitat an Modellschokoladen mit unterschiedlichen Zusammensetzungen mittels
MRI bekannt, wobei unterschiedliche Mechanismen der Olmobilitat zugrundegelegt wurden [16, 84, 86-
89]. Eine Hypothese ist, dass Diffusion der Hauptmechanismus der Migration ist [36, 85, 86, 90-93]. Zur
Beschreibung des Diffusionsverhaltens in gefillter Schokolade kann eine vereinfachte Version des zweiten
Fick‘schen Gesetzes genutzt werden: Die migrierte Menge an Ol m; zu einem Zeitpunkt t wird auf die
Olmenge bei Sattigung ms bezogen [90].

m, A

m:;-ﬂﬁ mit §=7 4.1
Der migrierende Anteil des Ols ist dann neben der Zeit t abhangig von der Kontaktflache zwischen Fiillung
und Schokoladenhiilse A, dem angrenzenden Schokoladenvolumen V bzw. der Schichtdicke | der Schoko-
ladenhiilse und dem effektiven Diffusionskoeffizienten des Ols Def in der jeweiligen Umgebung. Schoko-
lade enthélt viele Substanzen und ist daher ein komplexes heterogenes System mit bei Raumtemperatur
teilweise fest und teilweise fliissig vorliegenden Fettphasen sowie Kakao- und Zuckerpartikeln. Diese
Strukturen beeinflussen die Diffusion, was beispielsweise mittels der Tortuositét i beschrieben werden
kann [36]. Diese Vorgéange der Olmobilitit auf der pm-Skala werden in (Kapitel 6) diskutiert.

Neben der Diffusion ist als weiterer méglicher Erklarungsansatz fiir die Olmigration der Kapillarfluss in
Kombination mit der konvektiven Stromung bekannt [9, 22, 89, 94-97]. Der Kapillarfluss beruht auf dem
Aufsteigen einer Flissigkeit in einer Kapillare durch die Oberflachenspannung [98]. Kapillaren kdnnen in
der Fillung und in der Schokoladenhiilse beispielsweise durch kleine Risse und Spalten wahrend der Kris-
tallisation entstehen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Olmigration in Pralinen mit nussbasierter Fiillung mittels MRI unter-
sucht, um zerstérungsfrei Informationen tber das Migrationsverhalten im Inneren der Pralinen zu erhalten.
Im Vergleich zu anderen bildgebenden Verfahren bietet die MRI auch die Mdglichkeit, die chemische Zu-
sammensetzung in der Probe rdumlich aufgeldst zu messen. Verschiedene Chargen von Schokoladenprali-
nen wurden in einem kooperativen Projekt von H. Schacht (Fraunhofer 1\VVV, Freising) produziert, wobei
die Herstellungsparameter der Nussfiillung zur Untersuchung deren Einflusses auf die Olmobilitat variiert
wurden. Die Nussfullungen enthielten 50 % ww™ Zucker, 39 % ww Haselnlsse, 8 % ww?! CB und
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3 % ww! fettfreies Kakaopulver, was einen Gesamtfettgehalt von 42,5 % ww* ergab. Die variierten Pro-
zessparameter bei der Herstellung der Nussflllungen waren die Rostzeit der Haselntisse (10 min, 30 min
und 60 min), die Mahldauer und der Mahlgrad der Mischung aus Haselniissen, Zucker und Kakaopulver
(fein, mittel und grob vermahlen) sowie die Mischzeit (10 min, 30 min und 60 min) und die Mischtempe-
ratur der fertigen Fullung einschlieBlich CB (313 K, 323 K und 333 K) (Abbildung 4.1). Fir die Zuberei-
tung der Nussfiillung wurden die Haselniisse im Backofen bei 418 K Umluft gerdstet. Die gerdsteten Ha-
selnisse wurden 1 min vorzerkleinert und zusammen mit Zucker und Kakaopulver mit einer
Dreiwalzenmtihle einmal (fiir die mittelgrob vermahlene Nussfullung) oder zweimal (fiir die fein vermah-
lene Nussflillung) vermahlen. Bei der grob vermahlenen Fillung wurde kein Walzschritt durchgefiihrt.
Vortemperierte CB wurde zugegeben und mit unterschiedlicher Dauer und Temperatur gemischt. Die
Nougatmassen wurden in lichtgeschiitzten Behaltern bei 293 K abgefillt. Die Pralinenhiilsen aus Zartbit-
terschokolade wurden bereits geformt zur Verfligung gestellt. Jede Pralinenhiilse wurde mit 5 g Nussful-
lung gefullt und mit zwei Schichten 318 K vortemperierter Zartbitterschokolade tiberzogen.

Die gefillten Pralinen wurden ber Nacht bei 277 K und dann bis zu 16 Wochen lang bei 293 K beim
Fraunhofer IVV in Freising gelagert, wobei zu definierten Zeitpunkten Exemplare entnommen wurden, um
u.a. mittels MRI gemessen zu werden. Die Messungen der Alterungsuntersuchungen wurden jeweils an
Pralinen der gleichen Charge zu unterschiedlichen Zeitpunkten durchgefiihrt, allerdings nicht an derselben
Praline.

Komponenten Prozess Variierte Parameter

( )\

Haselnuss —{ Rosten '5& Rostzeit: 10, 30, 60 min

& J

Zucker ( .
. —| Mischen ‘
Nussfiillung Kakaopulver L

Kakaob (Mischen ] Mischzeit: 10, 30, 60 min
akaobutter — Mischtemperatur: 313, 323, 333 K
~ 7

Schokoladenhiilse

Abbildung 4.1: Links: fertige Praline von aufien und in aufgeschnittener Form, bestehend aus Nuss-
fillung und Schokoladenhiilse, hergestellt von H. Schacht (Fraunhofer 1VV, Frei-
sing). Rechts: Herstellungsschritte der Fillungsproduktion mit hinzugegebenen
Komponenten und variierten Prozessparametern.

Die *H-Bilder der Pralinen wurden mit einem 200 MHz-Spektrometer Avance 11l HD gemessen, das mit
einem Mikro-2.5-Gradienten und einem MICWB 40, 25 mm Birdcage ausgestattet war. Die maximale Gra-
dientenamplitude betrug 1,5 Tm. Fir die Messungen wurden die Pralinen in Frischhaltefolie verpackt und
mit der RARE-Pulssequenz gemessen (Tabelle 4.1). Es wurde darauf geachtet, dass die Pralinen und der
Fettreif an der Oberflache nicht beschadigt wurden. Die Software ParaVision 6.0.1 wurde fir die Bildda-
tenerfassung verwendet. Zum besseren Verstdndnis des Bildkontrasts wurden zusétzlich Messungen der
transversalen Relaxation mit der CPMG-Pulssequenz bei 400 MHz (Avance Neo WB ultrashield mit 5 mm
DiffBB-Probenkopf, Bruker BioSpin GmbH & Co. KG, Deutschland) sowohl an der Fillung als auch an
der Hilse zu den jeweiligen Entnahmezeitpunkten gemacht.

30



4 Mesoskopische Betrachtung der Olmobilitat

Tabelle 4.1: Messparameter der MRI- und transversalen Relaxationsmessungen an Pralinen und deren

Komponenten.

Pulssequenz RARE CPMG
200 MHz 400 MHz

Anzahl an Scans Nav [-1 128 4
Spektrale Breite SW [ppm] - 147
Datenpunkte [-1 - 4096
Wiederholzeit tr [s] 1 4
Echozeit 1. [ms] 2,24 2 (Fullung) / 1,2 (Hulse)
RARE-Faktor RF [-] 1 -
Anzahl der Inkremente [-] - 32
Field of View FOV (X, y) [mm x mm] 26 x 20 -
GroRe der Datenmatrix (X, y) [px x px] 128 x 128 -
Voxelgrole (x, y) [Um X pm] 203 x 156 -
Schichtdicke (z2) [mm] 1 -
Temperatur T K] 298 298
Messzeit [min] 273 8

Die nussbasierte Fullung ist durch eine vergleichsweise lange transversale Relaxationszeit T, charakteri-
siert, die typisch fiir flissige Ole ist und sich in gréReren Signalintensitaten in den eher T-gewichteten
Bildern zeigt (Abbildung 4.2). Im Gegensatz dazu zeigt die Schokoladenhiilse kiirzere T», die zu kleineren
Signalintensitaten in der To-gewichteten MRI flhren.
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Abbildung 4.2: Oben: MR-Bilder von Pralinen mit grob vermahlener und fein vermahlener Fiillung

bei einer Lagerung bei 293 K. Die Pralinen wurden frisch und nach Lagerzeiten von
1, 2,4, 8 und 16 Wochen entnommen und gemessen. Besonders zwischen der vierten
und achten Woche nimmt die Signalintensitéat der Schokoladenhiilse zu, wahrend sie
in der Fullung kleiner wird. Unten: Die Alterung der Pralinen wirkt sich auf die
transversale Relaxation von Fullung (©) und Hiilse (M) aus (exemplarisch gezeigt
fur die fein vermahlene Fillung). Die normierten Signalzerfélle ndhern sich mit zu-
nehmender Lagerzeit einander an und sind ab der achten Woche invertiert.
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4 Mesoskopische Betrachtung der Olmobilitit

Die Hulse ist dadurch im frischen Zustand kaum sichtbar. Luftblasen in der Fullung erscheinen als schwarze
Bereiche. Exemplarisch werden hier die Ergebnisse der Variation des Vermahlungsgrads fiir verschiedene
Lagerungszeiten gezeigt, da dieser den groRten Einfluss auf die Messergebnisse zeigte. GrolRere Nussstiicke
haben groRere Signalintensitaten (4000-5000 a.u.) und unterscheiden sich damit vom Rest der Fillung. Das
Erscheinungsbild der Pralinen in den MR-Bildern &ndert sich mit der Alterung: Die Hulse zeigt eine grofier
werdende Signalintensitat, was auf eine steigende Konzentration fliissiger Bestandteile hinweist, wahrend
die Flllung mit der Zeit eine kleinere Signalintensitat zeigt. Betrachtet man die Hulse abhé&ngig von der
Lagerzeit, nimmt die Signalintensitat sowohl bei feinen als auch grob vermahlenen Fillungen deutlich zu.
Dariiber hinaus zeigt die untere Hiilse der Praline (Boden) eine innere Struktur, insbesondere nach 8 und
16 Wochen Lagerung. Der Boden besteht aus zwei Schichten mit zwei unterschiedlichen Intensitaten an-
stelle des erwarteten kontinuierlichen Verlaufs. Dies deutet auf eine Migrationsbarriere zwischen den bei-
den Bodenschichten hin, die eher einer Migrationsfront als einem diffusen, sich ausbreitenden Ubergang
der Fettkomponente &hnelt.

Fir eine quantifizierte Untersuchung der Olmigration ist der Fokus auf die zeitliche Anderung der Signal-
intensitat von Schokoladenhilse und Flllung zu legen. Dafr ist vorab eine Segmentierung der Pralinenbe-
standteile in den MRI-Bildern hilfreich, wobei zwischen Schokoladenhtilse, Fullung, Nussstiickchen und
Luftblasen differenziert wird, was durch die charakteristischen Signalintensitaten der Komponenten im
Bild ermdglicht wird und mit MATLAB® durchgefihrt wurde. Zur Extraktion quantifizierter Informationen
aus den MRI-Messungen stehen auf Basis der segmentierten Daten mehrere Mdglichkeiten mit unterschied-
licher Aussagekraft zur Verfigung. Fir die Quantifizierung der Olmigration in den Pralinen wurden in
dieser Arbeit Histogramme (Abbildung 4.3) und Profile (Abbildung 4.4) der segmentierten Daten von
Schokoladenhiilse und Flllung ermittelt und ausgewertet. Histogramme geben die relative Haufigkeit p von
Intensitatsintervallen im Bild an (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Histogramme der Bildsignalintensitat als Funktion der Lagerzeit von Schokoladen-
hilse (braun) und Fillung (gelb) bei feiner (oben) und grober (unten) Vermahlung.
Der Vermahlungsgrad spiegelt sich besonders in der Verteilungsbreite des Peaks bei
ca. 2200 a.u. wider. Mit zunehmender Lagerzeit ndhern sich die Signalintensitdten
von Hiilse und Fillung in beiden Fallen an, die Verteilungen werden breiter.

Aus den Histogrammen kann entnommen werden, dass bei den frischen Pralinen die beiden Fraktionen der
Signalintensitét von Schokoladenhiilse und Fullung klar voneinander separiert sind. Die Intensitdten der
Fullung sind bei der groben Vermahlung breiter verteilt als bei der feinen Vermahlung, was eine Folge der
groBReren Inhomogenitét ist. Mit zunehmender Lagerzeit néhern sich die Intensitéten von Schokoladenhtilse
und Flllung einander an, wobei bei der groben Vermahlung die Intensitéat der Fullung kleiner wird als die
der Hilse. Bei der feinen Vermahlung gleichen sich die Intensitaten an. Daraus lasst sich schliellen, dass
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4 Mesoskopische Betrachtung der Olmobilitat

bei der groben Vermahlung zum einen eine schnellere Olmigration auftritt und / oder insgesamt eine gro-
Rere Menge Ol aus der Fillung in die Hiilse migriert. Detailliertere Informationen liefern hierzu Signalin-
tensitatsprofile aus den segmentierten Bildern der Pralinen (Abbildung 4.4). Aus den exemplarischen Pro-
filen wird wie bei den Histogrammen deutlich, dass zwischen den Komponenten Hilse und Fillung
differenziert werden kann, wobei in den Profilen Boden und Oberseite der Schokoladenhiilse voneinander
separat betrachtet werden. AulRerdem ist im Gegensatz zu den Histogrammen bei der 1D-Ortsaufldsung
auch ein Verlauf der Signalintensitat entlang y in den Pralinenkomponenten moglich. Dabei ist darauf zu
achten, dass sich aufgrund unterschiedlicher Schichtdicken des Bodens verschiedener Pralinen einer Charge
und der nicht exakt gleichen Auswahl der gemessenen Schicht die y-Koordinaten der Profile in einem to-
lerierbaren Bereich unterscheiden. Fiir eine Quantifizierung der Olmigration ist es notwendig die Profile
der Messungen entlang y so zu skalieren, dass sich der Ubergang zwischen Fiillung und Boden fiir alle
Pralinen an der gleichen y-Koordinate im Diagramm befindet (y = 6,8 mm, in Abbildung 4.4 b). An dieser
y-Position wird ys = 0 mm fir die folgende Quantifizierung im Boden definiert. Die positive yg-Richtung
verlauft zur Pralinenoberfléche hin.

5 10 15 20 25
x [mm]

20 18 16 14 12 10 8 6 4 2 0
<y [mm]

Abbildung 4.4: a) MR-Bild mit Volumenelement, (iber das die Intensitaten gemittelt wurden. b) Pro-
file entlang der y-Koordinate einer Praline bei einer Mittelung tber finf Pixel ent-
lang x bei verschiedenen Lagerzeiten: frisch (—), 1 Woche (—), 2 Wochen (=),
4 Wochen (—), 8 Wochen (—), 16 Wochen (—). Die Signalintensitat der Fullung ist
flr jede Lagerzeit entlang y relativ konstant, im Boden ist die Signalintensitét fur
alle Zeitschritte ortsabhéngig. Eingefuhrt wird die Koordinate yg, die zur weiteren
Quantifizierung dient. yg = 0 mm entspricht y = 6,8 mm.

Im Vergleich zum Boden ist die Signalintensitat der Fillung fiir jede Lagerzeit entlang y relativ konstant.
Im Boden nimmt die Signalintensitat entlang ygs ab, wobei nach Lagerzeiten ab 8 Wochen zuvor erst ein
Maximum der Signalintensitat auftritt. Mit zunehmender Lagerzeit kann ein Fortschreiten des Ols aus der
Fullung zur Oberflache des Bodens beobachtet werden. Zur quantifizierten Bestimmung des Zeitpunkts der
Migration von Fillungsél bis zur Oberflache des Pralinenbodens in Verbindung mit der Verarmung der
Fillung an Ol ist es notwendig, charakteristische Koordinaten bzw. Bereiche in den jeweiligen Pralinen-
komponenten zu definieren, in denen die Signalintensitét als Funktion der Zeit betrachtet wird (Abbildung
4.5). Durch Mittelung der Signalintensitat der Fillung oder des Bodens uiber einen gréeren Bereich bzw.
mehrere Punkte entlang einer Koordinate in der segmentierten Datenmatrix der Pralinen-Images ist eine
reprasentativere Aussage iiber die Olmobilitat wahrend der Lagerung méglich, da statistische AusreiRer der
Signalintensitat ausgemittelt werden. Ausreiller konnen beispielsweise durch die Segmentierung auftreten,
da insbesondere Randbereiche zwischen verschiedenen Komponenten zu Problemen filhren kénnen. Fir
die Fullung wurde ein Bereich von 6 mm entlang x und 10 mm entlang y definiert (Abbildung 4.5 a). Um
das zeitliche Fortschreiten der Migrationsfront zu detektieren, wurde fir den Boden stattdessen eine ein-
zelne Position entlang y bei einer Distanz von yg = 3,75 mm gewéhlt und entlang x ebenfalls tber 6 mm
gemittelt (Abbildung 4.5 b).
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Abbildung 4.5: Signalintensitét als Funktion der Lagerzeit von a) Flllung, gemittelt entlang x tiber

einen Bereich von 6 mm und entlang y von 10 mm, und b) Boden, gemittelt Uber
einen Bereich von 6 mm entlang x bei einer yg-Position von 3,75 mm, einer Praline
mit grob (M) und fein (@) vermahlener Fillung. Die Signalintensitét der Fiillung
nimmt fir beide Vermahlungen mit zunehmender Lagerzeit ab, wobei bei der fein
vermahlenen Fillung zundchst ein schwach ausgepragtes Maximum der Signalin-
tensitat nach 2 Wochen auftritt. Im Boden steigt die Signalintensitét fur die Praline
mit grob vermahlener Fullung auf einen gréfReren Wert an als fur die Praline mit fein
vermahlener Flllung. Der Anstieg der Signalintensitdt entspricht dabei nicht dem
nach Gleichung 4.1 erwarteten Verlauf.

Die mittlere Signalintensitat zum Zeitpunkt t = 0 w ist bei Pralinen mit grob vermahlener Fullung gréier
als bei fein vermahlenen Fillungen. Das Fullungsélangebot fur die Migration scheint in Pralinen mit grob
vermahlener Fullung zu Beginn der Lagerung groer zu sein als in Pralinen mit fein vermahlener Fillung.
Die Signalintensitat der grob vermahlenen Fullung wird mit zunehmender Lagerzeit kleiner. Bei den fein
vermahlenen Fullungen ist nach dem frischen Zustand hingegen zundchst ein Anstieg der Signalintensitét
bis zu einer Lagerzeit von zwei Wochen zu beobachten und erst dann eine Abnahme, was bei allen unter-
suchten Pralinen mit fein vermahlener Fillung der Fall ist.

Ein moglicher Erklarungsansatz fir diesen Unterschied ist die feinere Dispergierung des Ols in fein ver-
mahlenen Fillungen. Dies beruht auf der Tatsache, dass eine feinere Vermahlung zu kleineren Partikeln
und einer weniger inhomogenen Matrix fuhrt (vgl. Abbildung 4.3). Des Weiteren kénnten sich die Relaxa-
tionseigenschaften des Ols in fein und grob vermahlenen Fiillungen unterscheiden. Partikel in fein vermah-
lenen Fillungen haben ein groBeres Oberfldchen-zu-Volumenverhiltnis, das die Relaxation des Ols beein-
flussen kann. Des Weiteren ist ein Einfluss des Fillungséls auf die Umkristallisation von CB in der Fillung
zu Beginn der Lagerung denkbar, was zu einer Signalzunahme aufgrund einer langsameren transversalen
Relaxation fiihrt. Sowohl die Olverteilung als auch die Relaxationsdynamik des Ols konnen sich im Verlauf
der Lagerung veréndern. Dies konnte dazu fuhren, dass die Signalintensitat zunéchst ansteigt, da sich das
Ol in der Fillung neu verteilt und anderen Wechselwirkungen ausgesetzt ist. Auch unterscheidet sich die
Diffusion des Ols in fein und grob vermahlenen Fiillungen. Eine schnellere Diffusion des Ols als Folge
einer kleineren Hinderung durch im Mittel groRere Geometrien in der Fullung und dadurch gréfiere Zwi-
schenrdume fiihrt zu einem gréReren Fillungsdlangebot an der Kontaktflache zwischen Fillung und Hilse,
was bei den Pralinen mit gréberer Vermahlung der Fall ist. Sobald eine ausreichende Menge an Ol fiir die
Migration an der Kontaktflache zur Verfiigung steht, nimmt die Intensitét ab, da das Ol in die umgebende
Schokoladenhiilse migriert. Bei den Pralinen mit grob vermahlener Filllung Gberwiegt dieser Mechanismus
von Beginn an.
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Beim Boden der Hilse steigt die Signalintensitat komplementar aufgrund der Migration des Fillungséls in
die Schokolade mit zunehmender Lagerzeit an. Bei Pralinen mit grob vermahlener Fillung steigt die Sig-
nalintensitat auf einen grélReren Wert an als bei Pralinen mit fein vermahlener Fillung, was fiir eine gréRere
zur Migration verfugbare Olmenge spricht. Der Verlauf des Anstiegs der Signalintensitét in Abhangigkeit
von der Lagerzeit im Boden folgt jedoch nicht der Erwartung des vereinfachten zweiten Fick‘schen Geset-
zes (Gleichung 4.1), einer Wurzelfunktion. Stattdessen wird der Einfluss des doppelten Schokoladentber-
zugs zum VerschlieBen der Praline deutlich.

Fir eine nahere Untersuchung der Olmigration in den Boden werden Profile des Bodenabschnitts entlang
ye als Funktion der Lagerzeit betrachtet, wobei die Streuung der Ergebnisse durch Auftragung aller yg-Pro-
file entlang der x-Richtung deutlich wird (Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.6: Auftragung aller ys-Profile des Bodens entlang x fiir Pralinen mit a) fein und b) grob
vermahlener Fillung zu den Entnahmezeitpunkten frisch (—), 1 Woche (=), 2 Wo-
chen (=), 4 Wochen (—), 8 Wochen (—), 16 Wochen (—). Trotz der Pralineninho-
mogenitdt und der daraus resultierenden Verteilung der Ergebnisse ist ein eindeuti-
ger Einfluss der Lagerzeit und des Vermahlungsgrads der Fillung erkennbar. Bis zu
einer Lagerzeit von 4 Wochen nimmt die Signalintensitét entlang ygs in Abhéngigkeit
von der Lagerzeit stetig zu. Nach 8 Wochen bildet sich ein a) Maximum bzw. b) ein
Plateau der Signalintensitét entlang ys aus.

Die Verteilungsbreite der ys-Profile ist ausreichend klein, sodass die Anderungen des Signalintensitétsver-
laufs mit der Lagerzeit eindeutig erkennbar sind. Bis zu einer Lagerzeit von 4 Wochen wird die Signalin-
tensitat mit zunehmendem Abstand von der Kontaktflache zwischen Fillung und Boden (ye = 0 mm) Klei-
ner, wobei bei groRerer Lagerzeit die integrale Signalintensitat groRer wird und sich der Bereich, bis zu
dem eine Signalintensitat ber dem Rauschniveau detektierbar ist, zu immer gréReren yg verschiebt. Nach
8 Wochen bildet sich bei der Praline mit fein vermahlener Fillung ein Anstieg der Signalintensitét bis zu
einem Maximum entlang yg aus. Bei der Praline mit grob vermahlener Fillung ist vor der Abnahme ein
Plateau der Signalintensitat entlang yg erkennbar. Bei beiden Vermahlungsgraden l&sst sich dies mit einer
Aufkonzentrierung des Fillungséls in der Schokolade aufgrund der Ausbildung einer Barriere durch den
doppelten Schokoladeniiberzug beim VerschlieBen der Praline erklaren. Die Kontaktflache zwischen den
beiden Schokoladenschichten ist wegen der Aushartung zu unterschiedlichen Zeitpunkten durch Luftein-
schliisse verkleinert. Fiir die Aufstellung einer Kinetik der Olmigration im Boden der Praline lassen sich
die yg-Profile (Abbildung 4.6) mittels einer exponentiellen Zerfallsfunktion modellieren und daraus ein
Parameter km = 1/Ayg extrahieren (Abbildung 4.7). Ays ist ein MaR fir den Migrationsfortschritt des Ols.
Je groler kv oder je Kleiner Ayg, desto weniger weit fortgeschritten ist die Migration. Fur die Messungen
nach 8 und 16 Wochen wurde der Zerfall erst ab der yg-Position modelliert, ab der die Signalintensitét
kleiner wird.
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Abbildung 4.7: a) km und b) Ayg in Abhangigkeit von der Lagerzeit als MaR fir die Kinetik bzw.
der Ausdehnung der Olmigration im Pralinenboden fiir Pralinen mit fein (@) und
grob (M) vermahlener Fillung. Mit zunehmender Lagerzeit wird das Fortschreiten
der Olmigration entlang ys deutlicher, wobei in Pralinen mit grob vermahlener Fiil-
lung die Migration weiter fortgeschritten ist.

km wird fur beide Vermahlungsgrade mit zunehmender Lagerzeit kleiner und Ayg grofer. Es wird deutlich,
dass bei der grob vermahlenen Fiillung die Olmigration zu allen Zeitpunkten weiter fortgeschritten ist als
bei der fein vermahlenen Fiillung. Die Ursache hierfiir liegt bereits in der Oldiffusion innerhalb der Fiillung.
Eine feinere Vermahlung und damit eine groRere Tortuositét tor filhren zu einem kleineren effektiven Dif-
fusionskoeffizienten des Ols in der Fiillung. Damit ist zu erkennen, dass bereits aus der Betrachtung der
Olmobilitat auf der Mesoskala Hinweise Giber die Bedeutung der mikroskopischen Olmobilitat in der Fiil-
lung deutlich werden, die es molekular und mikroskopisch zu betrachten gilt. Detaillierte Untersuchungen
dazu werden in den Kapiteln 5 und 6 thematisiert. Als Folge des groReren effektiven Diffusionskoeffizien-
ten in der grob vermahlenen Fiillung steht nach der gleichen Lagerzeit mehr Ol an der Kontaktflache zwi-
schen Fillung und Boden zur Verfligung als bei der Praline mit fein vermahlener Fillung. Damit ist der
Konzentrationsgradient zwischen der Grenzflache von Fillung und Hilsenboden und der Pralinenoberfla-
che groRer. Fiir die groRere Menge an migrierendem Ol in Pralinen mit grob vermahlener Fiillung spricht
auch die Beobachtung einer rdumlichen Trennung von Fillung und Schokoladenschicht am Boden wéhrend
der Lagerung (vgl. Abbildung 4.2). Dies ist wohl auf das Quellen der Schokoladenschicht durch migriertes
Ol zuriickzufiihren. Im Zusammenspiel mit der Verarmung der Fiillung an Ol filhrt dies zu einer Trennung
der beiden Komponenten Fillung und Hulse.

Die MRI-Untersuchungen der Olmobilitat zeigen, dass Ol aus der Fiillung in die Schokoladenhiilse mig-
riert. Die Olmigration lasst sich mit den vorgestellten Methoden sowohl qualitativ als auch quantitativ be-
schreiben. Die Frage nach der chemischen Zusammensetzung der migrierenden Anteile aus der Fillung ist
mit der T.-gewichteten MRI jedoch nicht zu beantworten, sodass Untersuchungen auf molekularer Ebene
notwendig sind.
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5 Molekulare Betrachtung der
Olmobilitat

Die MR-Bilder belegen eine selektive Fettmigration aus der Fiillung in die Schokoladenhiilse einer Praline
(Kapitel 4). Daraus ergibt sich die Fragestellung, ob die Fettzusammensetzung des Fettreifs an der Ober-
flache der Schokoladenhiilse Riickschlusse auf die migrierenden Komponenten aus der Fillung zuldsst.
Diskussionen zu den Mechanismen der Fettreifbildung legen nahe, dass die Migration von bei Raumtem-
peratur fliissigen Fetten / Olen eine entscheidende Rolle spielt [9]. Da die Kristallisation in und auf Scho-
kolade maBgeblich von der Fett- / Olzusammensetzung des gesamten Produktes beeinflusst wird [99], miis-
sen neben der Fett-/ Olphase der Schokoladenhiilse auch die Fiillungen und deren Zusammensetzung
berticksichtigt werden.

Die in Schokolade enthaltenen Fette und Ole bestehen (iberwiegend aus TAGs. Je nach Raffinationsgrad
und Anteil unverseifbarer Substanzen enthalten Fette und Ole zwischen 95 % ww™ und 99 % ww™! TAGs
[100]. TAGs sind Ester von drei FS, die kovalent an Glycerol gebunden sind (Abbildung 5.1). Weitere
Bestandteile sind Mono- und Diacylglycerole (MDG), freie Fettsduren (FFS) sowie kleine Mengen an Phos-
pholipiden, Phytosterinen, Tocopherolen und Kohlenwasserstoffen.

H H
| |
H-C-OH HO - C-R' H-C-0-C-R'
| 0 S
H-C-OH HO - C-R? H-C-0-C-R?
| 0 0
H-C -OH HO-C-R3 H-C-0-C-R?
| I I Il
H O H O
Glycerol freie Fettsauren (FFS) Triacylglycerol (TAG)

Abbildung 5.1: Chemische Struktur eines Glycerolmolekils (links), dreier FFS (Mitte), bestehend
aus Kohlenwasserstoffverbindungen (in blau und griin, RY) mit endstandiger Car-
boxygruppe, und eines TAG, zusammengesetzt aus den vorgenannten Edukten
(rechts). Das TAG entsteht unter Wasserabspaltung (Komponenten in grau) durch
Veresterung der Hydroxygruppen des Glycerols mit den Carboxygruppen der FFS
(rot gezeichnet). Es wird zwischen innerer (sn-2) und &ufRerer (sn-1,3) Position der
FS im TAG-Molekil unterschieden.

Fette und Ole in nusshasierten Schokoladenprodukten sind Mischungen aus verschiedenen TAGs. Die
TAGs, aus denen das Fett oder Ol besteht, unterscheiden sich je nach Art und Position der drei mit Glycerol
veresterten FS. FS in Lebensmittelfetten und -6len sind unverzweigt und enthalten zwischen 4 und 26 Koh-
lenstoffatomen. Der Séttigungsgrad der FS, d. h. die Anzahl der Doppelbindungen, bestimmt den physika-
lischen Zustand des Fettes bei Raumtemperatur. Zu den wichtigsten FFS gehoren Palmitin (P)-, Ol (O)-,
Stearin (S)- und Linol (L)-séure, die in nahezu allen nattrlichen pflanzlichen und tierischen Fetten vorkom-
men (Abbildung 5.2).
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Abbildung 5.2: Vereinfachte Strukturformel von a) Palmitinsaure, b) Olséure, c) Stearinsaure und d)

Linolséure, jeweils mit IUPAC-Nomenklatur. Palmitinsaure und Stearinséure haben
keine Doppelbindungen und zihlen damit zu den geséttigten FFS, wéhrend Olsiure
zu den einfach und Linolséure zu den mehrfach ungesattigten FFS gehdren. Die Num-
merierung der Kohlenstoffatome beginnt bei der A-Schreibweise beim Kohlenstoff-
atom der endstandigen Carboxygruppe. Die Kurzbezeichnungen der FFS beinhalten
die Gesamtanzahl der Kohlenstoffatome, die Anzahl der darin enthaltenen Doppel-
bindungen und gegebenenfalls die Position(en) der Doppelbindungen.

Wahrend Fette mit einem groRen Anteil an geséattigten FS iiberwiegend fest sind, sind Ole mit einem groRen
Anteil an ungesattigten FS bei Raumtemperatur fllissig. Der Grund hierflr liegt in der rdumlichen Anord-
nung der Molekdle und den zwischenmolekularen Wechselwirkungen. TAGs sind dynamische Molekiile,
die in Abh&ngigkeit von Temperatur und Umgebung ihre Konformation verdndern kdnnen (Abbildung 5.3).
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Dreidimensionale raumliche Anordnung von H- (@), C- (®) und O- (®) Atomen in
einem TAG-Molekdl (Beispiel: O00). TAGs sind keine geraden, starren Molekdile.
Abhéngig von deren Aufbau, Umgebung oder Temperatur unterscheiden sich die
Konformationen.

Abbildung 5.3:
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Raumlich betrachtet ist das Glycerolmolekil nicht linear, sondern gewinkelt. Da Kohlenstoff vier Bindun-
gen hat, sind auch die daran gebundenen FS nicht in einer Ebene angeordnet, sondern nehmen eine dreidi-
mensionale gewinkelte Konformation ein. Doppelbindungen in ungesattigten FS liegen zudem tberwie-
gend in cis-Konfiguration vor. Daraus resultiert eine gewinkelte Raumanordnung, die dazu fuhrt, dass
ungesattigte FS mehr Raum bendtigen als geséttigte FS. Die FS konnen sich dadurch nur weniger dicht
anordnen, wodurch die zwischenmolekularen Wechselwirkungen kleiner sind, was den Schmelzpunkt
senkt.

Die Position der FS in einem TAG-Molekiil ist nicht zuféllig: Gesattigte FS besetzen bevorzugt die stereo-
spezifischen sn-1- und sn-3-Positionen (dufRere Positionen im TAG), wéhrend die sn-2-Position (innere
Position im TAG) meist von einer ungesattigten FS eingenommen wird [100]. Die Abkirzung und Nomen-
klatur der TAGs ergibt sich aus den enthaltenen FS und deren Position im Molekul (Abbildung 5.4).

TAGs in CB TAGs in HNO
a) POS (36 %) b) OO0 (67 %)
1-Palmitoyl-2-oleoyl-3-stearoyl-glycerol 1,2,3-Trioleoyl-glycerol
0 0
O)J\O/\/\/\/\/\/\/\ O)]\O/\/\/\/:\/\/V\/

0 0
c) SOS (27 %) d) LOO (14 %)
1,3-Distearoyl-2-oleoyl-glycerol 1-Linoleoyl-2,3-dioleoyl-glycerol
0 o]

o) o]
e) POP (15 %) f) POO (10 %)
1,3-Dipalmitoyl-2-cleoyl-glycerol 1-Palmitoyl-2,3-dioleoyl-glycerol
o] 0
O)ko/\/\/\/\/\/\/\ O)J\o/\/\/\/\/\/\/\

Abbildung 5.4: Die vereinfachten Strukturformeln (ohne Bericksichtigung der Raumanordnung)
der drei hdufigsten TAGs in CB und HNO mit Kurzbezeichnungen und typischen
prozentualen Anteilen in Fett bzw. Ol [101, 102]. In TAGs von CB sind hauptsach-
lich geséttigte und in sn-2-Position einfach ungesattigte FS enthalten, wahrend in
TAGs von HNO zusétzlich mehrfach ungeséttigte FS auch in sn-1,3-Position vor-
kommen. Durch die sterischen Besonderheiten in Folge der Doppelbindungen und
die Kettenlange ist HNO im Gegensatz zu CB bei Raumtemperatur flissig.
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Die dominierenden TAGs in CB, der primaren Fettphase der Schokoladenhilse, sind POS (1-Palmitoyl-2-
oleoyl-3-stearoyl-glycerol), SOS (1,3-Distearoyl-2-oleoyl-glycerol) und POP (1,3-Dipalmitoyl-2-oleoyl-
glycerol) [12] und gelten aufgrund des gréReren Anteils an geséttigten FS als hochschmelzende TAGs.
Weitere Kleinere Bestandteile umfassen OOO (1,2,3-Trioleoyl-glycerol, auch Triolein), PLP (1,3-Dipalmi-
toyl-2-linoleoyl-glycerol) und POL (1-Palmitoyl-2-oleoyl-3- linoleoyl -glycerol). Fette und Ole, die hinge-
gen in Schokoladenfiillungen vorkommen, stammen typischerweise aus Nussen und Steinfruchten wie Ha-
selnuss, Mandel, Pistazie, Erdnuss oder Macadamia. Die FS und damit die resultierende TAG-
Zusammensetzung variiert. Aufgrund des hohen Anteils an Ol- und Linolséure in allen Nuss- und Stein-
fruchtdlen sind die wichtigsten TAGs niedrigschmelzend und umfassen OOO, LOO (1-Linoleoyl-2,3-dio-
leoyl-glycerol), LLO (1,2-Dilinoleoyl-3-oleoyl-glycerol) und LLL (1,2,3-Trilinoleoyl-glycerol, auch Trili-
nolein), was die fliissige Konsistenz dieser Ole bei Raumtemperatur erklart. In HNO finden sich zudem
POO (1-Palmitoyl-2,3-dioleoyl-glycerol) und SOO (1-Stearoyl-2,3-dioleoyl-glycerol) [101]. Ein Vergleich
der Zusammensetzung der Fett- bzw. Olphase der Schokoladenhiilse und der Fiillung zeigt nicht nur Un-
terschiede in der FS-Konzentration, sondern auch in der spezifischen Positionierung der FS innerhalb der
TAGs. Wahrend die Fettphase der Schokoladenhiilse iiberwiegend TAGs enthilt, bei denen OI- und Linol-
sdure an der inneren Position (sn-2) lokalisiert sind, besteht die Olphase der Fiillung hauptséchlich aus
TAGs, in denen OI- und Linolsaure auch an den duBeren Positionen (sn-1 und sn-3) vorliegen.

Die chemische Zusammensetzung des Fettreifs und deren Abhangigkeit von der Gesamtzusammensetzung
der Schokolade einschlief3lich der Fillungen, insbesondere bei Pralinen, ist bislang unzureichend bekannt.
Es wird angenommen, dass Fillungen auf Nussbasis die Fettreifbildung verstarken. Zudem miissen Milch-
fette, Zucker, Emulgatoren und weitere Fullstoffe beriicksichtigt werden [89]. Die derzeitige Hypothese
besagt, dass mobile Fette aus den Fullungen in die Schokoladenhiilse migrieren, dort enthaltene Fette 16sen
und gemeinsam an die Oberflache wandern, wo sie in einer gemischtkristallinen Form von TAGs auskris-
tallisieren. Zur detaillierten Untersuchung dieser Prozesse sollte die chemische Zusammensetzung des Fett-
reifs mit der der migrierenden Ole, beispielsweise HNO, analysiert und verglichen werden. Eine weitere
Mdoglichkeit besteht darin, die Zusammensetzung von Schokoladenhilse und Fullungen unterschiedlich
hergestellter Produkte in Abh&ngigkeit von der Lagerzeit zu analysieren und die Veranderungen in der
Zusammensetzung des Fettreifs zu quantifizieren.

Die Voraussetzung dafir ist die genaue Analyse der chemischen Zusammensetzung der TAGs, einschliel3-
lich der FS und ihrer Position im Molekil. Die chemische Zusammensetzung des Fettreifs wurde bisher
mittels Hochleistungsflussigchromatographie (HPLC) untersucht [12, 101]. Diese Methode erlaubt zwar
eine Trennung der in der Probe enthaltenen Molekiile, jedoch keine eindeutige Identifizierung der chemi-
schen Substanzen oder eine Bestimmung der molekularen Zusammensetzung. Die NMR-Spektroskopie
stellt hier eine bewéhrte Analysemethode dar. In Zusammenarbeit mit der Firma Bruker BioSpin GmbH &
Co. KG wurde dort eine Methode zur Quantifizierung des chemischen Austauschs bei der Fettreifbildung
entwickelt, die es ermdglicht, die TAG-Zusammensetzung mittels NMR-Spektroskopie in Fillung, Scho-
koladenhiilse und Fettreif zu bestimmen. Dabei erwiesen sich sowohl 1D-*H- und *3C-Spektroskopie als
auch 2D-Spektroskopie in Kombination als nitzliche Verfahren zur detaillierten Charakterisierung der de-
taillierten chemischen Zusammensetzung (vgl. Kapitel 3.2). Wahrend *H-NMR und *C-NMR selbst in
komplexen Mischungen zumindest die Abschétzung, wenn nicht sogar die genaue Quantifizierung relativer
Konzentrationen erlauben, bietet die 2D-NMR die Mdglichkeit, strukturelle Verknlipfungen zwischen
funktionellen Gruppen zu identifizieren. Der Vergleich mit chemischen Standards oder Spiking erleichtert
zudem die Identifikation spezifischer Verbindungen.

NMR-Experimente wurden in Ettlingen (Dr. N. Karschin, Bruker BioSpin GmbH & Co. KG) mit einem
Bruker Avance Neo-Spektrometer bei einer *H-Frequenz von 800 MHz durchgefiihrt, das mit einem kryo-
gekuhlten inversen H/C/N-Probenkopf (CP TCI) ausgestattet war. Zur vollstdndigen Charakterisierung
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wurden 1D-'H-, BC-SEFT-, HSQC-, HMBC- und HSQC-TOCSY-Spektren mit drei verschiedenen
TOCSY-Mischzeiten gemessen (Tabelle 5.1).

Tabelle 5.1: Experimentelle Parameter fir die NMR-Spektroskopie bei 800 MHz zur Aufklarung der
Fettreifzusammensetzung.

H 1BC IHBC-HSQC !H¥C-HMBC H¥C-HSQC-TOCSY

Pulssequenz zg jmod hsgcetgpsp.2 hmbcetgpl3nd hsqcdiedetgpsisp.2

Anzahl an Scans Nav [-1 1 6400 2 2 2
Spektrale Breite SW (*H/C) [ppm] 20,15/- -/241  13/128 13/170 13/64
Datenpunkte (*H/®C) [[1 128k/- -/512k  8k/1lk 16k/1k 8k/4k
Akquisitionszeit AQ [s] 4,06 54 0,39 0,79 0,39
Wiederholzeit tr [s] 1 6,4 1,39 1,79 1,89
Offset OnP (*H/*C) [ppm] 3/~ 3/100 3/72 3/94 3/42
Kopplungskonstante "Jixc [Hz] - 145 145 8 145
TOCSY-Mischzeit [ms] - - - - 30/50/100
Temperatur T [K] 300 300 300 300 300
Messzeit [min] 0,1 687 49 67 280

Fir die vergleichende Analyse wurden ausschlieBlich 1D-H- und *3C-SEFT-Spektren genutzt. Die
NMR-Messungen wurden mit HPLC und Massenspektrometrie (MS)-Detektion (Dr. M. Godejohann, Bru-
ker BioSpin GmbH & Co. KG) erganzt und korreliert [103]. Die Kombination von MS, *C- und *H-NMR
ermoglicht eine umfassende und sehr detaillierte Charakterisierung der chemischen Zusammensetzung der
an der Fettreifbildung beteiligten TAGs, die im Folgenden erldutert wird.

NMR-Spektren wurden an der Schokoladenhiilse, den Nussfiillungen, der Fett- bzw. Olphase der Rohstoffe
dieser Komponenten wie CB und HNO sowie an dem Fettreif, der sich an der Oberflache der Pralinen
gebildet hatte (vgl. Abbildung 4.1), gemessen. Die Nussfiilllung, die Schokoladenhiilse und der entstandene
Fettreif wurden nach der Entnahmezeit separiert und einzeln analysiert. Zusétzlich wurde fur einen Ver-
gleich Fettreif von handelstblicher, geflllter Schokolade analysiert, insbesondere von Produkten mit
Nougat- und Joghurtfiillung, die von der Firma Alfred Ritter GmbH & Co. KG zur Verfugung gestellt
wurden. Diese Schokolade wurde Uber einen Zeitraum von mehr als einem Jahr bei 293 K gelagert, bevor
der Fettreif gewonnen wurde. Fiur die quantitative und qualitative Analyse von FS und TAGs wurden je-
weils 17 mg HNO und CB, 34 mg Schokoladenhilse und Nussflllung sowie 10 mg Fettreif in 1 ml deute-
riertem Chloroform gel6st, zentrifugiert und filtriert. Nach der Entfernung des Lésemittels wurden die Pro-
ben mit 600 pl deuteriertem Chloroform in ein 5 mm NMR-R&hrchen berfihrt.

Mithilfe von *H-NMR-Spektren lassen sich die funktionellen Gruppen in einer Probe identifizieren (Abbil-
dung 5.5).

41



5 Molekulare Betrachtung der Olmobilitat

P . “‘ & /\/\/\?/\/\/ ®
O & 'E\\’\,‘.O/\’\/. @
LY epatoolniol o
) o
| | e <
a k I
A
[N
. 'J 4 | J AR P
54 48 42 36 30 24 18 12 06
8. (‘H) [ppm]
Abbildung 5.5: 'H-NMR-Spektrum eines Lebensmitteldls exemplarisch fiir HNO bei 800 MHz. Die

'H-Kerne des Glycerolrests, der allylischen und vinylischen Gruppen, die Methyl-
gruppe sowie die Methylengruppen in a- und B-Position sind im Spektrum aufgeldst
und entsprechend zugeordnet (Tabelle 5.2). Im Bereich der Methylengruppen bei
1,3 ppm kommt es zu ausgepréagten Signaliiberlagerungen.

Die *H-NMR-Spektren von Lebensmittelfetten bzw. -Glen zeigen mindestens neun verschiedene funktio-
nelle Gruppen (Tabelle 5.2), wobei diese durch die Signaturen der -CH>-Gruppen mit einer Signalintensitét
mit einem Anteil von etwa 60 % dominiert werden. *H-NMR-Spektren detektieren das Vorhandensein und
die relativen Anteile von Doppelbindungen. Sie liefern auch Hinweise auf das VVorhandensein gesattigter

und ungeséttigter FS.

Tabelle 5.2: Zuordnung der funktionellen Gruppen mit ihrer Summenformel zum *H-NMR-Spektrum eines
Lebensmitteldls (Abbildung 5.5).

Symbol Sc(?li;.a[lsgm] Funktionelle Gruppe Sugr;;figl;og;ellﬁlt
@ 0,8-0,9 Endstandige Methylgruppe -CHs
o 1,2-1,4 Methylengruppe -(CHy)-
5 1,6 -1,7 Methylengruppe in B-Position der Carbonylgruppe -OCO-CH2-CH>-
© 20-21 Allylische Kohlenstoffe -CH,-CH=CH-
[ 2,2-2,4  Methylengruppe in a-Position der Carbonylgruppe -OCO-CH:>-
D 2,7-28 Bis-allylische Kohlenstoffe =CH-CH,-CH=
A 41-473 Glycerol-Gruppe in sn-1,3-Stellung R!OCH,-CH(OR?)-CH,0R?®
A 52 Glycerol-Gruppe in sn-2-Stellung ROCH,-CH(OR?)-CH,OR?®
| 53-54 Vinylengruppe -CH=CH-
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Weiterhin befinden sich die Methylengruppen in a- und B-Position der Carbonylgruppe nahe genug am
Glycerolrest, wodurch aufgrund einer chemischen Verschiebungsdifferenz < 0,008 ppm eine Differenzie-
rung der sn-1- und sn-3-Position von der sn-2-Position dieser funktionellen Gruppen in einem TAG mit
'H-NMR ermoglicht wird (Abbildung 5.6).

l
: l ]
LG ﬂ
o)\ R3

235 230 165 160 155
8¢ ("H) [ppm]

Abbildung 5.6: Ausschnitt aus dem *H-NMR-Spektrum von HNO aus Abbildung 5.5. Die Methyl-
engruppen in a- und B-Position der Carbonylgruppen lassen sich der sn-1,3 (R*, R®)
und sn-2 (R?)-Position im TAG differenziert zuordnen.

Eine préazise Identifizierung der spezifischen FS und deren Position im TAG ist jedoch mit *H-NMR alleine
kaum moglich. FS bestehen in der Regel aus einer groRen Anzahl an CH.-Gruppen mit unterschiedlichen
chemischen Umgebungen, deren Signale fiir eine genaue Zuordnung voneinander getrennt werden missen,
um z.B. eine Aussage Uber die Kettenldnge treffen und sehr ahnliche FS voneinander unterscheiden zu
konnen. Eine Herausforderung der *H-NMR-Spektroskopie liegt in der Signaliiberlagerung, insbesondere
im Bereich der sehr dhnlichen und damit schwer zu differenzierenden CH»-Gruppen der FS, die auch die
Quantifizierung begrenzt. Im Gegensatz dazu ermdglicht die **C-NMR aufgrund des gréBeren Bereichs der
chemischen Verschiebung und der Reduktion von Spin-Spin-Kopplungen eine bessere Signaltrennung, ist
jedoch wegen des kleineren gyromagnetischen Verhaltnisses und der kleineren natiirlichen Haufigkeit von
13C-Kernen sehr viel unempfindlicher.

Grundsétzlich werden im *C-NMR-Spektrum dieselben funktionellen Gruppen wie im *H-Spektrum nach-
gewiesen (Abbildung 5.7). Die Signalzuordnung wird durch das SEFT-Experiment erleichtert, da die Sig-
nalmultipletts als Folge der 1]1H13C-Kopplung zu einem einzelnen Signal kollabieren. Das Signal-zu-
Rausch-Verhaltnis im SEFT-Experiment (Kapitel 3.2.1) ist im Vergleich zum **C-Einpulsexperiment um
das bis zu Fiinffache groRer, wobei der Verstarkungsfaktor von der Anzahl der koppelnden *H-Kerne ab-
hé&ngt. Zudem unterscheidet sich die Signalphase der CH- und CHs-Gruppen (hier negativ) um 180° gegen-
tber den CH>-Gruppen (hier positiv).
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Abbildung 5.7: 13C-SEFT Spektrum von HNO, gemessen bei einer °C-Larmorfrequenz von
201 MHz (18,8 T). Hier sind fast alle Resonanzen aufgeldst. Die Signale der
CH- und CHs-Gruppen haben negative Signalphasen.

Eine Zuordnung der nachsten Nachbarn der im *H- und *3C-NMR-Spektrum identifizierten funktionellen
Gruppen - und damit die Bestimmung der Zusammensetzung eines TAGs - ist in dieser Detaillierung nur
Uber die 1D-NMR-Spektren nicht mdglich. Dazu wird die 2D-NMR-Spektroskopie benétigt. Eine Zuord-
nung erfolgte hier durch Kombination von HMBC-, HSQC- und HSQC-TOCSY-Experimenten (vgl. Ka-
pitel 3.2.2).

Ein HSQC-TOCSY-Experiment zeigt bspw. Korrelationen zwischen verschiedenen *C-Resonanzen mit
den Methylengruppen in a- und p-Position der Carbonylgruppe (vgl. Abbildung 5.6). Auf diese Weise kdn-
nen die entsprechenden benachbarten funktionellen Gruppen einer FS ihrer Substitutionsposition am Gly-
cerolrest zugeordnet werden (Abbildung 5.8).
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Abbildung 5.8:
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Zoom in ein 800 MHz HSQC-TOCSY-Spektrum (TOCSY-Mischzeit: 100 ms) eines
Lebensmittelfetts. Die Kreuzpeaks der Methylengruppen in a- und f-Position der
Carbonylgruppen (8:(*H) = 2,3 ppm bzw. 1,6 ppm) variieren leicht in der H-Ver-
schiebung in Abh&ngigkeit von der Substitutionsposition am Glycerolzentrum (vgl.
Abbildung 5.6) und zeigen Korrelationen mit benachbarten funktionellen Gruppen
(hier Methylengruppen im Bereich 5.(**C) € [29,0; 29,9] ppm). Somit ist auch eine
Zuordnung der korrelierten funktionellen Gruppen zur sn-1,3- oder sn-2-Position im
TAG mdglich.

Die HSQC-TOCSY-Sequenz ist fur die Bestimmung der TAG-Zusammensetzung von Lebensmittelfetten-
bzw. 6len von einzigartigem Nutzen: Durch die TOCSY -Mischzeit wird die *H-Magnetisierung entlang der
FS-Kette tbertragen, wodurch auch die tiberlagerten CH,-Signale, die in 1D-*H-NMR-Spektren nur schwer
unterscheidbar sind, auf die gut aufgeldste **C-Dimension Ubertragen werden. Dies ermdglicht eine klare
Differenzierung der CH,-Gruppen in Abhéngigkeit von ihrer Position in der FS-Kette und erlaubt deren
eindeutige Zuordnung zu spezifischen FS. Die Wahl der TOCSY-Mischzeit beeinflusst dabei die Reich-
weite der Spin-Ubertragung und damit, welche *H-Kerne im Molekil miteinander korreliert gemessen wer-
den (Abbildung 5.9).

a) b) c)
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Abbildung 5.9: HSQC-TOCSY-Spektren eines Lebensmittelfetts analog zu Abbildung 5.8 bei drei

verschiedenen TOCSY-Mischzeiten: a) 30 ms, b) 50 ms, ¢) 100 ms. Kurze Misch-
zeiten (10-30 ms) ermdglichen die Polarisationsiibertragung zwischen direkt be-
nachbarten *H-Kernen. Mittlere Mischzeiten (40-70 ms) erfassen *H-Kerne in einem
groReren Spinsystem uber 2-3 Bindungen hinweg (grau umrandete Bereiche). Lange
Mischzeiten (80-120 ms) ermdglichen eine quasi vollstandige Magnetisierungsaus-
breitung Uber ,,lange“ Spinsysteme (schwarz umrandete Bereiche, hier bis zu 6 Bin-
dungen).
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Exemplarisch ist das Ergebnis der kombinierten Analyse von 1D- und 2D-NMR-Spektren am Beispiel der
Olséure in TAGs von HNO im Bereich 5,(*3C) € [29,02; 29,83] ppm gezeigt (Abbildung 5.10). Dabei kann
jedem C-Atom der Olséure ein spezifischer Signalanteil, abhangig vom Substitutionsgrad und der Ketten-

position, in der FS zugeordnet werden.
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VergroRerung des spektralen Bereichs von 29,02-29,83 ppm eines *C-SEFT Spekt-
rums von HNO, gemessen bei einer *3C-Larmorfrequenz von 201 MHz, mit Zuord-
nung der Signale zu den jeweiligen C-Atomen, exemplarisch gezeigt fur die Olséure.
Die Zuordnung der Signale erfolgt mittels 2D-NMR-HSQC-, HMBC- und

HSQC-TOCSY-Experimenten.

Abbildung 5.10:

Analog zu den in Abbildung 5.10 gezeigten Ergebnissen firr Olsdure ist die kombinierte Analyse im ge-
samten spektralen Bereich des *C-Spektrums maglich. Sie wurde weiterhin fur Palmitin-, Stearin- und

Linolsdure durchgefuihrt (Tabelle 5.3).
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Tabelle 5.3: Zuordnung der funktionellen Gruppen mit Summenformel zum *C-NMR-Spektrum eines
Lebensmitteldls (Abbildung 5.7).

Symbol Funktionelle Gruppe 3:(*3C) Zu(;);jr;gng 3:(*3C) Zu(;)er:jgtsmg
Summenformel mit Position des 3C  [ppm] o [ppm] L
C-Position C-Position
@ endstandige Methylgruppe 14,123 0O:18,sn-2 14,129  S:18,sn-1,3
-CHj3 14,129 P: 16, sn-1,3
22,585 L:17 29,538 0:13,sn-1,3
22,694 0:17,sn-2 29,542  0:13,sn-2
22,704 P:15,sn-1,3 29,639 P: 7,sn-1,3
22,704  S:17,sn-1,3 29,642 S: 7,sn-1,3
29,066 O: 4,sn-2 29,673 P: 12,sn-1,3
29,102 O: 4,sn-1,3 29,674 S: 14,sn-1,3
29,129 O: 6,sn-1,3 29,677 P: 8,sn-1,3
29,133 P: 4,sn-1,3 29,681 S: 8,sn-1,3
29,134 S: 4,sn-1,3 29,702 P: 9,sn-1,3
29,147 0O: 6,sn-2 29,705 S: 9,sn-1,3
Methylengruppe 29,191 O: 5,sn-1,3 29,711  P: 10, sn-1,3
o -(CH))- 29,214 O: 5,sn-2 29,718 P: 11
2 29,287 P: 5,sn-1,3 29,718 S: 10
29,289 S: 5,sn-1,3 29,718 S: 11
29,329 0:15,sn-1,3 29,718 S: 12
29,332 0O:15,sn-2 29,718 S: 13
29,339 0:14,sn-1,3 29,735 O: 7,sn-2
29,343 0:14,sn-2 29,780 0:12,sn-2
29,357 L? 31,5637 L: 16
29,377 P: 13,sn-1,3 31,917 0O:16,sn-1,3
29,377 S: 15,sn-1,3 31,919 O: 16, sn-2
29,494 P: 6,sn-1,3 31,939 P: 14,sn-1,3
29,497 S: 6,sn-1,3 31,939 S: 16,sn-1,3
Methylengruppe in B-Position 24,854 O: 3,sn-1,3 24876 S: 3,sn-2
1) der Carbonylgruppe 24876 P: 3,sn-2 24,898 O: 3,sn-2
-OCO-CH>-CHa»-
. 27,184 0O: 8,sn-1,3 27,212 L:14
¢ A”y'gﬂ‘egﬁﬁgﬂft"ffe 27187 O: 8, sn-2 27233 0:11,sn-13
halhekahel 27,205 L: 8 27,237 0:11,sn-2
Methylengruppe in a-Position 34,042 O: 2,sn-1,3 34,066 S: 2,sn-1,3
L der Carbonylgruppe 34,066 P: 2,sn-1,3 34,213  O: 2,sn-2
-OCO-CH»-
N bis-allylische Kohlenstoffe 25,638 L:11
=CH-CH,-CH=
2 Glycerol-Gruppe in sn-1,3-Stellung 62,101
ROCH-CH(OR‘)-CH,OR 62,112
A Glycerol-Gruppe in sn-2-Stellung 68,882
ROCH,-CH(OR*)-CH,OR*
127,894 L:12,sn-2 130,036 0O: 10, sn-2
128,089 L: 10, sn-2 130,242 L:13,sn-2
I Vinylengruppe 129,696 O: 9,sn-2 172,870 0O: 1,sn-2
-CH=CH- 129,721 0O: 9,sn-1,3 173,316 P: 1,sn-1,3
129,997 L: 9,sn-2 173,316 S: 1,sn-1,3
130,026 0O:10, sn-1,3

Diese kombinierten NMR-Spektroskopie-Methoden ermdglichen durch Integration der jeweiligen Signal-
bereiche die prazise ldentifikation der Hauptbestandteile der TAGs und deren Anteile im Lebensmittelfett
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5 Molekulare Betrachtung der Olmobilitat

oder -6l. Die Messmethode lasst sich als Routinemessung zur Untersuchung der Alterungseffekte, der Scho-
koladenzusammensetzung sowie des Einflusses verschiedener Verarbeitungsparameter bei der Herstellung
nutzen.

Mit den durchgefiihrten Messungen lassen sich ungeséttigte FS in CB und HNO aufgrund ihrer spezifischen
Positionen am Glycerolmolekil differenzieren. Charakteristische chemische Verschiebungen ermdéglichen
eine exakte Zuordnung der TAGs. Fur die Analyse des Fettreifs ist der Vergleich des Spektrums mit denen
von CB und HNO nétig, um zu erfahren, ob der Fettreif eher aus Bestandteilen von CB oder HNO besteht
(Abbildung 5.11).

29I.5 | 29I.4 | 29I.3 | 29I.2 | 29I.1
5. (°C) [ppm]

Abbildung 5.11:  Uberlagerung der 3C-Spektren von CB (=), HNO (=) und Fettreif von Pralinen mit
Haselnussfiillung (=) im spektralen Bereich §.(*3C) € [29,0; 29,6] ppm. Das Fett-
reifspektrum ist dem Spektrum von CB sehr ahnlich. Die FS Palmitin- und Stearin-
séure zeigen in den Spektren von Fettreif und CB bei 29,5 ppm, 29,38 ppm und
29,29 ppm Signaturen, im HNO-Spektrum sind sie aber kaum zu sehen. Das Spekt-
rum des Fettreifs zeigt jedoch eine erhéhte Intensitat der Olsdure in sn-1,3-Position
(griin hinterlegter Bereich), die ein Hauptbestandteil in HNO-TAGs ist.

Die Analyse des Fettreifs zeigte einen nahezu gleichen Anteil an Stearinsaure, Palmitinsaure und Olsaure
sowie kleine Mengen an Linolsaure. Das Substitutionsmuster belegt, dass geséttigte FS bevorzugt an den
sn-1,3-Positionen gebunden sind, wahrend Olsaure tiberwiegend die sn-2-Position einnimmt. Eine kleine
Menge Olséure konnte zudem mit sn-1,3-Position des Glycerols nachgewiesen werden. Die Hauptbestand-
teile des Fettreifs wurden als POP, POS und SOS identifiziert, erganzt durch einen kleineren Anteil an
0O0O0. Diese Zusammensetzung entspricht weitgehend der von CB und ist konsistent mit friheren Unter-
suchungen [13, 104]. Ein signifikanter Unterschied besteht jedoch in der erhéhten Konzentration an Olséu-
reanteilen in sn-1,3-Position, was auf das Vorhandensein von OOO hinweist. Ahnliche Tendenzen wurden
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flir Linolsdure beobachtet: Wahrend Linolsdure in CB Uberwiegend an der sn-2-Position (XLX, X ist eine
beliebige FS) gebunden ist, wurden im Fettreif messhare Mengen an der sn-1,3-Pasition (LXX, LXL) de-
tektiert. Diese TAGs mit ungesattigten FS in sn-1,3-Position stammen nachweislich aus HNO, was durch
NMR-Messungen bestétigt wurde. Im Gegensatz dazu wiesen frische Schokoladenhtilsen keine signifikan-
ten Mengen ungesattigter FS an sn-1,3-Position auf, sondern entsprachen der Zusammensetzung reiner CB.
Dies belegt die Migration von TAGs mit ungeséttigten FS in sn-1,3-Position aus der Fillung durch die
Schokoladenhiilse an die Pralinenoberflache zur Fettreifbildung.

Zusétzlich wurde der Fettreif kommerzieller Schokoladen mit (Nougat) und ohne Haselnussbestandteile
(Joghurt) untersucht. Wahrend der Fettreif aus joghurthaltiger Schokolade der Zusammensetzung von CB
ahnelt, zeigte die Nougat-Schokolade einen erhéhten Gehalt an ungeséttigten FS in sn-1,3-Position, ver-
gleichbar mit dem Fettreif von Pralinen mit Haselnussfiillung. Dies weist auf eine Wechselwirkung von
HNO-Komponenten mit Fettbestandteilen aus der Schokolade an der Oberflache und die Bildung von
Mischkristallen hin. Die Fettreifbildung ist somit spezifisch fiir die jeweilige Schokoladen- und Pralinen-
zusammensetzung.

Zusammenfassend unterscheiden sich die NMR-Spektren von CB und Fettreif von nussgefillten Schoko-
ladenprodukten primér durch den OOO-Gehalt, dessen Schmelztemperatur unterhalb von Raumtemperatur
liegt und als niedrigschmelzendes TAG gilt. Dies fuhrt dazu, dass OOO ein mobiler Bestandteil ist, was
sich auch in den MRI-Signalintensitaten der Schokoladenhiilse zeigt (Kapitel 4). TAGs mit Linolsdure (z.
B. OLO, OLL oder LLL) zeigen ein &hnliches Verhalten wie OOOQ. Es konnte nachgewiesen werden, dass
TAGs mit ungesattigten FS in sn-1,3-Position aus HNO mit TAGs aus der Hulse kooperativ migrieren und
an der Oberflache des Schokoladenprodukts Mischkristalle ausbilden.

49



6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

6 Mikroskopische Betrachtung der
Olmobilitat

Die verstarkte Fettreifbildung gefullter Schokoladenprodukte ist auf die Migration des Fillungséls zurlick-
zufiihren (Kapitel 4 und 5). Es stellt sich daher die Frage, ob Ole in der Fiillung immobilisiert werden
kénnen. Die genauen Mechanismen, wie und ob Ol auf verschiedenen Zeit- und Langenskalen immobili-
siert wird, sind noch nicht vollstandig verstanden. Es wird vermutet, dass Ol auf verschiedene Arten im-
mobilisiert werden kann, etwa durch physikalischen Einschluss, Kapillarkréfte, Absorption oder Adsorp-
tion. Unter physikalischem Einschluss stellt man sich vor, dass das Ol in eine Matrix, z.B. in ein Netzwerk
aus Fettkristallen oder in eine Partikelstruktur, eingeschlossen wird. In pordsen Materialien mit sehr kleinen
Poren treten Kapillarkréfte auf, die groier werden mit abnehmender PorengréRRe. Allerdings muss dabei
auch die GroRe der Olmolekiile beriicksichtigt werden. Intermolekulare Wechselwirkungen, die polar oder
dispersiv sind, fihren zu Absorption oder Adsorption. Adsorption bedeutet, dass Molekiile (Adsorbat) sich
an der Oberflache eines Materials (Adsorbens) anlagern. Absorption hingegen ist der Prozess, bei dem
Molekiile (Absorbat) das gesamte Volumen eines Materials durchdringen, sei es ein Feststoff, eine Flus-
sigkeit oder ein Gas. Auch hier spielen polare oder dispersive Wechselwirkungen eine Rolle, abhéngig von
den Eigenschaften des Materials und des Absorbats. Auf makroskopischer L&ngenskala misst man die
Oberflachenspannung bzw. -energie eines Materials, die fiir die Haftung zwischen verschiedenen Phasen
entscheidend ist und von diesen Wechselwirkungen abhangt. TAGs, die Hauptbestandteile von Ol, haben
nur wenige polare Gruppen und ihre Oberflachenspannung ist daher vor allem dispersiv. Stimmen die Ober-
flachenenergien / -spannungen zweier Phasen miteinander tberein, kénnen diese bevorzugt aneinanderhaf-
ten.

Methoden, diese Immobilisierungsarten zu identifizieren und deren Auswirkungen auf die Olmobilitét vor-
herzusagen, erfordern eine prazise Messung der Olmobilitit. Die NMR erlaubt die Messung der Olmobilitat
auf der mikroskopischen Ebene. Die transversale NMR-Relaxation und die NMR-Diffusion sind dafiir be-
kannt, dass sie die intramolekulare Beweglichkeit bzw. die translatorische Mobilitdt messen. Die beiden
Methoden erlauben es, die Olmobilitat auf zwei verschiedenen Léngen- und Zeitskalen zu untersuchen. Die
typische Langenskala bei der transversalen Relaxation betrifft den Bereich von A bis nm, wahrend die
Zeitskala, gegeben durch die Echozeit te, im ms-Bereich liegt. Relaxationsmessungen ermdéglichen so z.B.
die Analyse von Adsorptions- und Absorptionsprozessen. Adsorbierte Molekile sind in ihrer intrinsischen
Beweglichkeit eingeschrankt und haben in der Regel kirzere T, da sie an der Oberflache gebunden sind,
wahrend fur absorbierte Molekille, die sich freier bewegen kénnen, l&ngere T» gemessen werden. Mit ge-
eigneten Experimenten lassen sich somit sowohl die Oberflacheneigenschaften als auch das ,,Eindringen*
von Molekilen in ein Material detailliert untersuchen. Bei Diffusionsmessungen ist die Zeitskala grob
durch die Diffusionszeit A gegeben, die Langenskala entspricht der mittleren freien Weglénge z, der Mo-
lekiile, die im Fall von Olen in der GréRenordnung von mehreren um auf der durch das Experiment gege-
benen Zeitskala liegt. PFG-STE Diffusionsmessungen ermdglichen es, Diffusionsarten, die in Bezug auf
das Migrationsverhalten von Fillungsélen relevant sind, zu unterscheiden (Kapitel 3.4). Durch richtige
Datenauswertung kann differenziert werden, ob Molekille als Ganzes uneingeschrénkt (freie Diffusion)
oder gehindert, wenn nicht sogar geometrisch eingeschrankt diffundieren. Ein wesentlich zu beachtender
Parameter ist A. Liegen in einer Probe keine geometrischen Hinderungen fiir diffundierende Molekiile vor,
ist der Diffusionskoeffizient unabhéngig von A. Andernfalls wird ein effektiver Diffusionskoeffizient
Desi(A) gemessen, der abhéngig von A ist. Freie Diffusion gilt dann streng genommen nur noch fiir A — 0 s.
Fir einen vollstandigen Nachweis ist es daher sinnvoll, eine Variation von A in den Diffusionsexperimenten
zu berticksichtigen.
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Nussfillungen bestehen aus einer Dispersion von Partikeln wie Saccharose, zerkleinerten oder gemahlenen
Niissen und Kakaopulver in einer quasi-kontinuierlichen Olphase (Kapitel 2.1, [14]). Aufgrund der kom-
plexeren chemischen Zusammensetzung durch hinzukommende organische Substanzen und Materialstruk-
turierung sind NMR-Signale vielféltiger als in vielen reinen Flussigkeiten, so dass die Interpretation der
Messdaten aufwendig ist. Dazukommende dipolare Wechselwirkungen haben maRgeblich Einfluss auf die
Linienbreite im *H-Spektrum (Abbildung 6.1, vgl. Kapitel 3.3.3), wodurch eine Zuordnung funktioneller
Gruppen und eine direkte Interpretation der Messdaten nahezu unméglich ist.

8. ("H) [ppm]

Abbildung 6.1: 'H-NMR-Spektren von HNO (=) und einer Nusspaste (—). Dipolare Wechselwir-
kungen flihren zu Linienverbreiterungen, sodass eine Zuordnung funktioneller Grup-
pen bei den Nusspasten kaum moglich ist (vgl. Kapitel 3.3.3).

Fir ein umfassendes Verstédndnis dieses komplexen Systems ist es zunéchst wichtig, sémtliche Teilsysteme
zu charakterisieren, die die Olmobilitat beeinflussen. Im Fall der Nusspasten bedeutet dies, zunéchst die
Mobilitat des migrierenden Ols zu untersuchen sowie die Auswirkungen von die Mobilitat beeinflussenden
Strukturen zu quantifizieren, um sich schrittweise den komplexen ,,natlrlichen* Systemen in der Nusspaste
zu nahern. NMR-Parameter miissen dahingegen optimiert werden, dass te zur Untersuchung eher feststof-
fartiger Stoffe verkiirzt und die Diffusionszeit A, die Gradientendauer 6 und die Gradientenamplitude g
vergroRert werden. Um Diffusionskoeffizienten oder Relaxationsraten und damit auch Qualitatsparameter
flr die untersuchten Systeme zu erhalten, ist in einem néchsten Schritt eine Datenreduktion bzw. Model-
lierung der erhaltenen Messsignale unerldsslich. Es gibt eine Vielzahl an Methoden zur Modellierung oder
zur numerischen Analyse, um aus den Diffusions- bzw. Relaxationsmessdaten eine représentative und be-
lastbare Messgrofie abzuleiten. Modellierungsansétze flir verschiedene Arten der mikroskopischen Mobi-
litat werden in den né&chsten Kapiteln anhand von Modellsystemen und realen Lebensmittelsystemen vor-
gestellt. Die Strategie zur Datenreduktion durch die Anwendung von Modellierungsfunktionen erfordert
bei spektral aufgeltsten Messungen die Berechnung von Signalintegralen der zu analysierenden funktio-
nellen Gruppen. Da bei den untersuchten Proben breite Linien vorliegen, werden in jedem Unterkapitel die
Integrationsbereiche angegeben.

6.1 Mobilitdt der migrierenden Komponente

Bei Nusspasten besteht die migrierende Komponente aus bei Raumtemperatur flissigen Lebensmittel6lbe-
standteilen wie niedrigschmelzenden TAGs (Kapitel 5). Migrierende Olbestandteile kommen entweder aus
dem in Niissen enthaltenen Nussol oder werden als Zutat in Form eines fliissigen Ols bei der Herstellung
zur Erreichung einer pastenartigen Konsistenz hinzugefugt. Ob ein TAG niedrigschmelzend ist, wird von
der FS-Zusammensetzung und deren chemischer Struktur bestimmt (vgl. Kapitel 5). Die an das Glycerol-
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molekill gebundenen FS unterscheiden sich in Kettenlange und funktionellen Gruppen. Niedrigschmel-
zende TAGs enthalten haufig einen hohen Anteil an ungesattigten FS und / oder kurz- und mittelkettigen
FS. Da Lebensmitteldle aus einer Vielzahl von TAGs bestehen, ist das Schmelzverhalten durch die Mi-
schungszusammensetzung bestimmt. Im Folgenden werden am Beispiel von HNO mit einem hohen Anteil
an niedrigschmelzenden TAGs die Mdglichkeiten der NMR-Relaxation und Diffusion zur Quantifizierung
der mikroskopischen Olmobilitat in Lebensmittel6len vorgestellt. Die NMR-Experimente (Tabelle 6.1)
wurden mit einem 400 MHz-Spektrometer (Avance Neo WB ultrashield, Bruker BioSpin GmbH & Co.
KG, Deutschland) und der Software Topspin 4.1.1 durchgefiihrt. Das Gerat war mit einem 5-mm-DiffBB
Probenkopf ausgestattet.

Tabelle 6.1: Experimentelle Parameter fir NMR-Relaxations- und Diffusionsmessungen an
Lebensmittel6len bei 400 MHz.

Pulssequenz CPMG PFG-STE
Anzahl an Scans Nav [-] 8 8
Spektrale Breite SW [ppm] 20 18
Datenpunkte [-] 16k 32k
Wiederholzeit tr [s] 2 2,42
Echozeit . [ms] 0,024 -
Anzahl der Inkremente [-] 32 32
Diffusionszeit A [s] - [0,0056; 0,4]
Gradientendauer 6 [ms] - [1;2,1]
Gradientenamplitude g [Tm?] - [0,01; 14]
Temperatur T K] [298; 353] [298; 353]
Messzeit [min] 17 [16; 17]

6.1.1 Transversale Relaxation von Lebensmitteldlen

Je nach Position und Nachbarn im TAG haben funktionelle Gruppen unterschiedliche molekdlintrinsische
Beweglichkeiten. Quantitativ wird die intrinsische Beweglichkeit im Hochfeld durch spektral aufgeldste
'H-T»-Relaxation gemessen. Indem man das Signal entweder Uiber das gesamte Spektrum oder (iber einzelne
Bereiche integriert, erhdlt man die transversale Relaxation des gesamten Spinsystems oder der jeweiligen
funktionellen Gruppe (Abbildung 6.2 a und b). Das *H-Spektrum von Lebensmitteldlen wird hauptséachlich
durch CHz- und CHs-Gruppen dominiert. *H-R; spiegelt hauptsachlich fluktuierende homonukleare dipo-
lare *H-Wechselwirkungen wider, die durch die intramolekulare Mobilitét, beispielsweise durch die Rota-
tionsfreiheitsgrade der funktionellen Gruppen, verursacht werden. Die Beweglichkeit von CHs-Gruppen
am Ende einer FS-Kette im TAG ist groRer als die der CH,-Kettenmethylene, was in einem tendenziell
schnelleren Signalzerfall der CH.-Gruppe resultiert. Folglich ist die transversale Relaxation fir jede funk-
tionelle Gruppe spezifisch. Deshalb kénnen Lebensmitteldle in ihrer Vielfalt an funktionellen Gruppen und
Kettenldngen der FS nicht als einfache Spinsysteme betrachtet werden und die Daten physikalisch nicht
ausreichend mit durch die Bloch-Gleichungen motivierten exponentiellen Zerfallsfunktionen (Kapitel
3.3.2, Gleichung 3.13) modelliert werden. Eine Vielzahl von Modellierungsansétzen beschreibt Signalzer-
falle solcher Stoffsysteme physikalisch naheliegender - wie z. B. Summen von Exponentialfunktionen, die
inverse Laplace-Transformation (ILT) oder diskrete Verteilungen von R,. Der Ansatz der Gamma-Vertei-
lung verwendet diskrete, mathematisch gut beschriebene Verteilungen und eignet sich bei Messungen an
Multikomponentenmischungen wie Lebensmittelélen mit meist undefinierten Kettenldngenverteilungen
von Kohlenwasserstoffen und verschiedenen funktionellen Gruppen. Die Anwendung auf Signalzerfélle
resultiert in einer Datenreduktion auf zwei KenngréRen der Verteilung von Ry: eine mittlere Relaxationsrate
<R>> und eine Verteilungsbreite o [105].
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In der logarithmischen Darstellung weist zudem der Signalzerfall der CH,-Gruppen im Vergleich zu dem
der CH3-Gruppen eine groRere Krimmung auf (Abbildung 6.2 ¢ und d).
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Abbildung 6.2: a) Das *H-Spektrum von HNO ist dominiert von CH,- (A) und CHs- (@) Gruppen.
b) Die intrinsische Beweglichkeit der CH.- und CHs-Gruppen unterscheidet sich, die
integral (M) gemessene Beweglichkeit ist ein Indikator fir das Verhéltnis an
CHs- und CHs-Gruppen, was aus den Signalzerféallen einer CPMG-Messung zu ent-
nehmen ist. c) Der CH»-Signalzerfall 18sst sich mit einer monoexponentiellen Zer-
fallsfunktion (--=, Gleichung 3.13) und einer monomodalen Gamma-Verteilung (-,
Gleichung 6.1) nicht gut beschreiben. Mit einer biexponentiellen Zerfallsfunktion
(==) oder bimodalen Gamma-Verteilung (—, Gleichung 6.2) ist eine gute Beschrei-
bung der Messdaten mdglich, wobei mit einer bimodalen Gamma-Verteilung ein
groReres BestimmtheitsmaR erreicht wird (Rs? > 0,999). d) Der CHs-Signalzerfall
lasst sich dagegen gut mit einer monoexponentiellen Zerfallsfunktion oder monomo-
dalen Gamma-Verteilung beschreiben, wobei mit letzterer ein groReres Be-
stimmtheitsmaR erreicht wird (Rg? > 0,999). Die Modellierungsansétze berticksich-
tigen die Tatsache, dass CH,-Gruppen je nach Position im Molekil unterschiedlich
relaxieren.

Waéhrend zur Beschreibung der transversalen Relaxation der CHs-Gruppen eine monomodale Verteilung
mit <R,> = 3,45 s geniigt, werden die Messpunkte der CH,-Gruppen durch eine Erweiterung der Funktion
zu einer bimodalen Verteilung besser beschrieben, was sich in kleineren Residuen und sehr guten Be-
stimmtheitsmafen Rg? > 0,999 zeigt. Aus der Modellierung ergeben sich dann die mittleren Relaxationsra-
ten <R21> und <Rj»>, die Verteilungsbreiten 61 und o2 sowie die Anteile am Signalzerfall A; und A..
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Die bimodale Verteilung beriicksichtigt die unterschiedlichen Beweglichkeiten der CH2-Gruppen mit ei-
nem groReren Anteil A; = 0,96 an schneller relaxierenden CH,-Gruppen <R1> = 9,91 s in einem Ketten-
segment in einer FS und einem kleineren Anteil A2 = 1-A; = 0,04 an langsamer relaxierenden CH2-Gruppen
<Rz:> = 3,73 st z.B. in der Nahe von CHs-Gruppen am Kettenende.
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Je nach Kettenlange und funktionellen Gruppen variieren diese Anteile an schneller und langsamer relaxie-
renden Fraktionen. Eine Gesamtheit der intrinsischen Beweglichkeit in einem Ol liefert das integral gemes-
sene Signal. Langsamer relaxierende Fraktionen sind ein Indikator fiir niedrigschmelzende TAGs in der
Probe, wohingegen schnellere integrale Relaxation furr eher hochschmelzende TAGs spricht.

Die transversale Relaxation von Olen ist zudem temperaturabhangig (Abbildung 6.3).
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Abbildung 6.3: a) -CH,- CPMG-Magnetisierungszerfille (te = 0,01 s) von HNO auf einer logarith-

54

mischen Skala als Funktion der Temperatur T: 298 K (H), 303 K (@), 308 K (A),
313K (V),318 K (¢),323 K (),328 K (), 333 K (®), 338 K (%), 343 K (®),
348 K (@), 353 K (X). b) Die Magnetisierungszerfalle werden durch eine bimodale
Gamma-Verteilungsfunktion (—) bis zum Rauschniveau beschrieben, beispielhaft
fir T =343 K. Die monomodale Gamma-Verteilungsfunktion () beschreibt die
Daten nicht gut. Die Modellierung durch die bimodale Gamma-Verteilung fuhrt zu
C) <R21> €[7; 11] s (M) und <Rz2> € [2; 4] s’ (™) mit den entsprechenden Vertei-
lungsbreiten og1 und cg2 (senkrechte Linien) sowie zu d) A; (M) im Bereich
[0,75; 0,977 und A2 =1 - A; € [0,25; 0,03] (™). <R2;> nehmen mit T ab.
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Eine bimodale Gamma-Verteilung ist weiterhin nétig, um die transversalen CPMG-Signalzerfélle Uber ei-
nen grofRen Temperaturbereich T € [298; 353] K zu modellieren. Mit steigender Temperatur nimmt <Rz;>
ab (vgl. Kapitel 3.3.3). A; entsprechend <Rz1> € [7; 11] s* liegt im Bereich A; € [0,75; 0,97], wahrend
Az € [0,03; 0,25] der Anteil der langsamer relaxierenden Fraktion mit <Rz2> € [2; 4] st ist. Die Anteile an
schneller und langsamer relaxierenden Fraktionen &ndern sich zudem mit T. Mit groRerer Temperatur
nimmt der Anteil an langsamer relaxierenden Komponenten zu, die intrinsische Molekiilbeweglichkeit wird
groRer.

Die transversale Relaxation und ihre Temperaturabhéngigkeit sind ein Indikator fur den Aggregatzustand
der Ole und fiir die Einteilung in bei Raumtemperatur eher feste oder fliissige Ole, was sich wiederum auf
die translatorische Diffusion (Kapitel 6.1.2) auswirkt. Als Folge gibt die transversale Relaxation Hinweise
darauf, ob ein Lebensmitteldl eher zur Migration neigt oder nicht. Dies hangt eng mit den physikalischen
Eigenschaften des Ols und der molekiilinternen Beweglichkeit zusammen, die in R, reflektiert wird. Ein Ol
mit einem kleinen R; deutet auf eine grofRe molekulare Mobilitat hin. Diese grofle Mobilitat korreliert oft
mit der Diffusion und mit dieser die Neigung zur Migration. Ein Ol mit einem groBen R; zeigt kleinere
intrinsische Fluktuationen bzw. Beweglichkeiten im flr R, wichtigen Zeitbereich und migriert daher weni-
ger. Veranderungen in Rz kénnen Hinweise darauf geben, ob sich die Migrationseigenschaften eines Ols
verdndern.

6.1.2 Diffusion von Lebensmitteldlen

Bei der Messung der Diffusion betrachtet man die translatorische Bewegung ganzer Molekule. Im Gegen-
satz zu Relaxationsmessungen macht es hier keinen Unterschied, welche funktionelle Gruppen eines Mo-
lekils untersucht werden — die Diffusionseigenschaften sind flir das gesamte Molekdl gleich. In einer halb-
logarithmischen Darstellung zeigt der Signalzerfall einer Diffusionsmessung von HNO Uber den gesamten
Temperaturbereich T € [298; 353] K eine nahezu lineare Abhdngigkeit (Abbildung 6.4 a).

a) b)
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Abbildung 6.4: a) Normierte -CH,-PFG-STE-Magnetisierungszerfalle fir HNO bei A = 0,01 s und
T € [298; 353] K (gleiche Symbole wie in Abbildung 6.3 a). b) Eine Modellierung
mit der monomodalen Gamma-Verteilung beschreibt die Daten gut und ergibt mit T
steigende <D>.

Dies &hnelt dem Verhalten eines einfachen Spinsystems mit freier Diffusion, das durch die Stejskal-Tanner-
Gleichung (Kapitel 3.4, Gleichung 3.22) beschrieben wird. Da Ole aus einer Mischung von TAGs bestehen,
deren MolekiilgrdRen, Polaritit und Konformation je nach FS-Zusammensetzung variieren, ist es sinnvoll,
ein Modell zu verwenden, das diese GréRen- und Eigenschaftsverteilungen beriicksichtigt. Ein solches Mo-
dell ist die Gamma-Verteilung [106, 107].
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6.3

Die ZielgroRRen dieser Modellierung sind der mittlere Diffusionskoeffizient <D> und die zugehdrige Ver-
teilungsbreite cc. Sind z.B. die MolekiilgroRen in einem Gemisch sehr unterschiedlich, ist o groBer. Fir
HNO kann der Diffusionskoeffizient tiber den gesamten Temperaturbereich T € [298; 353] K durch eine
monomodale Gamma-Verteilung beschrieben werden (Abbildung 6.4 b).

Mit steigender Temperatur nimmt der Diffusionskoeffizient zu, da die Brown’sche Molekularbewegung
durch die héhere thermische Energie schneller wird. Der lineare Zusammenhang zwischen <D> und T, wie
er in der Stokes-Einstein-Gleichung (Gleichung 6.4) gegeben ist, wurde jedoch nicht gemessen.

__ke T 6.4

6 Tt n . Th
rn stellt hier den effektiven hydrodynamischen Radius eines Molekils dar, n die dynamische Viskositét.
Der Unterschied zwischen den tatsachlich gemessenen Daten und dem erwarteten Verlauf erklért sich durch
die Annahmen der Stokes-Einstein-Gleichung. Obwohl HNO als Reinstoff gilt, besteht es aus verschiede-
nen Molekiilen unterschiedlicher Lange und Molekulargewicht. Zudem wurden die Messungen in unver-
dinntem HNO durchgeflhrt, sodass nicht — wie der Stokes-Einstein-Gleichung zugrundegelegt ist — ein
einzelnes Molekdl in unendlicher Verdinnung betrachtet wurde. Des Weiteren spielen Konvektionsein-
flisse bei héheren Temperaturen (T > 298 K) wegen Temperaturgradienten entlang des NMR-R6hrchens
eine grolRere Rolle. Der Einfluss der Konvektion zeigt sich durch eine Zunahme von <D> mit A (Abbildung
6.5 a). Der Konvektionsbeitrag zur Diffusion flihrt dazu, dass streng genommen ein effektiver Diffusions-
koeffizient gemessen wird. Der Einfluss der Konvektion kann durch Riickextrapolation zu A — 0 s redu-
ziert werden (Abbildung 6.5 b). Die T-Abhéngigkeit des Diffusionskoeffizienten néhert sich dadurch eher
dem erwarteten Verhalten nach Stokes-Einstein.

a) b)
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v v R
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Als] TIK]
Abbildung 6.5: a) <D> und og von HNO in Abhéngigkeit von A fir T =298 K (H), 308 K (A),

318 K (%), 328 K (") und 338 K (%). Fur T > 298 K nimmt <D> mit steigendem
A zu. Dieses Verhalten deutet auf Konvektion hin, die durch Temperaturgradienten
in der Probe verursacht wird und vor allem bei hdheren Temperaturen auftritt. Eine
Rickextrapolation von <D> auf <Do> bei A = 0 s reduziert den Effekt der Konvek-
tion. b) <Do> (M) steigt weniger mit T an als <D> (H).

Neben HNO wurden zum Vergleich Messungen an fiir die Nusspastenherstellung weiteren relevanten Le-
bensmitteldlen wie CNO mit TAGs mittlerer Kettenlange (MCT-CNO), Erdnussol (PNO), RSO, SFO, AO
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und Cashewsl (CO) bei T =294 K durchgefiihrt. Die Ole unterscheiden sich vor allem hinsichtlich ihrer
FS-Zusammensetzung (Tabelle 6.2).

Tabelle 6.2: FS-Zusammensetzung der TAGs verschiedener Lebensmitteldle: MCT-CNO, SFO, AO, RSO,

CO, HNO und PNO, gemessen von H. Schacht (Fraunhofer IVV, Friesing) mittels Gaschromatographie.

MCT-

FS CNO SFO AO RSO Cco HNO PNO
C8:.0 582+04 00+00 00+00 00+00 0000 00+00 00%£0,0
C10:0 383+04 00+00 00+00 00+00 00%x00 00+x00 00+£0,0
C12:0 35+00 10+00 00+00 14+01 00+x00 00%£00 22%0,2
C16:0 00+00 60+00 69+01 49+02 90+02 58+02 7,0+0,1
C18:0 0,0+0,0 3,700 1,7+0,1 16+£02 72+01 23+005 1,700
Ci8:1 00+00 361+02 614+03 61,7+10 63,0+09 788+11 709+03
Ci18:2 0,0+0,0 496+01 263+0,2 198+03 162+04 96%0,1 147%0,0
Ci18:3 00+00 00+00 00x00 78+£01 0000 00£00 02%0,2
C22:0 00+00 03+04 00x00 11+04 0000 00£00 09%0,0
andere 0,0+0,0 3,4+0,3 3,7+0,7 14+04 47+1,6 35+15 24+0,0

<D> ist fiir alle untersuchten Ole iiber A konstant, was typisch fiir die freie Diffusion in einer Fliissigkeit
ist, und liegt bei T =294 K im Bereich <D> ¢ [0,8; 2,6] - 10! m?s (Abbildung 6.6 a). Markant ist, dass
MCT-CNO eine deutlich schnellere Diffusion als alle anderen Ole zeigt. Besonders auffallend wird der
Unterschied bei Betrachtung der mittleren freien Weglange zn, berechnet nach Gleichung 3.20 (Abbildung
6.6 b).
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Abbildung 6.6: a) <D>und o (senkrechte Linien) und b) zm, als Funktion von A fiir die Ole MCT-

CNO (9€), AO (V), SFO (@), RSO (P),CO (®), HNO (m), PNO () bei
T =294 K. <D> der Ole ist in A konstant. MCT-CNO zeigt eine deutlich schnellere
Diffusion als die anderen Ole, was sich auch in zy widerspiegelt.

Fir MCT-CNO ist zy, doppelt so groR wie bei anderen Olen. Dieses Ol neigt also zu schnellerer Migration.
Zuriickzufuhren ist dies auf den hohen Gehalt an mittelkettigen (Cs-C12) und zudem gesattigten FS (Tabelle
6.2). Die Diffusion von Lebensmitteldlen verschiedenen Ursprungs unterscheidet sich demnach aufgrund
unterschiedlicher MolekiilgréRe der TAGs als Folge der FS-Zusammensetzung und der Anzahl an Doppel-
bindungen. Beispielsweise unterscheidet sich das durchschnittliche Molekulargewicht der TAGs in MCT -
Ol mit 500-600 gmol* deutlich vom durchschnittlichen Molekulargewicht der TAGs der anderen Ole mit
Werten von 800-920 gmol* [108-110].

Der Einfluss der MolekulgroRe auf die Diffusion muss auch berticksichtigt werden, wenn es in einem Her-
stellungsprozess von Nusspasten um die Entscheidung geht, natives oder raffiniertes Ol zu verwenden.
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Natives Ol enthilt neben TAGs mehr Minorkomponenten mit kleinem Molekulargewicht wie FFS, Phos-
pholipide oder fettlosliche Vitamine als raffiniertes Ol. Daher ist die mittlere Diffusion in nativem Ol
schneller als in raffiniertem Ol, was sich auch auf die makroskopische Olmobilitat auswirkt. Schon bei der
Aufstellung der Rezeptur kann also bereits durch Wahl einer geeigneten kontinuierlichen Olphase der
Nusspaste Einfluss auf die Olmobilitat genommen werden.

6.2 Gehinderte Mobilitat in Oleogelen

Um die Mobilitdt von Lebensmitteldlen in Nusspasten oder -flllungen zu reduzieren, werden gerne
(halb)feste Fette wie PO und CB eingesetzt. Bei Raumtemperatur (halb)feste Fette enthalten im Vergleich
zu Lebensmitteldlen einen groRen Anteil an hochschmelzenden TAGs (vgl. Kapitel 5). Hochschmelzende
TAGs bilden bei Raumtemperatur kristalline Strukturen, die ein Netzwerk bilden und niedriger schmel-
zende TAGs in ihrer Bewegung einschranken [111]. Diese hochschmelzenden TAGs haben jedoch einen
hohen Anteil geséttigter FS, die bei UberméaRigem Konsum gesundheitlich bedenklich sind, da sie ein er-
héhtes Risiko fiir Herz-Kreislauf- und koronare Herzkrankheiten darstellen [112-114]. Eine Reduktion von
geséttigten FS ist deshalb geboten, verschlechtert jedoch in der Regel Geschmack und Mundgefiihl. Die
Oleogelierung, eine alternative Strukturierungstechnologie, kénnte ein Weg sein, fliissige Ole zu immobi-
lisieren und moéglicherweise zu verhindern, dass mobilere niedrigschmelzende TAGs migrieren. Die be-
schriebenen NMR-Methoden wurden genutzt, um den Einfluss von diesen temperaturempfindlichen
(halb)festen Strukturen auf die Olmobilitit von fliissigen Lebensmitteldlen zu untersuchen.

Ein Oleogel kann als ein System beschrieben werden, bei dem die physikalischen Eigenschaften des Ols
durch Prozesstechnologie und Organogelatoren (z.B. Wachsen, MDG oder Phospholipiden) ohne chemi-
sche Modifikation verdndert werden [115-121]. Makroskopisch betrachtet entstehen strukturierte, feststof-
fahnliche Materialien, in denen eine groRe Menge fliissigen Ols in ein thermoreversibles, dreidimensionales
Gelnetzwerk eingebunden wird (Abbildung 6.7).

a)

Abbildung 6.7: Polarisationslichtmikroskopische und Rasterelektronenmikroskop (REM)-Bilder
zeigen Strukturen in Oleogelen, die durch Gelatormolekiile auf verschiedenen Lén-
genskalen gebildet werden. SFSW bildet nadelférmige Strukturen (a) und b) [24]),
wéhrend MDG rosettenartige Strukturen zeigt (c) und d) [122, 123]).
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Der Mechanismus und das Ausmal} der Gelierung hdngen vom Gelator ab. Vor allem Wachse sind effizi-
ente Organogelatoren, da sie bereits in niedrigen Konzentrationen zwischen 1 und 4 % ww stabile Gele
bilden kénnen [119]. In Oleogelen bilden viele Wachse wie Sonnenblumenkernwachs (SFSW) [24, 122,
124] oder Reiskleiewachs [125] nadelartige Strukturen, wéhrend MDG-KTristalle [123] rosettenartige Struk-
turen zeigen. Diese Strukturen erstrecken sich iber mehrere Langenskalen. Die priméren Nanostrukturen,
die durch die Gelatormolekiile geformt werden, lagern sich zu gréReren Netzwerken zusammen, die sich
Uber Dimensionen von 1-10 um bis hin zu Aggregaten in der GréRenordnung von 100 pum erstrecken [117,
123, 126].

Hypothese war, dass die Oleogelierung Olmolekiile durch physikalischen Einschluss immobilisiert und
folglich die Olmigration verhindert. Transversale Relaxation und Diffusion wurden genutzt, um die Olmo-
bilitat in Oleogelen auf zwei verschiedenen L&ngen- und Zeitskalen zu untersuchen und ein tieferes Ver-
standnis fiir die Immobilisierung von Olen in Oleogelen bzw. den Zustand der Ole in dispersen Materialien
zu gewinnen. Oleogele auf Basis von SFSW wurden mit Oleogelen auf Basis von MDG wahrend der Mas-
terarbeit von L. Eymann [127, 128] verglichen. Als kontinuierliche Phase wurde HNO gewahlt. Die Oleo-
gele wurden von H. Schacht (Fraunhofer IVV, Freising) hergestellt und zur Verfligung gestellt. Die zu
klarenden Fragestellungen konzentrierten sich auf folgende Aspekte:

o Immobilisierung des Ols: Findet in den Systemen tatsachlich eine Immobilisierung des Ols statt,
und falls ja, auf welche Weise?

Einfluss von Gelatorart und -konzentration: Welche Auswirkungen haben die Variation der Ge-
latorart und -konzentration auf das System?

Olmobilitat wahrend des Phaseniibergangs: Wie verandert sich die Olmobilitat im Verlauf eines
Phasenlibergangs?

Systemverhalten bei Instabilitat: Wie verhdlt sich das System, wenn es instabil wird oder der tem-
peraturempfindliche Gelator schmilzt?

Separierbarkeit von NMR-Signalen: Kénnen Signale bzw. Anteile im NMR-Signal separiert wer-
den, wenn nur ein Teil des Ols immobilisiert wird?

Phaseniibergédnge und Temperaturdnderungen: Koénnen mit NMR erganzende Informationen
Uber Phaseniibergange bei Temperaturdnderungen in Oleogelen gewonnen werden?

Um die Olmobilitat in den temperaturempfindlichen Modellsystemen zu untersuchen, wurde die Messtem-
peratur T in 5 K-Schritten zwischen 298 K und 358 K variiert. Folgende Experimente wurden durchgefihrt:
'H-FID fiir die Spektroskopie, PFG-STE-NMR fir die Diffusion und CPMG fiir die transversale Relaxation
(Tabelle 6.3).

Tabelle 6.3: Akquisitionsparameter fir die 'H-NMR-Experimente zur Untersuchung des Einflusses
(halb)fester Strukturen auf die Olmobilitit in Oleogelen bei 400 MHz.

Pulssequenz zg CPMG PFG-STE
Anzahl an Scans Nav [-1 16 8 8
Spektrale Breite SW [ppm] 20 20 18
Datenpunkte [-1 16k 16k 32k
Wiederholzeit tr [s] 5 2,42 2,42
Echozeit t. [ms] - 0,01 -
Anzahl der Inkremente [-] - 32 32
Diffusionszeit A [s] - - [0,0056; 0,4]
Gradientendauer & [ms] - - [2;2,7]
Gradientenamplitude g [Tm?] - - [0,77; 15,49]
Temperatur T [K] [298; 353] [298; 353] [298; 353]
Messzeit [min] 1 17 [16; 17]

59



6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

Da die beiden NMR-Methoden Diffusometrie und Relaxation komplementére Einblicke in die Mobilitat
von HNO in Oleogelen ermdglichen, war es notwendig, auch die Eigenschaften der Einzelkomponenten
der Oleogele zu analysieren. Aus diesem Grund wurden zusatzlich zu HNO (Kapitel 6.1) die beiden Roh-
stoffe MDG und SFSW vorab eingehend untersucht.

6.2.1 Charakterisierung der Gelatoren

Ein bei Raumtemperatur (T = 293 K) gemessenes *H-NMR-Spektrum der fiir die Oleogele verwendeten
Rohstoffe SFSW und MDG zeigt im Vergleich zum Spektrum von HNO einen feststoffartigen Charakter
(Abbildung 6.8). Die Linienbreite ist aufgrund der dipolaren Kopplungen grof (vgl. Kapitel 3.3.3), sodass
funktionelle Gruppen nicht eindeutig zugeordnet werden kdnnen.

4 2 0 -2 -4
8. ("H) [ppm]

Abbildung 6.8: 'H-NMR-Spektren von HNO (=), SFSW (=) und MDG (=) bei T =293 K. Das
Spektrum des HNO zeigt den Charakter einer Flissigkeit, wohingegen Spektren von
SFSW und MDG denen von Feststoffen &hneln.

0 -
o]

10

Eine chemische Strukturaufklarung Gber ein *H-Spektrum ist bei Temperaturen oberhalb der Schmelz-
punkte der Gelatoren mdglich, wobei charakteristische Peaks der Gelatoren von denen des HNO verschie-
den sind (8:(*H) € [3,3; 5,3] ppm, gemessen bei 400 MHz, Abbildung 6.9 b und c). Wie bei HNO geht aus
den Spektren der geschmolzenen Gelatoren hervor, dass diese von einem markanten Signal dominiert wer-
den - dem der CH,-Gruppe bei ¢ = 1,3 ppm (Abbildung 6.9).
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Abbildung 6.9: a): 'H-NMR-Spektren von HNO (=), SFSW (—) und MDG (=) bei T > 353 K. Alle
Spektren werden von Peak 2 dominiert, der den -CH»-Gruppen zugeordnet wird. Die
VergréRerungen zeigen die charakteristischen *H-Linien der Gelatoren b) SFSW und
c) MDG. Die *H-Signale bei 3,3-5,3 ppm sind Glycerol-Gruppen in sn-1,2,3-Stel-
lung und anderen Hydroxygruppen zuzuordnen.

Ein erster Ansatz war, lediglich den fir alle Stoffsysteme dominierenden CH>-Peak auszuwerten. Daraus
ergibt sich eine zweidimensionale Darstellung, bei der die Signalintensitat S nur noch eine Funktion der
Experimentparameter n-t fiir Relaxationsmessungen oder g bzw. g2 fur Diffusionsmessungen ist.

Transversale Relaxation der Gelatoren

Die Untersuchungen haben gezeigt, dass bereits fur den Rohstoff HNO eine bimodale Verteilung zur Be-
schreibung der CPMG-Signalzerfélle notwendig ist (Kapitel 6.1.1), was diese VVorgehensweise auch fur
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Gelatoren und Oleogele nahelegt. Die CPMG-Signalzerfalle von SFSW (Abbildung 6.10 a) und MDG (Ab-
bildung 6.10 b) unterscheiden sich signifikant von denen des HNO (Kapitel 6.1.1, Abbildung 6.3 a). Wah-
rend sich So(*H) von HNO fiir T € [298; 353] K nicht signifikant andert, nimmt So mit T fir beide Gelatoren
zu: So(*H, 298 K) = 10* a.u., So(*H, 353 K) = 10° a.u. bei gleichen Messparametern. Beispielsweise ist So
der Gelatoren um den Faktor 10* kleiner als bei T = 343 K, was den festkorperahnlichen Charakter der
Gelatoren bei Raumtemperatur bestétigt. So nimmt mit T aufgrund der schnelleren molekularen Fluktuati-
onen zu, die sich im Schmelzverhalten widerspiegeln. Dariiber hinaus deutet die Verénderung der Signal-
zerfallsform auf den Fest-Flussig-Phasenlbergang hin.

b)

SFSW MDG

S[a.u.]

00 05 10 15 20 25 30 35 40 00 05 10 15 20 25 30 35 40
n-t, [8] n-t, [8]

Abbildung 6.10:  -CH2- CPMG-Magnetisierungszerfalle (te = 0,01 s) von a) SFSW und b) MDG fiir
T € [298; 353] K (gleiche Symbole wie in Abbildung 6.3 a). So nimmt mit T zu, und
die Form des Zerfalls &ndert sich, was auf die thermodynamischen Phaseniibergénge
zwischen festen und flussigen Phasen hinweist.

Wahrend MDG eine monotone Abnahme von <R;i>im Temperaturbereich von 298-333 K (Erhitzen) zeigt,
sind <R2;i> von SFSW bis T = 323 K nahezu konstant und nehmen erst bei htheren Temperaturen ab, bis
sie bei T = 343 K ein Plateau erreichen (Abbildung 6.11).
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Abbildung 6.11:

a) + ¢) <R21> (vollstandig gefullte Symbole) und <R .> (halb gefiillte Symbole) und
die Verteilungsbreiten og,, aufgetragen als vertikale Linien, sowie b) + d) zugeho-
rige Amplituden als Funktion von T fir die Erwarmung (dunklere Farbe) und Ab-
kiihlung (hellere Farbe) von SFSW (oben) und MDG (unten). Die Parameter flr
SFSW sind bei T < 323 K nahezu konstant, wahrend die Parameter fiir MDG bei
T € [298; 333] K monoton abnehmen. Die Hysterese zwischen Erwérmung und Ab-
kiihlung ist bei MDG stérker ausgepragt als bei SFSW.

Daraus ist zu schlieRen, dass der Temperaturbereich des Phasenubergangs von MDG gréfRer ist als von
SFSW. Zurickzufiihren ist dies vermutlich auf die Morphologie von MDG und SFSW im festen Zustand

[117]. MDG sind am

phiphile Molekiile, die aus einem Glycerol-Riickgrat bestehen, das mit ein oder zwei

FS verestert ist (Abbildung 6.12 a und b). Diese chemische Struktur verleint MDG eine besondere Flexibi-
litat bei der Kristallisation. MDG bilden polymorphe Kristallstrukturen (z.B. a-, f'- und B-Phasen), die sich
durch ihre Stabilitat und Anordnung der Molekiile unterscheiden. Die Kristallformen haben unterschiedli-
che Schmelzpunkte, die zu einem graduellen und breiten Temperaturbereich des integral beobachteten Pha-
seniibergangs beitragen. SFSW besteht dagegen hauptsachlich aus langen aliphatischen Ketten (Czs—Cuas),
die als Wachsester vorliegen (Abbildung 6.12 c) [129]. Diese Ester setzen sich aus langkettigen, aliphati-
schen, primdren Alkoholen, den Fettalkoholen, zusammen, die mit FS verestert sind. Diese chemische Zu-
sammensetzung verleiht SFSW eine hydrophobe Natur und eine hohe Kristallisationsfahigkeit, was zur
Bildung robuster und stabiler Netzwerke flhrt.
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a) b)

c)

Abbildung 6.12:  Vereinfachte Strukturformel von a) Monoacylglycerol und b) Diacylglycerol, beste-
hend aus einer oder zwei FS (RY), die mit einem Glycerolmolekiil verestert sind sowie
c) dem Wachsester Behenséurebehenylester (CasHgsO2), der in grofer Menge in
SFSW vorhanden ist. Im Gegensatz zum hydrophoben Wachsester enthalten Mo-
noacylglycerole und Diacylglycerole neben langen Kohlenwasserstoffketten Hydro-
xygruppen und sind deshalb amphiphil.

Im Vergleich zu MDG ist der Polymorphismus von SFSW weniger ausgeprégt. Die kristallinen Strukturen
von SFSW sind relativ einheitlich, da die langen, unverzweigten Ketten eine konsistente molekulare Pa-
ckung fordern. Abhéngig von der Kiihlrate und den Bedingungen des Systems konnen die Gelatoren unter-
schiedliche Kristallformen annehmen, was sich in unterschiedlichen <R»,i> vor und nach einem Tempera-
turzyklus des Erhitzens und Abkuhlens bemerkbar macht. Die strukturellen Veranderungen in den Proben
(Schmelzen / Kristallisieren, Erstarren) induzieren eine Hysterese. Sie ist bei MDG ausgeprégter als bei
SFSW.

Diffusion der Gelatoren

Die normierten Signalzerfélle in der PFG-STE-NMR (Abbildung 6.13) spiegeln die translatorische Mobi-
litdt in SFSW und MDG als Funktion von T wider.

SFSW,|
50 60 0 10 20

MDG

T T T T

50 60

=
o
£

106+ w x x :
0 10 20 30 40 30 40
q2 [1012 m-2] q2 [1012 m-2]
Abbildung 6.13:  Normierte -CH2- PFG-STE-Magnetisierungszerfélle fir a) SFSW und b) MDG bei
A=0,12sund T € [298; 353] K (gleiche Symbole wie in Abbildung 6.3 a). Eine mo-

nomodale Gamma-Verteilung (Gleichung 6.3) beschreibt die Zerfélle gut.

Das relativ kleine Signal der Gelatoren als Festkdrper (T < 323 K) zeigt im Vergleich zu HNO (Kapitel
6.1.2, Abbildung 6.4 a) einen weniger ausgepragten Zerfall Gber g2, wie fiir langsam diffundierende Spezies
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6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

zu erwarten ist. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde die monomodale Gamma-Verteilung (Gleichung 6.3)
verwendet, die aus physikalischer Sicht das am besten geeignete Modell zur Beschreibung der Daten ist.
Der mittlere effektive Diffusionskoeffizient <Des> und die entsprechende Verteilungsbreite og sind die
reprasentativen GroRen (Abbildung 6.14). In den Gelatoren wird im Vergleich zum Ol von einem effektiven
Diffusionskoeffizienten ausgegangen, da nur ein Teil des Gelators als mobil betrachtet und damit gemessen
werden kann, dessen Diffusion von den nicht mobilen Komponenten beeinflusst wird.
<De> € [1013; 10%?] m?s? des beweglichen Anteils der Gelatoren nimmt mit der Temperatur bis zu
T =328 K fiilr MDG und bis zu T = 333 K fiir SFSW weniger zu als D(HNO) (<D> € [10"%%; 101'] m%s1),
was den teilweise festkdrperartigen Charakter bestatigt. MDG-Molekile diffundieren schneller als SFSW-
Molekile. <Dess> der Gelatoren nehmen deutlich zu und liegen in ahnlichen GréRenordnungen wie die von
HNO mit <D> = 10"%° m?s* bei T > 343 K oberhalb des Fest-Flussig-Phaseniibergangs.

2.4x1071°1 .

2.1x1071° ‘
a7 1.8x1070+ e
N(/)
£ 1.5x10°- Ay
& 1.2x107°1 Vi
. 9.0x10™* Ve
T 6.0x10M- s

3.0x10™* 4 - s,

- _u- -0
o -0- -0- -o— -o— o= $- ¢

eff

200 300 310 320 330 340 350 360
T[K]

Abbildung 6.14:  <Det> mit og, gezeichnet als vertikale Linien, von HNO (H) und den Gelatoren
SFSW (@) und MDG (®) firr T € [298; 328] K aus PFG-NMR-Daten. Die Rohdaten
wurden mit der monomodalen Gamma-Verteilung (Gleichung 6.3) modelliert.
<Dets> nimmt mit T zu, wéhrend <D¢s> = const. fir MDG (T < 328 K), und SFSW
(T <333 K). <Des> zeigt auch, dass SFSW bei héheren T schmilzt als MDG, das
einen groReren T-Ubergangsbereich zeigt.

Sowohl Relaxations- als auch Diffusionsmessungen zeigen &hnliche Phdnomene. Zusammenfassend l&sst
sich sagen, dass <Ry,i> die Temperaturbereiche der Phaseniibergange durch seine Empfindlichkeit gegen-
Uber der intrinsischen molekularen Mobilitat deutlicher widerspiegelt als <Det>. Mit <R2;> lassen sich
Informationen Uber die Temperaturstabilitat des Netzwerks, d.h. tber die molekulare Ordnung, gewinnen,
wohingegen <De> die translatorische Mobilitat auf der pm-Skala quantifiziert. Beziiglich der Olmobilitat
in Oleogelen lasst sich aus den Ergebnissen ableiten, dass diese von der Temperatur, aber auch von der Art
des Gelators abhingt. Die Netzwerkstruktur, die zur Immobilisierung von Olmolekiilen beitragen soll,
schmilzt in MDG-Oleogelen bei kleineren Temperaturen uber ein groReres Temperaturintervall als in
SFSW-Oleogelen. Wenn die Annahme eines geometrischen Einschlusses durch die Gelatorstruktur korrekt
ist, folgt, dass Olmolekiile mit steigender Temperatur weniger eingeschlossen sind und das Ol in MDG-
Oleogelen im Vergleich zu SFSW-Oleogelen schon bei kleineren Temperaturen mobiler wird.

6.2.2 Charakterisierung der Oleogele

Analog zu den Rohstoffen wurden die Oleogele mittels transversaler Relaxation und Diffusion charakteri-
siert. Dabei wurden der Typ des Gelators (SFSW und MDG), dessen Konzentration (5 % ww?, 7,5 % ww,
10 % ww) und die Temperatur variiert (T € [298; 353] K).
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Transversale Relaxation in Oleogelen

Interagieren HNO- mit Gelatormolekiilen in Oleogelen, hat dies Auswirkungen auf R,. Der Phaseniibergang
des Gelators sollte daher in R, des HNO zu beobachten sein und auf Instabilititen der Netzwerke hinweisen.
Die transversalen Signalzerfélle der -CH2-Gruppen in den Oleogelen (Abbildung 6.15) unterscheiden sich
deutlich von denen von HNO (Kapitel 6.1.1, Abbildung 6.3 a).

b)

HNO + 5 % SFSW E HNO + 10 % SFSW
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Abbildung 6.15:  Semilogarithmisch dargestellter Zerfall der -CH,-Magnetisierung (te=0,01s,
CPMG) von HNO in a) 5 % SFSW, b) 10 % SFSW, ¢) 5 % MDG und d) 10 % MDG
fir T €[298; 353] K (gleiche Symbole wie in Abbildung 6.3 a) mit Modellierung
mittels einer bimodalen Gamma-Verteilung (Gleichung 6.2), exemplarisch gezeigt
flr die extremen Temperaturen.

Sie wurden mit bimodalen Gamma-Verteilungen (Gleichung 6.2) modelliert (Abbildung 6.16). Die mittle-
ren Relaxationsraten beider Arten von Oleogelen sind bei T < Tw grofer als die von HNO (Oleogele:
<R21> € [10; 14] s und <Rz2> € [4; 7] 51, HNO: <Rz1> € [7; 11] st und <Rz2> € [2; 4] s1). Wie erwartet
ist die intramolekulare Mobilitét in allen Oleogelen im Vergleich zu HNO kleiner, wenn der Gelator in
fester Form vorliegt. Der Fest-Flissig-Phaseniibergang verschiebt sich mit abnehmender Gelatorkonzent-
ration zu kleineren T. AuRerdem findet der Phaseniibergang erwartungsgemal bei MDG im Vergleich zu
SFSW-Oleogelen bei Kleineren T statt (vgl. Kapitel 6.2.1).

Bei T < Twm sind die Unterschiede zwischen den beiden Oleogeltypen offensichtlich (vgl. Kapitel 6.2.1):
Wahrend <Ry;> der MDG-Oleogele mit zunehmendem T monoton abnimmt (T € [298; 333] K, T < Tw),
sind <R;,> von HNO + 10 % SFSW bis T = 328 K (T < Twm) annahernd konstant. <Rp:> € [11; 14] s fur
das MDG-Oleogel sind groRer als die fur das SFSW-Oleogel mit <Rz1> € [10; 12] s bei T € [298; 308] K,
was auf eine starkere Wechselwirkung in der nachsten Umgebung von Gelator und Olmolekiilen schlieRen
lasst. MDG-Oleogele sind temperaturempfindlicher als SFSW-Oleogele.
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Abbildung 6.16:  Transversale 'H-Relaxation der Oleogele: a) + ¢) <Rz1> € [7; 14] s (gefiillte Sym-
bole) und <Rz2> € [2; 7] s (halbgefiillte Symbole) mit 66,1 und oc2 (vertikale Li-
nien), b) + d): A; (gefullte Symbole) im Bereich [0,60; 0,98] und A, = 1-A; (halbge-
flllte Symbole) der Oleogele HNO + 5 % SFSW (oben, <), HNO + 10 % SFSW
(oben, ») und HNO + 5 % MDG (unten, ), HNO + 10 % MDG (unten, ¥), alle
Werte sind im Vergleich zu HNO (M) als Funktion von T € [298; 353] K zu inter-
pretieren. <R.;> beider Oleogele sind bei T < Ty groRer als die von HNO. Die grauen
Bereiche zeigen den Uber <R,> ermittelten Phaseniibergang zwischen fester und fliis-
siger Phase bei reinen Gelatoren.

Bei T > Tw sind die Relaxationsraten vergleichbar mit denen von HNO (Oleogele: <Rz1> € [7; 9] s* und
<Ry.> € [2; 4] s1), was auf das Schmelzen der Gelatoren und folglich auf den Zerfall des Gelnetzwerks
zuriickzufuhren ist.

Diffusion in Oleogelen

Ein Ansatz zur Beschreibung des Diffusionsverhaltens von Ol in Oleogelen in der Literatur basiert darauf,
dass die Diffusion des Ols aufgrund eines physikalischen Einschlusses durch den Gelator geometrisch ein-
geschrankt wird [117]. In Fettkristallmatrizen wurde gezeigt, dass die Oldiffusion durch den ,,Porenraum*
in einem Fettnetzwerk beeinflusst wird. Dabei wichtige Parameter sind die Tortuositit T im Netzwerk,
der Kapillarfluss, die Diffusion des flissigen Ols, die Olviskositét und die Kontaktflache zwischen Flis-
sigkeit und Feststoff [35]. Um die Validitét dieses Erkl&rungsansatzes bezuglich der hier untersuchten Mo-
dellsysteme zu prufen, miissen verschiedene Langenskalen berlicksichtigt werden: Cluster und Partikel auf
der Léngenskala von einigen 10 pm bilden neben den genannten Nanostrukturen auch Agglomerate in der
GroRenordnung von 100 pm [117]. Die Agglomeratkonzentration und deren Verteilung in der Matrix sowie
die PorengréRenverteilung haben das Potential, die Oldiffusion zu beeinflussen.
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6.17 b) bei T =298 K und A = 120 ms gemessen.

Um den Einfluss der Gelatorart und -konzentration auf die Oldiffusion zu untersuchen, wurde PFG-NMR
an Oleogelen mit 5 % ww, 7,5 % ww™ und 10 % ww™ SFSW (Abbildung 6.17 a) und MDG (Abbildung
a)
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Abbildung 6.17:
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Normierte -CH,-Magnetisierungszerfille aus Diffusionsexperimenten (A = 120 ms)

von HNO-basierten Oleogelen mit a) SFSW (5 % (<), 7,5 % (®), 10 % (»)) und
b) MDG (5 % (), 7,5 % (*), 10 % ('¥)) im Vergleich zu HNO (M), SFSW (®)
und MDG (@) bei T =298 K. Das HNO-Signal bestimmt den Signalzerfall in den
Oleogelen und héngt von Art und Konzentration des Gelators ab. Es zeigt die Signa-
tur der geometrischen Hinderung.

Der PFG-Signalzerfall von HNO in den Oleogelen weist auf eine geometrische Hinderung oder Einschrén-
kung im Vergleich zu reinem HNO hin. Die molekulare Diffusion héngt von der Art und Konzentration
des Gelators ab: Die HNO-Diffusion in MDG-Oleogelen ist schneller als die in SFSW-Oleogelen. Bei der
Wahl eines geeigneten Modells fiir die Quantifizierung der Diffusion in Oleogelen ist zu berticksichtigen,
lich andert (Abbildung 6.18).

dass sich die Form des Signalzerfalls der Oleogele beim Phaseniibergang der Gelatoren T-abhangig erheb-

10724
\—+ l. " G LI |
.(/)010-3_ ’Xng,.-x. n
%)
104
10°4
10° HNO + 10 % SFSW
0 5 10 1
Abbildung 6.18:
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Normierte -CH,- PFG-STE-Magnetisierungszerfalle von HNO + 10 % SFSW. Die

Form der normierten Signalzerféalle &ndert sich systematisch als Funktion von
T € [298; 353] K (gleiche Symbole wie in Abbildung 6.3 a).

Die Diffusionsdaten werden durch bimodale Verteilungen bei T < Ty beschrieben. Die Form des Signal-

zerfalls ist durch gehinderte Diffusion und molekulare Vielfalt verursacht. Wechselwirkungen auf der mo-

lekularen Léngenskala, die ebenfalls zu einer verminderten Diffusion fiihren wiirden, kénnen zudem nicht
ausgeschlossen werden. Die einfache Summe der Diffusionsverteilungen von HNO und Gelatoren sowie
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eine monomodale Verteilung (Gleichung 6.3) sind nicht ausreichend zur Beschreibung der gemessenen
Daten. Es missen mindestens zwei unabhangige Beitrdge in Form einer bimodalen Gamma-Verteilung
angenommen werden, die mit zwei mittleren effektiven Diffusionskoeffizienten <Des:i>, den dazugehori-
gen Verteilungsbreiten og,i und Anteilen A; definiert werden.

, _(Defr)? ) _(Deff2)?
S 8\ o o0&, 8\ 0G2 a 6.5
— =41+ 2<A——)- G'l) ' +A(1+ 2<A——)- : ' '
So ! ( 1 3/ (Dege1) 2 4 3/ (Degt2)

Nur bei T > Tw ist die Modellierung wie bei den Rohstoffen durch eine monomodale Gamma-Verteilung
ausreichend gut (Abbildung 6.19).

™, T=338K

T T T T T

0 5 10 15 20 25 00 03 06 09 12 15

qZ [1012 m-2] q2 [1012 m-2]
Abbildung 6.19:  Exemplarische PFG-Signalzerfalle in Oleogelen zusammen mit den modellierten
Verteilungen: Normierte -CH.-Magnetisierungszerfélle von HNO + 10 % SFSW
(™) bei a) T=298 K (T < Tm): Die monomodale Gamma-Verteilung (Gleichung
6.3) beschreibt die Daten nicht ausreichend gut, die Zerfalle wurden mit unterschied-
lichen Verteilungsbreiten berechnet (), die Daten werden durch eine bimodale
Gamma-Verteilung (—, Gleichung 6.5) besser beschrieben. b) T = 338 K (T > Tw):
Die monomodale Gamma-Verteilung () beschreibt die Daten gut mit einem Fehler
in der GroRenordnung von 107,

Fur T = 298 K ist <Dett,1> in allen Oleogelen kleiner als <D> von reinem HNO. Der HNO-Diffusionskoef-
fizient ist in SFSW (<Defr 1> € [8,96-1072%; 9,51-1072] m?s™ und A; = 0,90) kleiner als in MDG-Oleogelen
bei gleicher Gelator-Konzentration (<Def1> € [9,79:1072%; 1,06-:10] m?s?t und A; =0,96). AuBerdem
nimmt <Dest 1> wie erwartet mit der Gelatorkonzentration ab. Fir die zweite Komponente wird in den Oleo-
gelen folgendes beobachtet: <Des2> € [3,17-1072; 4,95-10712] m2s? ist groRer als <Des> der Gelatoren.
<Deit2> konnte auf HNO in direkter Wechselwirkung mit den Gelatorstrukturen zuriickgefiihrt werden.
Dieser Anteil am Gesamtmagnetisierungszerfall ist jedoch mit A, = 0,1 bei SFSW-Oleogelen und A; = 0,04
bei MDG-Oleogelen sehr klein.

Zur Abschatzung des Einflusses der geometrischen Hinderung von HNO in den dreidimensionalen Gela-
tornetzwerken wurde mit Gleichung 3.20 die effektive mittlere freie Weglange zm(A = 120 ms), die von A
und Der(A) abhiingt, bei T = 298 K berechnet (Tabelle 6.4): <Der> = 1,20-101 m2s? ergibt zm = 1,69 um
fur reines HNO. Vergleicht man z»(HNO) mit dem schneller diffundierenden, groReren Anteil von HNO
in Oleogelen, so ist zm 1(<Desr1>) der Olmolekiile in Oleogelen etwas kleiner (zm1 < 1,60 pm).
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Tabelle 6.4: Mittlere effektive Diffusionskoeffizienten, Verteilungsbreiten, Amplitudenanteile und mittlere
freie Weglange von HNO, SFSW, MDG und Oleogelen bei T =298 K.

<Deff,1> 0G,1 AL Zm1 <Deff 2> 0G,?2 Az Zm,2
[m?s] [m’s] []  [um]  [m?"] [m?s] [1 [pm]

HNO 1,20-10 8,09-1018 1 1,69 - - - -

SFSW  4,95-103 4,31-101 1 0,35 - - - -

MDG  5,77-108 8,01-1013 1 0,37 - - - -

HNO +

5% SFSW  9,51:10%2 3,9410% 0,93 151 495107%? 3,23-10% 0,07 1,09
75%SFSW  9,16:10%? 4,52:107 0,89 148 481107 2,70-10** 0,11 1,07
10 % SFSW  8,96:10712 3,36:10% 0,86 1,47 4461071 2,83-102 0,13 1,04
5% MDG  1,06-101 55410% 097 159 3,17-107%? 6,39-10® 0,03 0,87
75% MDG  1,03-10% 3,12:10% 0,97 157 4,78107%? 3,88-10% 0,03 1,07
10 % MDG  9,79-10%2 55010 094 153 4,87-10%? 3,54-10% 0,06 1,08

Der Unterschied von zy von HNO und HNO in den Oleogelen des dominierenden Anteils A; > 0,86 ist
messbar, allerdings klein (Azyn < 0,22 um). Erklarbar ist dies mit der Struktur des Gelatornetzwerks, die das
Ausmal’ der geometrischen Hinderung der Diffusion bestimmt. Aus REM und polarisationsmikroskopi-
schen Bildern [24, 122, 123] geht hervor, dass die typischen Langenskalen der Gelatoragglomerate iber
einen weiten Bereich verteilt sind, aber auch signifikante Strukturen im Bereich von 50 pm fir MDG und
SFSW vorhanden sind, was einer deutlich gréReren Dimension als der des berechneten z, von HNO in
Oleogelen entspricht. Aufgrund der groRen Agglomeratstrukturen sind die Volumenanteile, die nicht Teil
des Gelatornetzwerks sind, grof3, sodass eine geometrische Hinderung der HNO-Diffusion in diesen Berei-
chen nur begrenzt stattfindet. Die nadelférmigen Strukturen in SFSW-Oleogelen mit ihrer feineren Vertei-
lung fahren zu kleineren Zwischenrdumen im Gelatornetzwerks, was sich in der langsameren Diffusion
gegeniiber MDG-Oleogelen widerspiegelt. Eine groRere Gelatorkonzentration flihrt zu einer dichteren
Struktur und damit zu einer gréReren Hinderung und langsameren Diffusion.

Deshalb ist die Temperatur T wie auch bei den reinen Gelatoren ein wichtiger Faktor fir die HNO-Diffusion
in Oleogelen, wie am Beispiel des Oleogels HNO + 10 % ww SFSW gezeigt wird (Abbildung 6.20):
<Defr1> im Oleogel ist bei T < Tw kleiner als bei reinem HNO. <Det2> im Oleogel ist vergleichbar mit
<Def> des Gelators SFSW fir T € [298; 333] K. Bei T > Ty zeigen <Des> aller Substanzen ahnliche Werte,
wenn sie mit einer monomodalen Gamma-Verteilung modelliert werden.
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Abbildung 6.20:
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a) <Desr> und o, (vertikale Linien) von HNO (M), SFSW (@) und dem Oleogel
HNO + 10 % SFSW (P ,»). <Defr.1> im Oleogel ist kleiner, <Des 2> ist vergleichbar
mit <Des> von SFSW bei T < Tm. b) A; sind T-unabhédngig unterhalb von Ty fiir
HNO + 10 % SFSW. A, =~ 0,1 ist deutlich Kleiner als A;.
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Bei den Schmelz- und Kristallisationstemperaturen Ty und Tc andert sich die Mikrostruktur in den Oleo-
gelen. Die Gelatoragglomerate sind bei T > Ty geschmolzen und stellen folglich kein geometrisches Hin-
dernis dar.

Unterhalb von Tw und der Erstarrungstemperatur Tc kann die geometrische Hinderung der Olmolekiile
durch den Gelator weiter quantifiziert werden. Det(A) hangt von der Diffusionszeit A ab, wobei Dest(A) mit
grolerem A kleiner wird (Abbildung 6.21). ,,Freie« Diffusion gilt streng genommen nur noch fiir A —» 0's.

a) b)
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Abbildung 6.21:  <Defr1> und og 1 (vertikale Linien) des -CH,-Peaks von a) HNO + 10 % SFSW und
b) HNO + 10 % MDG in Abhdngigkeit von A. T < Tym: Die Daten wurden mit dem
Tortuositdtsmodell (gepunktete Linien) modelliert, das in einem ersten Versuch
Tor(T) und SV-X(T) zeigt. Oberhalb von Ty (rote Punkte, Linie: Orientierungslinie)
nimmt <Defr,1> aufgrund von Konvektion mit A zu.

Motiviert durch die strukturelle Ahnlichkeit zu Strukturen wie Hydrogelen [130] und Schmierfetten [131]
wurde die Diffusion von Olmolekiilen als Funktion von A iiber das Tortuosititsmodell [74] interpretiert.
Dieses quantifiziert den Unterschied zwischen freier und effektiver Diffusion. Einflusse auf die Tortuositét
ot Dzw. Umwegewahrscheinlichkeit haben die GroRe des Gastmolekiils (hier ein Olmolekiil in der Gela-
tormatrix), die Struktur des Netzwerks und die Wechselwirkungen zwischen Gastmolekil und Netzwerk.
Bei ot = 1 liegt keine geometrische Hinderung, sondern freie Diffusion vor, tor > 1 gibt einen Umweg des
Gastmolekiils an und zeigt damit gehinderte Diffusion an. In Vorarbeiten wurde das urspriinglich zur Cha-
rakterisierung von pordsen Medien entwickelte Tortuositatsmodell bereits auf gelartige Strukturen ange-
wendet, sodass das Modell auch zur Beschreibung der Diffusion in Oleogelen (bertragen wurde. Neben
den Diffusionskoeffizienten <Des> fur die effektive und Dy fiir die freie Diffusion enthalt das Modell einen
Strukturparameter c, fur das Oberflachen-zu-Volumenverhaltnis SV und die GroRe 0. mit der Dimension
einer Zeit, die u.a. die Wechselwirkungen zwischen den Komponenten beschreibt.

1 A
Deff(A)=1_<1_ 1 ) Cr \/Z+(1_Tto t) e_t 6.6
D, Ttort (1_11 )+Cr'\/z+(1_.[1 ) GA
to tort T
4 S
€ = aﬁv /DO 6.7

Die beiden Parameter c. und 0 lassen sich fur Oleogele nicht physikalisch definieren, daher wurden sie
empirisch mit logischen Annahmen fir SV aus den Aufnahmen der Lichtmikroskopie und REM model-
liert. Das Tortuosititsmodell [74, 75] ergibt ot =3,9 und ein Oberflachen-zu-Volumenverhaltnis
SV1=1,9 um? exemplarisch fir das Oleogel mit 10 % SFSW, und Twr = 2,6, SV =1,5 um? fir das
MDG-Oleogel (10 %) bei T =298 K. Die geometrische Hinderung, die sich in T Widerspiegelt, ist in
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SFSW-Oleogelen groBer als in MDG-Oleogelen, wahrend SV in der gleichen GroRenordnung liegt. Im
Vergleich zu Schmierfetten und Polysaccharid-Hydrogelen ist twor in Oleogelen deutlich gréRer [61, 130,
131] und liegt in einer &hnlichen GréBenordnung wie in pordsen Gesteinen (twor € [3,2; 4,4], [74]).

Die Parameter tor Und SV dndern sich erheblich mit T und hangen von der Zusammensetzung des Oleogels
ab. Die Ergebnisse an Oleogelen ahneln denen von Fetten [35, 117]. Beim Schmelzen werden Randbereiche
von Fettstrukturen zuerst flissig, sodass SV aufgrund der Verkleinerung der Oberflache kleiner wird. Fett-
kristalle auf TAG-Basis haben in der Regel eine dichte kugeldhnliche Struktur [132] und ein relativ kleines
SVt in der GréRenordnung von 0,3-0,4 um-L,

SFSW kann verschiedene Kristallformen wie prismatische und nadelférmige Kristalle annehmen. Es wur-
den Werte fiir SV € [0,5; 1,5] pm® fiir prismatische Kristalle und SV € [1,0; 2,5] pum* fiir nadelférmige
Kristalle gefunden [24, 59-61]. Mit dieser Kenntnis kann aus den Daten postuliert werden: SFSW erscheint
in einer Uberwiegend nadelartigen Struktur bei T < Twm, und die Form andert sich in prismatische Kristalle,
kurz bevor das Schmelzen eintritt. MDG bilden ebenfalls eine Vielzahl von Kristallformen [62]. Das Mo-
noacylglycerol 1-Hexadecanoyl-sn-Glycerol kann z.B. sowohl nadel- als auch plattenartige Kristalle oder
Kristallaggregate bilden mit typischen Werten von SV-* € [1,0; 2,0] um [24, 59-61]. Die Strukturen in den
untersuchten MDG-Oleogelen sind somit bei T < Ty nadel- oder plattenférmig.

Bei T > Tw tritt in beiden Oleogeltypen in den Diffusionsmessungen Konvektion auf, was sich darin zeigt,
dass <Defr1> mit A zunimmt. Diese bekannte Tatsache der Konvektion in Diffusionsdaten wird zum Bei-
spiel durch Temperaturgradienten in einer fliissigen Probe verursacht [133]. Die Beobachtung ist somit ein
klarer Indikator fir den Fest-Fliissig-Phaseniibergang mit seinen Auswirkungen auf die Olmigration und
Mobilitét.

6.2.3 Zusammenfassung der Charakterisierung von Oleogelen

Die 'H-Spektren dienten als Grundlage fiir die mit der CPMG-Pulssequenz gemessene transversale Relaxa-
tion und die mit PFG-STE gemessene Diffusion. Der -CH,-Peak, der bis zu 60 % des *H-Signals betragt,
wurde quantitativ analysiert. Zusammensetzung und Temperatur beeinflussen die transversale Relaxation
von HNO in Oleogelen. Bei T < Tm werden die -CH»-Magnetisierungszerfalle von HNO dominiert, wah-
rend sowohl Gelator als auch HNO die Zerfélle bei T > Ty bestimmen. Der Fest-Flussig-Phasentibergang
wird so auf den Zeit- und Langenskalen der transversalen NMR-Relaxation deutlich. Der Phaseniibergang
in Oleogelen verschiebt sich mit der Gelatorkonzentration zu héheren Temperaturen. Bei T < Ty ist die
Diffusion von HNO-Molekiilen in SFSW-Oleogelen im Vergleich zu MDG-Oleogelen geometrisch gehin-
derter und bei groReren Gelator-Konzentrationen langsamer. PFG-STE-NMR ermdglicht es, Tortuositat im
Bereich von ot € [1,5; 3,9] quantitativ abzuleiten. Bei der Interpretation der Ergebnisse missen die GroRen
der Molekiile der TAG und der Gelatoren beachtet werden. TAG-Molekiile des HNO haben einen effekti-
ven Durchmesser von 1,5-2 nm, abhéngig von der Lange und Konformation der FS-Ketten. Hingegen sind
SFSW- und MDG-KTristalle mit einer Lange von etwa 50-150 um deutlich gréRer [24, 122]. Dies fuhrt zu
der Annahme, dass die von den Gelatoren gebildeten Strukturen zu groR und zu offen sind, um ein Olmo-
lekiil ,,einsperren zu kénnen. Die HNO-Diffusion in Oleogelen ist fir T < Ty auf mikroskopischer Ebene
also reduziert, aber nicht vollstdndig eingeschrénkt wie bspw. in Emulsionstrépfchen [134, 135]. Die Mo-
bilitat wird gehindert, aber nicht ausgeschlossen (Abbildung 6.22). Die Hypothese, dass Ol durch
(halb)feste Strukturen bei physikalischem Einschluss in groBem Ausmal? geometrisch eingeschlossen wird,
wurde daher widerlegt. Oberhalb der Schmelztemperatur der Gelatoren (T > Tm) &hnelt die Diffusion der
in Olmischungen, die durch einen mittleren Diffusionskoeffizienten mit der erwarteten Empfindlichkeit
gegenuber Konvektion gekennzeichnet ist.
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50 pm

Abbildung 6.22:  Modellvorstellung eines Oleogels mit kristallinen Strukturen: Das Ol () bildet die
quasi-kontinuierliche Phase, in der die Gelatorstrukturen (@) dispergiert sind. Es
lassen sich dann zwei unterschiedliche Diffusionsphanomene des Ols im Oleogel
unterscheiden: Ein kleinerer Teil des Ols, der sich in unmittelbarer Nahe der Ober-
flache der Gelatorstrukturen befindet (“), geht direkte Wechselwirkungen mit dem
Gelator ein. Ein groRerer Teil des Ols diffundiert hingegen durch die Gelatorgeo-
metrie verlangsamt. Dabei ist die Diffusion zwar gehindert, jedoch nicht vollstandig
geometrisch eingeschrénkt.

6.3 Geometrisch eingeschrankte Mobilitat

Eine physikalische Immobilisierung von Ol auf der Zeit- und Léngenskala der Fettreifbildung liegt vor,
wenn das Ol in geschlossenen Strukturen wie Tropfen oder Kapseln geometrisch eingeschréankt wird. Halb-
offene Strukturen, wie sie in Fettstrukturen oder Oleogelen vorliegen, ermdglichen keine vollstandige Im-
mobilisierung von O, sondern eine Hinderung und somit nur eine Reduktion der Olmobilitat (Kapitel 6.2).
Bei der Herstellung von Nusspasten ist ein Einsatz von mikroverkapseltem Ol denkbar, um eine Stabilitat
des Produkts auch tiber den Herstellungsprozess hinaus zu gewahrleisten. Dabei muss die Verkapselung so
stabil sein, dass die mechanischen und thermischen Belastungen wéhrend des Prozesses diese nicht zersto-
ren, was zur Olfreisetzung und gehinderter Diffusion fiihren wiirde. Um dies festzustellen, ist messtech-
nisch eine Unterscheidung der beiden Mobilitatsarten erforderlich. Wie sich die Immobilisierung durch
geometrische Einschrankung von einer gehinderten Mobilitdt NMR-seitig unterscheidet und wie diese Phé-
nomene zu differenzieren sind, soll im Folgenden an mikroverkapselten Olen als Modellsysteme demons-
triert werden. Des Weiteren liegt der Fokus darauf, wie aus den Diffusionseigenschaften auf geometrische
Eigenschaften wie den Aquivalenzdurchmesser des Olkompartiments geschlossen werden kann, der von
groler Relevanz fir die Stabilitat eines Produkts ist.

6.3.1 Eingekapseltes Ol

Analog zur Untersuchung der Oleogele wurden PFG-STE Diffusionsmessungen an mikroverkapselten
Olen bei 400 MHz mit einem 5-mm-DiffBB Probenkopf durchgefiihrt (Tabelle 6.5). Mikroverkapselte Ole
sind lipophile Substanzen, die in mikroskopisch kleinen Kapseln eingeschlossen sind, um sie vor Oxidation,
Licht und Feuchtigkeit zu schitzen sowie eine kontrollierte Freisetzung zu ermdglichen. Die Kapselhiille
besteht typischerweise aus Proteinen, Kohlenhydraten oder Polymeren. In dieser Arbeit wurden mikrover-
kapselte Ole untersucht, die durch Spriihtrocknung von H. Schacht (Fraunhofer IVV, Freising) hergestellt
wurden. Es erfolgte ein Vergleich zweier mikroverkapselter Oltypen, wobei die zu verkapselnde Olphase
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aus 55 % ww! HNO bestand. Als Schutz-Kolloid-Matrix wurden zwei unterschiedliche Proteinquellen ein-
gesetzt: Molkenproteinisolat (MPI) sowie Lupinenproteinisolat (LPI) mit einer Massenkonzentration von
jeweils 14 % ww. Beide Systeme enthielten zusatzlich 32 % ww* Maltodextrin als Stabilisator.

Tabelle 6.5: Akquisitionsparameter fiir die *H-Diffusionsexperimente zur Untersuchung des geometrischen
Einschlusses von mikroverkapseltem Ol bei 400 MHz.

Pulssequenz PFG-STE
Anzahl an Scans Nav [-1 16
Spektrale Breite SW [ppm] 18
Datenpunkte [-1 32k
Wiederholzeit tr [s] 2,42
Anzahl der Inkremente [-1 32
Diffusionszeit A [s] [0,02; 0,2]
Gradientendauer & [ms] 2,5
Gradientenamplitude g [Tm?] [0,47; 14,99]
Temperatur T [K] 298
Messzeit [min] 32

Im Vergleich zu Oleogelen wird in mikroverkapselten Olen geometrisch eingeschrénkte Diffusion gemes-
sen (Abbildung 6.23). Die mit den NMR-Messungen kompatible Vorstellung ist, dass HNO in tropfenahn-
lichen Strukturen frei diffundiert. Die tropfen&hnlichen Strukturen sind durch Proteine geometrisch zu der
Umgebung hin eingeschrankt, womit sich die Proteine dhnlich zu Emulgatoren in klassischen Emulsionen
verhalten. Diese geometrische Einschrankung von HNO durch die Proteine bleibt auch durch die Einarbei-
tung der Kapseln in eine HNO-Probe erhalten, denn der Signalzerfall unterscheidet sich deutlich von freier
HNO-Diffusion.
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Abbildung 6.23:  Normierte PFG-STE-Magnetisierungszerfalle fir HNO (M), mit MPI verkapseltes
HNO (@) und eine Mischung aus beidem (V). Die Anteile an durch die Kapseln
gehindert diffundierendem HNO und eingekapseltem HNO sind additiv und im Sig-
nalzerfall der Mischung unterscheidbar.

Dies lasst darauf schlieflen, dass sich die Kapseln auf der betrachteten Zeitskala nicht auflésen, sondern
erhalten bleiben. In Hinblick auf eine Anwendung in Schokoladenprodukten kann durch PFG-STE Mes-
sungen zwischen frei diffundierendem Ol und eingekapseltem Ol unterschieden und die jeweiligen Anteile
Uber Modellfunktionen quantifiziert werden.
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6.3.2 KapselgroRenanalyse

Uber die Modellierung der Signalzerfalle der Diffusionsmessungen der mikroverkapselten Ole wird auf die
Kapselgrolie geschlossen. Die Bestimmung der KapselgréRenverteilung basiert analog zu Tropfengréfien-
verteilungen in Emulsionen [135] auf der geometrisch eingeschrénkten Diffusion der Molekiile der disper-
sen Phase, d.h. in den Kapseln. Durch die Grenze zur kontinuierlichen Phase hin sind die Molekiile in der
dispersen Phase in ihrer translatorischen Diffusion eingeschrénkt, wodurch die mittlere freie Weglénge
dieser Molekile mit der eingeschrankten Geometrie zusammenhangt. Damit wird die Charakterisierung
geometrischer Strukturen méglich. In Abhangigkeit von den Diffusionseigenschaften der untersuchten Mo-
lekile fihrt die Kodierung mittels gepulsten Gradienten zusammen mit einer Ortsanderung der Molekiile
und der anschlieenden Dekodierung zu einer spezifischen Signalabnahme als Funktion von g (vgl. Abbil-
dung 6.23). Murday und Cotts [76] entwickelten 1968 ein Modell auf der Basis von Neuman [77], um den
Signalzerfall von PFG-STE Diffusionsmessungen zu beschreiben:

n((),) =20 Y
n —_— = — _—_
So/ mc v L a(aqrg —2)

28 2+ exp(—o&D(A—8)) — 2exp(—aZ,DA) — 2 exp(—a2,D8) + exp(—aZD(A + §))
ofD (a?,D)?

Aufgrund der Annahme der Kugelgeometrie der untersuchten Kapseln sind spharische Bessel-Funktionen
Jgessel. 32 UNd deren Ableitungen J’gessel 32 an der mathematischen Formulierung beteiligt: am ist die m-te
positive Wurzel aus einer Bessel-Gleichung.

(amrK)],BesseIS/Z (amr%) — E]Bessel,3/2 (amrx) =0 6.9

Der Signalzerfall hangt sowohl von Parametern der Pulssequenz als auch vom strukturspezifischen Kap-
selradius rx und vom freien Diffusionskoeffizient D der dispergierten Phase ab. Zusétzlich wurde diese
analytische Beschreibung eines Systems mit nur einer KapselgréRe auf die Berlicksichtigung einer Vertei-
lungsfunktion P(rk) nach Packer und Rees [134] fur die Anwendung an Systemen mit polydispersen Kap-
selgréRenverteilungen erweitert. Das Modell wird im Folgenden als Murday-Cotts-Packer-Rees (MCPR)-
Modell [76, 77, 134] beschrieben:

0 S
3.p (= d
a fo K (rK) (SO)MC TK

(i ) _ _ 6.10
So/ mcpr Jo - POrdry

Die Grolze der Kapseln wird in der Regel gemaf einer logarithmischen Normalverteilungsfunktion ange-
nommen, die durch den &quivalenten volumengewichteten mittleren Durchmesser dsszq und die Vertei-
lungsbreite omcpr gekennzeichnet ist. Fir eine logarithmische Normalverteilung liegen im Intervall zomcrr
ungefahr 68 % aller Durchmesser d um den Mittelwert der Verteilung. Die logarithmisch normalverteilte
GroRenverteilung lasst sich in der Form der Dichtefunktion gz und der kumulativen Verteilungsfunktion Qs

beschreiben.
2 2
4%
1 <1n (d33,éq)>

———exp|—
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P(r¢) = q3(x) =
’ 203cpr
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Diese Beschreibung kann, fiihrt man weitere Anteile durch Summation ein, auf multimodale Verteilungen
und andere Formen von Verteilungsfunktionen erweitert werden. Zusammenfassend liegen dem Modell
folgende Annahmen vor:

1. eingeschrankte Diffusion in einer Kugelgeometrie

2. weitgehend impermeable Phasengrenzen

3. die Durchmesser unterliegen einer logarithmischen Normalverteilung
4. normalverteilte Magnetisierungsphasen

5.8 <<A

Im Vergleich zu anderen Methoden der Partikel- oder TropfengroRenbestimmung wird tber PFG-STE Mes-
sungen die GroRe der Primdrkapseln unabhéngig von einer moglichen Agglomeration und unverdinnt ge-
messen, weshalb sich die Messergebnisse zu optischen Messverfahren wie der Laserbeugung unterscheiden
kénnen. Mit der PFG-STE-NMR und dem MCPR-Ansatz wurden bei LPI-Kapseln (dssaq = 2,21 pm,
omcer = 0,96 pm) im Vergleich zu MPI-Kapseln (dszsq = 1,19 pm, omcer = 0,92 um) gréRere aquivalente
volumengewichtete mittlere Durchmesser und Verteilungsbreiten gemessen (Abbildung 6.24). Die Kennt-
nis der KapselgroRe ist relevant, um die Stabilitat der Kapseln zu erfassen, da kleinere Kapseln in der Regel
stabiler sind und weniger zu Koaleszenz oder Ostwald-Reifung neigen. Des Weiteren kann damit erkundet
werden, welche Proteine zu stabilen Kapseln fiihren. Fur die Anwendung in Nusspasten hat sich gezeigt,
dass tierische Proteine wie MPI kleinere und damit stabilere Kapseln bilden als pflanzliche Proteine wie
LPI.
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Abbildung 6.24:  a) Spezifische PFG-STE-Signalzerfalle und b) volumenbezogene Dichteverteilung

g3 (=) und Summenverteilung Qs () der MPI- (blau) und LPI- (rot) Kapseln. Mit
d33a9 = 1,19 um und omcer = 0,92 um hatten MPI-Kapseln einen kleineren mittleren
volumenbezogenen Durchmesser und eine kleinere Verteilungsbreite als LPI-Kap-
seln mit d33,aq = 2,21 pm und omcpr = 0,96 pm.

Die Abhéngigkeit von dsssq von A ist ein Maf} dafiir, wie gut das Modell die Daten und folglich die Gro-
Renverteilung der Kapseln beschreibt. Es gibt Auskunft iiber die geometrische Begrenzung des Ols durch
die umgebende Matrix. Ist ds3sq unabhingig von A, beschreibt das Modell die Restriktion in geschlossenen
kugelformigen Strukturen adaquat. Ist im umgekehrten Fall dsssq abhédngig von A, kann dies auf eine Hin-
derung der Olphase anstelle einer vollstandigen EinschlieBung hinweisen - pm-groBe Poren kénnten mit-
einander verbunden sein (z.B. offene Poren). AuBerdem konnten andere Kompartimente vorhanden sein
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oder die Geometrie deutlich von der Kugelgeometrie abweichen. Fiir die mikroverkapselten Ole ist d334q
im Rahmen der Messgenauigkeit unabhangig von A (Abbildung 6.25). Das MCPR-Modell zeigt sich als
hilfreiches Werkzeug, um die Kapselgréie und geometrische Einschrankung zu beschreiben.
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Abbildung 6.25: a) PFG-STE-Signalzerfille von mit MPI mikroverkapseltem Ol als Funktion von
A €[0,02; 0,2] s, modelliert mit dem MCPR-Modell (Gleichung 6.10). Die Daten
sind auf die Signalamplitude von Sg2oms bei A =0,02 s und g = 0,07 Tm* normiert.
b) dsssq und omcpr héngen innerhalb des experimentellen Fehlers nicht von der Dif-
fusionszeit ab. Die Ergebnisse sind daher indikativ fur die KapselgroRe des mikro-
verkapselten Ols.

6.4 Olmobilitat in Nissen

Nachdem in den vorherigen Abschnitten die Modellsysteme und damit verbunden verschiedene Arten der
translatorischen Mobilitat vorgestellt wurden, werden diese Erkenntnisse nun auf Nisse Ubertragen. Das
migrierende Ol, das in nussgefiillten Schokoladenprodukten oder Nusspasten zu Fettreif oder zur Olsyna-
rese fihrt, stammt aus den Nissen (Kapitel 4 und 5). Neben Produkten mit Erdnissen werden bevorzugt
Produkte mit Haselnussen, Mandeln und Cashews hergestellt und, obgleich botanisch nicht korrekt, als
nusshaltige Lebensmittel deklariert. Auch in dieser Arbeit dient der Begriff ,,Nuss* als Abkiirzung und
umfasst den essbaren Kern von Haselntssen, Mandeln und Cashews. Nisse zeichnen sich allgemein durch
einen hohen OlI- / Fettgehalt um die 60 % ww aus. Das Ol in Niissen findet sich tblicherweise in Olkor-
pern, den Oleosomen, die in ihrer Struktur mikroverkapseltem Ol dhneln (Kapitel 6.3). Oleosome sind mik-
rometergrofRe (0,2-20 pm [136-138]), naturliche Lipidspeicherstrukturen, in denen TAGs in kleinen sub-
zelluldren kugelférmigen Strukturen gespeichert sind, die von einer Schicht aus Phospholipiden und
Strukturproteinen umgeben sind (Abbildung 6.26) [139, 140]. Oleosome sind zusammen mit Proteinkor-
pern und Stérkekdrnern Speicherstrukturen im Zytoplasma, die in den parenchymatischen Zellen des ess-
baren Kerns einer Nuss vorkommen. Diese Zellen sind durch Zellwénde voneinander getrennt und haben
typischerweise Durchmesser von 40 pm [141]. Ein zytoplasmatisches Netzwerk positioniert und transpor-
tiert diese Speicherstrukturen in der Zelle. Das endoplasmatische Netzwerk ist zum einen an der Synthese
von Proteinen beteiligt, die in den Proteinkdrpern gespeichert werden, und zum anderen an der Lipidsyn-
these, was fir die Bildung von Oleosomen essenziell ist.
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Abbildung 6.26:  Mikrostruktur einer Nuss: a) REM-Bilder [142] zeigen, dass die Zellen des essbaren
Teils einer Nuss, die durch Zellwande voneinander getrennt sind, Oleosome, Pro-
teinkdrper und Starkekdrner beinhalten. b) Unter Oleosomen stellt man sich sche-
matisch Lipidspeichervakuolen vor, die Ol durch eine schiitzende Phospholipid-Pro-
tein-Membran in den Zellen separiert speichern [140, 141].

Oleosome sind aufgrund ihrer ,,festen* Oberflachenstruktur entweder intrazelluldr oder in extrahierter iso-
lierter Form physikalisch und chemisch stabil [143]. Die Stabilitdt von Oleosomen ist ein Schlusselfaktor
im Hinblick auf die Haltbarkeit. Instabile Oleosome filhren zu reduzierter Funktionalitat. Die Fettreifbil-
dung oder Olsynirese wiirde als Folge der Olfreisetzung aus der Nuss begiinstigt werden. Daher ist es
notwendig, die Faktoren zu untersuchen, die die Stabilitat und zusatzliche Schutzmechanismen von Oleo-
somen beeinflussen [144].

In-situ Messungen haben Potential fir die strukturelle Charakterisierung von natrlichen Strukturen wie
Oleosomen. Die NMR zeigt sich als hervorragendes Werkzeug, die strukturellen und morphologischen
Merkmale mit einer robusten und schnellen Technik zu erfassen. Die Kombination aus MRI-Messungen
und PFG-STE Diffusionsmessungen erlaubt es, strukturelle Merkmale auf unterschiedlichen Léngenskalen
zu erfassen. Die raumliche Auflésung der MRI liegt in der Bildebene typischerweise im Bereich von 50 um
bis mm. Mit Diffusionsmessungen kénnen in Flissigkeiten jedoch auch Strukturen erfasst werden, die eine
Grolenordnung kleiner sind. Dabei werden Verschiebungen von Molekilen von ca. 100 nm - 10 pm ge-
messen. Obwohl das konventionelle bildgebende Verfahren keine Details auf Zellebene sichtbar machen
kann, lasst sich die grébere Struktur der Nuss erkennen, die auch einen Einfluss auf die Stitzstruktur und
damit auf den Schutz der Oleosome hat. Durch die ortsaufgeldste Messung der MRI wird die Olverteilung
in der groben Struktur der Nuss gemessen. Beispielsweise kann die Richtung der Faserstruktur den Oltrans-
port bei nicht intakten Oleosomen in der Nuss bestimmen und zu Unterschieden in der Olkonzentration
fuhren. Die Diffusionsmessungen ergénzen die strukturelle Analyse, indem sie Informationen uber die
u-Strukturierung liefern. Auf diese Weise kénnen Riickschliisse auf die Art der Mobilitat des Ols und auf
die umgebenden Strukturen gezogen werden. Da es sich bei Nussen um chemische und strukturelle Mehr-
komponentensysteme mit groBer naturlicher Vielfalt handelt und die darin enthaltenen Strukturen sehr
komplex sind, kann nicht davon ausgegangen werden, dass es nur kugelférmige Kompartimente gibt und
die Oldiffusion analog zu mikroverkapseltem Ol mit dem MCPR-Ansatz vollstandig beschrieben werden
kann (vgl. Kapitel 6.3). Die Anwendbarkeit des MCPR-Ansatzes (Gleichung 6.10) muss hinsichtlich der
physikalischen Eignung diskutiert und modifiziert werden. Dazu wurden PFG-STE Diffusionsmessungen
mit Variation von A durchgefiihrt.

Nsse, die fiir Schokoladenprodukte eingesetzt werden, sind meist nicht unbehandelt und unterlaufen vor
der Verarbeitung in Schokolade viele Prozesse mit thermischer und mechanischer Beanspruchung. In dieser
Arbeit wurde daher der Frage nachgegangen, was mit den Strukturen der Oleosomen unter thermischer und
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mechanischer Belastung passiert und ob diese z.B. beim Rd&sten oder Zerkleinern intakt bleiben. Die ge-
wonnenen Erkenntnisse tber die Struktur der Nuss auf einer Langenskala von wenigen um - mm tragen
dazu bei, einen Zusammenhang zwischen den gewahlten Parametern wie Rdsttemperatur oder -zeit, Zer-
kleinerungsgrad und der Verdnderung der Struktur herzustellen. Perspektivisch kdnnen so optimale Pro-
zessparameter gefunden werden, um in den Niissen méglichst kleine Schadigungen der Olspeicherstruktu-
ren zu verursachen und damit die Fettreifbildung zu minimieren [145].

'H-MR Bilder von ganzen Niissen wurden mit einem 200 MHz-Spektrometer Avance HD 111, das mit einem
Mikro 2.5-Gradienten und einem MICWB 40, 25 mm Birdcage ausgestattet war, gemessen. Die maximale
Gradientenamplitude betrug 1,5 Tm™. Verwendet wurde eine RARE-Pulssequenz mit den in Tabelle 6.6
zusammengefassten Parametern. Fir die Bilddatenerfassung wurde die Software ParaVision 6.0.1 einge-
setzt. Zur Bildverarbeitung diente ein MATLAB®-Skript der Pro°NMR-Gruppe.

Die PFG-STE Messungen wurden an ausgestanzten Nussstlicken mit einem Durchmesser von 4 mm durch-
gefiihrt. Es war darauf zu achten, ein mdglichst zusammenhéngendes Stiick auszustanzen und das durch
das Stanzen ausgetretene Ol von der Oberflache des Nussstiicks zu entfernen. Die Diffusionsmessungen
wurden mit einem 400 MHz WB-Magneten durchgefiihrt, der mit einer Avance Neo-Elektronikeinheit aus-
gestattet ist. Ein 5 mm DiffBB Gradientenprobenkopf liefert gepulste Feldgradienten bis zu 15 Tm entlang
z, der Richtung des Hauptmagnetfeldes Bo. Die Parameter der PFG-STE-Sequenz wurden fir den vorlie-
genden Fall wie in Tabelle 6.6 gewéhit.

Tabelle 6.6: Akquisitionsparameter fiir die 'H-NMR-Experimente an Nissen zur Untersuchung derer
Struktur auf einer L&ngenskala von wenigen pum - mm.

Pulssequenz PFG-STE RARE
400 MHz 200 MHz
Anzahl an Scans Nav [-] 8 [24; 128]
Spektrale Breite SW [ppm] 50 -
Datenpunkte [-] 1k -
Wiederholzeit tg [s] 4 [1; 5]
Echozeit ¢ [ms] - [5;7,3]
RARE-Faktor RF [-] - [3;12]
Anzahl der Inkremente [-1 32 -
Diffusionszeit A [s] [0,002; 0,8] -
Gradientendauer 4 [ms] 3 -
Gradientenamplitude g [Tm?] [0,07; 15,92] -
13x13
. . 15x 15
Field of View FOV (x, y) [mm x mm] - 17 x 17
20 x 20
) . 256 x 256
Grole der Datenmatrix (X, y) [px X px] - 512 x 512
59 x 59
66 x 66
Voxelgrole (x, y) [Um X pm] - 78 x 78
39x 39
25x 25
Schichtdicke (z) [mm] - [0,2; 0,5]
Anzahl an Schichten [-] - [1; 14]
Schichtabstand [mm] - [0,6; 1,2]
Temperatur T [K] 294 294
Messzeit [min] [16; 17] [32; 82]
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Nusse sind mehr oder weniger feststoffartig, und die *H-NMR-Spektren sind aufgrund kurzer T,* wegen
homonuklearer Dipol-Dipol-Wechselwirkung breit (vgl. Kapitel 3.3.3). Zur Auswertung der Diffusions-
messungen wurden die Spektren tiber den Bereich der chemischen Verschiebung &¢ € [0; 12] ppm integriert,
um die Abschwéchung des Gesamtsignals S durch Diffusion in einem PFG-STE-Experiment aufzuzeigen.
Die Integration Uber den gesamten Bereich ist auch gerechtfertigt, da die Integration von Segment zu Seg-
ment identische Signalzerfélle lieferte. Die Integration Uber den gesamten Bereich hat den Vorteil eines
besseren Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses bei gleichem Informationsgehalt. Die Krimmung des Signalzer-
falls deutet auf eingeschrankte oder gehinderte Diffusion hin, die typisch fiir die Diffusion von Molekiilen
in dispersen Systemen ist, was eine Anwendung des MCPR-Ansatzes nahelegt. Mit einem MATLAB®-
Skript der Pro2NMR-Gruppe, basierend auf dem MCPR-Ansatz, wurden die PFG-STE-Signalzerfalle je-
weils mit dem Diffusionskoeffizienten der in Oleosomen dispergierten Phase modelliert. Diese Werte wur-
den an extrahiertem AO (<Dao>=1,01-10" m%?), CO (<Dco>=9,34-102m?1) und HNO
(<Duno> = 9,28:102 m?s?) bei T = 294 K ermittelt (Kapitel 6.1.2). Fiir die Ergebnissdiskussion wurden
die relative Haufigkeitsverteilung gs und die Summenfunktion Qs der monomodalen OleosomgréRenver-
teilung sowie der &quivalente volumengewichtete mittlere Oleosomdurchmesser dszsq und die Verteilungs-
breite omcpr in Abhéngigkeit von den Diffusionszeiten A € [0,02; 0,8] s aus den Daten mittels nichtlinearer
Regression des MCPR-Ansatzes extrahiert.

6.4.1 Vergleich der Nussart

Fur die in diesem Kapitel vorgestellten Messungen wurden Mandeln aus Kalifornien, Haselniisse aus der
Turkei und Cashews aus Tansania bezogen. Diese Nussarten unterscheiden sich, abgesehen von botani-
schen Faktoren, wesentlich in ihrer Zusammensetzung (Tabelle 6.7) und Struktur. Bei den Untersuchungen
ist vor allem der Olgehalt interessant, der maRgeblich zum NMR-Signal beitragt. Von den untersuchten
Niissen hat die Haselnuss den groten Olgehalt.

Tabelle 6.7: Nahrstoffzusammensetzung von Mandeln, Haselniissen und Cashews.

Nahrstoff Mandel [146] Haselnuss [147] Cashew [148]
Protein [% ww!] 141-21,6 14,3-18,2 15,3

Ol / Fett [% ww™] 47,5-56,0 54,6 — 63,2 45,0
Kohlenhydrate [% ww™] 19,2 -27,0 13,7-17,7 28,3

Wasser [% ww] 31-65 46-6,0 2,5

Die MRI-Messungen zeigen die Grobstrukturen mit Unterschieden in der Signalintensitat in den Nussen

(Abbildung 6.27).
] 2000
2
{ 1800
0 | 1600
1400
8 1200 —,
1000 g
6 S,
800 )
4 600
400
2 200
5 0
2 4 6 8 10 12

X [mm]

a) b) c)

y [mm]

X [mm]

Abbildung 6.27:  MRI-Messungen an verschiedenen Nissen: a) Mandel mit Faserrichtung entlang der
Langsachse, b) Cashew mit Faserrichtung radial und parallel zur Hauptachse des
Kerns, ¢) Haselnuss mit radialer Faserrichtung um das Zentrum.
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Die Faserstrukturen sind unterschiedlich ausgebildet. Bei der Mandel ist die Faserrichtung vorwiegend ent-
lang der Langsachse orientiert, wohingegen bei der Haselnuss radiale Strukturen vom Zentrum ausgehend
erkennbar sind. Bei der Cashew sind mehrere Faserrichtungen denkbar: sowohl Fasern radial als auch pa-
rallel zur Hauptachse des Kerns sind zu sehen. Ausgehend von der Faserstruktur ist denkbar, dass bei der
Mandel ein Oltransport entlang der Fasern in der Langsrichtung zu den beiden Enden erfolgt. Bei der Ha-
selnuss hingegen ist nach dieser VVorstellung aufgrund der radialen Faserrichtung ein Transport des Ols von
Innen zur gesamten Oberflache der Nuss zu erwarten, sodass eine groRere Oberflache fiir den Olaustritt zur
Verfiigung stiinde. MRI-Messungen an einer groReren Anzahl an Haselniissen zeigten die nicht zu vernach-
lassigende natdrliche Variabilitat der Strukturen in den Nissen, auch wenn diese bei optischer Betrachtung
auferlich sehr ahnlich sind (Abbildung 6.28). Variationen zeigen sich beispielsweise bei GroRe und Form
des zentralen Hohlraums der Haselnuss sowie bei der Auspragung der Faserstruktur und der rdumlichen
Verteilung der Signalintensitat und damit des Olgehalts.
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Abbildung 6.28:  Die natirliche Variabilitat der Haselnusse zeigt sich in MRI-Messungen bspw. in
der Form und GroRe des Hohlraums sowie in der Signalintensitatsverteilung, die auf
Strukturen verschiedener Dichten und Zusammensetzungen hinweist.
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Diese nattrliche Variabilitat ist auch bei der kleineren Langenskala der Diffusion zu messen und zeigt sich
erheblich in der OleosomgroRenverteilung (Abbildung 6.29). Um die natirliche Variabilitat umfassender
zu untersuchen, wurden nicht nur frische Nisse, sondern auch Nisse in verschiedenen Alterungsstufen
(<8 Monate Lagerung) und unter unterschiedlichen Lagerbedingungen (gekuhlt, unter Ausschluss von
Licht und O, oder bei Raumtemperatur) analysiert, wobei pro Nussart > 50 Niisse gemessen wurden. Die
Analyse zeigt eine erhebliche Variabilitdt der Parameter dsssq und omcer, insbesondere bei Cashews und
Haselnlssen (Abbildung 6.29 b und c). Die natiirliche Variabilitat Gbertrifft den Einfluss von Lagerzeit und
Lagerbedingungen auf die Struktur der Olspeicher. Es zeigt sich, dass die GréRe der Oleosomen sowohl
zwischen verschiedenen Nussen derselben Art als auch zwischen unterschiedlichen Nussarten extrem va-
riiert.
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Abbildung 6.29:  dss3sq Und omcer als Funktion von A fir jeweils drei exemplarische Nisse: a) Man-
deln ('¥), b) Haselnisse (@) und c) Cashews (€) aus der Modellierung der PFG-
STE-Signalzerfalle mit dem MCPR-Modell (Gleichung 6.10). Fiir Mandeln ist dss g
konstant, wohingegen fiir Haselntisse und Cashews dsz sq mit A zunimmt. Der farb-
lich hinterlegte Bereich gibt jeweils die Spanne von dsssq als Folge der natirlichen
Variabilitat von jeweils > 50 untersuchten Nussen an.

Bei Mandeln ist dsssq unabhéngig von der Diffusionszeit konstant, und die experimentellen Daten werden
durch das Modell mit einer hohen Genauigkeit Rg?>0,99 beschrieben. Dies weist darauf hin, dass das Ol in
Mandeln in Oleosomen mit einem &quivalenten mittleren volumengewichteten Durchmesser von
d334q € [0,5; 1,5] um und einer Verteilungsbreite von omcer € [0,4; 1] um eingeschlossen ist. Im Gegensatz
dazu zeigt der Anstieg von dsssq mit der Diffusionszeit A bei Haselntissen und vor allem Cashews, dass
bereits in der unbehandelten Nuss nicht von einer geschlossenen Speicherstruktur, in der das Ol geomet-
risch eingeschlossen ist, ausgegangen werden kann. Im Vergleich zu Mandeln I&sst sich die Oleosomgrofie
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in Haselniissen und Cashews daher kaum aus Abbildung 6.29 ableiten, obwohl die numerische Beschrei-
bung der Signalzerfille ebenfalls eine hohe Genauigkeit (Rg? > 0,99) aufweist. Eine detailliertere Model-
lierung ist erforderlich, um die Struktur und Verteilung des Ols in diesen Niissen besser zu verstehen und
physikalisch sinnvoll aus den Daten abzuleiten. Die Analyse deutet darauf hin, dass in Haselniissen und
Cashews neben in Oleosomen geometrisch eingeschlossenem Ol auch Ol vorhanden ist, das sich auRerhalb
der Oleosomen befindet, beispielsweise in der Zelle oder allgemeiner in der umgebenden Nussmatrix (Ab-
bildung 6.30). Dieses Ol diffundiert gehindert, da es auch durch andere Zellbestandteile wie Proteine, Stér-
kekdrner oder Zellwénde, wie sie in den REM-Bildern (vgl. Abbildung 6.26 a) zu erkennen sind, einge-
schréankt wird.

gehinderte
Diffus&%
feee
Q 2
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Abbildung 6.30:  Modellvorstellung des Diffusionsverhaltens innerhalb einer Haselnuss und Cashew.
Neben geometrisch eingeschranktem Ol in Oleosomen existiert auRerhalb der Oleo-
somen Ol, das in der Zelle oder Nussmatrix gehindert diffundiert.

Die natirliche Variabilitat in Abbildung 6.29 legt nahe, dass der Anteil des nicht geometrisch eingeschlos-
senen Ols zwischen Niissen derselben Art erheblich variiert. Einige Haselniisse und Cashews enthalten
bereits vor der Verarbeitung gréRere Mengen an Ol, das nicht in Oleosomen eingeschlossen ist und somit
zur friihzeitigen Fettreifbildung beitragen kann. Zur quantitativen Beschreibung dieses Phdnomens wurde
das MCPR-Modell (Gleichung 6.10) additiv um einen gehindert diffundierenden Magnetisierungsanteil
erweitert, der durch eine Gamma-Verteilung (Gleichung 6.3) charakterisiert wird. Dieses Modell beriick-
sichtigt sowohl geometrisch eingeschlossenes Ol in Oleosomen als auch gehindert diffundierendes Ol in
der Nussmatrix. Die Parameter des erweiterten Modells umfassen:

e den &quivalenten mittleren volumengewichteten Oleosomdurchmesser dsszq und die Verteilungs-
breite omcpr

o cinen effektiven Diffusionskoeffizienten <Des> mit zugehdriger Verteilungsbreite o, der die Hin-
derung des Ols in der Nussmatrix beschreibt

e die jeweiligen Anteile von Ol, das in Oleosomen eingeschlossen ist (A:) oder gehindert in der Nuss-
matrix diffundiert (A2)

Die Unabhéngigkeit von dszsq von A ist mit dem erweiterten MCPR-Modell fiir Haselnlisse und Cashews
deutlich besser gegeben, wobei jeweils die Ergebnisse an Niissen mit dem Minimum und Maximum von
dsssg im Rahmen der natiirlichen Variabilitdt angegeben werden (Abbildung 6.31). Fur Haselniisse zeigt
sich ein Bereich der Oleosomdurchmesser von dsssq € [1; 3] pm, fiir die Cashew eine gréRere Spanne von
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dssaq € [1; 4] um. Zusétzlich liefert das Modell Informationen uber die Hinderung des Ols in der Nuss-
matrix. Der mittlere Diffusionskoeffizient fir das Ol in der Nussmatrix nimmt im Vergleich zum Diffusi-
onsverhaltens des ungehinderten Ols mit zunehmender Diffusionszeit A ab, was ein Hinweis auf eine ge-
hinderte Diffusion ist. Zudem ist <Det> von HNO in der Nuss bei A =0,02 s um einen Faktor 1,9-2,2
kleiner als <D> des freien HNO. Bei der Cashew ist die Spanne von <Des> bei A = 0,02 s deutlich groRer
und ist um einen Faktor von 1,1-7,2 kleiner als <D> des freien Cashewdls, was auch auf einen Unterschied
zwischen den beiden Nussarten hinweist. Der groRe Unterschied zu <D> des reinen Ols spricht fiir dichte
Strukturen in der Nuss, wobei die Variationsbreite der Strukturen bei der Cashew gréRer ist als bei der
Haselnuss. Fir die gemessenen Haselniisse betragt der Anteil des Ols in Oleosomen A; € [0,57; 0,68], bei
Cashews hingegen A; € [0,63; 0,77]. Der Anteil an Ol, der bereits gehindert auRerhalb von Oleosomen dif-
fundiert betrégt bei den Haselnlissen A; € [0,32; 0,43] und Cashews A; € [0,23; 0,37].

a)

)]

b)
1.0x10™"

N
1

w
1

N
L

g3 agr OMCPR [um]
-
:
T ==
| » ==
== ==
Eo= ==
—0— —0—
Eo= ==
—0— —0—
e
| L
| L
—0— —0—
—0— —0—
201
<Dgs>, 0g [M*s™]

8.0x107"24

6.0x107124

4.0x107"24 %
fh-.

2.0x107"?1 ‘M :

Pe o, .
0 : : : : ] : : : :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
A [s] A [s]
c) d)
5 1.0x10™"
=4 . 8.0x107'24
g K
¥ 34 E, 6.0x107"%4
s S
) - -12
21 A 4.0x107"2
8 5
2 [a)
S 1] V2 0x10721
0 : : : : ] : : : :
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Als] Als]

Abbildung 6.31:

a) + C) dazsq Und omcer Und b) + d) <Det> und og als Funktion von A fiir Haselniisse
(®) und Cashews (€) aus der Modellierung der PFG-STE-Signalzerfalle mit dem
um eine Gamma-Verteilung (Gleichung 6.3) erweiterten MCPR-Modell (Gleichung
6.10). Die Abhangigkeit von dszsq von A ist deutlich Kleiner als bei dem MCPR-
Modell (vgl. Abbildung 6.29). <Def> ist fiir beide Nussarten abhingig von A und
deutlich kleiner als <D> der reinen Nussole (l bzw. A). Angegeben sind jeweils
die Minimal- und Maximalwerte aus der Betrachtung von jeweils > 50 Nussen. Der
farblich hinterlegte Bereich gibt die Spanne der natiirlichen Variabilitat an.

AbschlieBend bleibt die Frage zu beantworten, wie sich der Olzustand und die Mobilitat wahrend der Ver-
arbeitung verandern. Die Analyse der Olmobilitat unter verschiedenen thermischen und mechanischen Pro-
zessbedingungen wird in den néchsten Abschnitten am Beispiel von Haselniissen diskutiert.
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6.4.2 Thermischer Einfluss

Haselnlsse werden aus geschmacklichen und hygienischen Grinden vor der Einarbeitung in ein Produkt
gerostet. Dazu werden die Haselniisse mit heiRer Luft umstromt. Ubliche Rostverfahren fiir Haselniisse
umfassen die Chargenrdstung z. B. im Trommelroster und die kontinuierliche Bandréstung [149-151]. Fr
die Industrie ist es entscheidend, die Auswirkungen von Prozessparametern wie Rostzeit und -temperatur
auf die Nussqualitét zu kennen. Ein erweitertes Wissen iber Veranderungen auf makro- und mikrostruktu-
reller Ebene kann helfen, diese Prozessparameter besser anzupassen, um eine gleichmaBige und schonende
Réstung bei minimalem Energieaufwand zu erreichen [152]. Die Temperatur und Dauer des Rostens vari-
ieren je nach Verfahren. Industrielle Rostprozesse arbeiten typischerweise bei Temperaturen von
398-473 K und Roéstzeiten von 5-60 min [149, 153, 154]. Langere Rdstzeiten werden bei niedrigeren Tem-
peraturen, kiirzere Zeiten bei hoheren Temperaturen eingesetzt. Das Rosten verleiht der Haselnuss typische
Rdéstaromen, eine braune Farbung und eine knackige Textur [155]. Allerdings ist bekannt, dass sich durch
die Rostung die Lagerstabilitdt im Vergleich zur ungerdsteten Nuss reduziert [149]. So wird beobachtet,
dass bei gerdsteten Haselniissen vermehrt Ol austritt, was darauf hindeutet, dass die Oleosome oder hin-
dernde Strukturen wie Zellwande wahrend des Prozesses teilweise oder vollstdndig zerstort werden [141].
Hohe Temperaturen fiihren z.B. zur Denaturierung von Proteinen der Schutzschicht der Oleosome [141],
wodurch das Ol aus den Oleosomen austreten konnte. Die mikroskopische Struktur der Haselnuss ist bis-
lang wenig erforscht. So ist im Detail noch nicht bekannt, inwiefern die Struktur beim Résten der Nuss
verandert wird. Untersuchungen mittels Lichtmikroskopie oder REM an Schnitten zeigen, dass das Rdsten
zu einer Trennung der Zellwénde und einer VergroRerung des Interzellularraums fuhrt [156].

Im Rahmen der Masterarbeit von N. Weis [157] wurden die technisch-experimentellen Grundlagen fur in-
situ Messungen beim Rdésten von Haselnlissen gelegt. Dazu wurde eine Apparatur konstruiert, mit der im
200 MHz-Magneten eine einzelne Haselnuss bei Temperaturen bis zu T = 413 K gerdstet und parallel mit-
tels MRI wahrend des Rostens orts- und zeitaufgeldst untersucht werden kann (Abbildung 6.32). Dazu
wurde ein doppelwandiges Glasrohr mit einem AuRendurchmesser von 24 mm und einem Innendurchmes-
ser von 12,4 mm mit einer L&nge von 650 mm gefertigt, das in einen MRI-Probenkopf eingefiihrt werden
kann. Durch Vakuum zwischen den beiden Rohrwénden erfolgt eine thermische Isolation zwischen Pro-
benraum und -kopf, um eine Besch&digung des Probenkopfs auszuschliellen. Des Weiteren wird ein Flush-
Gasstrom zum Schutz des Probenkopfs, der Gradienten und des Magneten vor thermischer Beanspruchung
genutzt. Im Inneren des Rohrs werden eine Gasverdrdngungseinheit, bestehend aus einem Aluminium- und
einem Teflonrohr, positioniert, um das zu erhitzende Gasvolumen und damit die Heizleistung zu verklei-
nern und den Warmeubergang hin zur Haselnuss zu optimieren. Fir den Rostprozess wird eine einzelne
Haselnuss in der Apparatur so befestigt, dass eine Umstromung der Nuss mit heif3er Luft moglich ist, aber
eine Bewegung mit Genauigkeit auf der um-Skala wahrend der Messung ausgeschlossen werden kann. Die
Luft wird Uber einen Anschluss an der Unterseite des Glasrohrs zugefiihrt und mittels eines elektrischen
Heizelements auf die erforderliche Temperatur erwarmt. Die Steuerung der Lufttemperatur und des Luft-
volumenstroms erfolgt Gber eine kommerzielle Temperiereinheit (Bruker BVT 3000), wobei eine Kalibrie-
rung der Temperatur an der Position der Nuss erforderlich ist. Oberhalb der Nuss wird die heil3e Luft (iber
einen Stopfen mit einem Schlauch aus dem Magneten herausgefiihrt.
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Abbildung 6.32:  Schematischer Versuchsaufbau der in-situ Rostversuche an Haselniissen im
200 MHz-Spektrometer. Die Nuss wird in einem doppelwandigen evakuierten Glas-
rohr befestigt, sodass eine Umstromung mit der durch das Heizelement der BVT-Ein-
heit erwérmten Luft erfolgen kann. Die Abluft wird an der Oberseite des Magneten
abgefiihrt.

Fur die in-situ Messungen mussten die in Tabelle 6.6 aufgefiihrten Messparameter zu den in Tabelle 6.8
gelisteten Werten gedndert werden, da das Signal-zu-Rauschverhéltnis mit steigender Temperatur ab-
nimmt: Die Erwdrmung der Probe fuhrt zu gedndertem Relaxationsverhalten. Als Konsequenz ergibt sich
im Bild eine andere T;-T»>-Wichtung. Da die Relaxationszeiten fiir eine Haselnuss im untersuchten Tempe-
raturbereich mit steigender Temperatur gréRer werden, muss beispielsweise die Wiederholzeit fur die glei-
che Signalintensitat vergroBRert werden. Des Weiteren &ndern sich die Besetzungswahrscheinlichkeiten der
Kernspinniveaus mit der Temperatur und somit der Besetzungsunterschied der Energieniveaus, was zu ei-
ner kleineren Gesamtmagnetisierung fuhrt (Curie-Gesetz).

N, —AE
Ng _ exp( ) 6.13
N, kgT

N, beschreibt die Anzahl der *H-Kernspins, die parallel zu den Magnetfeldlinien ausgerichtet sind, wéhrend
Ng die antiparallel ausgerichteten Kernspins bezeichnet. Die Energiedifferenz zwischen diesen beiden Zu-
stdnden ist AE. Die Boltzmann-Konstante ks = 1,3805-102% JK™* und die absolute Temperatur T beeinflus-
sen die Besetzungswahrscheinlichkeit der Energiezustdnde. Mit steigender Temperatur nimmt die Wahr-
scheinlichkeit fir die Besetzung des hoheren Energiezustands Ng zu, wodurch die Energieniveaus
gleichméRiger besetzt werden. Dies verkleinert den relativen Besetzungsunterschied. Da die Sig-
nalamplitude des NMR-Signals proportional zur Besetzungsdifferenz ist, fiihrt eine Temperaturerhéhung
zu einer kleineren Magnetisierung und damit zu einer Kleineren Signalintensitat [51]. AufRerdem besteht
die Moglichkeit, dass der Probenkopf trotz IsolationsmaBnahmen erwarmt wird, wodurch die Gite des
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Schwingkreises abnimmt [158]. Die fiir die Réstversuche optimierten MRI-Parameter sind in Tabelle 6.8
aufgefihrt.

Tabelle 6.8: MRI-Parameter fir die Rostversuche an Haselniissen bei 200 MHz.

Pulssequenz RARE
Anzahl an Scans Nav [-] 24
Wiederholzeit tr [s] 5
Echozeit . [ms] 6
RARE-Faktor RF [-] 12
Field of View FOV (x, y) [mm x mm] 15x 15
GroRe der Datenmatrix (X, y) [px x pX] 256 x 256
VoxelgroRe (x, y) [Um X um] 58 x 58
Schichtdicke (2) [mm] 0,5
Anzahl an Schichten [-] 7
Schichtabstand [mm] 1,2
Temperatur T [K] [294; 413]
Messzeit [min] 32

Durch Messungen mehrerer coronaler oder sagittaler Schichten mit den optimierten Parametern lassen sich
unter Verwendung der neu entwickelten Apparatur Strukturanderungen wahrend des Réstprozesses in-situ
messen und analysieren. Eine exemplarisch ausgewéhlte Haselnuss zeigte im ungerdsteten Zustand eine
nicht einheitliche Struktur (Abbildung 6.33 a). Durch die Temperierung verandert sich die Struktur. Kleine
Risse am linken und rechten Rand der Nuss sind entstanden, und der Spalt in der Mitte der Nuss hat sich
vergrofRert (Abbildung 6.33 b). Im Differenzbild werden die Veranderungen noch direkter sichtbar (Abbil-
dung 6.33 ¢).
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Abbildung 6.33:  Eine Haselnuss a) vor und b) nach dem Rdsten, gemessen mit den optimierten MRI-
Parametern (Tabelle 6.8) in der neu entwickelten Apparatur. ¢) Differenzbild aus a)
und b) zur Verdeutlichung der Anderungen.

Neben den Verénderungen auf der Skala von ca. 100 um beim Résten wurden auch die mikroskopischen
Veranderungen mittels PFG-STE-NMR untersucht. Die dafir verwendeten Haselniisse stammten aus Ita-
lien und wurden in einem vortemperierten Ofen mit statischer Ober- und Unterhitze bei 435 K iber 25 min
gerostet, um die Auswirkungen der Hitze auf die Struktur der Oleosome zu untersuchen. Es wurden sowohl
zylindrische Stiicke ungerdsteter als auch gerdsteter Haselniisse (Durchmesser: 4 mm) untersucht, um den
Einfluss der thermischen Behandlung auf die Mikrostruktur durch Diffusion zu analysieren. Die PFG-STE-
Signalzerféalle der Haselniisse und HNO werden verglichen (Abbildung 6.34).

Die Krimmung des PFG-STE-Signalzerfalls ist bei ungerdsteten Niissen groRer als bei gerdsteten Nussen.
Die Diffusion in gerdsteten Haselnussen ist deutlich schneller als in ungerdsteten Haselnlissen aber immer
noch langsamer als bei HNO. Die Veranderungen in den Signalverlaufen deuten auf eine VVeranderung der
intrinsischen Struktur der Haselnuss wahrend des Réstens hin, die das Ol in seiner Diffusion nach dem
Rdésten weniger hindert oder einschrankt. Zur Beschreibung der PFG-STE-Signalzerfalle der gerdsteten
Haseln(sse ist die Erweiterung um eine Gamma-Verteilung des MCPR-Ansatzes unabdingbar.
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Abbildung 6.34: PFG-STE-Signalzerfalle von HNO (H) und 4 mm groRen Stiicken einer ungeroste-
ten Haselnuss (@) sowie einer gerdsteten Haselnuss (A) mit A = 0,04 s, normiert
auf die jeweilige Signalamplitude bei g = 0,07 Tm™. Die Signalzerfalle der Hasel-
nisse sind in der halblogarithmischen Auftragung im Vergleich zu HNO gekrimmt,
was auf Einschrdnkung und Hinderung der Diffusion hinweist. Die Diffusion in ge-
rosteten Haselniissen ist dabei deutlich schneller als in ungerdsteten.

Im kombinierten Modell sind ds3sq und omcer als Funktion von A fir die ungerdstete und die gerdstete
Haselnuss konstant (Abbildung 6.35). Mit dsssq = 2 um sind die Durchmesser der Oleosome in ungergste-
ten Haselnussen kleiner als die Kompartimente in der gerdsteten Haselnuss (dszzq = 7,5 pum). Durch das
Rosten werden die Kompartimente vergréRert, in denen das Ol geometrisch eingeschrankt diffundieren
kann. Dieser Anteil des Ols betrégt bei beiden Haselntissen etwa A; = 0,89. Weiterhin ist <Deg> des Ols in
gerosteten Haselniissen um einen Faktor 2 gréRer als in ungerdsteten Haselniissen, aber dennoch um einen
Faktor 6 kleiner als von reinem HNO. Die A-Abhéngigkeit von <Det> bleibt durch das Rdsten bestehen.
Die Diffusion ist durch Stérkekdrner, Proteine oder Zellwénde in der Zelle oder extrazelluldr weiterhin
gehindert, allerdings ist die Hinderung weniger ausgeprégt als in einer ungerdsteten Haselnuss. Das Tortu-
ositatsmodell (Kapitel 6.2.2, Gleichung 6.6) ergibt o =15 fiir gerdstete Haselnusse verglichen mit
Tort = 50 fUr ungerdstete Haselnisse.
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Abbildung 6.35:  a) dsssq und omcer UNd b) <Des> und o als Funktion von A fiir die ungerdstete (@)
und gerostete (A) Haselnuss, modelliert mit dem kombinierten MCPR-Ansatz mit
einer Gamma-Verteilung (Gleichung 6.3 und 6.10). ds3 19 Zeigen keine Abhangigkeit
von A. <Des> nimmt mit zunehmendem A ab — ein Zeichen fir gehinderte Diffusion.
Die Werte sind fur gerdstete Haselnilisse gréRRer als fir ungerdstete. Der Anteil des
geometrisch eingeschrankten Ols betrégt fir beide Haselniisse ca. A; = 0,89.
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In einer ungerodsteten Haselnuss sind - verglichen mit einer gerdsteten Haselnuss - deutlich mehr Strukturen
erhalten, die das Ol in der Diffusion hindern, bzw. nach dem Tortuositatsmodell (Gleichung 6.6) zwingen,
einen Umweg zu gehen. Die Anteile des geometrisch in Oleosomen eingeschrankten Ols und des Ols au-
Rerhalb der Oleosome mit gehinderter Diffusion bleiben durch das Rosten nahezu unveréndert. Vielmehr
andern sich die Strukturen des zytoplasmatischen Netzwerks, die zur Hinderung beitragen sowie die Grofie
der Oleosome. Diese Ergebnisse lassen sich auch mit Transmissionselektronenmikroskop (TEM)-Aufnah-
men (Abbildung 6.36) und Literaturangaben bestétigen: Die Struktur, in der die Diffusion gehindert wird,
wird durch das Rdsten weniger dicht und offener. Es ist bekannt, dass das Rdsten zu einer héheren Mikro-
porositat und zum Aufbrechen von Zellwanden, u.a. als Folge des Wasserverlustes wahrend der Hitzeein-
wirkung fihren kann [159-161]. Darlber hinaus werden das endoplasmatische Netzwerk und die darin
enthaltenen Oleosome durch das Rdsten zerstort. Dies fihrt zu gréReren interzellularen Raumen. Die Pro-
teinkdrper kdnnen in Abhangigkeit von den Rostparametern ebenfalls anschwellen oder sich verformen,
und die Zellen kdnnen vergrofert und unregelmaRig geformt sein [156].

Abbildung 6.36:  TEM-Aufnahmen einer a) ungerdsteten und b) gertsteten Haselnuss [149]. In der
ungerdsteten Haselnuss ist das endoplasmatische Netzwerk weitgehend intakt: Die
Proteinkdrper (PE) weisen eine polygonale Form auf, und die Mittellamellen (M)
zwischen den Zellwénden sind gut ausgebildet. Es wird deutlich, dass die Strukturen
durch das Rosten weniger dicht werden. Das endoplasmatische Netzwerk ist nahezu
zerstort, die Struktur der Mittellamelle ist verandert.

6.4.3 Mechanischer Einfluss

Zusétzlich zu den Auswirkungen der thermischen Behandlung wurde auch der Einfluss der mechanischen
Behandlung untersucht. Bei der Nusspastenherstellung erfolgt die Zerkleinerung der Nisse typischerweise
in mehreren Prozessschritten, bspw. durch Walzen oder Schreddern. Durch Zerkleinern von Nissen wird
Ol freigesetzt. Gleichzeitig wird die Oberflache der Nusspartikel groRer. Ungerdstete und gerdstete Hasel-
niisse wurden in drei Zerkleinerungsstufen zerkleinert (< 0,8 mm, 0,8 — 1,25 mm und > 1,25 mm) und mit
den 4 mm groRen Stiicken verglichen. Die Signalzerfalle wurden mit dem erweiterten Modell des MCPR-
Ansatzes und einer Gamma-Verteilung modelliert (Gleichung 6.3 und 6.10), um die OleosomgroRenvertei-
lungen (Abbildung 6.37 a und b) und die Gamma-Verteilungen der Diffusionskoeffizienten in gehinderter
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Umgebung (Abbildung 6.37 ¢ und d) zu bestimmen und den Einfluss der mechanischen Beanspruchung zu
analysieren.
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Abbildung 6.37:  Kombiniertes Modell, bestehend aus dem MCPR-Ansatz und der Gamma-Vertei-
lung (Gleichung 6.3und 6.10) angewandt auf die PFG-STE Diffusionsmessungen
von zerkleinerten Haselniissen: dsssq und omcer als Funktion von A fiir die a) unge-
rostete Haselnuss (@)(®)(©)() und b) gerdstete Haselnuss (A)(A)(A)(A), je-
weils mit den 4 mm groRen Stiicken und drei Zerkleinerungsstufen (zunehmende
Zerkleinerung von dunklen zu hellen Farben). Die Zerkleinerungsstufe hat einen
deutlichen Einfluss auf dss sq der ungerdsteten, aber nicht der gerdsteten Haselnuss.
<Det> und og als Funktion von A fiir ¢) die ungerdstete Haselnuss und d) die gerés-
tete Haselnuss. <Deff,gersstete Haselnuss™> 1St groRer als <Deffungerostete Haselnuss™>. Der Anteil
des Ols mit gehinderter Diffusion betrégt fir die ungerdsteten Haselniisse A, = 0,11
unabhéngig von der Zerkleinerungsstufe. Hingegen nimmt dieser Anteil in gerdste-
ten Haselniissen mit zunehmender Zerkleinerung von A, = 0,11 auf A, = 0,16 zu.

Die Zerkleinerungsstufe hat einen deutlichen Einfluss auf dsssq der ungerésteten Haselnuss (Abbildung
6.37 a). Weiteres Zerkleinern fuhrt zu groReren dszsq. Im Gegensatz dazu gibt es bei der gerdsteten Hasel-
nuss keinen eindeutigen Zusammenhang zwischen der mechanischen Behandlung und dsssq (Abbildung
6.37 b). Fir alle Zerkleinerungsstufen ist dassq bei gerdsteten Haselniissen &hnlich groB. <Dess> ist fur die
ungerdstete Haselnuss um den Faktor 1,5 kleiner als flr die gerdstete (Abbildung 6.37 ¢ und d). Bei den
ungerdsteten Haselniissen betrégt der Anteil der Fraktion mit gehinderter Diffusion A, = 0,11, unabhéngig
von der Zerkleinerungsstufe. Die Diffusionsmechanismen in gerdsteten Haselniissen &ndern sich nicht mit
dem Zerkleinerungsgrad, aber die Anteile der beiden Beitrage dndern sich. Der Anteil des gehinderten Ols,
der durch eine Gamma-Verteilung beschrieben wird, steigt durch die Zerkleinerung von A; = 0,11 auf
A, = 0,16. Dies gilt auch fir die feinste Zerkleinerungsstufe, die zu Mus flhrte.
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Die Erkenntnisse aus den Diffusionsmessungen (ber den Einfluss der mechanischen Zerkleinerung lassen
sich mit der VergroRerung der Restriktionsgeometrien [156] durch das Résten der Nisse erklaren (vgl.
Kapitel 6.4.2): In ungerdsteten Haselnuissen ist die nattirliche Struktur vor der mechanischen Behandlung
intakt, und die Verdnderung der Struktur ist nur eine Funktion der Zerkleinerungsstufen. Durch das Zer-
kleinern werden die Oleosome teilweise zerstort, so dass sich groRere Olkompartimente bilden, die mog-
licherweise zusammenflieRen. Die Diffusion des Ols scheint dennoch geometrisch eingeschrankt zu sein.
Bei gerosteten Haselntssen hat die Zerkleinerung hingegen keine weiteren Auswirkungen auf die Oldiffu-
sion auf der um-Ebene, da durch den vorangegangenen Rostprozess Strukturen bzw. Zwischenrdume in der
Nuss soweit vergrofert wurden, dass eine zusatzliche Zerkleinerung der Nuss zu keinen weiteren Verande-
rungen des Diffusionsverhaltens des Ols in der Nuss auf der betrachteten Léngenskala fiihrt, jedoch zu
Unterschieden in den Anteilen. Das erweiterte Modell erlaubt es, alle untersuchten Félle in der Haselnuss
physikalisch sinnvoll zu modellieren und die Zustande der Haselnusse direkt miteinander zu vergleichen,
so dass die Auswirkungen der thermischen und mechanischen Behandlung direkt sichtbar werden.

6.4.4 Zusammenfassung der Olmobilitat in Nissen

Die Kombination aus MRI und PFG-STE Messungen deckt die Langenskalen von einigen 100 um und
einigen mm ab. Vor allem die PFG-STE eignet sich zur Erkundung der fiir die Olmobilitat relevanten
um-Strukturen in der Nuss. In Nissen ist das Ol normalerweise in kugelférmigen Oleosomen gespeichert.
Die Analyse des Diffusionsverhaltens des Ols ist die Grundlage fiir die Bestimmung der GréRe dieser lip-
idhaltigen Organellen. Der Ansatz, der Ublicherweise fir die Analyse der Tropfchengréfe in Emulsionen
verwendet wird, ist direkt auf Mandeln Ubertragbar. Im Gegensatz dazu benétigte das Modell eine Erwei-
terung um einen zweiten Beitrag, der durch eine Gamma-Verteilung beschrieben wird, um die Daten bei
Haselniissen und Cashews konsistent zu beschreiben. Ol in Haselniissen und Cashews wird sowohl in Form
von Oleosomen als auch in offenen Strukturen gespeichert. Dort wird die Diffusion durch andere Bestand-
teile der Haselnuss und Cashews wie Zellwénde und Organellen gehindert. Rosten und Zerkleinern fiihren
zu einer noch offeneren Struktur. Der mittlere volumenbezogene Oleosomdurchmesser fir verarbeitete Ha-
selnlisse ist bis zu viermal groRer als bei einer unbehandelten Haselnuss. Die Untersuchungen zeigen das
Potenzial der quasi zerstérungsfreien Messung von Nissen mittels PFG-STE, die die Strukturierung des
Olvorkommens auf der pm-Skala in Haselniissen vor und nach der thermischen und mechanischen Behand-
lung aufzeigt. Die Kenntnis des Olzustands der Niisse kann einen wertvollen Baustein in der Eingangswa-
renkontrolle im industriellen Umfeld darstellen. Die Methode kénnte ebenso fiir die in-situ Uberwachung
auch wihrend der Nussverarbeitung eingesetzt werden. Sowohl der Olgehalt als auch seine Verteilung in
Oleosomen oder hinderlichen Strukturen werden durch diese Messungen zuganglich, und die Qualitét der
Niisse kann perspektivisch hinsichtlich ihres Olstatus iiberwacht werden.

6.5 Olmobilitat in Saccharose-in-Ol-Dispersionen

Neben (halb)festen Strukturen wie Fetten oder Wachsen wird vermutet, dass auch feste Partikel wie Sac-
charose die Mobilitat von fliissigen Olen reduzieren, moglicherweise durch Sorption oder physikalischen
Einschluss. Bisher ist wenig tber die Mechanismen und Einflussfaktoren der Olimmobilisierung durch
Saccharosepartikel mit unterschiedlichen physikochemischen Eigenschaften bekannt. Es wird davon aus-
gegangen, dass die Olimmobilisierung einerseits von den Saccharoseeigenschaften (wie PartikelgroRe,
Morphologie und Brunauer-Emmett-Teller (BET)-Oberflache) und andererseits von der TAG-Zusammen-
setzung der Lebensmitteldle beeinflusst wird.

So wird beispielsweise diskutiert, ob kleinere oder gréliere Saccharosepartikel einen gréReren Einfluss auf
die Olmobilitit haben. Es wird argumentiert, dass kleinere Saccharosepartikel eine groRere spezifische
Oberflache haben, was zu einer groReren Anzahl von ,,Oladsorptionsstellen* fiihrt [162]. Im Widerspruch
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dazu stehen Erkenntnisse, die zeigten, dass gréRere Saccharosepartikel mehr CB immobilisieren als klei-
nere, mit der Interpretation, dass grofRere Hohlrdume zwischen den Saccharosepartikeln fiir den Einschluss
von CB zur Verfiigung stehen [163].

Die Porositat ist ein MaR fiir die Hohlraume in einem Material und steht oft in umgekehrter Beziehung zu
dessen Dichte. Je kleiner die Dichte und je groBer die Porositit eines Feststoffs ist, desto mehr Ol kann
aufgrund von mehr oder gréReren Hohlrdumen aufgenommen werden [164]. Dabei ist zu beachten, dass
die Poren einerseits groBR genug sein miissen, damit TAGs mit einem Durchmesser von etwa 1,5-2 nm in
ihnen Platz finden und andererseits klein genug sein mussen, dass die TAGs aufgrund ihrer Mobilitéat Gber
signifikante Zeit in der Pore zu finden sind. Darlber hinaus spielt nicht nur die Mikroporositat der Partikel
selbst eine Rolle, sondern auch das Hohlraumvolumen und seine Verteilung in einem Bett aus festen Par-
tikeln wie einer Saccharose-Schittung. Das Hohlraumvolumen wird durch das Packungsvermdgen der Par-
tikel bestimmt, das wiederum von der Partikelform, GroRenverteilung und Packungsanordnung beeinflusst
wird.

Neben geometrischen Parametern sind auch chemische Wechselwirkungen zwischen Olmolekiilen und
Saccharosemolekiilen denkbar. Die Adsorption von Olmolekiilen hangt mit der Polaritat der Oberfliche
eines Sorptionsmittels zusammen [165, 166]. Da Saccharosemolekiile polar (hydrophil) sind, interagieren
sie nur schwach mit unpolaren Olmolekiilen, hauptsachlich also durch van der Waals-Kréafte [164, 167].
Molekular gesehen, neigen Saccharosepartikel in élkontinuierlichen Dispersionen zur Agglomeration, um
den Kontakt mit dem unpolaren Ol zu minimieren. Dies fiihrt zu Hohlrdumen, in denen die Olmolekiile
moglicherweise eingeschlossen werden kénnen [168].

Zur Untersuchung dieser Phanomene wurden Saccharose-in-Ol-Dispersionen aus vier raffinierten Olen
(MCT-CNO, PNO, RSO und SFO) und vier Saccharoseproben (Saccharose in Pulverform (PS), granulierte
feine (GFS) und grobe (GCS) Saccharose und Zuckerwatte (CC)) von H. Schacht (Fraunhofer IVV, Frei-
sing) hergestellt. Die Ole unterschieden sich in ihrer FS-Zusammensetzung, ihrer Viskositat und ihrem
Diffusionskoeffizienten (Kapitel 6.1.2), wéahrend die Saccharoseproben sich in ihrer BET-Oberflache, Par-
tikelgroRe und Morphologie unterschieden. Um den Einfluss dieser Eigenschaften auf die Olimmobilisie-
rung zu untersuchen, wurde die Olmobilitat auf makroskopischer und mikroskopischer Langenskala mittels
verschiedener Methoden gemessen [169]. Eine dieser Methoden war die *H-PFG-STE-NMR, um Oldiffu-
sion in den Saccharose-in-Ol-Dispersionen auf mikroskopischer Ebene mit Fokus auf dem Einfluss der
Partikel- und ZwickelgroRe in der Zuckerschiittung zu untersuchen. Die Diffusionsexperimente wurden bei
294 K mit einem 400 MHz-Spektrometer (Avance Neo WB ultrashield, Bruker BioSpin GmbH & Co. KG,
Deutschland) durchgefuhrt, das mit einem 5-mm-DiffBB-Probenkopf ausgestattet war. Die wichtigsten ex-
perimentellen Parameter der PFG-STE-Sequenz sind in Tabelle 6.9 zusammengefasst.

Tabelle 6.9: Akquisitionsparameter zur Untersuchung der Oldiffusion in Saccharose-in-Ol-Dispersionen
bei 400 MHz.

Pulssequenz PFG-STE
Anzahl an Scans Nav [-1 8
Spektrale Breite SW [ppm] 25
Datenpunkte [-1 8k
Wiederholzeit tg [s] 2
Anzahl der Inkremente [-1 32
Diffusionszeit A [s] [0,02; 0,4]
Gradientendauer & [ms] 2,5
Gradientenamplitude g [Tm?] [0,38; 12]
Temperatur T [K] 294
Messzeit [min] 8
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SFO dient als Beispiel, um die Oldiffusion in Saccharose-in-Ol-Dispersionen auf einer mikroskopischen
Langenskala zu demonstrieren (Abbildung 6.38). Im Gegensatz zu den reinen Olen (Kapitel 6.1.2) wurden
die Daten aus den Gesamtintegralen der tH-NMR-Spektren tber den bimodalen Gamma-Verteilungsansatz
modelliert (Gleichung 6.3). Zwei mittlere effektive Diffusionskoeffizienten <Des,1> (Abbildung 6.38 a) und
<Deft2> (Abbildung 6.38 b) und ihre Verteilungsbreiten 6,1 und o2 sind erforderlich, um die Signalzer-
falle in PFG-Experimenten von SFO in den Dispersionen ausreichend gut zu beschreiben: Eine Fraktion A;
(Abbildung 6.38 c) von SFO, die schneller diffundiert (<Der1> € [0,6; 1,1] - 10" m?s?) und eine Fraktion
Az (Abbildung 6.38 d), die langsamer diffundiert (<Des2> € [0,9; 9,0] - 10712 m?s1). Im Gegensatz zu den
Saccharose-in-Ol-Dispersionen mit GCS, GFS und CC (A;~0,65) liegt A; in Dispersionen mit PS
(A1 = 0,47) in der gleichen GroéRenordnung wie A; (A2 = 0,53).

<De.1> und <Defr, 2> nehmen mit zunehmendem A ab, was wieder auf geometrische Hinderung der Diffu-
sion in den Dispersionen hindeutet (vgl. Kapitel 6.2.2). Die Abnahme mit zunehmendem A ist flr <Desf 2>
groBer als fiir <Der 1>, wiederum insbesondere fiir PS. In Saccharose-in-Ol-Dispersionen mit CC ist die
Abnahme mit zunehmendem A am kleinsten, was auf ein kleineres geometrisches Hindernis in CC + SFO
im Vergleich zu den anderen Kombinationen auf mikroskopischer Ebene hindeutet. Die Einstein-Smoluch-
owski-Gleichung fir den 1D-Fall (Gleichung 3.20), die von A und <Def:i> abhangt, wurde zur Berechnung
von zm; der Olmolekiile verwendet. zq; ist in Saccharose-in-Ol-Dispersionen mit CC fiir alle gemessenen
A am groften und mit PS am kleinsten (Abbildung 6.38 e und f). In Analogie zu den Ergebnissen der Ole-
ogele (vgl. Kapitel 6.2.2) kann der langsam diffundierende Anteil (A2, <Defr2>) Olmolekiilen in der Néhe
der Saccharoseoberflachen zugeschrieben werden, mit kleinen Wechselwirkungen wie Adsorption. Der
schneller diffundierende Anteil (A1, <Detr1>) beschreibt hingegen Olmolekiile in quasi freien Umgebungen
in grolRen Abstanden von den Partikeloberflachen mit einer weniger ausgepragten A-Abhdngigkeit. Diese
Interpretation wird durch die Tatsache gestiitzt, dass das Verhaltnis von Oberflache zu Volumen fiir PS das
groRte unter den untersuchten Dispersionen ist und somit mehr ,,Ol-Adsorptionsstellen” und Hinderungs-
stellen vorhanden sind.
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Abbildung 6.38:  SFO-Diffusion in Saccharosedispersionen aus CC (@), GCS (A), GFS (¥), und PS
(#) und als Referenz in SFO (M): a) <Defr1> und b) <Deft 2> mit o1 bzw. 662 (ver-
tikale Linien), c) A; und d) A, und €) zm1 und f) zm2 als Funktion von A. <Dei>
nimmt mit zunechmendem A ab.

Oft flihrt auch eine geometrische Einschrankung des Diffusionsweges zu einer Verkleinerung des Diffusi-
onskoeffizienten. Daher wurde im Folgenden versucht, das Zwickelvolumen zwischen den Saccharose-
Partikeln durch Annahme einer kugelférmigen Geometrie abzuschétzen (Abbildung 6.39), um so Informa-
tionen Uber die L&ngenskalen der dispergierten Systeme zu erhalten. Diese grobe Annahme ermdglicht
dann die Anwendung des MCPR-Ansatzes (Gleichung 6.10), der normalerweise zur Bestimmung der
TropfchengroRenverteilung in Emulsionen verwendet wird und bereits fur die Untersuchungen zum physi-
kalischen Einschluss in mikroverkapseltem Ol (Kapitel 6.3) und Oleosomen in Haselniissen (Kapitel 6.4)
genutzt wurde. Die Abhdngigkeit von dssaq von A ist auch hier ein Maf} dafiir, wie gut das Modell fiir die
GroéRenbestimmung der mit Ol gefiillten Zwickel in Saccharose-in-Ol-Dispersionen verwendet werden
kann. Es gibt Aufschluss tber die geometrische Einschrankung des Ols durch die Saccharosepartikel. Ist
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3349 unabhéngig von A, beschreibt das Modell die Restriktion in geschlossenen Poren zwischen den Parti-
keln gut, im umgekehrten Fall sind diese um-skaligen Poren entweder verbunden (offene Poren), oder die
Geometrie weicht deutlich von der einer Kugel ab.

Fur die Saccharose-in-Ol-Dispersionen mit GCS, GFS und PS wird eine ahnliche Abhangigkeit von dss 4
von A beobachtet. Der Anstieg von O3 zq mit zunehmendem A ist jedoch bei den Saccharose-in-Ol-Disper-
sionen mit CC deutlich groRer. Dies zeigt, dass die CC-Strange eine sehr offene Porenstruktur bilden und
die Daten nicht durch kugelformige Porenformen zu beschreiben sind. Das Ol ist in diesem System geo-
metrisch weniger eingeschrankt und diffundiert in der gleichen Zeit (iber grof3ere Strecken. Das andere
Extrem ist die PS-Dispersion mit der kleinsten effektiven L&ngenskala der Zwickel in der GrofRenordnung
von 2-3 um, wodurch kirzere effektive Diffusionsstrecken zu beobachten sind.
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Abbildung 6.39:  dsssq Und omcer aus dem MCPR-Ansatz (Gleichung 6.10) unter Annahme einer sphé-
rischen Geometrie als Funktion von A exemplarisch fiir die Saccharose-in-Ol-Dis-
persion mit SFO und CC (@), GCS (A), GFS (V) oder PS (), was eine Abschat-
zung der ZwickelgroRe erlaubt. Die Abhdngigkeit von dsssq(A) unterscheidet sich
erheblich fir CC, das kaum durch eine sphéarische Geometrie beschrieben werden
kann.

Die Ergebnisse zeigen, wie wichtig es ist, die Langenskalen der jeweiligen Messmethode fiir die Olmobi-
litat sowie die Eigenschaften der Bestandteile der Dispersionen zu bercksichtigen. Die Ergebnisse zeigen
auch, dass die Olimmobilisierung auf mikroskopischer Ebene hauptséchlich von der Morphologie wie der
PartikelgrofRe und ihrer Verteilung und dem Typ der Saccharose beeinflusst wird und weniger durch die
hinsichtlich der Diffusion recht dhnlichen Oleigenschaften. Allgemein tragen geometrische Hinderungen
oder Einschrankungen mehr zur Reduzierung der Olmobilitat auf mikroskopischer Ebene bei als chemische
Wechselwirkungen.

6.6 Olmobilitat in Nougatmassen

In den vorherigen Kapiteln wurde die Olmobilitat in verschiedenen Modellsystemen und Rohstoffen be-
schrieben. Nusspasten hingegen stellen hinsichtlich ihrer Zusammensetzung und somit den die Olmobilitét
beeinflussenden Komponenten wesentlich komplexere Mehrphasensysteme dar [170]. Da bereits Kapitel 4
Hinweise auf eine Abhangigkeit der Olmobilitit von den Prozessparametern lieferte, wurde auch der Ein-
fluss der Verarbeitung der Nussmassen auf die mikroskopische Olmobilitat untersucht. Zudem wurden
kommerzielle Brotaufstriche auf Haselnussbasis mit unterschiedlichen Fettphasen charakterisiert.
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6.6.1 Auswirkungen des Prozesses

Die bisherigen Erkenntnisse legen nahe, dass die Olmobilitat in Nougatpasten nicht nur von den verwen-
deten Zutaten, sondern auch von deren Verarbeitung abh&ngt. Bei Niissen wurde beispielsweise beobachtet,
dass die thermische und mechanische Behandlung die Olmobilitat in der Nuss beeinflussen (Kapitel 6.4),
bei Saccharose-in-Ol-Dispersionen fiihrt eine Anderung der PartikelgroRe ebenfalls zu einer Veranderung
der Olmobilitat (Kapitel 6.5). Zur Untersuchung des Einflusses der Prozessparameter auf die Olmobilitit
in Nussmassen wurden die in die Pralinen eingearbeiteten Nussfillungen (Kapitel 4), die durch H. Schacht
im Labormalistab hergestellt wurden, untersucht. Des Weiteren sollte die Untersuchung industriell herge-
stellter Nougatpasten Aufschluss auf die Anwendbarkeit der Methode gewahrleisten.

Im Labormalstab wurden neben der Réstzeit der Haselniisse der Vermahlungsgrad der Feststoffe (Zucker,
Haselniisse und Kakaopulver) sowie die Mischtemperatur und -zeit der Nussmassen variiert (vgl. Kapi-
tel 4). Zudem wurden im industriellen Mafstab Nougatpasten mit unterschiedlichen Mahlgraden und
Mischdauern hergestellt. Diese Nougatpasten wurden bei der Wilhelm Reuss GmbH & Co. KG hergestellt
und bestanden aus 49,5 % ww Zucker, 18 % ww! gerdsteten Haselniissen, 17 % ww* SFO, 11 % ww?
fettarmem Kakaopulver, 4 % ww ! Sheastearin und 0,5 % ww ! Lecithin. Fir den Vergleich verschiedener
Mahlgrade wurden die Nougatmassen und -pasten vor der VVorvermahlung, nach der Vorvermahlung durch
einen Walzenstuhl und nach der Feinvermahlung mit ca. 40 um, 30 um und 20 pm entnommen. Da die
Nougatmassen vor der Conche entnommen wurden, wurden sie mit 8,7 % ww™ SFO, 4,55 % ww* ge-
schmolzenem Sheastearin und 0,55 % ww Lecithin (bezogen auf 100 % Walzgut) aufgefettet, sodass alle
Nougatmassen denselben Fettgehalt hatten. Die Anreicherung mit Fett wurde von H. Schacht mit einem
Thermomix TM6 (Vorwerk, Wuppertal, Deutschland) bei 313 K mit unterschiedlicher Mischzeit (10, 30
oder 60 min) durchgefihrt.

Die Nusspasten wurden sowohl hinsichtlich ihrer Diffusions- als auch Relaxationseigenschaften mit einem
400 MHz-Spektrometer untersucht. Des Weiteren wurden MRI-Messungen an einem 200 MHz-Messin-
strument durchgefihrt, um die gréberen Strukturen in den Pasten ortsaufgeldst sichtbar zu machen (Tabelle
6.10).

Tabelle 6.10: Messparameter der Diffusions- und MRI-Messungen zur Detektion des Einflusses der
Prozessparameter bei der Herstellung von Nussfullungen.

Nusspasten Walzgut
PFG-STE RARE MSME PFG-STE RARE

Pulssequenz 400 MHz 200 MHz 200 MHz 400 MHz 200 MHz

Anzahl an Scans Nav [-1 8 16 64 8 16
Spektrale Breite SW [ppm] 25 - - 50 -
Datenpunkte [-] 8k - - 1k -
Wiederholzeit tr [s] 1,6 1 5 1,948 1
Echozeit . [ms] - 4,01 4,01 - 5,32
RARE-Faktor RF [-] - 4 - - 6
Anzahl der Inkremente [-] 32 - 32 32 -
Diffusionszeit A [s] [0,2; 0,4] - - [0,2; 0,8] -
Gradientendauer & [ms] 2,5 - - 3 -
Gradientenamplitude g [Tm?] [0,38; 12,01] - - [0,50; 15,95] -
Field of View FOV [mm x mm] Z?XXyZ)O Z?XXyZ)O - 5(; 3;)
GroRe der Datenmatrix  [px x pX] ZS?XXyZ)BB ZS?XXyZ)SG - 25?yx§56
. 78 x 78 78 x 78 20x 78
VoxelgroRe [um X pm] X y) X y) - V. 2)
Schichtdicke [mm] (()Z;‘ (();)3 i %(‘)‘
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Anzahl an Schichten [-1 - 1 1 - 5

Schichtabstand [mm] - - - - 0,2
Temperatur T K] 293 293 293 293 293
Messzeit [min] 8 17 1365 8 11

Exemplarisch werden die Ergebnisse der Variation des Vermahlungsgrads vorgestellt, da hier gegenliber
den anderen variierten Prozessparametern der grote Einfluss auf die Olmobilitat messbar war. Die NMR-
Messungen haben gezeigt, dass sowohl im Labormalstab als auch im industriellen MafRstab die gleichen
Ergebnisse beziiglich des Einflusses des Vermahlungsgrades auf die Olmobilitat beobachtet werden. Die
Diffusionsmessungen zeigen, dass die translatorische Mobilitdt mit zunehmender Verarbeitung und damit
Zerkleinerung kleiner wird (Abbildung 6.40 a), was bereits bei den Untersuchungen der Modellsysteme
deutlich wurde (Kapitel 6.5). Die zunehmende Zerkleinerung ist auch bei MRI-Messungen deutlich erkenn-
bar, sodass die integral erfassten Daten hinsichtlich des Vermahlungsgrades praziser interpretiert werden
kdnnen. In der nicht verwalzten Nusspaste (Mischeransatz) sind in den MRI-Bildern gréRere Bereiche mit
kleinem Signal erkennbar, was auf eine inhomogene Paste mit Agglomeraten und grof3en Partikeln hin-
weist. Durch das Vorwalzen werden die Strukturen zwar verkleinert, die Paste bleibt jedoch weiterhin in-
homogen. Erst in den feingewalzten Proben zeigt sich eine homogene Verteilung, wobei bei der gewéhlten
Ortsauflésung keine separaten Ansammlungen fester Bestandteile zu erkennen sind. Vereinzelt sind Berei-
che mit groBer Signalintensitét von ca. 70 a.u. zu sehen, die vermutlich Olansammlungen oder kleine Nuss-
stiicke mit hohem Olanteil reprasentieren.
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Abbildung 6.40: a) PFG-STE-Signalzerfélle von Nusspasten verschiedener Zerkleinerungsstufen und
den Referenzsubstanzen (HNO (M), gerdstete Haselnuss (@), Mischeransatz (V¥), nach
der Vorwalzung (@), nach der Feinwalzung zu 40 pm (<€), 30 um () und 20 pm
(™). Mit zunehmender Zerkleinerung wird die translatorische Mobilitit des Ols in der
Nusspaste kleiner. b) Ergdnzende MRI-Bilder zeigen, dass mit zunehmender Zerklei-
nerung (im Uhrzeigersinn vom Referenzél mit der gréfiten Signalintensitat ausgehend)
Agglomerate und Partikel kleiner und die Paste homogener werden.

Der Einfluss des Zerkleinerungsgrades auf die translatorische Olmobilitat durch das Walzen ist qualitativ
eindeutig zu messen. Die Interpretation der Ergebnisse ist diffiziler: Einerseits sollte eine grébere Vermah-
lung dazu fiihren, dass weniger Ol aus den Oleosomen einer Nuss freigesetzt wird, wodurch die Olmenge
fur die freie Diffusion reduziert ist. Andererseits besitzen gréRRere Partikel eine kleinere spezifische Ober-
flache, was die Ab- oder Adsorption des Ols in der Nusspaste in Folge der Wechselwirkungen zwischen Ol
und Partikeln verkleinert. Zudem kdnnten sich in fein gemahlenen Nusspasten Agglomerate bilden, die das
Ol in ihren Hohlraumen einschlieRen [38]. Ein weiterer moglicher Einfluss ist die erhdhte Tortuositét tior
bei feineren Partikeln, die eine langsamere Diffusion des Ols zur Folge hat.
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Fir ein genaues Verstandnis der Messergebnisse ist eine detaillierte Betrachtung der VVorgange wahrend
des Walzens notwendig. Dazu wurde die Mischung der Bestandteile der Nusspaste sowohl vor als auch
nach dem Walzen ohne Auffettungsschritt zur fertigen Nusspaste untersucht. Optisch konnte beobachtet
werden, dass sich das Gemisch durch das Walzen von einer suspensionsartigen Konsistenz hin zu einem
pulverférmigen Zustand veranderte (vgl. Abbildung 4.1). Diese zun&chst nicht intuitive Verdnderung wird
in der Literatur [38] damit begriindet, dass durch den Druck und die Scherung im Spalt beim Walzen einige
der Partikel zerbrochen und die neu gebildeten Oberfliachen mit Ol benetzt werden. AuRerdem wird ver-
mutet, dass Ol durch die mechanische Bearbeitung in Hohlraumen von Agglomeraten eingeschlossen wird
(Abbildung 6.41 a). Beide Mechanismen fiihren zu einer pulverartigen Konsistenz der Masse. Fir eine
qualitative Betrachtung der Olverteilung im Walzgut wurde eine Probe in einem Rotor mit 4 mm AuRen-
durchmesser mit MRI gemessen und anschlieRend fiir ca. 2 min bei einer Drehfrequenz von 15 kHz rotiert
und daraufhin ebenfalls gemessen (Abbildung 6.41 b und c).
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Abbildung 6.41:  a) Vorstellung der Vorgdnge wahrend des Walzens: Durch den Druck und die Scherung
im Spalt werden Partikel zerbrochen, was zu neu gebildeten Oberflachen fuhrt, die mit
Ol benetzt werden (oben) und / oder zu Agglomeraten mit 6lgefiillten Zwischenrdumen
flihren kénnen (unten) [38]. b) Walzgut in einem 4 mm Rotor vor der ,,Zentrifugation*
und c) nach der ,,Zentrifugation“ mit lokal groRerer Signalintensitat in der Mitte des
Rotors. Das enthaltene Ol separiert sich von den anderen Bestandteilen, was fir das
Vorhandensein von 6lgefillten Zwischenrdumen im Walzgut spricht.

Dieses Vorgehen wurde in der Vergangenheit auch schon zur Analyse von Schmierfetten angewendet
[131]. Vor der Rotation werden tber die Probe hinweg nahezu identische Signalintensitaten von ca. 10 a.u.
gemessen, und das Signal-zu-Rausch-Verhaltnis ist klein. Nach der Rotation werden in der Mitte des Rotors
groBe Signalintensitaten von ca. 65 a.u. gemessen, die auf eine Separation des Ols aus dem Walzgut hin-
deuten. Entlang der Rotorinnenwand werden dagegen kleine Signalintensitaten von ca. 15 a.u gemessen,
was auf die Verarmung an Ol schlieBen lasst. Diese Beobachtungen zeigen, dass das Ol trotz pulverartiger
Konsistenz des Walzguts weiterhin dispers im Produkt verbleibt und nicht etwa bei den Prozessschritten
verloren geht. Es kann durch groe mechanische Belastung freigesetzt werden. Fir die Veranderung der
Signalintensitit durch die Rotation gibt es verschiedene Erklarungsansitze. Zum einen kann das Ol fein
dispergiert vorliegen, sodass die *H-Dichte pro Voxel kleiner ist. Zum anderen konnte die Signalintensitat
durch Oberflichenrelaxation bestimmt werden, wodurch T, des Ols im Walzgut kleiner wire als in einer
reinen Olphase. Dies resultiert in einer kleineren Signalintensitat des Walzguts bei T,-Gewichtung und
gleichen Messparametern.
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Eine mogliche Einlagerung von Ol in Agglomeratzwischenrdumen in Verbindung mit einer feinen Disper-
gierung lasst sich mittels Diffusionsmessungen und Modellierung mit dem MCPR-Ansatz (Gleichung 6.10)
Uberprufen (Abbildung 6.42). Diese NMR-Methode hat sich bereits bei der Untersuchung der Rohstoffe
bewahrt (Kapitel 6.3, 6.4 und 6.5).

a) b)

4
1074 3

*<

103<
— 1 R ¢
o 1074 1

101 4

*<
*<

100 4 <

1}HH+ + l\ IlO‘“

-2
000 005 010 015 020 025 000 005 010 015 020 025
Als] Als]

dss agq’ OMCPR [um]
N
1
—
e e
.
. ——
e
1 1
S,m™ [a.u.g
A
A
A
A
A

Abbildung 6.42:  a) dszaq Und omcpr aus den Diffusionsmessungen und Modellierung mittels des
MCPR-Ansatzes (Gleichung 6.10) als Funktion von A fiir Mischeransatz (V) und
Walzgut nach der Vorwalzung (), nach der Feinwalzung zu 40 pm (<€), 30 pm
(™) und 20 um (“). Sowohl dss 44 als auch die Abhéngigkeit von A &ndern sich durch
das Walzen. Mit zunehmendem Vermahlungsgrad wird sowohl dsssq als auch die
Abhéngigkeit von A kleiner. b) Auch die massenbezogene Anfangssignalintensitat
Som™* wird mit zunehmendem Vermahlungsgrad fr alle A kleiner.

Die Ergebnisse der Diffusionsmessungen mit der Modellierung mittels des MCPR-Ansatzes (Gleichung
6.10) ergab unterschiedliche gs und Qs fiir die Mischungen vor und nach dem Walzen. Fir den Mischeran-
satz ergibt sich der grofte dss g und die groBRte Abhéngigkeit von A, sodass nicht davon ausgegangen wer-
den kann, dass die Diffusion des Ols im Mischeransatz vollstandig geometrisch eingeschrénkt ist. dss 4 und
die Abhéngigkeit von A wurden durch das Walzen mit zunehmendem Vermahlungsgrad kleiner. Somit
kann davon ausgegangen werden, dass durch das Walzen ein Teil des Ols im Inneren von Agglomeraten
geometrisch eingeschrénkt vorliegt. Die dennoch vorhandene Abhéangigkeit des dss s von A, abhéngig vom
Vermahlungsgrad, deutet darauf hin, dass nicht das komplette Ol geometrisch eingeschrankt wird, sondern
zusétzlich eine andere Mobilitatsart vorliegt. Beispielsweise kann sich die Oberflachenrelaxation als Folge
der Zerkleinerung fester Bestandteile auf die Olmobilitat auswirken. Darauf deutet auch die massenbezo-
gene Anfangssignalintensitat Som™* der PFG-STE-Zerfalle hin, die mit zunehmendem Vermahlungsgrad fiir
alle A Kleiner ist, was fir eine Veranderung der Relaxationseigenschaften spricht. Zur Untersuchung der
Oberflachenrelaxation wurden die verschiedenen Proben aus dem Zerkleinerungsprozess hinsichtlich ihrer
transversalen Relaxationseigenschaften ortsaufgeldst analysiert (Abbildung 6.43).

Es wird deutlich, dass R, mit zunehmender Zerkleinerung der in den Nusspasten enthaltenen Komponenten
groler wird, die Signalamplitude der kontinuierlichen Phase der Nusspaste bleibt jedoch ann&hernd gleich.
Die Relaxationseigenschaften, nicht aber die *H-Dichte, dndern sich somit abhangig vom Vermahlungs-
grad. Dies lasst sich auf Oberflachenrelaxation durch VergréRerung der Partikeloberflache fester Bestand-
teile in der Nusspaste zuriickfihren, die fur die Ad- bzw. Absorption von Ol zur Verfiigung steht. Bei den
fein vermahlenen Nusspasten ist die Oberflache und damit der Anteil der Oberflachenrelaxation groRer als
bei grob vermahlenen Nusspasten. In den Proben gibt es Bereiche mit gegeniiber dem Rest der Probe ab-
weichendem Ry in der GréBenordnung des R, von HNO. Dies deutet auf lokale Olanreicherungen hin, so-
dass nicht von homogenen Materialien gesprochen werden kann.
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Abbildung 6.43:  a) Ry-Bild der industriell hergestellten Nusspasten aus verschiedenen Verarbeitungs-
schritten. Der Verarbeitungsschritt nimmt beginnend bei HNO als Referenzél mit dem
kleinsten R, im Uhrzeigersinn zu. R, zeigt Unterschiede zwischen den Nusspasten und
nimmt mit zunehmender Verarbeitung zu. Fir nicht eingeférbte, d.h. weille Bereiche
wurde aufgrund der zu kleinen Signalintensitat Rz nicht analysiert. b) Die dazugehori-
gen Signalamplituden: Mit Ausnahme des HNO haben alle Proben eine dhnlich groRe
Signalamplitude der kontinuierlichen Phase (= 3,5-:10°3).

Insgesamt kann auf eine Uberlagerung der beiden Mechanismen des Oleinschlusses in Agglomeraten und
der Oberflachenrelaxation als Folge des Walzprozesses geschlossen werden. Die Vermahlung fuhrt in die-
sem Bild zu einer Reduktion der intrinsischen und der translatorischen Mobilitit der Olmolekiile in den
Nusspasten, was mittels der beiden NMR-Methoden Diffusion und Relaxation nachgewiesen werden kann.

6.6.2 Kommerzielle Brotaufstriche

Bei den bisher vorgestellten Untersuchungen wurden Messungen an Nougatpasten fur Pralinenfiillungen
aus einer Produktion im Labor- und Industriemalstab mit exakt bekannter Zusammensetzung und Prozes-
sierung durchgefiihrt. Brotaufstriche stellen weitere weit verbreitete nussbasierte Lebensmittel dar. Im Han-
del ist eine groBe Anzahl an kommerziell produzierten und vertriebenen Nusscremes erhéltlich. Die Band-
breite an Variationen der Produkte hinsichtlich Rezeptur, Feinheit, Homogenitat und Viskositét ist dabei
groR, jedoch sind genaue Rezepturen und Prozessbedingungen in der Regel fiir die Offentlichkeit unzu-
ganglich [170]. Nusscremes sind, ebenso wie Nussfulllungen in Pralinen, Dispersionen von Feststoffen in
Olen oder Fetten, die meist aus Haselniissen und anderen Steinfriichten gewonnen werden. Durch die teil-
weise Kristallisation von Fett wie PO und CB mit hochschmelzenden TAGs entsteht bei Raumtemperatur
eine cremige, streichfahige Masse. Ein grofRer Anteil der Feststoffe sind fein gemahlene Nisse, Zucker,
Milchpulver und Kakaopulver. Im Vergleich zu Nussfiillungen in Pralinen enthalten Brotaufstriche oft zu-
satzliche Pflanzendle, um die Streichfahigkeit zu verbessern, sodass der Fettgehalt bei ca. 35-60 % ww!
liegt, wahrend dieser in Nussftllungen lediglich bei 25-45 % ww liegt.

Nachdem fir alle bisherigen Messungen Methoden der Hochfeld-NMR eingesetzt wurden, wurde nun auch
die Niederfeld-NMR mit Messungen in der Zeitdoméne (TD-NMR) genutzt, um potentielle Anwendungs-
gebiete der Qualitatskontrolle z.B. in der Lebensmittelindustrie zu untersuchen. Insbesondere die transver-
sale Relaxation eignet sich mit der CPMG-Pulssequenz im Niederfeld fur schnelle Messungen mit groRem
Informationsgehalt (Kapitel 3.3.2, Abbildung 3.8). Fir die Niederfeld-NMR in der Routine sprechen eine
gunstigere Anschaffung gegeniuiber Hochfeldgeraten, ein kleinerer Platz- und Wartungsbedarf, Robustheit
sowie die Moglichkeit der Entwicklung von ,,Knopfdruckmethoden®.
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6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

Zur Entwicklung einer Niederfeld-Methode zur Bestimmung der Olmobilitat in Nussmassen wurden 20
handelstbliche Brotaufstriche auf Haselnussbasis sowie fiinf Referenzéle bzw. -fette (HNO, SFO, RSO,
PO und CB), die lblicherweise Bestandteil der Rezepturen der Brotaufstriche sind, im Zeitraum der Mas-
terarbeit von S. Kafashian [171, 172] untersucht. Ziel war es, anhand der transversalen Relaxationseigen-
schaften der Aufstriche zuverldssige und klar definierte Qualitdtsmerkmale zu identifizieren. Dabei lag der
Fokus auf Parametern, die sich einfach und zuverldssig messen lassen. Die Auswahl der Brotaufstriche
erfolgte so, dass eine grofie Bandbreite an Rezepturen abgedeckt wurde (Tabelle 6.11). Vor den Messungen
wurden alle Proben mehrere Wochen bei Raumtemperatur gelagert. Zudem wurde die Temperaturabhén-
gigkeit der transversalen Relaxation untersucht, da sich die Struktur von Nussmassen temperaturabhangig
verandert, was wiederum die Olmobilitét beeinflusst.

Tabelle 6.11: Inhaltsstoffe gemaf den Angaben auf den Verpackungen der 20 handelstiblichen untersuchten
Nussaufstriche.

Probe Symbol Inhaltsstoffe

a | Zucker, CB, Haselniisse, Magermilchpulver, Kakao (17 %), SFO, Disteldl, Reisdl, Son-
nenblumenfett, Kokosfett, Mandeln, Emulgator: Lecithin, Vanille

b o Zucker, CB, RSO, Haselnusse (14 %), entfetteter Kakao (11 %), getrockneter Reissi-
rup, Emulgator: Lecithin, Butterreinfett, Sojafasern (3 %), Aromen
c A Rohrzucker, CB, Haselnsse (13 %), Magermilchpulver, entfetteter Kakao (8,5 %), SFO,
Emulgator: Lecithin
d V¥ Rohrzucker, CB, Haselniisse (30 %), Magermilchpulver, entfetteter Kakao, getrockneter
Reissirup, SFO, Emulgator: Lecithin
e € Zucker, CB, RSO (25 %), SiiBmolkenpulver, Haselnussmasse (5 %), Magermilchpulver,
entfetteter Kakao, SFO, Emulgator: Lecithin, Salz, Aromen

f 4 Zucker, CB, StiBmolkenpulver, Haselniisse (20 %), Magermilchpulver, Laktose, entfette-
ter Kakao (7 %), SFO, Emulgator: Lecithin

g | 4 Rohrzucker, CB, Haselniisse (18 %), gerostete und gehackte Haselntisse (4 %), Mager-

milchpulver, entfetteter Kakao, SFO, Emulgator: Lecithin, Vanille
h ® Rohrzucker, CB (6,5 %), Haselniisse (18,5 %), Magermilchpulver, entfetteter Kakao,
SFO, Emulgator: Lecithin, Vanille
i * CB, Haselniisse (33 %), Kakao, SFO, Xylit

j Zucker, CB, RSO, Sheanussol, Stimolkenpulver, Haselnussmasse (14 %), Magermilch-
pulver, Laktose, entfetteter Kakao, Weizenmehl, SFO, Emulgator: Lecithin, Butterrein-
fett, Backtriebmittel, Salz, Aromen (mit Schokokekskriimeln und Knusperkrokant)

k Zucker, CB, Maisstarke, Stmolkenpulver, Haselnusse (13 %), Magermilchpulver, ent-

fetteter Kakao (9 %), SFO, Emulgator: Lecithin, Maltodextrin

Zucker, PO, Haselnisse (13 %), Magermilchpulver (8,7 %), entfetteter Kakao, Emulga-

tor: Lecithin, Vanille
Zucker, PO, Haselnisse (13 %), Magermilchpulver (5,5 %), entfetteter Kakao (3,7 %),
Mandeln, Emulgator: Lecithin
Rohrzucker, PO, Haselnisse (14 %), entfetteter Kakao, SFO, Vanille, SU3lupinenmehl
Rohrzucker, PO, Haselnisse (13 %), Magermilchpulver, fettarmer Kakao (7 %), SFO,
Vanille
Zucker, PO, RSO, Haselniisse (13 %), Magermilchpulver (7,5 %), entfetteter Kakao
(7,5 %), Emulgator: Lecithin, Laktase
Rohrzucker, PO, Haselnisse (45 %), Magermilchpulver (10 %), entfetteter Kakao (4 %),
Vanille
Rohrzucker, PO, Haselniisse (15 %), entfetteter Kakao (9 %), SFO, Emulgator: Lecithin,
Vanille
Zucker, PO, RSO, Haselniisse (13 %), Magermilchpulver, entfetteter Kakao (9 %), SFO,
Emulgator: Lecithin

t Zucker, PO, RSO, SuRmolkenpulver, Haselniisse, Magermilchpulver (2,5 %), entfetteter

Kakao (6,5 %), Emulgator: Lecithin (inhomogene Verteilung des entfetteten Kakaos
(,,schwarz-weifles“ Muster))

® V A ¢ «» o0 &
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6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

Um eine QC-geeignete Methode zu etablieren, sind umfangreiche VVoruntersuchungen sowohl in der Hoch-
feld- als auch in der Niederfeld-NMR notwendig, um geeignete Parameter zu finden, die Rickschliisse auf
die Inhaltsstoffe der Proben zulassen. Neben den spektral aufgeldsten Hochfeldmessungen aus Kapitel 6.1.1
dienten Messungen der *H-NMR-Spektroskopie und der transversalen Relaxation mit spektraler Auflésung
mit einem 300 MHz-Spektrometer (AvanceNeo Nanobay, ausgestattet mit einem Breitbandprobenkopf
BBFO) an den Brotaufstrichen bei einer Temperatur von 298 K als Grundlage fur die Anwendung der TD-
NMR. Zusétzlich wurden CPMG-Messungen mit einem 20 MHz-TD-NMR-System (Bruker the minispec
mq 20) durchgefiihrt, das in der industriellen Qualitatskontrolle etabliert ist, um die transversale Relaxation
als potenziellen Qualitatsparameter zu analysieren (Tabelle 6.12). Die Temperatur wurde in 5 K-Schritten
zwischen 298 K und 373 K variiert. Vor jeder NMR-Messung wurde eine Haltezeit von 10 min eingehalten,
um isotherme Bedingungen - raumlich und zeitlich - zu gewahrleisten. Die Proben wurden in NMR-Glas-
réhrchen (5 mm fir 300 MHz bzw. 10 mm fir 20 MHz) mit einer Flllhéhe von 10 mm eingefillt, um
Temperaturgradienten zu minimieren und Konvektion bei htheren Temperaturen zu reduzieren.

Tabelle 6.12: Experimentelle Parameter zur Untersuchung der Olmobilitét in Brotaufstrichen.

Pulssequenz 29 CPMG CPMG
300 MHz 300 MHz 20 MHz
Anzahl an Scans Nav [-1 8 8 8
Spektrale Breite SW [ppm] 25 33 -
Datenpunkte [-] 8k 8k -
Wiederholzeit tg [s] 4 4 5
Echozeit e [ms] - 1,2 2
Anzahl der Inkremente [-] - 32 1500
Temperatur T [K] 298 298 [298; 373]
Messzeit [min] 1 19 1

Transversale H-Relaxation von Brotaufstrichen auf Haselnussbasis bei 300 MHz

Mit dem 300 MHz-Spektrometer werden im Gegensatz zum 20 MHz-TD-NMR-System pseudo-2D-Da-
tensétze gemessen (Kapitel 3.3.2, Abbildung 3.9). Das 300 MHz-NMR-Spektrometer hat eine gute Mag-
netfeldhomogenitat, die es erlaubt, *H-Spektren mit einer kleinen Linienbreite zu messen, d.h. die Spektren
sind - im Gegensatz zur integral messenden TD-NMR bei 20 MHz - spektral aufgeldst. Das Wasserfalldi-
agramm zeigt dennoch weitgehend unstrukturierte Spektren, was hauptsachlich auf homonukleare dipolare
Wechselwirkungen zuriickzufiihren ist (vgl. Kapitel 3.3.3). Die Spektren lassen also keine detaillierte che-
mische Analyse der Brotaufstriche zu. Dazu missten die Brotaufstriche entweder verdinnt werden, mit
speziellen Pulssequenzen oder bei héheren Temperaturen gemessen werden. Im Spektrum sind zwei breite
Hauptsignalbereiche zu sehen. Die normierten Signale SSo* integrierter Bereiche des Spektrums eines Brot-
aufstrichs zeigen als Funktion von n-te aufgetragen die Signalzerfélle (Abbildung 6.44). Die Magnetisie-
rungszerfélle wurden Uber den gesamten spektralen Bereich sowie fur die beiden breiten Signale Uber
8¢ € [7,8; 8,2] ppm und & € [4,2; 4,7] ppm analysiert. Dabei handelt es sich um die Uberlagerungen der
NMR-Signale verschiedener funktioneller Gruppen. Die Signalzerfélle der drei Integrationsbereiche zeigen
eine identische Zeitabhangigkeit innerhalb des experimentellen Fehlers.

103



6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

10°7%,
1%
10714
— ] — h2 ol 3
‘_‘t 102 1210 8 lé ‘s 2 0 -2
.% 5 .‘ 3. (H) [ppm]
2
10734 ¢
H
10-4_ T . T T T T T T T = T T
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
Nt [S]

Abbildung 6.44:  Die normierten transversalen Signalzerfélle bei 300 MHz der beiden breiten Haupt-
signalbereiche 1 (schwarzer Bereich) und 2 (roter Bereich) eines Brotaufstrichs auf
Haselnussbasis zeigen ein identisches transversales Relaxationsverhalten bis ins
Rausch-Niveau hinein. Eine integrale Messung (blauer Bereich) der transversalen
Relaxation ist daher angebracht. Die Kriimmung der Magnetisierung in der halblo-
garithmisch dargestellten Kurve deutet auf eine Verteilung der Relaxationsraten hin.

An den Rohdaten ist ersichtlich, dass auch Brotaufstriche wie Ole, Fette oder Oleogele nicht als , einfache*
Spinsysteme betrachtet werden kénnen, was bereits aus ihrer chemischen Zusammensetzung hervorgeht
und zusatzlich durch den Aggregatzustand der Komponenten motiviert ist. So weichen die Magnetisie-
rungszerfalle von einer monoexponentiellen Zerfallsfunktion, die fiir flussige und oft in Verdinnung vor-
liegende kleine Molekile erwartet wird, deutlich ab. Dementgegen liegt ein multiexponentieller Relaxati-
onszerfall der Magnetisierung vor. Fir Anwendungen in der Qualittskontrolle sind automatisierte
Auswerteroutinen vorteilhaft. Eine gadngige Methode hierfir ist vor allem bei TD-NMR Messungen die ILT
[173]. Das Ergebnis ist die Haufigkeitsverteilung der transversalen Relaxationsrate p(Rz) (Abbildung 6.45).
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Abbildung 6.45:  Ergebnis der ILT flr eine Messung an einem Brotaufstrich: a) p(R.) fiir verschiedene
ouLt (3-10° (M), 3-10° (@), 3-10%° (A), 3-10'2 (7)). Abhingig von ait kénnen zu
breite Verteilungen oder kiinstliche Peaks entstehen. b) a7 ist optimal, wenn das
statistische MaR %2 als Funktion von oy 7 gerade Rauschniveau erreicht.

Da die ILT numerisch ein ,,ill-posed problem* ist, wird flir eine ausreichende Stabilitat eine Regularisierung
bendtigt. Der dafiir verwendete Glattungsparameter ot beeinflusst sowohl die Breite als auch die Position
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der resultierenden Verteilung. Wird oyt zu gro gewahlt, entstehen verrauschte oder kinstlich erzeugte
Peaks. Ist oyt zu klein, geht Information verloren, und es kommt zu einer Verzerrung von p(Rz). Werden
Brotaufstriche mit ahnlicher Zusammensetzung verglichen, ist es ratsam, oyt konstant zu halten. Bei Brot-
aufstrichen mit sehr unterschiedlicher Zusammensetzung tragen verschiedene Relaxationsmechanismen
bei, was eine flexible Anpassung der Regularisierungsparameter in einem definierten Rahmen erforderlich
macht. Fur den Einsatz in der automatisierten QC stellt diese Abhéngigkeit eine Herausforderung dar, da
variierende Parameter die Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Proben erschweren.

Eine alternative Herangehensweise besteht darin, den Magnetisierungszerfall mit physikalisch fundierten
Modellfunktionen zu beschreiben. Wie bereits bei den Modellsystemen gezeigt wurde (Kapitel 6.1, 6.2 und
6.5), wird so eine robustere und objektivere Datenanalyse ermdglicht. Wie es auch bei den reinen Olen,
Gelatoren und Oleogelen (Kapitel 6.2) nétig war, ist eine bimodale Gamma-Verteilung (Gleichung 6.2)
erforderlich, um die Magnetisierungszerfélle von Fetten und Mehrkomponentenmischungen wie Brotauf-
strichen auf Haselnussbasis bei Temperaturen unterhalb der Schmelztemperaturen T < Ty numerisch gut
zu beschreiben. Die Amplituden A; und die transversalen Relaxationsparameter <R2;> und og; liefern In-
formationen (BestimmtheitsmafR Rg? > 0,99) liber die Olmobilitat solcher Systeme und sind nahezu iden-
tisch und unabhéngig von der chemischen Verschiebung. Diese Beobachtungen ebnen den Weg fiir die TD-
NMR zur Messung der integralen transversalen Relaxation an Brotaufstrichen, ohne dass Informationen
substantiell verloren gehen.

Transversale *H-Relaxation von Fett- und Ol-Referenzproben bei 20 MHz (TD-NMR)

Die transversale Relaxation ist fiir fliissige und feste Phasen von Fetten bzw. Olen deutlich unterschiedlich,
was bereits bei SFC-Messungen genutzt wird [174-181]. So ist es modglich, die in Brotaufstrichen enthalte-
nen Substanzen wie die fliissigen Ole HNO, SFO und RSO von den festen Fetten PO und CB bei Raum-
temperatur zu unterscheiden und ihre intrinsische Beweglichkeit Gber die transversale Relaxation zu erfas-
sen. Im Vergleich zu Hochfeldmessungen (vgl. Kapitel 6.1.1) kénnen die Signalzerfille der fliissigen Ole
im Niederfeld mit einer monomodalen Gamma-Verteilung (Gleichung 6.1) bei einem BestimmtheitsmaR
Rg? > 0,99 modelliert werden. Die Tatsache, dass nur eine mittlere Relaxationsrate berechnet wird, wird
durch eine gréRere Verteilungsbreite kompensiert, mit der der Bereich der beiden Relaxationsraten der
Hochfeldmessungen abgedeckt wird. Obwohl der Informationsgehalt gegenuber der bimodalen Gamma-
Verteilung Kkleiner ist, Gberwiegt der Vorteil der numerischen Stabilitat der Modellierung, was essentiell fur
eine Anwendung in der Qualititskontrolle ist. Neben der Unterscheidung der Ole und Fette kénnen die
Fest-Flissig-Phaseniibergange von PO und CB detektiert werden, wie das Beispiel der normierten trans-
versalen Signalzerfalle von CB und PO, die im Temperaturbereich T € [298; 373] K gemessen wurden (Ab-
bildung 6.46), zeigt. Die Echomaxima S wurden als Mittelwert tilber mehrere Datenpunkte um das Echoma-
ximum herum fir jedes Echo als Funktion von n-t. gemessen. Diese TD-NMR H-Magnetisierungszerfalle
wurden auf die Signalamplitude des ersten Echos So normiert.
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Abbildung 6.46:  Normierte *H-CPMG-Magnetisierungszerfille (te = 2 ms, TD-NMR, 20 MHz) von
a) CB und b) PO firr T € [298; 373] K: 298 K (M), 303 K (@), 308 K (A), 313 K
(V¥),318 K (¢),323 K (€),328 K("),333 K (" ),338K(/),343K(®), 348K
(9),353 K (+), 358 K (X),363 K (X), 368 K (—), 373 K (I). Der Sprung im Mag-
netisierungszerfall von CB zwischen 308 K und 313 K im Vergleich zu PO weist auf
ein Schmelzen bei kleineren Temperaturen in kleinen Ubergangsbereichen hin, wah-
rend PO Uber einen breiten T-Bereich schmilzt.

Die transversalen Signalzerféalle von PO und CB kdnnen im Gegensatz zu HNO, SFO und RSO bei T < Tw
nicht numerisch sinnvoll mit einer monomodalen Gamma-Verteilung (Gleichung 6.1) beschrieben werden.
Stattdessen ist eine bimodale Gamma-Verteilung (Gleichung 6.2) nétig, um den transversalen Magnetisie-
rungszerfall bei diesen Temperaturen in den festen Fetten numerisch ausreichend genau zu beschreiben
(Abbildung 6.47).
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Abbildung 6.47:  Fitparameter des transversalen Magnetisierungszerfalls, gemessen an den Referenz-
proben HNO (H), RSO (€), SFO (V¥), PO (@) und CB (A) als Funktion von
T €[298; 373] K bei 20 MHz: a) <Rz:1> € [9; 37] s (ungefillte Symbole) und
<Ry,> € [2; 12] s (gefiillte Symbole) mit den Verteilungsbreiten 661 und og als
Fehlerbalken. b) A; (ungefillte Symbole) liegt im Bereich [0; 0,78], wéhrend
A, = 1-A; (gefiillte Symbole) im fliissigen Zustand dominiert. <R»,1>von PO und CB
sind groRer als <R,> der Ole HNO, RO und SFO bei T < Tu. Die farbig markierten
Bereiche zeigen den vollstandigen Fest-Flissig-Phaseniibergang von CB (blau) und
PO (rot), die aus den transversalen Magnetisierungszerfallen extrahiert wurden.

Die mittleren Relaxationsraten der schneller relaxierenden Komponenten <Rz:> € [9; 37] s mit groRerem
Anteil A; € [0,52; 0,78] der beiden festen Fette CB und PO sind deutlich gréRer als die mittleren Relaxati-
onsraten <Rz> € [2; 11] st von HNO, SFO und RSO fiir T < Tu. Die mittlere transversale Relaxationsrate
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der langsamer relaxierenden Komponenten <Rz,> € [2; 12] s liegt stattdessen in einer dhnlichen GroRken-
ordnung wie die der Ole, was auf die groRe Bandbreite der molekularen Fluktuationen in diesen Fetten
hinweist.

HNO, SFO und RSO haben einen hohen Gehalt an TAGs mit ungesattigten FS. Diese Ole sind bei Raum-
temperatur flussig. Die intramolekularen, hauptsachlich homonuklearen dipolaren Wechselwirkungen sind
zeitlich gemittelt, was in den CPMG-Experimenten zu relativ kleinen transversalen Relaxationsraten fiihrt.
Die intrinsische Mobilitét in diesen Fettmolekdilen ist grofer, d.h. die Fluktuationen sind auf einer kiirzeren
Zeitskala als in den strukturierten Festkdrpern CB und PO im beobachteten Temperaturbereich. Bei 298 K
bestehen CB und PO, die beide fir ihren Polymorphismus bekannt sind, sowohl aus mobilen als auch un-
bewegten TAG auf der Zeitskala der CPMG. Im Gegensatz zu HNO, SFO und RSO beeinflussen die poly-
morphen kristallinen Strukturen in CB und PO die intrinsische Mobilitat und verursachen somit eine schnel-
lere transversale Relaxation [182, 183]. Daher ist <R,> von HNO, SFO und RSO im Vergleich zu <Rz1>
von CB und PO fiir T < Ty kleiner. Im Gegensatz dazu spiegelt <R, > von CB und PO die mobilen Frak-
tionen oder funktionellen Gruppen wider, die auf einer ahnlichen Zeitskala relaxieren wie HNO, SFO und
RSO. <R21> von CB und PO koénnte fur die Relaxation der hochschmelzenden TAG (z. B. POP) stehen,
wéhrend <Rz 2> den niedrigschmelzenden TAGs (z. B POO) zugeordnet werden kdnnte [184, 185]. Mit der
Temperatur nimmt <Rj,;> ab, und die Amplitudenanteile der schneller und langsamer relaxierenden Kom-
ponenten in CB und PO, die das Schmelzen widerspiegeln, &ndern sich.

<R;1> =37 s von CB ist bei T =298 K groRer als <Rz1> = 29 s von PO. <R;1> nimmt bei CB stetig mit
der Temperatur ab, wéhrend die Abnahme von <R, 1> bei PO, die den Ubergang von einer festen zu einer
fliissigen Phase widerspiegelt, Giber einen groReren Temperaturbereich beobachtet wird. Das tber die TD-
NMR beobachtete vollstdndige Schmelzen wird also fir CB bei Tv = 314 K und fiir PO bei Tw =324 K
festgestellt. Dies spiegelt die multiskaligen Eigenschaften von Fetten wider und steht im Einklang mit an-
deren Studien, z. B. [186-188] und Referenzen darin. CB und PO als TAG-Gemische zeigen Schmelztem-
peraturbereiche, die zusatzlich vom Polymorphismus der Fettkristalle bestimmt werden [189, 190]. Bei
T > Twm, d. h. im flssigen Zustand, erfolgt die transversale Relaxation bei allen gemessenen Referenzproben
auf einer &hnlichen Zeitskala.

Transversale 'H-Relaxation von Brotaufstrichen auf Haselnussbasis bei 20 MHz (TD-NMR)

Haselnussbasierte Brotaufstriche lassen sich anhand der auf der Verpackung angegebenen Fettzusammen-
setzung in zwei Gruppen einteilen: solche mit CB und solche mit PO. Wéhrend CB hauptséchlich TAGs
mit gesattigten und einfach ungeséattigten FS enthélt, sind in PO auch TAGs mit mehrfach ungeséttigten FS
zu finden. Im Vergleich zu CB hat PO eine breitere Schmelztemperaturspanne, was zu einer cremigen bis
leicht festen Textur bei Raumtemperatur flihrt. Es wurden elf Brotaufstriche mit CB mit neun Brotaufstri-
chen mit PO hinsichtlich ihrer transversalen Relaxation verglichen (Abbildung 6.48). Bei der Auswahl der
Proben wurde darauf geachtet, eine mdglichst grofle Variation an Inhaltsstoffen und Herkunft zu bertick-
sichtigen. Dadurch sollte der Einfluss dieser Faktoren auf die Olmobilitit und die transversale Relaxation
handelsublicher haselnussbasierter Brotaufstriche erfasst werden.

Fur T < Twm lassen sich die gemessenen Magnetisierungszerfalle numerisch prazise durch bimodale Vertei-
lungen (Gleichung 6.2) beschreiben. Oberhalb von Ty fuhrt eine monomodale Verteilung (Gleichung 6.1)
zu transversalen Relaxationsraten in der GroRenordnung der Referenzéle. Bei Brotaufstrichen mit CB
nimmt <Rz,:> deutlich im Temperaturbereich Tu € [317; 325] K ab, wahrend dieser Effekt bei Brotaufstri-
chen mit PO erst bei hoheren Temperaturen Twm € [325; 336] K auftritt. Allen Proben gemeinsam ist, dass
ihre Tm-Werte Uber denen der Referenzoéle liegen, was auf das Vorhandensein weiterer fester Bestandteile
in den Brotaufstrichen hinweist.
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Abbildung 6.48:  a) + ¢): <Rz:> € [7;29] s* (ungefiillte Symbole) und <Rz2> € [2; 10] s (gefiillte
Symbole) mit 6g1 und o (vertikale Linien), b) + d): A; (ungefillte Symbole) im
Bereich [0; 0,80] und A, = 1-A; (gefiillte Symbole) der Nussaufstriche mit CB (oben,
blau) und mit PO (unten, rot) in Abhéngigkeit von T € [298; 373] K, gemessen bei
20 MHz. Die farbigen Bereiche zeigen den Temperaturbereich an, in dem alle Nuss-
aufstriche mit CB (blau, Tm € [317; 325] K) und mit PO (rot, Tm € [325; 336] K) ge-
schmolzen sind, wie aus dem Zerfall der transversalen Relaxation abgeleitet. Nuss-
aufstriche mit CB haben eine groBere Verteilung von <R,i>e[3;29]s? im
Vergleich zu PO.

Wechselwirkungen zwischen den Zutaten erklaren diese Beobachtungen. Sie préagen die mikroskopische
Struktur und somit R,. Der in Abbildung 6.48 markierte kritische Temperaturbereich wird von Faktoren
wie Fettart, Fettgehalt, Zuckergehalt und anderen Bestandteilen bestimmt - insbesondere von festen Parti-
keln wie Fasern, Keksstiicken und Schokoladenstiicken. Die héheren Tu-Werte von Brotaufstrichen mit
PO stimmen mit den bekannten Eigenschaften von PO Uberein. Zudem kann die Variabilitat von Ty zwi-
schen verschiedenen Nussaufstrichen auf Unterschiede in der TAG-Zusammensetzung durch Fraktionie-
rung zuruckgefuhrt werden, wodurch eine groRere T-Spanne des Schmelzens zu erwarten ist.

Bei Nussaufstrichen mit CB wurde eine gréRere Verteilung der transversalen Relaxationswerte
<R2;i> € [3; 29] s* gemessen. Eine mogliche Erklarung fir den Anteil schnellerer Relaxationsraten sind
feste Bestandteile wie getrockneter Reissirup, Ballaststoffe oder eine kleine Menge Butterreinfett. Die
haselnusshasierten Brotaufstriche mit PO zeigen hingegen eine gréRere Variabilitat in den Amplituden, was
auf spezielle Brotaufstriche mit einem ,,schwarz-weil-Muster* (Duo-Schokocreme) zuriickzufihren ist.
Dies legt nahe, dass entfettetes Kakaopulver, das dem schwarzen Anteil der Creme die dunkle Farbe ver-
leiht, ebenfalls die transversale Relaxation bei T < Tw beeinflusst.
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6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

Neben der Untersuchung der Olmobilitat durch die transversale Relaxation mittels TD-NMR, mit der ver-
schiedene Rezeptureinfllsse erfasst wurden, zeigte sich, dass es trotz erheblicher Rezepturvariationen moég-
lich ist, Brotaufstriche mit PO oder CB eindeutig zu unterscheiden. Die temperaturabhangige Differenz im
transversalen Relaxationsverhalten bildet die Grundlage fir eine schnelle und zuverlassige Charakterisie-
rung von haselnussbasierten Brotaufstrichen im Rahmen der Qualitatskontrolle und zur Identifikation még-
licher Verfélschungen.

Lebensmittelbetrug wird hdufig durch hohe Rohstoffkosten motiviert, um finanzielle Vorteile zu erzielen.
Zwar stellen solche Verfalschungen oft kein gesundheitliches Risiko dar, jedoch werden Verbraucher und
Konkurrenten in Bezug auf Qualitat, Herkunft und den physiologischen Wert der Produkte getéuscht. Ub-
licherweise wird PO als Fettphase in Nussaufstrichen verwendet, um eine cremige Konsistenz und Stabilitét
zu gewdhrleisten. Aufgrund 6kologischer Bedenken hinsichtlich der PO-Produktion sucht die Lebensmit-
telindustrie gegenwartig verstarkt nach alternativen Strukturfetten [191, 192]. Einige Produkte werden be-
reits mit CB anstelle von PO hergestellt, doch dies ist mit hoheren Rohstoffkosten, veranderten physikali-
schen Eigenschaften und geschmacklichen Unterschieden verbunden [193], was wiederum das Risiko von
Lebensmittelbetrug erhéht. Zum Beispiel lag der Preis fiir PO im Februar 2025 bei etwa 1067 $ pro Tonne,
wéhrend CB funf- bis zehnmal teurer ist [194]. Angesichts dieser wirtschaftlichen Faktoren sind effektive
Kontrollverfahren essenziell. Daher sind zuverléssige analytische Methoden erforderlich, die prézise Qua-
litditsparameter liefern, schnell und einfach durchfuhrbar und dabei reproduzierbar sind. Es wurden Schritte
hin zu einer standardisierten SOP (Standardarbeitsanweisung) entworfen, was die Benutzerunabhangigkeit
der Methode gewahrleistet.

Fir eine Anwendung des Verfahrens in der Qualitatskontrolle muss die Probenvorbereitung, die Rohdaten-
akquisition und -verarbeitung sowie der Verarbeitungsfehler bekannt und festgeschrieben sein, um die sta-
tistische Aussagekraft zu gewéhrleisten. Die Wiederholbarkeit einer typischen TD-CPMG-Messung wurde
daher durch die Untersuchung eines einzelnen Brotaufstrichs unter unginstigsten Bedingungen, d. h. Mes-
sungen bei Raumtemperatur an einer PO-haltigen Probe gemessen, wobei zehn Messungen am selben Pro-
benréhrchen vorgenommen wurden, um den Messfehler des Instruments zu ermitteln (Fall A). Darlber
hinaus wurde der Probenahmefehler untersucht, indem zehn unabhéngig voneinander vorbereitete Proben
desselben Brotaufstrichs abgefullt und gemessen wurden (Fall B).

Der Mittelwert der gemessenen Datenpunkte und die Standardabweichungen jedes Datenpunktes einer Nie-
derfeld-CPMG-Messung wurden fiir die Falle A und B abgeleitet und wird fur Fall A exemplarisch gezeigt
(Abbildung 6.49). Die Probentemperatur entsprach der Raumtemperatur, was das Worst-Case-Szenario
darstellt: Der Permanentmagnet ist auf 308 K thermostatisiert, was die Probentemperatur beeinflusst, die
idealerweise konstant bei 293 K sein sollte. Um diesen Temperaturgradienten zumindest teilweise zu kom-
pensieren, wurde ein spezieller Versuchsaufbau verwendet: Dieser Aufbau ermdglicht Messungen im Tem-
peraturbereich [173; 473] K, da der Probenkopf mit einem vakuumisolierten Glasdewar ausgestattet ist. Ein
Nachteil dabei ist jedoch, dass der Durchmesser der Hochfrequenzspule deutlich groRer ist als der optimale
Durchmesser von etwa 12 mm fir eine 10-mm-Probe, was die Empfindlichkeit des Probenkopfs im Ver-
gleich zu einem nicht thermostatisierten Aufbau verkleinert. Trotz dieser Einschrénkung wird die Spezifi-
kation einer Reproduzierbarkeit von <5 % fir das NMR-Signal Uber die gesamte Zeitskala der CPMG-
Messung eingehalten (Abbildung 6.49, Fall A), wobei die tatsdchlich gemessenen Abweichungen deutlich
unter diesem Wert liegen. Fir Fall A betragt der statistische Fehler im Zeitbereich n-te > 1 s weniger als
1 %, gemessen als absolute Standardabweichung des Rohsignals. Bei kiirzeren Zeiten (n-t. < 1 s) liegt der
maximale relative Fehler bei 2 %. Fur die Reproduzierbarkeit der Probenahme (Fall B) sind die Fehler
ahnlich, der relative Fehler fiir n-te < 1 s betragt 4 %. Die Probenvorbereitung flihrt also erwartungsgeman
zu einem zusétzlichen Fehler.
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6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

Abbildung 6.49:  Fall A: Das mittlere Signal <S> (logarithmische Skala) in einem wiederholten
CPMG-Experiment bei 20 MHz an einem Brotaufstrich bei Raumtemperatur. Die
Fehlerbalken geben die berechnete empirische Standardabweichung jedes gemesse-
nen Echos ber zehn Wiederholungen an. Das Rauschniveau hat eine Abweichung
von weniger als 1 % bezogen auf die Amplitude des 1. Echos, die ersten Echos des
Zerfalls mit der groRten Signalintensitat (Zoom) zeigen eine absolute Abweichung
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Dariiber hinaus wurden die durch die Datenverarbeitung verursachten Fehler fir beide Falle quantifiziert.
Wie erwartet flhrt die Modellierung zu zusétzlichen statistischen und systematischen Fehlern (Tabelle
6.13). Die mittleren Relaxationsraten weisen einen relativen Fehler der Standardabweichungen von 4 %
(<R21>) und 5 % (<R22>) auf, wéhrend der relative Fehler der Amplituden etwa 4 % (A1) und 10 % (A2)

15

n-t, [s]

flr Fall A betragt. Fur Fall B sind die relativen Fehler etwas groRer.

Tabelle 6.13: Reproduzierbarkeit der gemessenen NMR-Parameter, abgeleitet aus CPMG-Messungen bei
20 MHz an Nussaufstrichen. Das Modell war das bimodale Gamma-Verteilungsmodell (Gleichung 6.2),
das zu den mittleren Relaxationsraten, der Breite der Verteilungen und ihren Amplituden fiihrte. Zehn
NMR-Messungen wurden an derselben Probe durchgefiihrt, um den Messfehler des Geréts zu bestimmen
(Fall A). Um den zusatzlichen Fehler durch die Probenvorbereitung zu quantifizieren, wurden zehn Proben
desselben Nussaufstrichs vorbereitet und gemessen (Fall B). Fir Fall A und Fall B wurden unterschiedliche

Nussaufstriche verwendet, so dass die absoluten Werte nicht zu vergleichen sind.

Parameter <R2,1> 6G,1 <R2,> 6G,2 A1 Az
[s*] [s*] [s*] [s*] [-] [-]

A)

Mittelwert 16,0 2,5 4,9 0,6 0,7 0,3

Standardabweichung 0,7 0,2 0,3 0,1 0,03 0,03

Relativer Fehler [%] 4,2 9,5 5,5 16,9 3,6 9,6

B)

Mittelwert 18,1 1,9 5,4 0,4 0,8 0,2

Standardabweichung 0,9 0,2 0,4 0,04 0,03 0,03

Relativer Fehler [%] 51 10,3 7,4 11,0 3,2 13,0
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6 Mikroskopische Betrachtung der Olmobilitit

Aus den Untersuchungen zur Olmobilitat an kommerziellen Brotaufstrichen mittels der transversalen Re-
laxation in der Niederfeld-NMR ergaben sich folgende Teilschritte fur ein standardisierbares Verfahren zur
Unterscheidung von Brotaufstrichen mit PO oder CB:

1. Verwendung eines empfindlichen Niederfeld-NMR-Spektrometers, das fiir die *H-Multiecho-De-
tektion in einem Temperaturbereich T € [253; 353] K geeignet ist und vorzugsweise mit einem 10-
mm-Probenkopf, der einen zylindrischen empfindlichen Bereich von 10 mm Hdéhe hat, ausgestattet
ist.

2. Probenvorbereitung: Konventionelle 10-mm-Glasréhrchen werden bis zu einem Fullstand von
10 mm gefillt, um einigermaRen definierte Hochfrequenz-Pulseigenschaften und eine homogene
Temperatur im Probenvolumen zu garantieren. Um Verschmieren iber das gesamte NMR-R6hrchen
zu vermeiden, kdnnen zwei Ansétze genutzt werden: Erste Mdglichkeit: Der Brotaufstrich wird mit
einem Kunststoff- oder Metallrohr, dessen AuRRendurchmesser kleiner ist als der Innendurchmesser
des NMR-R6hrchens, aus der Masse herausgezogen. Der Brotaufstrich wird dann entweder durch
Druckluft oder mechanisch durch einen Stempel, der in das Kunststoff- oder Metallrohr passt, in das
NMR-Rohrchen herausgefordert. Die Alternative ist die Verwendung eines speziellen zylindrischen
,,Flaschchens* mit einem AuB3endurchmesser von < 9 mm und einer H6he < 20 mm. Das kleine Pro-
bengefall wird in das NMR-Gerét mit einem speziellen Halter eingesetzt, der vorzugsweise mit ei-
nem Gewinde fir eine stabile Verbindung mit dem Gefal ausgestattet ist und aus einem Material
mit kleiner Warmekapazitat und kleinem Durchmesser fir minimale Temperaturgradienten besteht.

3. Einbringen der Probe in das Gerét: Die Probenkammer ist zu Beginn der Analyse auf 293 K tempe-
riert, wo sich die Probe fiir mindestens 10 min im NMR-Gerat vor der Messung befindet. Die Para-
meter der NMR-Pulssequenz und die Abstimmung des NMR-Probenkopfs sind vor Durchfiihrung
der Messung zu priifen.

4. Messung: CPMG mit Parametern in Tabelle 6.12.

5. Die Datenverarbeitung muss entweder mit einem mathematisch-analytischen Verteilungsmodell
oder der ILT mit geeignetem oyt durchgefihrt werden.

6. Die Messungen sind temperaturabh&ngig durchzufiihren. Die Relaxationsraten sind einschlieflich
der Verteilungsbreite als Funktion von T darzustellen. Die grofte Steigung in R als Funktion der
Temperatur ist zu ermitteln und mit Werten bekannter Brotaufstriche auf Haselnussbasis gemal dem
oben beschriebenen Verfahren zu vergleichen.

7. Die Schmelztemperaturbereiche filhren zur Klassifizierung des gemessenen Brotaufstrichs als ba-
sierend auf CB (Twm < 325 K) oder PO (Twm > 325 K).

Die Methode hat sich als zuverlassig fur handelsiibliche haselnussbasierte Brotaufstriche erwiesen. Bei
Produkten mit abweichender Fett- und Olzusammensetzung auRerhalb des untersuchten Spektrums kénnen
jedoch Unterschiede auftreten. Insbesondere Brotaufstriche mit alternativen Fettquellen oder anderen Nuss-
arten wie mandelhaltige Aufstriche schmelzen andersartig und erfordern daher separate Untersuchungen
mit einer auf diesen Fall dediziert angepassten SOP.
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7 Schlussfolgerungen und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind gepragt von der groRen Bandbreite der Langen- und Zeitskalen der Ol-
mobilitat sowie der Vielseitigkeit der angewendeten NMR-Methoden. Die spezifischen Mdglichkeiten der
verwendeten Methoden wurden genutzt, um unterschiedlichste Aspekte der Olmobilitét in nusshasierten
Lebensmittelkomponenten zu untersuchen und zu quantifizieren. Diese umfassende Betrachtung ermdg-
licht die Entwicklung eines grundlegenden Verstandnisses der Olmobilitét, was eine notwendige Grundlage
fur potentielle Verfahren zur Reduktion von Qualitdtsméangeln in nussbasierten Produkten wie Fettreifbil-
dung oder Olsynérese ist. Die Unterscheidung der verschiedenen Zeit- und Léngenskalen der Olmobilitét
erfolgte im Rahmen dieser Arbeit in mesoskopische, molekulare und mikroskopische Betrachtungen. Auf-
grund der grofRen Relevanz von Qualitatsverbesserungen im Zuge der Nachhaltigkeit und Reduktion von
Lebensmittelverschwendung wurden im Rahmen einer Kooperation mit H. Schacht (Fraunhofer IVV, Frei-
sing) Untersuchungen an Schokoladenpralinen mit Nussflllungen und deren Bestandteilen sowie an nuss-
basierten Brotaufstrichen durchgefiihrt. Die Unterteilung in verschiedene Zeit- und Langenskalen der Ol-
mobilitat liefert Informationen dariiber, was in nussbasierten Lebensmitteln bei einer Lagerung passiert,
auf welcher Zeitskala Ol durch das Produkt migriert, welche Komponenten daran beteiligt sind und welchen
Einfluss die Mikrostruktur hat. Die NMR erbringt auf diesem Gebiet einen groRen Mehrwert, da sie die
Sensitivitaten von etablierten, meist integral arbeitenden, Methoden, die bislang zur Messung der Olmobi-
litat eingesetzt wurden, sowohl ergénzt als auch die unterschiedlichen L&ngen- und Zeitskalen zusammen-
flhrt, sodass Informationsliicken mit den verschiedenen Methoden der NMR geschlossen werden kdnnen.

Fir die makroskopische Betrachtung der Olmobilitat wurden ortsaufgeléste MRI-Messungen an nussge-
flllten Schokoladenpralinen mit verschiedenen Lagerdauern durchgefiihrt. Die ortsaufgeldsten Messergeb-
nisse zu verschiedenen Zeitpunkten der Lagerung wurden einer quantitativen Bildanalyse unterzogen, wo-
bei Unterschiede in den Signalintensitaten von Fillung und Hilse sowie deren Abhéngigkeiten von der
Lagerdauer genutzt wurden. Die daraus resultierenden Erkenntnisse tragen dazu bei, die Zeitskala der Fett-
reifbildung zu bestimmen und beeinflussende Faktoren zu identifizieren. Die MRI als zerstérungsfreie Me-
thode bietet die Mdglichkeit von in-situ Messungen und damit gegenuber anderen Analysemethoden den
Vorteil, dass Abweichungen der Olmobilitit von etablierten mathematischen Migrationsmodellen durch
die Detektion der realen Gegebenheiten in der Probe erklart werden kénnen. Beispielsweise konnte eine
von der Annahme abweichende Olmigration durch den Pralinenboden durch eine doppelte Deckelung der
Praline mit Schokolade bei der Herstellung erklart werden. Die hierdurch entstandene Barriere konnte le-
diglich mit der MRI nachgewiesen werden und hat perspektivisch das Potential, die Olmigration und damit
die Fettreifbildung zu verzdégern. Die engen gesetzlichen Rahmenbedingungen bei der Schokoladenherstel-
lung bewegen Hersteller jedoch eher zur Optimierung der Herstellungsverfahren der Nussfillungen. Vor
diesem Hintergrund wurden Produkte mit Fullungen mit unterschiedlicher Prozessierung oder Zusammen-
setzung im Hinblick auf die Zeitskala der Olmigration und damit der Fettreifbildung verglichen. So wurden
MRI-Messungen an Pralinen mit fein und grob vermahlener Nussfillung durchgefiihrt. Bei optischer Be-
trachtung der Fettreifbildung konnte kein Unterschied ausgemacht werden. Mit der MRI konnte jedoch
nachgewiesen werden, dass die Kinetik der Olmigration in Pralinen mit grob vermahlener Fiillung groRer
ist als bei fein vermahlenen Fullungen. Dies l&sst sich damit erkléren, dass bei grob vermahlenen Fillungen
zu einem friiheren Zeitpunkt mehr Ol an der Kontaktflache zwischen Fillung und Schokoladenhilse ver-
fligbar ist als bei fein vermahlenen Fillungen, was auf die Mikrostruktur der Fillung zurlickzufiihren ist
und erst mit der mikroskopischen Betrachtung der Olmobilitat im Detail geklirt werden konnte. MRI-Er-
gebnisse lieferten ein erstes Indiz dafir, dass grober vermahlene Nussfillungen Fettreifbildung férdern und
feine Vermahlungen die Fettreifbildung verzdgern, wobei eine Bestimmung der an der Migration beteilig-
ten Komponenten und der chemischen Zusammensetzung des Fettreifs mit der MRI mangels einer spekt-
ralen Auflésung nicht méglich ist.
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Fir eine genaue chemische Identifikation der in der Praline migrierenden und zu Fettreif beitragenden
Komponenten wurde in Zusammenarbeit mit der Bruker BioSpin GmbH & Co. KG eine Methode basierend
auf der 1D- und 2D-NMR-Spektroskopie entwickelt. Entscheidend fur die Analyse ist die Zusammenset-
zung der OI- bzw. Fettphase. Durch die Bestimmung der TAG-Zusammensetzung der Pralinenbestandteile
sowie des Fettreifs Iasst sich auf die Herkunft der migrierten Komponenten schlieRen. Um die exakte TAG-
Zusammensetzung zu bestimmen, muss beachtet werden, dass nicht nur die enthaltenen FS, sondern auch
deren spezifische Position im TAG identifiziert werden mussen. Messtechnisch ist dies eine groRRe Heraus-
forderung, da TAGs chemisch sehr &hnlich sind. Sie bestehen aus FS mit zahlreichen CH>-Gruppen, die
sich teilweise nur geringfligig — etwa in Kettenlange oder Doppelbindung — unterscheiden, deren Signale
flir eine genaue Zuordnung voneinander getrennt werden missen. Zusétzlich kann die gleiche FS an unter-
schiedlichen Positionen (sn-1, sn-2 oder sn-3) im Molekil gebunden sein, was das Substitutionsmuster
verandert. Eine préazise Identifizierung einzelner FS und ihrer Position im TAG ist mit 1D-'H-NMR-Spek-
troskopie alleine aufgrund von Signaliiberlagerungen, insbesondere im Bereich der CH»-Gruppen, nur ein-
geschrénkt moglich. Erst die Kombination mehrerer 2D-NMR-Experimente (HSQC, HMBC, HSQC-
TOCSY) erlaubt eine eindeutige Zuordnung funktioneller Gruppen und damit die detaillierte Bestimmung
der TAG-Zusammensetzung. Die Untersuchungen ergaben, dass TAGs bestehend aus iberwiegend unge-
sattigten FS — auch an sn-1,3-Position — aus dem Flllungsdl der Nussfilllung migrieren und in einem ko-
operativen Prozess mit TAGs aus der Schokoladenhilse Mischkristalle an der Pralinenoberfléche bilden.
Bei diversen anderen Analyseverfahren ist eine exakte Bestimmung der Zusammensetzung aufgrund der
Ahnlichkeit der Molekulargewichte der TAGs erschwert. Die adaptierte NMR-Methode liefert somit einen
deutlichen Mehrwert bei der Analyse und erfordert im Gegensatz zu anderen Analyseverfahren keine auf-
wendige Probenpréparation, sondern lediglich ein Auflésen des Fettreifs in Chloroform. Diese Methodik
eignet sich zudem als schnelle Routineanalyse zur Bewertung von Alterungseffekten, Rezeptur- und Ver-
arbeitungseinfliissen bei Schokolade.

Basierend auf der molekularen Zusammensetzung des Fettreifs wird deutlich, dass fiir eine Reduktion der
Fettreifbildung die Mobilitat des Fllungsols reduziert werden muss. Diese wird durch die mikroskopischen
Gegebenheiten bestimmt. Nussfiillungen bestehen aus (halb)festen Fetten, partikuldren Bestandteilen und
Fasern. Die resultierende Mikrostruktur und physikalisch-chemischen Wechselwirkungen beeinflussen die
Beweglichkeit des Fullungséls entscheidend. Zugrundeliegende Mechanismen, die die Olbeweglichkeit be-
einflussen, wurden durch Kombination von transversalen Relaxations- und Diffusionsmessungen mittels
PFG-STE-Experimenten mit variierender Diffusionszeit A untersucht. Die Kombination dieser beiden Me-
thoden erlaubte eine Betrachtung der Olmobilitit auf verschiedenen Langen- und Zeitskalen: Durch die
Relaxationsmessungen wurden molekdlintrinsische Beweglichkeiten differenziert, wahrend Diffusionsda-
ten Rickschliisse auf strukturelle Einschrdnkungen auf der Mikroskala ermdglichen. Die Untersuchungen
ergaben, dass sich geometrische Hinderung oder Einschrankung auf mikroskopischer Ebene in grofRerem
MaR limitierend auf die Mobilitit des Ols auswirken als intermolekulare bzw. chemische Wechselwirkun-
gen. Eine weitere zentrale Erkenntnis ist die Mdglichkeit der Unterscheidung zwischen physikalischer Re-
duktion der Mobilitat durch geometrische Hinderung, wie sie beispielsweise in Oleogelen nachgewiesen
werden konnte, und vollstdndigem Einschluss wie in Kapselsystemen oder Oleosomen in Nissen.

Die Relaxations- und Diffusionsuntersuchungen an Oleogelen als Modellsystem, um den Einfluss
(halb)fester Strukturen auf die Olmobilitat zu untersuchen, ergaben, dass die Netzwerkbildung durch die
Gelatoren SFSW und MDG zu einer reduzierten Olmobilitat fuhrt. Die durch die Gelatoren gebildeten
Strukturen (> 50 um) erlauben jedoch keinen vollstandigen physikalischen Einschluss des Ols, sondern
lediglich eine Hinderung. Die Auswirkungen auf die Olmobilitt sind dabei u.a. abhangig von der Tempe-
ratur, Art und Konzentration des Gelators sowie der Ausbildung von Gelatorstrukturen und -netzwerken.
Eine Quantifizierung der Hinderung durch die Gelatorstrukturen in Oleogelen konnte durch Anwendung
des Tortuositatsmodells, analog zu Hydrogelen oder Schmierfetten, realisiert werden.
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Im Gegensatz zu Oleogelen konnte in verkapselten Systemen wie Proteinkapseln und Oleosomen in Niissen
geometrisch eingeschrankte Diffusion nachgewiesen werden, wobei eine dimensionsspezifische Charakte-
risierung von Einschlissen durch Anwendung des MCPR-Modells erreicht wird. Untersuchungen an Man-
deln, Cashews und Haselniissen zeigten, dass das MCPR-Modell fiir Mandeln eine konsistente Beschrei-
bung des Diffusionsverhaltens liefert. Bei Haselnlissen und Cashews wurde zusatzlich ein signifikanter
Anteil an gehindert diffundierendem Ol identifiziert, das auBerhalb der Oleosome loKalisiert ist. Dieser
Befund erfordert eine Erweiterung des MCPR-Ansatzes, um den Einfluss des gehindert diffundierenden
Ols durch eine Gamma-Verteilung adaquat abzubilden. Der kombinierte Ansatz ermdglicht eine umfas-
sende Erfassung des Olzustands in Niissen und konnte im industriellen Umfeld, etwa bei der Eingangswa-
renkontrolle, dazu genutzt werden, Niisse mit héherem Anteil an nicht geometrisch eingeschlossenem Ol
vor der Weiterverarbeitung auszusortieren. Weitere Untersuchungen an Haselnlissen ergaben, dass das Ros-
ten einen signifikanten Einfluss auf die Strukturen in der Nuss hat. Wéhrend in frischen Haseln(ssen der
strukturelle Einschluss des Ols ausgepragter ist, konnte in gerosteten Niissen eine groRere Mobilitit nach-
gewiesen werden. Es besteht somit das Potential, mittels NMR-Messungen auf den Rostprozess einer Nuss
riickschlieRen zu kdnnen. Dies ist z.B. fur die Entwicklung schonender Rdstverfahren von groRer Relevanz.

Partikulire Bestandteile wie Zucker wurden hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die Olmobilitit untersucht.
Die Morphologie der Systeme, die spezifische Oberflache sowie PartikelgroRe und -verteilung erwiesen
sich als relevant. Kleinere Partikel fiihren zu einer ausgepragteren Hemmung der translatorischen Diffu-
sion, was sich in kleineren Dt duRert. Wesentlich fir die Reduktion der Olmobilitit ist die Dimension der
Zwischenriume zwischen Partikeln und weniger chemische Wechselwirkungen zwischen Partikeln und Ol.

Die Kenntnis der Einflisse einzelner Komponenten und Mechanismen auf die Olmobilitét erlaubt eine In-
terpretation der Messergebnisse der komplexen Nougat- und Schokoladenmassen, bei denen sich verschie-
dene Mechanismen der Immobilisierung berlagern. So konnte ein Einfluss des Vermahlungsgrads der
Feststoffe sowohl auf die molekilintrinsische als auch auf die translatorische Mobilitét nachgewiesen wer-
den. Feiner vermahlene Proben zeigen eine groRere Einschrankung der Olmobilitat. Dies lasst sich durch
mechanisch hervorgerufenen Oleinschluss beim Walzen in Kombination mit einer erhéhten Oberflachen-
relaxation, zuriickzufiihren auf die durchs Walzen vergroRerte spezifische Oberflache, erkléren.

Als potentiell praxisnahe und in der Qualitatskontrolle anwendbare Methode wurden kommerzielle hasel-
nusshasierte Brotaufstriche mittels transversaler Relaxation in einem Niederfeld-NMR-Gerat charakteri-
siert. Die Methode zeigt Sensitivitaten auf Unterschiede in der Olmobilitét, die durch unterschiedliche Re-
zepturen und Temperaturen hervorgerufen werden. Es konnte nachgewiesen werden, dass auch bei
schwankenden Zusammensetzungen der Brotaufstriche Produkte mit Palmfett oder Kakaobutter in der Fett-
phase stets anhand des temperaturabh&ngigen Relaxationsverhaltens voneinander unterschieden werden
konnten, was ein erster Schritt zur Entwicklung einer SOP ist. Die entwickelte Methode ist potentiell bei-
spielsweise als kosteneffizientes und standardisierbares Analyseverfahren in der Qualitatssicherung und in
der Aufklarung von Produktverfalschungen einsetzbar.

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Untersuchungen zeigen die grof3e Vielfalt der verfugbaren
NMR-Methoden und ihre Anwendbarkeit auf verschiedene Zeit- und Langenskalen, die fiir die Betrachtung
der Olmobilitat notwendig sind. Es wurde deutlich, dass fiir ein tieferes Verstandnis der Olmobilitat in
nusshasierten Lebensmitteln zunéchst eine Betrachtung der Einfliisse der einzelnen Komponenten sowie in
der Folge auch deren wechselseitigen Einfllisse notwendig sind. Ursprung und Mobilitat der Fettreifkom-
ponenten in nussgefillten Pralinen wurden beispielsweise aufgeklart. Dieses Wissen ist Grundlage fir die
Entwicklung von Produkten und Verfahren, die zu einer Reduktion der Olmobilitat fihren und damit zur
Effizienz der Lebensmittelproduktion unter Reduktion von Ausschiissen beitragen kdnnen. Die NMR eig-
net sich somit nicht nur fir den Erkenntnisgewinn im Forschungsumfeld, sondern ist in geeigneter Form
auch fur Anwendungen in der industriellen Qualitatskontrolle adaptierbar.
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