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1 Einleitung

Temperaturinduzierte Phasenlibergange in Nahrungsfetten, wie das Schmelzen von
Butter sind flir uns alltagliche Erscheinungen. Die Anderung des Aggregatszustandes
von fest nach flissig und umgekehrt sind auf makroskopischer Ebene oft leicht zu
beobachten und mitzuverfolgen. Natlrlich vorkommende Fette sind Mischungen von
Triacylglyceriden (TAGs). Diese TAGs bestehen jeweils aus einem Glycerinmolekill,
das mit drei Fettsauren verestert ist. Die genaue Fettsaurekomposition ist dabei
typisch fur das jeweilige Ausgangsmaterial. Bei dem Multikomponentensystem Butter
resultiert dies in einem Schmelzbereich anstelle eines prazisen Schmelzpunktes. Da
die Fettkristallisation fur die Lebensmittelindustrie eine wichtige Rolle spielt, ist sie
seit langem Gegenstand zahlreicher Forschungen [Afoakwa et al. 2009, Mazzanti et
al. 2009, Sato 2001, Marangoni 2005]. Viele komplexe Einflussfaktoren wurden dabei
herausgearbeitet, erschwert durch die polymorphe Eigenart des Stoffes.

Polymorphismus, zu Deutsch Vielgestaltigkeit, bezeichnet bei Fetten die Mdglichkeit
in verschiedenen kristallinen Strukturen zu erstarren. Bei Lebensmitteln hat der
polymorphe Zustand Auswirkungen auf das Geschmackserlebnis des Konsumenten.
Ein Schokoriegel, der im Sommer im Auto vergessen wird, ist im Vergleich zu einem
unbehandelten organoleptisch benachteiligt, da er ein oft als sandig empfundenes
Mundgeflihl hervorruft. Fir den Schokoladengeschmack ist der enthaltene Zucker
ausschlaggebend, der gewichtsmalfig auch den groften prozentualen Anteil hat. Fur
das Schmelzverhalten ist jedoch der volumenmaRig groliere Fettanteil entscheidend.
Angestrebt ist ein Schmelzen der Schokolade bei der Korpertemperatur im Mund.
Der vergessene Schokoriegel erfahrt im Auto aber eine ungewollte

Temperaturbehandlung, die Auswirkungen auf die Fettkristallstruktur hat. Durch



Schmelzen und Rekristallisation in einer polymorphen Form mit hdherem
Schmelzpunkt ruft die Schokolade dieses sandige Empfinden beim Verzehr hervor.
Da bei naturlichen Fetten kein Reinstoff in einem Ldsungsmittel vorliegt, erubrigen
sich konventionelle Kristallisationsbehandlungen, die auf eine Ubersattigung
abzielen. Der am haufigsten verwendete Ansatz, den Antrieb einer Kristallisation zu
untersuchen, stellt das Konzept des Supercoolings dar. Dabei wird ein flissiges Fett
verschieden stark unter den Gefrierpunkt abgekuhlt und das zeitliche Verhalten des
Phasenuberganges untersucht. Entsprechende Forschungen beschranken sich fast
ausschlieRlich auf atmospharische Druckbereiche. Als Antrieb der Verfestigung ist
anstelle der Temperaturabsenkung aber auch eine Druckerh6hung maoglich.

Ziel dieser Arbeit ist die Untersuchung von ,Superpressuring®, eines druckinduzierten
Phasenuberganges und dessen Analogien und Abgrenzungen zum
temperaturinduzierten Phasenubergang. Da die Haltbarmachung von Lebensmitteln
durch die Applikation hoher hydrostatischer Drucke ein immer groeres
Anwendungsfeld findet, ist auch das Phasenverhalten der einzelnen
Lebensmittelinhaltsstoffe wahrend der Druckbeaufschlagung wichtig. Bei Lipiden
korreliert eine Druckerhdhung immer mit einer Temperaturerhohung des
Schmelzpunktes. Verschiedene Fette wurden dahingehend untersucht, z.B.
Kakaobutter bis 200 MPa [Yasuda & Mochizuki 1992], Sojadl [Cheftel 1992],
Triarachidin bis 200 MPa [Masberg 1999] und Triolein bis 260 MPa [Pehl 2004]. Eine
kinetische Beschreibung des Phasenuberganges von Fetten unter Druck erfolgte fur
Trilaurin bis 200 MPa [Yokoyama et al. 1998], Milchprodukte mit verschiedenen
Fettgehalten [Catherine et al. 2009, Buchheim & Abou EI-Nour 1992] und Olséuren
[Siegoczynski et al. 2007].

In der vorliegenden Arbeit wird zuerst auf die Grundlagen von TAGs eingegangen.

Dabei wird auf deren Aufbau fokussiert und auf die verschiedenen polymorphen
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Erstarrungsformen von TAGs bei atmospharischem Druck. Bisherige Erkenntnisse
und thermodynamische Uberlegungen auf dem Gebiet Hochdruck und TAGs werden
vorgestellt. Etablierte Messverfahren zur Untersuchung von Phasenubergangen bei
TAGs unter atmospharischem Druck und deren Anwendbarkeit im Hochdruckbereich
werden diskutiert. Das Ziel dieser Arbeit, Detektion von Kristallkeimbildung und
Untersuchung des Kristallwachstums unter hohen hydrostatischen Dricken bis zu
450 MPa scheint generell mit einem optischen Versuchsaufbau am besten realisieren
zu sein. Auftretende Veranderungen konnen dabei in-situ detektiert werden, da
Fettkristalle direkt observiert werden. Im Gegensatz dazu bergen andere
Messmethoden die Gefahr einer inherenten Verzogerung. Da geeignete Apparate fur
die beabsichtigten Druckbereiche nicht kommerziell erwerblich sind, stellt die
entsprechende Methodenentwicklung einen essentiellen Teil dieser Arbeit dar.

Fir die Bestimmung von Schmelzpunkten wird ein Hochdruckpolarisationsmikroskop
entwickelt, mit dem auch Kristallkeimbildung und —wachstum verfolgt werden konnen.
Ein  weiterer Versuchsaufbau realisiert die Hochdruckturbidimetrie und
-nephelometrie zur Untersuchung von Kristallkeimbildung. Beide Versuchsaufbauten
werden speziell fur diese Arbeit entwickelt und kamen zur Untersuchung von TAGs in
so hohen Druckbereichen bisher noch nicht zum Einsatz. Fur die Untersuchungen
werden Reinstoffe (Triolein und Trilaurin) und funf Speisedle verwendet.

Da eigens fur diese Messungen neue Methoden erstellt wurden, werden im
Ergebnisteil zunachst diese neuen Entwicklungen vorgestellt. Die In-situ-
Beobachtungen des Phasenuberganges zeigen zuerst die Ergebnisse der
Schmelzpunktbestimmung von Triolein. Dabei wird im Gegensatz zu bisherigen
Untersuchungen ein nicht-linearer Zusammenhang deutlich. Die Kristallkeimbildung
wird mit der Induktionszeit beschrieben, der Verzégerung zwischen dem Erreichen

der Phasengrenzlinie und dem Eintreten einer messbaren Kristallisation. Bei allen
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untersuchten Stoffen verkurzt steigender Druck die Induktionszeit Uberproportional
stark. Auch unter Druck verzogert eine erhohte Temperatur den Beginn der
Nukleation.

In der Diskussion werden Gemeinsamkeiten zwischen Supercooling und
Superpressuring herausgearbeitet. Die Messdaten zeigen starke Analogien zwischen
den Antriebskraften Druckerhohung und Temperaturerniedrigung. Dies legt die
Entstehung verschiedener polymorpher Strukturen in einem TAG durch Variation der
Druckapplikation nahe. Durch geeignete Parameterwahl in Hochdruckbehandlungen

konnten dadurch gezielt polymorphe Strukturen im Lebensmittel generiert werden.



2 Grundlagen

2.1 Aufbau von Nahrungsfetten

Nahrungsfette gehoren zur Stoffgruppe der Lipide. Zu diesen zahlen sowohl einfache
als auch aus mehreren Bausteinen bestehende Substanzen, die bis auf eine sehr
ausgepragte Hydrophobitat und das daraus resultierende Ldsungsverhalten keine
strukturellen Ahnlichkeiten besitzen. Die einzige Gemeinsamkeit aller Lipide besteht
darin, dass sie nur in organischen Losungsmitteln, nicht aber in Wasser I6slich sind.
Bestimmte Lipide sind am Aufbau von Membranen beteiligt, die der Begrenzung von
Zellen und von subzellularen Elementen dienen. Lipide kommen deshalb in
samtlichen Lebensmittelrohstoffen vor, doch betragt ihr Anteil oft weniger als 2 %.
Die Lipide verdienen aber auch als Nebenbestandteile von Lebensmitteln besondere
Beachtung, da sich ihre hohe Reaktivitat auf die Qualitdt eines Lebensmittels
auswirkt.

Grob konnen die Lipide in zwei Gruppen unterteilt werden. Zum einen in die Klasse
der Polyprenylverbindungen, die vom Grundbaustein Isopren abstammen. Diese
Klasse wird wiederum aufgespaltet in Steroide, fettldsliche Vitamine und andere
Terpene. Zur anderen, groReren Gruppe der Lipide, gehoéren die Fettsauren, die
ebenso wieder unterteilt werden in Wachse, Eicosanoide und Triacylglyceride
(TAGs). Diese TAGs, umgangssprachlich in Abhangigkeit des Aggregatszustandes
bei Raumtemperatur als Fette oder Ole bezeichnet, haben quantitativ die groRte
Bedeutung innerhalb der Gruppe der Lipide. In Organen einiger Pflanzen und in
bestimmten tierischen Geweben werden insbesondere die TAGs gespeichert, die im
tierischen Organismus den Energiespeicher darstellen und deshalb auch als

Speicherlipide bezeichnet werden. Der mit 37 kd/g bzw. 9 kcal/g hohe Brennwert der



TAGs hat ebenso wie das Vorkommen von essentiellen Fettsauren und Vitaminen
eine groRe ernahrungsphysiologische Bedeutung innerhalb der Gruppe der Lipide.
Auch sind die TAGs durch bestimmte Eigenschaften wie das Schmelzverhalten, den
angenehm sahnigen oder Olfettigen Geschmack und das Loésungsvermdgen flr
bestimmte Geruchs- und Geschmacksstoffe unentbehrlich fur die Zubereitung und
Herstellung von Lebensmitteln. FuUr das Erlangen einer gewunschten Konsistenz,
eines spezifischen Mundgefuhls und eines bestimmten Aromas sind diese
Eigenschaften ausschlaggebend. Die richtige Konsistenz kann durch optimale
Ausnutzung der gewunschten Kristallstruktur erzielt werden. Da TAGs Gegenstand
dieser Arbeit sind, wird im Folgenden nur auf diese Lipide eingegangen.

Chemisch gesehen handelt es sich bei einem TAG um ein Glycerinmolekul, das mit
drei Fettsauren verestert ist. Der Aufbau ist in Abbildung 1 dargestellt. TAGs mit
veresterten Fettsauren sind nach diesen benannt.

Die Fettsauren konnen gesattigt wie auch ungesattigt sein und haben 4 bis 36
Kohlenstoffatome. Die ungesattigten Fettsauren haben im Vergleich zu den
gesattigten eine oder mehrere Doppelbindungen innerhalb der
Kohlenwasserstoffkette. In Tabelle 1 sind einige wichtige Fettsauren, ihre

Trivialnamen und ihre systematischen Namen aufgefuhrt.

O
Il
R,—C—0— CH 0

Abbildung 1: Alilgemeiner Aufbau eines Triacylglycerids (R = Fettsdurerest)
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Tabelle 1: Charakteristische Fettsdauren in Lebensmitteln nach [Belitz et al. 2001]

Systematischer
Trivialname Name Kurz | Struktur
Gesattigte Fettsauren
Laurinsaure Dodecansaure 12:00 | CH3-(CH2)10-COOH

Myristinsaure Tetradecansaure 14:00 | CH3-(CH2)12-COOH

Palmitinsaure Hexadecansaure 16:00 | CH3-(CH2)14-COOH

Stearinsaure Octadecansaure 18:00 | CH3-(CH2)16-COOH

Arachinsaure Eicosansaure 20:00 | CH3-(CH2)18-COOH

Ungesattigte Fettsauren (mit cis-Konfiguration)

Palmitoleinsaure | 9-Hexadecensaure | 16:01 | CH3(CH2)5CH=CH(CH2)7COOH

Olsaure 9-Octadecensaure | 18:01 | CH3(CH2)7CH=CH(CH2)7COOH
9,12,-

Linolsaure Octadecadiensaure | 18:02 | CH3(CH2)4(CH=CHCH2)2(CH2)6COOH
9,12,15-

a-Linolensaure | Octadecatriensaure | 18:03 | CH3CH2(CH=CHCH2)3(CH2)6COOH

FUr natirliche TAGs ist es eher ungewohnlich, dreimal mit der gleichen Fettsaure
verestert zu sein. Ausnahmen hierfir sind Triolein in Olivendl, das drei Olsduren als
Seitenketten besitzt, oder Trilaurin in Milch, das mit drei Laurinsauren verestert ist. In
der Regel stellen zwei oder drei verschiedene Saurereste die Seitenketten. Die
Anzahl an moglichen TAGs steigt dabei sehr rasch mit den zur VerfUgung stehenden
Fettsauren. Durch die Chiralitat sind bei zwei Sauren acht verschiedene TAGs
moglich, bei drei Sauren 27. Die Zunahme an mdoglichen TAGs ist in Tabelle 2

aufgefuhrt.
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Tabelle 2: Beziehung zwischen Anzahl Fettsduren und Anzahl daraus maoglichen

synthetisierten TAGs, adaptiert von [Gunstone 1997]

Anzahl von Fettsauren

5 10 20 n

Mdgliche Anzahl verschiedener TAGs bei
Unterscheidung aller Isomere 125 1000 8000 n?

Ohne Unterscheidung von
Enantiomeren 75 400 4200 (n3*+n?)/2

Ohne Unterscheidung von Isomeren 35 220 1540 (n3*+3n%+2n)/6

Die physikalischen Eigenschaften eines Fettes werden durch die Kettenlangen und
besonders durch die Haufigkeit von C=C-Doppelbindungen in den Fettsaureresten
beeinflusst. Bei Fetten aus unbehandelten, naturlichen Rohstoffen treten dabei
Doppelbindungen fast ausschliel3lich in der cis-Konfiguration auf. Enthalt eine
Fettsaure mehrere Doppelbindungen, so sind sie in der Regel durch eine
Methylengruppe (-CH2-) voneinander getrennt. Das bei gesattigten Fettsauren
gestreckte Molekul kann um jede C-C-Bindung frei rotieren und ist dadurch sehr
flexibel. Im Falle einer cis-Doppelbindung erhalt die Fettsaure in diesem Bereich
einen starren Knick in der Kohlenwasserstoffkette. Diese entstandenen Knicke fuhren
in 3-dimensionaler Betrachtung zu einer Verringerung der Oberflache. Dadurch ist
die resultierende Van-der-Waals-Kraft geringer, was zu einer Erniedrigung des
Schmelzpunktes fuhrt. Naturliche Fette enthalten meist unterschiedliche Fettsauren
und stellen immer ein Gemisch verschiedener, klar definierter Fette mit einheitlicher
molekularer Struktur dar. Daher besitzen sie keinen scharfen Schmelzpunkt, sondern
einen Schmelzbereich. Mit steigender Kettenlange und abnehmender Anzahl an
Doppelbindungen zwischen den Kohlenstoffatomen der Kette steigt die

Schmelztemperatur. Die festen Produkte enthalten hohe Anteile langer und
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geséattigter Fettsduren, wohingegen die Fettsduren in den flissigen Olen
Uberwiegend einfach oder mehrfach ungesattigt sind. Beim Erhitzen zersetzen sich
Fette zum Teil bereits unterhalb ihres Siedepunktes.

Neben der cis-Doppelbindung gibt es auch noch die trans-Konfiguration, die durch
Umlagerungen von Doppelbindungen verursacht werden kann. Griinde daftr kdnnen
die Hydrierung und die intensive thermische Behandlung von Produkten sein. Trans-
Fettsduren sind in Lebensmitteln unerwunscht, da sie gesundheitlich bedenklich sind

[Belitz et al. 2001, Biesalski & Grimm 2004, Nelson et al. 2001, Konigshoff 2007].

2.2 Polymorphismus von Fetten

Die Existenz einer Vielzahl unterschiedlicher kristalliner Strukturen ist eine
charakteristische Eigenschaft aller Lipide [Gunstune 1994]. Dies resultiert daraus,
dass es eine Fulle von Moglichkeiten gibt, die langen Hydrocarbonstrange in ein
Kristallgitter zu packen. Dieses Phanomen wird als Polymorphismus bezeichnet,
wobei jeder einzelne unterschiedliche Kristall einer Substanz als polymorphe Form
bezeichnet wird. TAGs weisen dabei monotropisches Verhalten auf, das heil3t es
existiert in einem Temperatur- und Druckbereich immer nur eine thermodynamisch
stabile Form. Polymorphismus bei TAGs wurde erstmals 1853 beobachtet [Duffy
1853], konnte allerdings erst in den sechziger Jahren des letzen Jahrhunderts erklart
werden [Chapman 1962, Larsson 1964]. Es existieren drei polymorphe Hauptformen,
welche durch ihre Stabilitat und Dichtigkeit des Kristallgitters charakterisiert werden.
Diese sind die a-, die f’- und die B-Form. Neben diesen existieren bei manchen
TAGs noch sehr instabile y-Konfigurationen und Unterklassen der polymorphen

Hauptformen [Simpson & Hagemann 1982, Simpson et al. 1984].
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Wenn TAGs kristallisieren, schmiegen sich die Ketten aneinander, um die Van-der-
Waals-Krafte zu maximieren. Abbildung 2 zeigt die beiden bekannten Modifikationen,

die dadurch entstehen konnen.

W
W
A W

Die B-2-Modifikation stellt dabei die wesentlich stabilere Form dar. Die B-3-
Modifikation wurde nur in TAGs nachgewiesen, in denen die eigentlich stabilere B-2-
Modifikation die energetisch unglnstigere darstellt. Dies sind vor allem TAGs, die
Fettsauren mit cis-Doppelbindung enthalten, und TAGs, bei denen sich die
Kettenlange der Fettsauren um mehr als sechs Methylgruppen unterscheidet.
Werden nur zwei der TAGs nebeneinander betrachtet, so kann diese Darstellung als
Baueinheit definiert werden. Des Weiteren wird je eine Ethyleneinheit benachbarter
Ketten als Subzelle definiert, wie in Abbildung 3 illustriert.

Im Folgenden sind die zweidimensionalen Darstellungen der a-, -, B-Subzellen
aufgezeigt, wobei auch auf deren Charakteristika eingegangen wird [Gunstone 1994,

Wesdorp 1990, Blaurock 1999, Himawan et al. 2006, Hernqvist 1988]:
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*C-Atom
0Q,-Atom

Subzelle

Baueinheit

Abbildung 3: Schematische Darstellung einer TAG Baueinheit und einer Subzelle adaptiert von
[Marangoni 2005]

Die gebildete Struktur eines a-Kristalls stellt einen hexagonalen Komplex dar
(Abbildung 5). Kristallisiert ein Lipid in der a-Form, entstehen sehr kleine und runde
Kristalle, welche relativ hohe Grenzflachenaktivitat aufweisen. Die Fettsdureketten
sind nur wenig geordnet, ahnlich wie im flussigen Zustand, und besitzen
Rotationsfreiheit. Dies bedingt den niedrigsten Schmelzpunkt dieses Polymorphs. Die
ao-Form ist sehr instabil und entsteht meist nur wahrend eines Prozesses bzw.
wahrend der Kristallbildung. Durch die geringe Lebenszeit dieser Modifikation von
weniger als einer Minute ist es auszuschlieRen, diese in Lebensmitteln vorzufinden.
Die moglichen Umwandlungsprozesse sind in Abbildung 4 dargestellt [Hernqvist

1988].
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Abbildung 4: Polymorphe Kristallisationswege in TAGs mit Darstellung des jeweiligen
Schmelzpunktes S
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Baueinheit Subzelle

Abbildung 5: Schematische Darstellung eines a-Kristalls, adaptiert von [Wesdorp 1990]

Abbildung 6 zeigt die schematische Darstellung der B’-Form. Diese stellt den nachst
stabileren Polymorphen dar. 3’-Kristalle bilden ein wesentlich feineres Netzwerk als
a-Kristalle aus, welches eine glatte und weiche Struktur besitzt. Die Ethyleneinheiten
der Fettsaureketten sind zentralorthorhombisch ausgerichtet. Dabei sind jeweils vier
Kettenebenen parallel zueinander angeordnet. In ihrer Mitte befindet sich eine
weitere Kohlenwasserstoffkette, die senkrecht zu den anderen steht. Dies bewirkt,

dass diese Packweise sehr viel Zwischenraum zulasst. Die Lebensdauer dieser
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Modifikation kann, abhangig von den Lagerungsbedingungen, bis zu mehreren
Jahren betragen. In fetthaltigen Lebensmitteln stellt sie die gewdlnschte

Lagerkonfiguration dar [Blaurock 1999, Marangoni 2005].

o C-Atom

\ O H,-Atom

-1
\\

Baueinheit Subzelle

Abbildung 6: Schematische Darstellung eines p'-Kristalls, adaptiert von [Wesdorp 1990]

Die stabilste Form ist die B-Form (Abbildung 7). Diese ist charakterisiert durch
grélkere, plattenahnlich geschichtete Kristalle, die oft eine komplexe Morphologie
zeigen und Cluster bilden. Hier sind die Subzellen triklin angeordnet. Das bedeutet,
dass alle Kettenebenen parallel zueinander stehen, was die dichteste Packung
ermdglicht. Damit kann jede Kette mit ihrer Nachbarkette eine Bindung eingehen.
Das bedingt die festeste Struktur und den hdchsten Schmelzpunkt. Dieser Zustand
wird in Lebensmitteln nicht gewilnscht, da er meist ein sandiges Mundgeflhl
hervorruft. Wegen der groReren Kristalle dieses Polymorphs wird dieser Zustand
jedoch gezielt gebildet, um eine Fraktionierung zu erleichtern. Die mdglichen
Umwandlungsprozesse sind in Abbildung 4 dargestellt [Hernqvist 1988, Himawan et

al. 2008].
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Abbildung 7: Schematische Darstellung eines B-Kristalls, adaptiert von [Wesdorp 1990]

Jede der Strukturen hat einen spezifischen Schmelzpunkt und durch geeignete
Temperaturbehandlungen kénnen polymorphe Zustande gezielt generiert werden
[Blaurock 1999]. Anstelle von Temperaturanderungen sollten sich diese Strukturen
aber auch durch Druckbehandlungen erzeugen lassen, da der Antrieb ,Supercooling*

auch durch ,Superpressuring® erreicht werden sollte.

2.3 Thermodynamische Zusammenhange beim Phaseniubergang

Uber thermodynamische Beziehungen beeinflussen die ZustandsgréRen Druck und
Temperatur ein System. Ausfiihrlichere Darstellungen sowie Ubersichtsarbeiten zu
den thermodynamischen Grundlagen geben z.B. [Atkins & Paula 2006] oder
[Hamann 1957]. Den Einfluss hoher hydrostatischer Dricke auf das chemische
Gleichgewicht und die Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion beschreiben unter

anderem [Fischer 2005] und [Forst 2001].
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Die Zustandsgrofien Druck p, Temperatur T und Volumen V legen den Zustand einer
Flussigkeit genau fest. Das bedeutet, dass ein System bei einer bestimmten
Temperatur und einem bestimmten Volumen nur einen bestimmten Druck haben
kann (p = f (V, T)). Wahrend sich der Zustand idealer Gase Uber das ideale
Gasgesetz und der realer Gase uber das Van-der-Waals-Gesetz beschreiben lasst,
existiert fur Flussigkeiten keine allgemeine Zustandsgleichung. Die Ursache hierfur
liegt in der Komplexitdt der intermolekularen Wechselwirkungen und
Molekulgestalten.

Reprasentativ fur alle TAGs zeigt Abbildung 8 die Abhangigkeit der Dichte p von
Triolein vom Druck bei verschiedenen Temperaturen. Die Beziehung zwischen Druck
und Dichte kann fur schwer kompressible Medien gut durch eine Taitsche Gleichung
beschrieben werden. Dabei kann die Druckabhangigkeit von p von Triolein bei
konstanter Temperatur mit einer Genauigkeit von 1,3 % angefittet werden:

p(p)= po 1A+p ™
1-Bln

A+ p,

Dabei steht po fur die Dichte beim Umgebungsdruck pe. B und A sind

Modellparameter, wobei A im Gegensatz zu B temperaturabhangig ist.
Die hier abgebildete Extrapolation der Messdaten uber den Messbereich von
144 MPa hinaus ist durchaus kritisch zu sehen, aber auf Grund fehlender Messdaten

fur Ole unter Druck durchaus verbreitete Praxis [Werner 2008].
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Abbildung 8: Druckabhiangigkeit der Dichte von Triolein nach Daten von [Acosta et al. 1996]

Die isotherme Kompressibilitdt k7 beschreibt die druckabhangige Volumenanderung
(0VIdp) (bzw. Dichteanderung (9p/dp)), bezogen auf ein Ausgangsvolumen V (bzw.

Ausgangsdichte p) bei konstanter Temperatur, Uber die Beziehung

1(0oV 1(op
Kt =——|— | =—| — (2)

vier ), plop);
Far Triolein ist dieser isotherme Kompressionskoeffizient in Abbildung 9 uber Druck
aufgetragen. Grundlage fur dessen Berechnung sind die taitschen Gleichungen, die
aus den Dichtemessungen extrahiert werden.
Der isobare thermische  Ausdehnungskoeffizient o, bezeichnet die
temperaturabhangige Volumenanderung (dV/dT) (bzw. Dichteanderung (dp/dT)),
bezogen auf ein Ausgangsvolumen (bzw. Ausgangsdichte p) bei konstantem Druck,

anhand der Beziehung
1(oV 1(0
viaT J, p\aoT ),
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Der isobare thermische Ausdehnungskoeffizient von Triolein, berechnet aus den
taitschen Gleichungen ist in Abbildung 10 dargestellt. Eine qualitativ ahnliche
Abhangigkeit dieser Koeffizienten ist allen TAGs zu eigen [Acosta et al. 1996,

Bridgman 1949].

9,0x10™

8,0x10™
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2,0x10™

Isothermer Kompressionskoeffizient [MPa'1]

1,0x10™ . . . . .
0 100 200 300 400 500

Druck [MPa]

Abbildung 9: Isothermer Kompressionskoeffizient von Triolein

Die Erhéhung bzw. Verringerung des hydrostatischen Drucks eines Fluids verursacht
eine Anderung der inneren Energie U eines Systems und somit auch eine
Temperaturanderung. Hinsichtlich der Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln
bewegen sich die Druckanderungen im Bereich einiger hundert MPa und ist mit einer
Umwandlung von mechanischer Energie (Volumenanderungsarbeit) in thermische
Energie verbunden. Wird ein abgeschlossenes System betrachtet, so verlauft diese

Zustandsanderung adiabatisch, also ohne Warmeaustausch Uber die
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Systemgrenzen. Eine adiabate Druckerhdhung fuhrt zu einer bestimmten Erhdhung
der Temperatur. Diese idealisierte Betrachtung trifft aber fur reale
Hochdruckautoklavensysteme nicht zu, da ein Teil der Kompressionswarme uber die
Systemgrenzen (in Form von metallischen Zylinderoberflachen) mittels Warmeleitung
nach aufien dissipiert. Es liegt daher eine polytrope Zustandsanderung vor. Wie stark
sich die polytrope und adiabate Temperaturerhhung im Betrag unterscheiden, hangt
unter anderem von der Druckrampe (dp/df) ab. Die Betrachtung der adiabaten
Kompression erweist sich trotzdem als sinnvoll, weil sich hieriber die maximal zu

erwartende Temperaturerhbhung abschatzen lasst.

3.2
op a P Cp

6,0x10™

5,0x10™

4,0x10™

3,0x10™

Isobarer Ausdehnungskoeffizient [K ']

2,0X1 0’4 2 | 2 | 2 | 2 | 2
0 100 200 300 400 500

Druck [MPa]

Abbildung 10: Isobarer Ausdehnungskoeffizient von Triolein
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Wenn der Wert von a/(pc,) als unabhangig von Druck und Temperatur angenommen

wird, kann die Differentialgleichung integriert werden und es ergibt sich:

T a
—2=exp{ (P - pl)} (5)
T, ‘C,
Bei hoherem Druck wird die Temperaturzunahme groRer. Die meisten
Lebensmittelinhaltsstoffe ~ wie  beispielsweise  Fette  fihren zu  hohen
Temperaturanstiegen bei adiabatischer Kompression [Buchheim et al. 1999].

Die Existenzbereiche reversibler Phasenzustande werden in Phasendiagrammen
dargestellt, wobei Druck und Temperatur als Parameter auftreten. Die Steigung der
Grenzlinie einer fest / flissig Phasenumwandlung erster Ordnung lasst sich nach der

Clausius-Clapeyron-Gleichung

AH
% — schm,m (6)
dT  T,AV

schm,m
bestimmen. Hierin bezeichnet AHsmm die molare Schmelzenthalpie, T: die
Schmelztemperatur bei Normaldruck sowie AVschmm die Anderung des Molvolumens
beim Schmelzen. Die Schmelzenthalpie AHschmm ist immer positiv, so dass das
Vorzeichen der druckabhangigen Schmelzpunktverschiebung durch den
Dichteunterschied zwischen Fluid und Feststoff bestimmt wird. Fir die meisten
Substanzen ist der Feststoff dichter als die Flussigkeit.

Bei der Kristallisation von Flussigkeiten nehmen AV und AH negative Werte an. Die
einzige bekannte Ausnahme bildet Wasser beim Ubergang der fliissigen Phase in die
Eis | — Modifikation. Die Steigung der Phasengrenzlinie hat hierbei bei Driicken bis zu
etwa 220 MPa einen negativen Wert. Vorteilhaft genutzt wird dieses anomale
Verhalten bei der Lagerung von wasserhaltigen Lebensmitteln unterhalb 273,15 K im
flissigen Zustand. Dartber hinaus ermdoglicht die Anwendung von Dricken bis zu

etwa 220 MPa ein sofortiges, gleichmaliges und damit schonendes Einfrieren und

Auftauen wasserhaltiger Lebensmittel. Wasser kristallisiert bis zu einem Druck von
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207,2 MPa unter 273,15 K. Oberhalb von 207,2 MPa [Eisenberg & Kauzann 1969]
verhalt sich Wasser wieder normal mit einer positiven Steigung der Phasengrenzlinie,
d.h. ohne Anomalie, da durch den hohen Druck andere Eismodifikationen entstehen,
die eine hohere Dichte als die Flussigkeit besitzen.

Wird AHsehmm und AVeenmm ~ als unabhangig von Druck und Temperatur

angenommen, so kann die Gleichung 6 aufgeldst werden zu:

AVschmm
AT =T =T, =Tyqexp| (P~ po )" | -1 (7)

AH schm,m

To ist die Schmelztemperatur beim Druck py und AT die Erhdhung des
Schmelzpunktes beim Druck p gegenuber dem Druck po.

Speiseodlen wird bisher eine lineare Abhangigkeit des Schmelzpunktes vom Druck
unterstellt [Pehl 2004, Yasuda & Mochizuki 1992, Cheftel 1992, Heremans 1995].
Diesbezuglich durchgefuhrte Experimente werden am Ende dieses Kapitels
vorgestellt. Eine theoretische Erklarung fur einen linearen Zusammenhang liefert ein
von [Delgado et al. 2008] erstelltes Modell fur Substanzen mit hohem molarem
Volumen. Dieses Modell reduziert die Druckabhangigkeit der Phasengrenzlinie fur

Ole zu:

dp _Vaga® -Vya' AA )
dT  Vox®-V,x' AB

Vu steht hierbei fir das molare Volumen und ergibt sich aus dem Quotienten von
molarer Masse und Dichte eines Stoffes. Die Abkurzungen S reprasentiert fest und |
flussig. Da AA und AB als schwache Funktionen des Druckes angesehen werden,
folgt daraus eine lineare Phasengrenzlinie. Aus den Abschatzungen von [Delgado et

al. 2008] steigt diese bei biologischen Substanzen mit hohem molaren Volumen mit

0,01 — 1 K/ MPa an. Fur Triolein ergibt sich dabei eine Steigung von 0,121 K/ MPa.
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Die fur diese Berechnung notwendigen Daten wurden [Acosta 1996] entnommen und
die Dichte von festen Triolein mit p = 0,991 g / cm?® nach [Mennicke 1972] bestimmt.

Nahrungsmittelole besitzen aufgrund der heterogenen TAG-Komposition unter
Normaldruck einen Schmelzbereich anstelle einer Schmelztemperatur. Auch unter

Druck sind unterschiedliche Temperaturen fir Schmelzen und Erstarren zu messen.

—4— Fluka Erstarren

—&— Fluka Schmelzen

—e— Tropicai Erstarren
—O— Tropicai Schmelzen
—— Walter-Rau Erstarren
—&— Walter-Rau Schmelzen

300 T

250 |-

200 |-

150 |-

Druck [MPa]

100 |-

50 |-

295 300 305 310 315 320 325
Temperatur [K]

Abbildung 11: Kristallisations- und Schmelztemperaturen verschiedener Kokoséle unter Druck
adaptiert von [Hartmann 2006]

Die Abbildung 11 =zeigt Kristallisations- und Schmelztemperaturen fir drei

verschiedene Kokosdle unter Druck. Dabei sind leichte Abweichungen zwischen den
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Olen zu erkennen, die in einer leicht unterschiedlichen Fettsiurezusammensetzung
begrundet sind. Allen Phasengrenzlinien wird Linearitat unterstellt [Hartmann 2006].
Uber alle drei Ole gemittelt ergibt sich fiir die Schmelztemperatur T in K folgende

Druckabhangigkeit p in MPa:

T =298K + 0,14L p (9)
MPa
FUr das Erstarren ist dabei ein ca. 90 MPa hdherer Druck bei gleicher Temperatur

notig. Die Durchschnittswerte der drei Ole zeigen folgenden Zusammenhang:

T = 286K +013—p (10)
MPa

A Triolein [Adlof & List 2007]
—Aa— Triolein [Pehl 2004]
—— Sonnenblumendl [Pehl 2004]
—w— Triarachidin [Masberg 1999]
—— Kakaobutter [Yasuda & Mochizuki 1992]
Sojadl [Cheftel 1992]
-------- Model fur Triolein nach [Delgado et al. 2008]
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T 1 T T T T
400 -
350 —
300 —
250 —

200 |-

Druck [MPa]

150 |-
100 |-

50 |-

e

0 A 1 1 1 \ 1

260 280 300 320 340 360 380 400
Temperatur [K]

Abbildung 12: Phasengrenzen verschiedener Ole unter Druck
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Weitere experimentelle Untersuchungen sind in der Abbildung 12 dargestellt. Die
durchgezogenen Phasengrenzen beziehen sich auf Gleichungen von [Cheftel 1992]

fur Sojadl

T =299,75K + 0,14L p (11)
MPa

und von [Yasuda & Mochizuki 1992] fur Kakaobutter

T =262,25K + 0,121L p (12)
MPa

Dabei steht T flr die Schmelztemperatur in K und p fur den Druck in MPa. Diese
Autoren ermittelten lineare Phasengrenzen bei Dricken bis zu 450 MPa (Sojadl)
bzw. 230 MPa (Kakaobutter). [Masberg 1999] untersucht bis 170 MPa den Druck-
Temperatur-Verlauf der Phasengrenze das TAG Triarachidin. Im Gegensatz zu den
anderen Autoren beschreibt er diesen Verlauf nicht linear, sonder mit einem Polynom
zweiter Ordnung:

T =350,6K + 0,1862L p —0,0001303 K _p?
MPa MPa

(13)

Masberg gibt die Messungenauigkeit mit £+ 0,5 K und = 0,5 MPa. an. Bei einem
Druckbereich bis 170 MPa ist die daraus maogliche Implikation auf die Gleichung fur
die Phasengrenzlinie wesentlich starker als die des quadratischen Terms aus
Gleichung 13. Mit einer leichten Verschlechterung des Determinationskoeffizienten
von R? = 0,9977 auf R? = 0,9971 lassen sich die Messwerte fur Triarachidin auch

linear beschreiben:

T =35152K +0161—— p (14)

MPa
[Pehl 2004] ermittelt lineare Zusammenhange flir Sonnenblumendl bis 370 MPa und
Triolein bei Dricken bis 260 MPa. Jedoch sind die von ihm ermittelten Steigungen
mit 0,21 K / MPa fir Sonnenblumendl und 0,28 K / MPa fur Triolein deutlich

abweichend von den bisher vorgestellten Phasengrenzlinien. Die Verschiedenheit
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der Messmethoden wird hierfur von Pehl angefuhrt. Neben der Steigung ist aber
auch ein Vergleich mit Literaturwerten unter atmospharischem Druck und dem Model
nach Delgado problematisch. Die bei 37,5 MPa ermittelte Temperatur fir den

Phasenubergang liegt klar unter den sonstigen Literaturwerten [Adlof & List 2007].

Diese kontroversen Aussagen machen die Phasengrenzlinie von Triolein zu einem
interessanten Forschungsgegenstand. Neben den unterschiedlichen Steigungen ist
die Tatsache eines linearen Zusammenhanges bemerkenswert. Die Temperatur-
Druck-Beziehung des PhasenlUberganges bei Stoffen zeigt in der Regel nur bei
relativ kleinen Observationsintervallen scheinbar lineare Abhangigkeiten auf [Milles &
Grilly 1955]. Es ist daher davon auszugehen, dass Messungen bei hoheren Dricken
und Temperaturen Abweichungen von dieser Linearitat aufzeigen. Die Messungen
von Masberg lassen auf Grund seiner Messungenauigkeit diesen Schluss nicht

zwingend zu.

2.4 Kinetiken der Fettkristallisation

Eine Kristallisation tritt allgemein ein bei Uberséattigung einer Lésung oder beim
Unterkuhlen einer Schmelze, dem so genannten Supercooling. Da die natlrlichen
Lebensmittel in der Regel eine Multi-Komponenten-Schmelze liefern und kein
Reinstoff in einem Losungsmittel vorliegt, sind konventionelle
Kristallisationsbehandlungen, die auf eine Ubersattigung abzielen, fir den Umgang
mit TAGs weniger relevant.

Eine Losung ist dann Ubersattigt, wenn die Loslichkeit einer Komponente x; kleiner

ist, als es im gegenwartigen Zustand der Fall ware. Dabei ist AH,; die molare
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Enthalpie der Kiristallisation zu einem polymorphen Zustand /i bzw. die
Schmelzenthalpie, und T,; die absolute Schmelztemperatur eines Polymorphen.

AH . 1 1
Inx, = | — == (15)
R T. T

m,i

Die eigentliche Triebkraft einer Kristallisation stellt dabei der Unterschied im

chemischen Potential p dar.

T,i-T
Ayi:AHm[ g J (16)

m,i

Eine Kristallisation ist ein exothermer Prozess, welcher begleitet wird durch die
Abgabe von Warme (AH < 0). Die Entropie einer FlUssigkeit ist grof3er als die eines
Feststoffes und daher ist die Kristallisation mit einer Abnahme der Entropie
verbunden. Die Kristallisation von Fetten infolge von Unterkidhlung kann dabei in drei
Stufen unterteilt werden: Unterkihlung der Schmelze, Kristallkeimbildung und

Kristallwachstum.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des Verlaufes der freien Gibbs Energie bei
Kristallisation eines TAGs zu verschiedenen polymorphen Zustanden mit den verschiedenen

Aktivierungsenergien AG*, adaptiert von [Sato 1988]
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Damit die Kristallisation stattfinden kann, muss der Grad des Unterkuhlens
ausreichend sein um die Barriere der Aktivierungsenergie AG* fur die jeweilige
polymorphe Form zu udberwinden (Abbildung 13). Der dafur notwendige
Unterkudhlungsgrad hangt von vielen Faktoren ab, insbesondere von der chemischen
Struktur des TAGs, der Anwesenheit fremder Materialien, der Kuhlrate und der
Einwirkung aullerer Krafte (z.B. Scherung oder Druck).

Eine nur knappe Unterschreitung der Erstarrungstemperatur bedingt eine zeitliche
Verzogerung bis die Kristallisation detektierbar ist. In Abbildung 14 ist dieser
Zusammenhang zwischen geringem Supercooling und wesentlich langeren

Induktionszeiten am Beispiel von Tripalmitin illustriert.
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Abbildung 14: Einfluss der Supercoolingtemperatur auf die inverse Induktionszeit und den
polymorphen Erstarrungszustand bei Tripalmitin unter Normaldruck, adaptiert von[Sato &
Kuroda 1987]
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Bei der Kristallkeimbildung treten zwei voneinander unabhangige Mechanismen auf.
Die heterogene Keimbildung wird katalysiert durch die Anwesenheit fester Partikel
des kristallisierenden Materials bzw. von fremden Partikeln, die eine vom
kristallisierenden Material abweichende chemische Struktur aufweisen. Die
Kristallisation beginnt von diesen, im geschmolzenen Lipid verteilten Zentren aus.
Die Energiebarriere fur die heterogene Kristallkeimbildung ist niedriger als die fur die
so genannte homogene Keimbildung. Beim homogenen Keimbildungsmechanismus
findet die Kristallisation im gesamten Volumen gleichmallig statt, nachdem eine
kritische Temperatur unterschritten wurde. In der Lebensmittelindustrie liegt in der
Regel eine heterogene Nukleation vor [Rousset 2002].

Auch unter Druck existieren verschiedene polymorphe Zustande in TAGs. [Masberg
1999] untersucht bis 170 MPa den Druck-Temperatur-Verlauf der Phasengrenze von
Triarachidin in der o und f Konfiguration. Zusammen mit Masbergs Polynomen sind
diese Messergebnisse in Abbildung 15 dargestellt. Dabei nimmt unter den
Versuchsbedingungen mit steigendem Druck der Abstand zwischen den
Schmelzpunkten der verschiedenen polymorphen Formen ab. Angesichts der von
Masberg angegebenen Messunsicherheiten von £ 0,5 K und + 0,5 MPa flr jeden
Messpunkt ist dies aber nur ein schwaches Indiz, da die Annaherung beim
Maximaldruck von 170 MPa im Vergleich zum atmospharischen Druck ungefahr

1,6 K betragt.

K K
T ,=3352K +01973—— p—0,0001409 2 17
“r MPa " MPaZ " an)
T _350,6K +01862— p —0,0001303 K p? (18)
B— flussig ' y MPa ! Mpag

Dabei steht T fur die Schmelztemperatur der jeweiligen polymorphen Form in K und p

fur den Druck in MPa.
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Abbildung 15: Phasengrenzen polymorpher Formen von Triarachidin nach [Masberg 1999]

Auch [Hartmann 2006] findet verschiedene Kristallformen in Kokosol. Mit fallendem
Druck und steigender Temperatur verlauft die Kristallisation langsamer. Die
entstehenden Kristalle unterscheiden sich dabei in ihrer Erscheinungsform und
werden in die Formen A, B1, B2, C und D klassifiziert. Die Abbildung 16 zeigt die
verschiedenen Klassen und deren Auftreten, abhangig von Zeit und Druck. Bei einer
isobaren Betrachtung sind verschiedene polymorphe Formen, analog zu Abbildung
14 zu erwarten. Eine Uberprifung, um welche polymorphen Formen es sich bei
Hartmann handelt, erfolgt nicht. Es werden auch keine diesbeziglichen
Spekulationen geaulRert. Es wird aber berichtet, dass sich Kristalle der A- und B-
Form augenblicklich bei Erreichen der Schmelztemperatur (vgl. Abbildung 4)
verflissigen, wahrend die C- und D- Form erheblich langsamer schmelzen. Dies |asst

unterschiedliche polymorphe Formen vermuten, wobei leider nicht erwahnt ist, ob
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hoéhere Temperaturen fur die totale Verflissigung der C- und D- Form nétig sind. Bei
allen hier gezeigten Mikroskopaufnahmen konnte es sich auch um die gleiche
polymorphe Form handeln. Unterschiedliche Wachstumsbedingungen, die das
Verhaltnis Nukleation zu Kristallwachstum beeinflussen, waren dann fur die

verschiedenen Erscheinungsformen verantwortlich.
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Abbildung 16: Kristallisationszeiten und -formen von Kokosol bei verschiedenen Druck- und

Temperaturbedingungen, adaptiert von [Hartmann 2006]

Nukleation ist eine geordnete Formation von Kristallisationsregionen auf nanoskaliger
Ebene. Fir eine gegebene Ubersattigung bedeutet dies, dass sie mit der
Kelvingleichung beschrieben werden kann, wobei r* der kritische Radius, o die
Oberflachenenergie und V,, das molare Volumen in der kristallinen Phase ist.

20V,
Ap

r*

(19)
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Die Aktivierungsenergie ist mit folgender Gleichung gegeben.

_ 1620*V/T)
3(AH,,;AT)?

*

(20)

Folglich kann auch noch die Nukleationsrate J bestimmt werden mit h als

Planckkonstante, Na als Avogadrokonstante und ky als Boltzmannkonstante.

3o NakeT (-AG 1)
h k,T

Haben sich stabile Kristallkeime in der unterkihlten Schmelze gebildet, beginnt das
Kristallwachstum. Der Kristall wachst durch die Anlagerung von Molekulen aus der
Schmelze an der Feststoff-FllUssigkeitsgrenze, wobei die Wachstumsrate durch die
Diffusion der Molekule aus der Schmelze hin zur Kristalloberflache limitiert wird
[Himawan et al. 2006].

Zur Beschreibung eines kristallisierenden Systems in Abhangigkeit der Zeit t
formulierte [Avrami 1940] den folgenden Ansatz fir das Volumen der solide Phase
Vs:

V, (t) =1—exp(-bt") (22)

Die Konstanten b und n sind dabei Materialparameter.

Zwei Extremfalle fur die Nukleation von Fetten beschreibt [Rousset 2002], unter der
Vorraussetzung einer konstanten Wachstumsrate v der Front fest/flissig:

Alle Nuklei erscheinen simultan zum Zeitpunkt t=0, wobei ihre Dichte Uber jede

Volumeneinheit gleich verteilt ist. Inre Anzahl entspricht der Konstanten N;.

V,(t) =1-exp[-N, %mﬁ"’] (23)

Die Nukleationsrate Jg ist konstant.

V,(t) = 1—exp[—JO%v3t4] (24)
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—— Anzahl der Nuklei Uber gesamten Verlauf konstant

Nukleationsrate Uber gesamten Verlauf konstant
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Abbildung 17: Transienter Feststoffanteil bei Kristallisationen mit verschiedenen

Kristallisationsbedingungen.

Diese moglichen Kristallisationsverlaufe sind in Abbildung 17 dargestellt. Unter der
Annahme, dass die Gesamtzahl der gebildeten Nuklei in beiden Fallen gleich ist,
erhalt man als einzige Variable der Kristallisation die Nukleationsrate.

Entsprechende Untersuchungen an TAG-Lésungen unter Druck sind selten. Neben
den Untersuchungen von Hartmann gibt es noch Messungen an Trilaurin bis
200 MPa [Yokoyama et al. 1998], Olsaure [Siegoczynski et al 2007] und die
Auswirkung einer Druckbehandlung auf den Festfettanteil von Milchprodukten [Verret
et al 2009, Buchheim & Abou EI-Nour 1992]. Der Festfettanteil wird dabei nach
erfolgter Hochdruckbehandlung gemessen.

Unter Normaldruck hangt die Kinetik des Phasenuberganges von Milchfett auch von

dessen TropfchengréRenverteilung ab. In einer o/w-Emulsion wie Milch ist die
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Verfestigung des Fettanteils schneller, je grof3er die Fetttropfchen sind. Bei Milch mit
gleichem Fettgehalt sind Kristallisationsvorgange im Fettanteil spater zu beobachten,
wenn die  Fetttropfchen kleiner ~ sind.  Trotz  Unterschreitung  der
Kristallisationstemperatur liegt dann das Fett noch im flissigen Zustand vor. Um
diese Verzogerung zu verkurzen ist eine tiefere Abkuhlung nétig [Frede & Buchheim
1998, Walstra & Jenness 1984]. Alternativ dazu kann die Kristallisation durch

Druckbeaufschlagung beschleunigt werden.
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Abbildung 18: Kristallisationsverldufe von Sahne (30 % Fett) nach unterschiedlichen Druck-

und Temperaturbehandlungen nach [Buchheim & Frede 1996]

Abbildung 18 zeigt die Aquivalenz von Druck- und Temperaturbehandlung am

Beispiel eines Kristallisationsverlaufes einer Sahne mit 30 % Fettanteil. Wird die
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Probe von ihrem Klarschmelzpunkt auf 289 K abgekuhlt ist erst nach 40 Minuten ein
Festfettanteil messbar. Wird die Probe fur die ersten 15 Minuten tiefer abgekunhlt, ist
schon bei der ersten Messung nach 20 Minuten eine Verfestigung detektierbar, trotz
der anschlielfenden Erwarmung auf 289 K. Wird fur die 15-Minuten-Behandlung eine
tiefere Temperatur gewahlt, wird die Fettkristallisation beschleunigt. Alternativ kann
der Phasenubergang auch durch eine Druckbehandlung begunstigt werden. Analog
zur Temperaturbehandlung forciert hierbei ein hoherer Druck die Verfestigung.
Denkbar ist hier auch ein kombiniertes Druck-Temperaturprogramm, bei dem erst
nach der Druckbeaufschlagung abgekuhlt wird. Da Wasser im Gegensatz zu Fett
unter Druck zunachst eine Schmelzpunktabsenkung zeigt, ware eine
Fettkristallisation bei Temperaturen unter 273 K mdglich, die den Phasenubergang
weiter beschleunigt ohne dabei storende Eiskristalle zu erzeugen [Buchheim & Abou

El-Nour 1992, Frede & Buchheim 1998].

2.5 Etablierte Techniken zur Untersuchung des Phaseniiberganges

Das Ziel dieser Arbeit ist die Bestimmung der Phasengrenzlinie von TAGs bis
450 MPa und damit unter hdherem hydrostatischem Druck als dies bisher je erfolgt
ist. Zusatzlich soll auch die Fettkristallisation unter Druck in-situ untersucht werden.
Da keine etablierten Methoden flir diese Druckbereiche existieren, ist die Entwicklung
geeigneter Messverfahren essentiell. Diverse Techniken sind flr entsprechende
Untersuchungen unter Normaldruck etabliert. Teilweise wurden diese auch bei
hoherem Druck angewandt. Fur das vorliegende Untersuchungsziel ist eine Wertung
der am besten zu realisierenden Vorgehensweise notig.

Abgesehen von der Bestimmung der Phasengrenzline ist vor allem die

Unterscheidung von Kristallkeimbildung und Kristallwachstum eine grolde
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Herausforderung fur die experimentelle Forschung an Lipiden [Cerdeira et al. 2004].
Verschiedene Messmethoden sind fur atmospharischen Druck als Verfahren
etabliert. Alle Mehtoden messen dabei eine Induktionszeit © [Sato 1988]. Dabei
handelt es sich um das CZeitintervall zwischen dem Erreichen der
Kristallisationstemperatur und dem Start der Kristallisation. Abhangig von der
Empfindlichkeit des Experimentes kdnnen gemessene Werte fur t in zwei Terme
aufgespalten werden: t, fUr die tatsachliche Induktionszeit und t4 fur die Zeit, die der
Kristallkeim bendtigt, um zu einer detektierbaren Grdélke anzuwachsen. Beim
angestrebten  Superpressuring  soll  anstelle des  Unterkihlens eine
Druckbeaufschlagung erfolgen. Bei einer maoglichst isothermen
Versuchsdurchfihrung soll t gemessen werden, die Zeit zwischen
Druckbeaufschlagung und erster Detektion einer beginnenden Kristallisation. Dabei
soll g moglichst gering sein.

Da der Phasenubergang mit einer Viskositatsanderung einhergeht, erlaubt die
Messung dieser auch RiUckschlisse auf den Kristallisationsverlauf. Mit einem
Rotationsviskosimeter kann Kristallwachstum unter atmospharischem Druck
bestimmt werden. Die Untersuchung der Nukleation ist nur eingeschrankt moglich, da
fur die Detektion ein Feststoffanteil von mindestens 0,1 % ndtig ist [Chen et al. 2002].
Mit einem unter Druck stehenden Kugelrollviskosimeter wird von [Forst 2001] die
Viskositat von Sonnenblumendl bis 200 MPa und Trilinolein bis 350 MPa untersucht.
Beide Stoffe zeigen dabei eine annahernd exponentielle Zunahme der Viskositat mit
steigendem Druck. Fur hoéhere Druckbereiche wird die Messbarkeit auf Grund der
eintretenden Kristallisation ausgeschlossen. Eine diesbezlgliche Auswertung erfolgt
nicht. Besser geeignet ware ein Gerat, das zur Untersuchung von Gelen unter Druck

von [Kulisiewicz et al. 2007] vorgestellt wird und die Viskositat durch eine
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Rotationsbewegung untersucht. Auf Grund der nur beschrankten Eignung zur
Untersuchung des Beginns des Phasenuberganges wird dieser Ansatz flr einen
eigenen Versuchsaufbau nicht weiterverfolgt.

Die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie) ist eine Methode zur
Aufklarung der Struktur und Dynamik von Molekulen, insbesondere in der
organischen Chemie und in der Biochemie. Sie ermoglicht die Untersuchung von
Wechselwirkungen zwischen Molekulen und somit auch des Aggregatszustandes.
Diese Technik ist unter Normaldruck etabliert zur Bestimmung der Zunahme des
Feststoffanteils in Fetten wahrend einer Kristallisation [Ng & Oh. 1994, Herrera et al.
1999a, Herrera et al. 1999b, Wright et al. 2000a, Wright et al. 2000b, Kloek et al.
2000, Puppo et al. 2002, Vanhouette 2002, Vanhouette et al. 2002]. Der hierbei
ermittelte Wert fur 1 ist die Zeitspanne bis zur Detektion der ersten Kristalle in der
Lésung, wenn der Feststoffanteil ansteigt. Dabei ist ein Feststoffanteil unter 0,1 % mit
dieser Methode noch nicht nachweisbar. Handelslbliche NMR-Systeme bendtigen
0,5 — 1 % Feststoffanteil zur Detektion. Die erste Kristallkeimbildung selbst ist daher
damit schwer zu bestimmen und die Kernspinresonanzspektroskopie ist damit eine
wenig sensitive Methode zur Ermittlung der Induktionszeit [Wright et al. 2000b]. Fur
TAGs wird diese Technik unter Druck noch nicht verwendet, aber fur die
Untersuchung von Proteinen und einfachen Kohlenwasserstoffen bis zu 600 MPa
[Bachl 1988, Arnold 2002, Brunner et al. 2001]. Das Ziel dieser Arbeit, Nukleation
und Kiristallwachstum unter Druck gleichermassen zu untersuchen, wirde sich mit
Kernspinresonanzspektroskopie nur hinsichtlich des Wachstums zufriedenstellend
realisieren lassen.

Bei der routinemafigen Bestimmung des Erstarrungspunktes bei atmospharischem
Druck wird die Probe im Wasserbad abgekuhlt. Beim Phasenlbergang ist eine

Temperaturerhdhung oder zumindest —stagnation der Probe zu beobachten. Die

39



Temperatur des Maximums eines vorUbergehenden Temperaturanstiegs oder
vorubergehenden Stillstandes des Abkuhlungsverlaufes gilt als
Erstarrungstemperatur. Die Variation zwischen Messungen ist nach der
Einheitsmethode der Deutschen Gesellschaft fur Fettwissenschaft bei der gleichen
Probe hierbei mit 0,2 K akzeptabel.

Ein ahnliches Verfahren wird auch unter Hochdruck von [Yasuda & Mochizuki 1992]
verwendet. Der druckinduzierte Erstarrungspunkt von Kakaobutter wird in einer
temperierten Hochdruckzelle bis zu 200 MPa untersucht. Die Probe befindet sich
dabei in einem Plastikrohrchen, in dem mit einem Thermoelement die Temperatur
Uberwacht wird. Mit einem zweiten Thermoelement wird die Temperatur des
umgebenden Druckibertragungsmediums gemessen. Die flissige Probe wird mit
Druck beaufschlagt und die gesamte Hochdruckzelle wird kontinuierlich abgekuhit.
Die anfanglich identischen Temperaturverldufe trennen sich beim Erstarrungspunkt
des Fettes, bei dem durch die Kristallisationswarme die Probe schwacher abkuhlt als
das Druckubertragungsmedium. Genaue Spezifikationen zur Bestimmung der
Erstarrungstemperatur aus den Temperaturverlaufen und die Messungenauigkeit
sind nicht angegeben. Eine sichtbare Abweichung der Temperaturverlaufe bedingt
vorangegangene Nukleation und Kristallwachstum zur Temperaturerhbhung des
Fettes. Durch die monoton sinkende Temperatur in der Zelle sind die realen
Kristallisationstemperaturen daher hoher als die angegebenen Messwerte.
|ldealerweise ware die Abkuhlung der Probe unendlich langsam, um auch eine
unendlich lange Induktionszeit zu berucksichtigen. Durch die Abkuhlung ist auch ein
Temperaturgradient in der Probe zu erwarten. Je kleiner das Probenvolumen, desto
geringer sollten diese Temperaturunterschiede sein, um eine genauere Messung der
Kristallisationstemperatur zu ermoglichen. Aussagen uber Kristallwachstum sind mit

diesem Messaufbau nicht zu realisieren.
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Auf die bei Phasenubergangen auftretenden Warmestrome basiert auch die
dynamische Differenzkalorimetrie. Sie stellt eine Standardtechnik zur Bestimmung
von t und zur Untersuchung von Kristallisationsvorgangen von TAGs dar [Kawamura
1979, Kawamura 1980, Ziegleder 1990, Dibildox-Alvarado & Toro-Vazquez 1997,
Vanhouette et al. 2002, Foubert et al. 2003]. Dieses Verfahren bestimmt die
abgegebene oder aufgenommene Warmemenge einer Probe bei isothermer
Arbeitsweise, Aufheizung oder Abkuhlung. Die Integration des zeitlichen Verlaufes
der Differenz der Probentemperatur zu einer identisch behandelten
Referenzmessung ohne Probe ergibt die Enthalphieanderung. Alternativ kénnen
Probe und Referenz auch in thermisch isolierte Ofen gebracht werden, in denen
durch elektrische Regelung identische Temperaturen eingestellt sind. Der
Warmestrom entspricht dann der daflr bendtigten elektrischen Leistung. Unter Druck
wird diese Technik zur Untersuchung des Phasenluberganges des TAGs Triarachidin
bis 200 MPa von [Masberg 1999] verwendet. Daflir wird die Messzelle eines
kommerziellen Differenzkalorimeters in einen Hochdruckautoklaven platziert. Um
auch in der Messzelle den gleichen Druck wie im Hochdruckbehalter zu
gewahrleisten, wird die Zelle angebohrt und mit einer dynamischen Dichtung
versehen. Ermittelt werden auf diese Weise Schmelzpunkte verschiedener
polymorpher Formen von Triarachidin unter Druck und
Phasenumwandlungsenthalpie, -entropie und -volumen. Die Induktionszeit ist nicht
Forschungsgegenstand bei [Masberg 1999], ware aber mit diesem Versuchsaufbau
mdglich. Bei einem isothermen Vorgehen ist t der zeitliche Abstand zwischen dem
Erreichen der gewlnschten Supercooling-Temperatur und der Detektion eines
exothermen Warmeflusses, hervorgerufen durch die beginnende Kristallisation.
Relativ groRe Messunsicherheiten fir t© entstehen bei Normaldruck, wenn isotherme

Bedingungen nahe am Schmelzpunkt gewahlt werden [Toro-Vazquez et al. 2000].
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Die Bestimmung des Erstarrungspunktes durch kalorimetrische Messungen ist
inherent unprézise. Bei einer schnellen Abkihlung befindet sich das Ol in einem
instationaren Zustand. Die Temperatur, bei der der Warmeflul detektiert wird
befindet sich immer unterhalb des eigentlichen Erstarrungspunktes. Eine maoglichst
langsame Annahrung an den Erstarrungspunkt ist auf Grund der grolden
Messunsicherheiten, die aus einem ungunstigen Signal zu Rausch-Verhaltnis
resultieren, auch nicht moglich. Die Standardabweichungen der so ermittelten Werte
fur © sind insgesamt groRer als die durch optische Messmethoden [Cerdeira et al.
2004]. Fur den geplanten Versuchsaufbau werden daher optische Methoden
favorisiert, da diese prinzipiell stationar arbeiten.

Eine optische Bestimmung wird bei Triolein bis 260 MPa und Sonnenblumendl bis
370 MPa von [Pehl 2004] vorgenommen. Hierbei sind den Olen Tracerpartikel
zugegeben, die in der Hochdruckzelle durch einen Lichtschnitt illuminiert sind. Die
Zelle ist temperiert und der Phasentbergang wird durch Druckerhdhung realisiert.
Dabei qilt dieser als vollzogen, wenn sich die Tracerpartikel nicht mehr bewegen, da
dann keine flieRfahige Matrix mehr vorliegt. Dabei wird aber auch die Moglichkeit
diskutiert, dass dieses Verfahren ungeeignet ist, wenn die Viskositat durch die
Druckerhdhung sehr stark ansteigt. Die in Abbildung 12 dargestellten Messwerte flr
Triolein zeigen sowohl keine Ubereinstimmung fiir den etablierten Wert bei
Normaldruck, als auch einen stark von allen bisher untersuchten TAGs
abweichenden Anstieg der Phasengrenzlinie. Da dieses Messverfahren auch nicht
unter Normaldruck angewandt wird, ist davon auszugehen, dass diese Messtechnik
gewisse Unzulanglichkeiten zur Untersuchung von druckinduzierten Phasenuber-
gangen aufweist.

Als optische Messmethode eignet sich die Turbidimetrie zur Untersuchung des

Phasenuberganges. Hierbei wird die Absorption eines durch die Probe hindurch
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tretenden Lichtstrahls gemessen. Kommerzielle Gerate konnen einen Anstieg der
Absorption, der als Beginn der Kristallisation gewertet wird, schon bei
Feststoffanteilen unter 0,5 % registrieren. Noch sensitiver und reproduzierbarer sind
nephelometrische Untersuchungen [Wright et al. 2000b]. Der Anstieg eines durch
Streulicht hervorgerufenen Signals beendet dabei die Induktionszeit. Beide
Techniken zusammen werden bis 300 MPa zur Untersuchung von druckinduzierten
Phaseniibergangen in Olsaure von [Siegoczynski et al. 2007] verwendet. Als
Lichtquelle dient hierbei eine Laserdiode. Fur die Untersuchung von TAGs scheint
dieses Verfahren sehr aussichtsreich.

Noch empfindlicher ist bei atmospharischem Druck die Verwendung eines
Polarisationsmikroskops [Cerdeira et al. 2004]. Zusatzlich zur Ausristung eines
normalen Lichtmikroskops befindet sich die Probe dabei zwischen zwei Polfiltern.
Nach Passieren des ersten Filters ist das Licht linear polarisiert. Der zweite Polfilter,
der Analysator, ist gegenlber der ersten um 90° verdreht, so dass er fur die dort
eingestellte Polarisationsrichtung des Lichts undurchlassig ist. So lange die Fettprobe
flissig ist, tritt kein Licht durch den Analysator. Fettkristalle besitzen
doppelbrechende Eigenschaften und verandern die Polarisationsrichtung des
durchtretenden Lichtes. Dadurch konnen sie leicht vom dunklen Hintergrund
abgegrenzt werden. Die Messmethode ist etabliert zur Untersuchung von
Kristallkeimbildung und Kristallwachstum bei TAGs [Ng 1989, Ng 1990, Herrera et al.
1998, Wright et al. 2000a, Higaki et al. 2001]. Verschiedene Stoffe werden mit dieser
Technik bei Drucken bis 14,4 GPa auch hinsichtlich ihres Phasenliberganges in
Diamantstempelzellen untersucht [Salmon & Ellis 1975, Boysen et al. 2003, Block et
al. 2006], bisher aber keine Nahrungsfette. Kokosfett wird bis 285 MPa von
[Hartmann 2006] in einem Lichtmikroskop ohne Lichtpolarisation bei Temperaturen

zwischen 298 und 323 K untersucht. Es wird eine Kristallisationslinie, eine
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Schmelzlinie und fur den dazwischen liegenden Bereich Induktionszeiten ermittelt.
Fur die Kristallisationslinie wird bei gegebener Temperatur der Druck gemessen, der
notig ist, um die Probe innerhalb von 10 s erstarren zu lassen. Dabei sind genaue
Bewertungskriterien fur eine erfolgte Erstarrung nicht gegeben, es drangt sich aber
die Vermutung auf, dass der vollstandige Verlust der Transparenz gemeint ist. Der
Schmelzdruck wird anschlielend durch Druckreduzierung bestimmt. Dabei erhellt
sich mit sinkendem Druck das Sichtfeld, bis beim Schmelzpunkt die gleiche Helligkeit
wie vor der Erstarrung erreicht ist. Der dafur notige Druck wird als Schmelzdruck
angegeben. Die Druckabsenkung erfolgt mit 50 MPa / min. Haltezeiten werden als
versuchsspezifisch angegeben und nicht weiter definiert. Bei der Messung der
Induktionszeiten werden Druck und Temperatur eingestellt und die Zeit gemessen,
bis die erste Kristallbildung zu beobachten ist. Bewertungskriterien fur die
Bildauswertung hinsichtlich der Detektion dieses Zeitpunktes sind nicht angegeben.
Der Aufbau eines Polarisationsmikroskops und die Verwendung standardisierter
Auswerteverfahren wirden dabei bessere Moglichkeiten erdffnen druckinduzierte
Phasenubergange zu untersuchen. Das Ziel dieser Arbeit, Detektion von
Kristallkeimbildung und Untersuchung des Kiristallwachstums unter hohen
hydrostatischen Drlicken scheint generell mit einem optischen Versuchsaufbau am
Besten zu realisieren zu sein. Auftretende Veranderungen kénnen dabei in-situ
detektiert werden, da Fettkristalle direkt observiert werden. Im Gegensatz dazu birgt
die Messung auftretender Warmestrome die Gefahr einer inherenten Verzdgerung.
Da geeignete Apparate fur Druckbereiche bis 450 MPa nicht kommerziell erwerblich
sind, stellt die entsprechende Methodenentwicklung einen essentiellen Teil dieser

Arbeit dar.
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3 Material & Methoden

Im letzten Kapitel wurden etablierte Messmethoden zur Untersuchung von Nukleation
und Kristallwachstum bei Fetten unter Normaldruck vorgestellt und in wie weit diese
Verfahren unter hohen hydrostatischen Dricken schon eingesetzt werden. Dabei
erscheinen optische Verfahren am aussichtsreichsten, beide Ziele zu realisieren. Flr
die eigenen Untersuchungen steht eine Hochdruckzelle zur Verfligung, die durch

Saphirfenster optisch zuganglich ist.

3.1 Probenmaterial

Die Versuche werden mit kommerziellen Nahrungsdlen und zwei reinen TAGsS,
Triolein und Trilaurin durchgefuhrt. Triolein ist ein Bestandteil von Olivendl und
Trilaurin von Milchfett. Diese beiden TAGs haben gemeinsam, dass alle drei
Fettsaurereste identisch sind. Bei Trilaurin ist dies Laurinsaure, eine gesattigte
Fettsaure. Trilaurin hat den jeweiligen Schmelzpunkt bei 288,35 K flur die a-Form,
307,15 K fur die B'-Form, und 319,65 K fur die B-Form. Im Gegensatz dazu ist
Triolein ein TAG mit drei Olsaureresten, eine einfach ungesattigte Fettsaure. Triolein
hat fur die drei Hauptstrukturen Schmelzpunkte von 241,15/ 261,15 / 277,65-278,85
K [Belitz et al. 2001]. Beide TAGs wurden bei Acros Organics erworben, in einer
Reinheit von 99 % fur Triolein und 98 % fur Trilaurin. Eine Auflistung aller
verwendeten Ole und ihre Fettsdurezusammensetzung zeigt Tabelle 3. Des Weiteren

werden definierte Trlibungslosungen, hergestellt nach DIN EN 27027, verwendet.
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Tabelle 3: Fettsdurezusammensetzung der verwendeten Ole
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Laurin 12:0 0,000 |98,964 | 0,026 | 0,000 |0,000 |O0,000
Myristin 14:0 0,000 (0,112 |0,059 |0,056 |0,030 | 0,000

Palmitin 16:0 0,118 |0,000 |4,817 |7,784 |[7,000 |12,918
Palmitolein | 16:1, 9c 0,000 | 0,000 (0,223 |0,410 (0,102 | 1,268
Heptadecan | 17:0 0,000 |0,000 |0,052 |0,055 [0,050 |0,056
Heptadecen | 17:1,9¢ 0,000 |0,000 |0,061 |0,077 |0,028 |0,087
Heptadecen | 17:1,10c 0,000 |0,000 |0,083 |0,000 [0,000 |O0,000
Stearin 18:0 0,235 |[0,000 |1,838 |2,431 [2,144 |3,242
Elaidin 18:1, 9t 0,000 |0,703 (0,000 |0,000 (0,000 |0,000
Ol 18:1, 9¢ 99,568 | 0,221 |59,430 | 68,973 | 19,114 | 70,118
Vaccen 18:1, c11 0,080 | 0,000 3,156 |1,415 |[0,919 |2,340
Linol 18:2, 9¢,12¢ 0,000 |0,000 |19,513|18,370 | 58,157 | 8,389
Linolen 18:3, 0,000 |0,000 (7,817 |0,104 |12,118 0,675
9c,12¢,15¢
Arachin 20:0 0,000 (0,000 |0,613 |0,146 |[0,096 | 0,426
Eicosen 20:1, 11c 0,000 |0,000 (1,261 |0,147 (0,183 | 0,240
Eicosadien | 20:2, 11c,14c | 0,000 | 0,000 |0,109 | 0,000 |0,015 |0,017
Eicosatrien | 20:3, 0,000 |0,000 (0,000 |0,000 (0,000 |0,013
8c,11c,14c

Behen 22:0 0,000 |0,000 (0,339 |0,033 [0,000 |0,125
Eruca 22:1,13c 0,000 |0,000 {0,311 |0,000 (0,000 |0,000
Tricosan 23:0 0,000 |0,000 |0,020 |0,000 [0,000 |O0,000
Lignozerin | 24:0 0,000 |0,000 |0,142 |0,000 |0,043 |0,085
Nervon 24:1, 15¢ 0,000 |0,000 {0,131 |0,000 (0,000 |0,000

46



3.2 Versuchsaufbau

Die Hochdrucksichtzelle ist integriert in eine Anlage zur Regelung von Druck und
Temperatur und Aufzeichnung der anfallenden Messdaten. In Abbildung 19 ist ein
FlieRschema der Anlage dargestellt. In Tabelle 8 im Anhang sind die einzelnen
Komponenten mit Herstellerangaben aufgefuhrt.

Der Druckaufbau erfolgt in zwei Schritten. Zuerst wird durch eine pneumatisch
betriebene Hydraulikpumpe ein Vordruck von ungefahr 40 MPa erzeugt. Hohere
Drlcke generiert ein ebenfalls pneumatisch betriebener Drucklbersetzer, der an eine
speicherprogrammierbare Steuerung angeschlossen ist. Bei allen Experimenten
erfolgt der Druckaufbau mit 1000 MPa pro Minute. Der Maximaldruck betragt
450 MPa. Pumpe und Druckubersetzer arbeiten mit Polyethylenglycol 400 als
DruckUbertragungsmedium. Da diese Flissigkeit unter Druck trib wird, ist sie flr
optische Messungen ungeeignet. Daher wird fur die Hochdrucksichtzelle Glycerin mit
einer Reinheit von 86 % gewahlt. Die beiden Flussigkeiten werden durch zwei
Silikonstopfen  voneinander getrennt. Diese befinden sich in einem
Hochdruckautoklaven, der zwischen Druckubersetzer und Sichtzelle angebracht ist.
Die Silikonstopfen sind beweglich und kénnen damit den Druck weitergeben, ohne
dass sich die Flussigkeiten vermischen. Vor der Druckbeaufschlagung wird die
Sichtzelle zur EntliGftung mit Glycerin gespult. Daflr ist hinter einem Hochdruckventil
nahe dem Eingang zur Sichtzelle eine Elektromagnetpumpe angebracht. An dieser
Stelle befindet sich auch ein Druckaufnehmer. Alle Messvorrichtungen sind an ein

Datenakquisitionssystem angeschlossen.
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Polyethylenglycol Glycerin
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Abbildung 19: Schematische Darstellung der Anlage

Die Hochdrucksichtzelle ist ausgelegt fur Dricke bis 700 MPa in einem
Temperaturbereich von 253 bis 393 K. Ein Umwalzthermostat ermdglicht die
Temperierung der Zelle. Dabei wird ein Wasser-Glykogen-Gemisch durch einen
Temperiermantel aus Kupfer gepumpt. Dieser Mantel umgibt die ganze Zelle und hat
sechs Offnungen fiir die Zugange der Zelle. Zur Umgebung hin ist das Kupfer durch
eine 16 mm starke Schaumstoffschicht abgedammt. Alle Versuche zur
Kristallkeimbildung und zum Kristallwachstum werden mit einer konstanten
Temperatur pro Versuch durchgefuhrt. Bei der Schmelzpunktbestimmung wird die
Temperatur wahrend des Versuches variiert. Die Bereiche der allgemeinen

Versuchsparameter sind in Tabelle 4 aufgefuhrt.
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Tabelle 4: Versuchsparameter der Anlage fiir die Versuchsdurchfiihrungen

Druck 0 — 500 MPa
Temperatur 263 — 343 K
Druckaufbaurate 1000 MPa / min
Versuchsdauer bzw. Druckhaltezeit | 0— 100 h

Die Hochdrucksichtzelle besteht aus einem zylindrischen Edelstahlkorper (Werkstoff
1.4542) mit einem Durchmesser und einer Hohe von 100 mm. An den flachen Seiten
befinden sich mittig Anschlisse fur Hochdruckleitungen. Von diesen flhren
Bohrungen mit einem Durchmesser von 1,6 mm in das Zellinnere. Eine Bohrung wird
zum Druckeinlass verwendet, die andere zur Entliftung. Zusatzlich besitzt die Zelle
noch vier radiale Bohrungen. Diese sind in der Mitte des Zylindermantels angeordnet
und stehen senkrecht aufeinander. Im Inneren der Zelle treffen die Bohrungen mit
einem Durchmesser von 14 mm aufeinander und formen das Innenvolumen der
Hochdruckzelle von ungefahr 2 ml. Alle vier Bohrungen sind durch Einsatz von einem
Stopfen, Dichtungsringen und Stutzschraube nach dem Bridgman System
abgedichtet. Je nach Versuchsaufbau werden verschiedene Stopfen verwendet.
Neben einem Blindstopfen aus Edelstahl ermdglicht der Einsatz von Saphirfenstern
einen optischen Zugang zum Innenraum. Zusatzlich werden auch Edelstahlstopfen
mit einem eingelotetem Thermoelement Typ T verwendet, um die Temperatur im

Zellinneren zu messen.
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4 Entwicklung von optischen Messmethoden zur

Untersuchung von Fettkristallen unter Hochdruck

Das Ziel dieser Arbeit, Detektion von Kristallkeimbildung und Untersuchung des
Kristallwachstums unter hohen hydrostatischen Drucken scheint generell mit einem
optischen Versuchsaufbau am Besten zu realisieren zu sein. Auftretende
Veranderungen konnen dabei in-situ detektiert werden, da Fettkristalle direkt
observiert werden. Eine eingehendere Darstellung etablierter Techniken zur
Untersuchung von Phasenubergangen in Nahrungsfetten findet sich im Kapitel 2.5.
Da geeignete Messsysteme flr den beabsichtigten Druckbereich bis 450 MPa nicht
kommerziel erhaltlich sind, ist die Entwicklung eigener Messmethoden notig.
Insgesamt werden drei optische Messprinzipien zur Untersuchung von
druckinduzierten Phasenlibergangen in TAGs realisiert:

e Turbidimetrie

e Nephelometrie

e Polarisationsmikroskopie
Dabei sind die Messungen von Streulicht und Transmission kombiniert in einem
Versuchsaufbau mdoglich. Das Polarisationsmikroskop bendtigt eine eigene

Messanordnung.

4.1 Hochdruckpolarisationsmikroskop

Der schematische Aufbau des Hochdruckpolarisationsmikroskops ist in Abbildung 20
dargestellt. Die Druckzuleitung und Entliftungsleitung sind dabei nicht abgebildet, sie

verlaufen senkrecht zur Schnittebene. Die obere Verschraubung dient zum
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Probenwechsel. Durch ein Thermoelement in der unteren Verschraubung lasst sich
die Temperatur im Zellinneren aufzeichnen. Die beiden uUbrigen Zugange
ermoglichen eine optische Zuganglichkeit der Zelle. Der Lichtstrahl einer Laserdiode
mit einer Wellenlange von 632 nm wird durch einen Polfilter linear polarisiert, bevor
er durch ein Saphirfenster in den Innenraum der Hochdruckzelle eintritt, in dem sich
die Probe in einer Spezialktvette befindet. Nach dem Durchtritt durch die Probe folgt
ein weiteres Saphirfenster und ein zweiter Polfilter, der als Analysator dient. Beide
Polfilter befinden sich in selbst entwickelten Aufsatzen, die an die Halterungen der
Saphirfenster fur die Hochdruckzelle angepasst sind. Da neben den Fettkristallen
auch die Saphire doppelbrechende Eigenschaften aufweisen, sind beide derart
eingestellt, dass die beiden aullerordentlichen Ebenen parallel zueinander liegen und
dadurch die Ausloschung des polarisierten Lichtstrahls durch den Analysator
erlauben. Nicht alle Saphirfenster eignen sich fir diese Untersuchungen, da bei
deren Herstellung nicht zwangslaufig auf die Ausrichtung der doppelbrechenden
Eigenschaften geachtet wird. Beim Erwerb der verwendeten Saphire ist daher auf die
Ausrichtung der aullerordentlichen Ebenen zu achten. Im Rahmen dieser Arbeit
werden 20 Saphirfenster eines Herstellers dahingehend untersucht. Die Verwendung
von nicht doppelbrechenden Diamantfenstern ist leider aus monetaren Griinden nicht
moglich. Die Probe wird durch eine CCD Kamera mit einem Mikroskopobjektiv
abgebildet. Dieses Objektiv erlaubt eine bis zu 25fache Vergroferung. Bei den
Versuchen wird ein Ausschnitt von ungefahr 1 mm? der Probe mit einer Aufldsung

von 1600 x 1200 Pixel erfasst.
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Thermoelement

Abbildung 20: Schematischer Aufbau des Hochdruckpolarisationsmikroskop

Die Fettprobe befindet sich zur Untersuchung in einer speziell angefertigten Kivette,
die in Abbildung 21 dargestellt ist. Die Kuvette soll eine dunne Probenschicht parallel
zum Kamerachip ausrichten. Ein 0,1 ml Tropfen der flissigen Probe wird auf eine
Plexiglasscheibe (PMMA) mit einem Durchmesser von 10 mm und einer Wandstarke
von 1 mm aufgebracht. Bei der Anfertigung der Scheiben wird darauf geachtet, dass
das PMMA keine doppelbrechenden Eigenschaften in Richtung des Strahlenganges
aufweist. Eine zweite, baugleiche PMMA Scheibe wird durch eine
Aluminiumhalterung dagegen gepresst. Diese Halterung besteht aus zwei
Halbzylindern mit einer Bohrung, die den Duchgang des Laserstrahls ermoglicht und
einem Absatz fur die Scheiben. Durch vier Gewinde lassen sich die beiden
Halbzylinder zusammenschrauben und pressen damit die Scheiben gegeneinander.
Der Durchmesser und die HOhe der zusammengebauten Kuvette betragen 14 mm

und sind damit genau auf den Innenraum der Hochdruckzelle abgestimmt.
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Aluminium

Abbildung 21: Spezialkiivette fiir das Hochdruckpolarisationsmikroskop

Versuche mit dieser Versuchsanordung werden ausschliel3lich mit Triolein und
Trilaurin durchgefuhrt. Zur Untersuchung von Kristallkeimbildung oder —wachstum
wird eine flussige Probe in die Hochdruckzelle eingebracht und durch
Druckbeaufschlagung verfestigt. Zur Schmelzpunktbestimmung von Triolein wird die
flussige Probe in der Kuvette unter atmospharischem Druck gezielt erstarrt. Um im
Fett eine R-Struktur zu generieren, wird die Kuvette fur 24 Stunden auf 263 K
temperiert, 2 K Uber dem [¥’-Schmelzpunkt. Nach dem Druckaufbau in der Zelle wird
diese auf 5 K unterhalb des vermuteten Schmelzpunktes aufgeheizt. Die weitere
Erwarmung erfolgt in 0,5 K Schritten, wobei die jeweilige Temperatur fur eine Stunde
gehalten wird und die Kamera im Abstand von 5 Minuten Bilder aufnimmt.

Zusatzlich werden auch Schmelzpunkte bei druckinduzierten Phasenubergangen
bestimmt. Dazu wird die Zelle auf 278 bzw. 288 K temperiert und ein Druck von

400 MPa appliziert. Nach einer Wartezeit von einer Stunde wird der beabsichtigte
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Druck eingestellt, wie oben beschrieben die Temperatur erhoht und der
Schmelzpunkt bestimmt.

Der Versuchsaufbau wird auch zur Untersuchung von Kristallkeimbildung und —
wachstum eingesetzt. Hierbei wird die flussige Probe in die temperierte Zelle
eingebracht und Druck appliziert. Die eingestellte Bildaufzeichnungsrate ist dabei von
der erwarteten Geschwindigkeit des Kristallwachstums abhangig und betragt

zwischen 60 und 6 Bilder pro Stunde.

4.2 Hochdruckturbidimetrie und - nephelometrie

Beim Versuchsaufbau fur die Hochdruckturbidimetrie und - nephelometrie sind drei
Saphirfenstereinheiten in die Hochdruckzelle eingesetzt. Der vierte Zugang dient
dem Probewechseln und der Temperaturaufzeichnung. Ein Thermoelement Typ T
misst die lokale Temperatur in der Probe. Der schematische Aufbau ist in Abbildung

22 dargestellt.

Thermoelement

HeNe-Laser

Photodioden

Abbildung 22: Schematischer Aufbau Hochdruckturbidimetrie und — nephelometrie
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Der Strahl eines 5 mW HeNe-Lasers tritt durch ein Fenster in die Zelle ein und trifft
auf die mit der Probe geflllte Kuvette. Zwei Photodioden hinter den Saphirfenstern
messen die Intensitat des transmittierten Lichts und die des Streulichtes bei einem
Winkel von 90°. Die Photodioden sind in einer Halterung fixiert, in der beim Streulicht
auch eine Sammellinse integriert ist. Die Signale werden Uber eine selbst gebaute
Verstarkerschaltung mit Tiefpasscharakteristik, die in Abbildung 48 im Anhang naher
erlautert ist, an ein Datenerfassungssystem weitergereicht.

Die zylindrische Kulvette, genauso wie die Halterungen fur Photodioden und Laser
sind Spezialanfertigungen und sind an die Hochdruckzelle angepasst. Die genauen

Abmessungen der Kuvette lassen sich der Abbildung 23 entnehmen.

Bohrung fur Thermoelement Silikonstopfen

PMMA
(Wandstarke 1 mm)

12 mm

Probe
(~1ml)

@ 14 mm
< P

Abbildung 23: Zylinderkiivette fiir Hochdruckturbidimetrie und — nephelometrie

Alle untersuchten Ole werden vor dem Einfiillen in die Kivette fiir 30 min auf 10 K
Uber ihrem atmospharischen Schmelzpunkt erwarmt. Da Lufteinschllisse in der
Klvette zu vermeiden sind, wird eine Beflllhilfe verwendet, die Abbildung 24 zeigt.

Die Vertiefung in der Mitte der Grundhalterung dient der Zentrierung der
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Probenkuvette, die durch den Kuvettenhalter fixiert wird. In diesen werden ungefahr
3 ml Probe eingeflllt. Durch den Uberschuss an Probe kann der Silikonstopfen
innerhalb der Probe gedreht werden, um damit die anhaftenden Luftblaschen zu
entfernen. Der Stopfen wird Uber der Kivette platziert und mit dem Stopfer
eingedruckt. Dabei wird eine Einmal-Injektionsnadel durch die Bohrung im Stopfer in
den Stopfen gestochen, um Flussigkeit aus der Kuvette abzufuhren. Die
verschlossene Kuvette hat ein Probevolumen von ungefahr 1 ml. Vor dem Einsetzen
in die Hochdruckzelle wird die geflllte Kivette auf’en gereinigt.

Die Versuchsanlage wird zunachst mit standardisierten Tribungen nach DIN EN
27027 hinsichtlich ihrer Eignung zur Streulichtmessung untersucht. Der
Zusammenhang zwischen Streulichtsignal und nephelometrischem Tribungswert bei
40 und 450 MPa ist in Abbildung 25 dargestellt. Durch die geringen Abweichungen
zwischen den Messreihen wird das Streulichtsignal als druckunempfindlich

angesehen.

1

IS Silikonstopfen

Stopfer

Klvettenhalter

Grundhalterung

Kivette

Abbildung 24: Schematische Darstellung der Befiillhilfe fiir die Zylinderkiivette
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Abbildung 25: Abhangigkeit des Streulichtsignals vom nephelometrischen Tribungswert unter
Druck
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5 Messungen mit Hochdruckturbidimetrie,

-nephelometrie und -polarisationsmikroskopie

Da die im letzten Kapitel vorgestellten Messprinzipien fur TAGs bei Driucken bis
450 MPa noch nicht eingesetzt wurden, sind neue Auswertemethoden fur die
Messdaten zu entwickeln. Standardmethoden, die unter Normaldruck Anwendung
finden, konnten nur eingeschrankt in den Hochdruckbereich Ubertragen werden. Die
Vorstellung der Ergebnisse geht daher auch detailliert auf selbst entwickelte

Auswertemethoden ein.

5.1 Schmelzpunkt

Die visuelle Bestimmung des Schmelzpunktes verlangt ein objektives
Auswerteverfahren. Die  Aufnahmen von festem  Triolein mit dem
Polarisationshochdruckmikroskop zeigen auch ohne Phasenubergang
temperaturabhangige Veranderungen zueinander auf. Die Abbildung 26 ist dabei
stellvertretend fur alle Versuche. Bei 264,0 K sind deutliche Unterschiede der
Lichtintensitat zu erkennen, die auf die Existenz von Fettkristallen mit
doppelbrechenden Eigenschaften schlieRen lassen. Mit steigender Temperatur
erscheinen die Bilder dunkler, bis hin zum Schmelzpunkt bei 284,5 K. Auffallend
hierbei ist das Verschwinden der weien Pixel und der allmahliche Ubergang zu
einem homogeneren Erscheinungsbild. Eine komplette Verdunklung ist mit dem
Versuchsaufbau nicht zu realisieren, da sich die doppelbrechenden Eigenschaften
der Saphirfenster unter Druck leicht andern und dadurch dem Analysator keine

komplette Verdunkelung mehr ermoglichen. Diese temperaturabhangigen
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Veranderungen lassen sich auch durch die Lichtintensitat der einzelnen Pixel der

Aufnahmen beschreiben.

281,0K 284,0 K 284,5 K

Abbildung 26: Aufnahmen von Triolein bei 285 MPa bei verschiedenen Temperaturen
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Abbildung 27: Relative Haufigkeitsverteilung der Grauwerte bei Aufnahmen von Triolein bei 285

MPa bei verschiedenen Temperaturen
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Die Abbildung 27 zeigt deren Haufigkeitsverteilung. Da es sich bei den Aufnahmen
um 8-bit monochrom Bilder handelt, reicht die Intensitatsskala hierbei von 0 fur
komplett dunkel bis 255 als Maximalwert fur die Helligkeit. Das Verschwinden der
weillen Pixel findet sich hierbei durch den Abbau des Bildanteils beim Maximalwert
des Grauwertes von 255 wieder. Dass keine vollstandige Abdunklung realisiert ist
zeigt die Haufigkeitsverteilung dadurch, dass keine Pixel einen Grauwert unter 55
aufweisen.

Die Abdunklung bei der Erwarmung des TAG fuhrt bei den Aufnahmen zu einer
Erniedrigung des Mittelwertes der Grauwerte. Die Tabelle 5 listet diese zusammen

mit ihren Standardabweichungen auf.

Tabelle 5: Mittelwerte der Lichtintensitit der Grauwerte von Aufnahmen von Triolein bei 285

MPa bei verschiedenen Temperaturen und deren Standardabweichung

Temperatur [K] 264,0 275,0 278,0 281,0 284,0 284,5
Mittelwert der 102 895 86.7 777 778 751
Grauwerte

Standardabweichung 454 357 326 211 213 173

Die Auswertung der Grauwerte erlaubt eine Bestimmung des Schmelzpunktes. Fur
ein  moglichst einfaches und  akkurates  Auswerteverfahren fur die
Schmelzpunktbestimmung wird eine Auswertung dieser Standardabweichung
verwendet. Bei der Verflussigung fallt dieser Wert sehr markant ab und verbleibt
anschlie®Bend auf einem nahezu konstanten Niveau, ohne sprunghafte
Veranderungen. Die Temperatur in der Zelle beim Erreichen dieses Niveaus wird als
Schmelzpunkt gewertet. Das Auswerteverfahren ist exemplarisch in Abbildung 28

illustriert.
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Abbildung 28: lllustrierte Darstellung der Schmelzpunktbestimmung von Triolein bei 285 MPa

Das Hochdruckpolarisationsmikroskop erlaubt mit diesem Auswerteverfahren eine
prazise Bestimmung des Schmelzpunktes. Da die Temperaturerhohung in 0,5 K
Schritten erfolgt, kann die hiermit ermittelte Schmelztemperatur um diesen Betrag zu
hoch angegeben sein. Zusatzlich sind noch Toleranzen der Messinstrumente zu
bertcksichtigen. Hierbei liegt die Temperaturbestimmung um £0,1 K akkurat und der

Druck wird mit £3,5 MPa bestimmt.

Abbildung 29 zeigt Mittelwert und Standardabweichung aus dem Versuchslauf von
Abbildung 28 aufgetragen gegen die Temperatur. Ab dem Erreichen der
Schmelztemperatur von 284,5 K kommt es hierbei nicht mehr zu groReren

Anderungen. Die prozentualen Anderungen sind hierbei gréRer beim Wert der
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Standardabweichung der Grauwerte als beim Mittelwert. In Abbildung 30 sind diese

Abweichungen in Abhangigkeit der Temperatur aufgetragen.

120 . , . , . , . ,
A Mittelwert
100 | A  Standardabweichung| -
AN
80 - L0y 7]
ALDSATABIIIBNIIINIINIIIIIINY )Y ) ) 7\
=
2 60} .
>3
o
O
40 |- A -
n |
20 M n
0 L | L | L | L | L
260 270 280 290 300 310
Temperatur

Abbildung 29: Temperaturabhédngigkeit der Mittelwerte der Lichtintensitat der Grauwerte von
Aufnahmen von Triolein bei 285 MPa und deren Standardabweichung
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Abbildung 30: Temperaturabhingige Veranderung der Mittelwerte der Grauwerte von

Aufnahmen von Triolein bei 285 MPa und deren Standardabweichung
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Die Druckabhangigkeit des Schmelzpunktes der R-Struktur von Triolein ist in
Abbildung 31 aufgetragen. Das untersuchte TAG zeigt einen nicht-linearen Anstieg
des Schmelzpunktes unter Druck. Fur atmospharischen Druck stimmt der
Schmelzpunkt mit dem Literaturwert von [Belitz et al. 2001] und [Adlof & List 2007]
Uberein. Fur Drucke bis 450 MPa lasst sich die Druck-Temperatur-Beziehung mit
einem Polynom 2. Grades beschreiben:

MPa

KZ

MPa

p =0,0559 T - 25,982TT +2901,7 MPa (25)

bei der p fur den Druck in MPa und T fur die Temperatur in K steht. Die experimentell
bestimmten Werte stimmen bei einer Regressionsanalyse mit R* = 0,9998 mit dieser

Gleichung Uberein.
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Abbildung 31: Druck-Temperaturdiagramm des Schmelzpunktes der B-Struktur von Triolein

(Fehlerbalken sind kleiner als Symbole)
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In Abbildung 32 werden die Schmelzpunkte von Triolein gezeigt, das durch

Druckbeaufschlagung verfestigt wird. Dabei zeigen die bei 288 K behandelten

Proben die gleichen Schmelzpunkte wie die R-Struktur. Gleichung 25 beschreibt

auch diesen Schmelzlinienverlauf sehr prazise. Fur die bei 278 K verfestigten Proben

ist diese Ubereinstimmung nur bis etwa 250 MPa gegeben. Bei héheren Driicken

weichen die Schmelzpunkte von Gleichung 25 ab. Die Probe schmilzt bei einer

niedrigeren Temperatur.
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Abbildung 32: Druck-Temperatur-Diagramm des Schmelzpunktes von

verschiedenen Erstarrungsbedingungen (Fehlerbalken sind kleiner als Symbole)

Triolein Dbei
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5.2 Kristallwachstum

Der Versuchsaufbau des Hochdruckpolarisationsmikroskops wird auch zur
Untersuchung von Kristallkeimbildung und —wachstum eingesetzt. Abbildung 33 zeigt
entsprechende Aufnahmen einer Fettkristallisation von Triolein bei 298 K und 300

MPa zu verschiedenen Zeiten.

0 min (drucklos )

R

600 min 800 min | 1000 min

Abbildung 33: Wachstum eines Trioleinkristalls bei 298 K und 300 MPa

Die Auswertung erfolgt nach [Campos et al. 2005]. Die Kreisflachen der Kristalle
werden mit der Bildbearbeitungssoftware Optimas vermessen. Die Bilder der
Fettkristalle unter Hochdruck zeigen anstelle eines scharfen Randes mehrere
Interferenzstreifen an. Allen Kristallen ist dabei aber ein sehr heller Kreis im
Randbereich zueigen. Die Kreisflachen werden immer an den Innenradius dieser
hellen Flache angepasst. Dieses Vorgehen ist in Abbildung 34 gezeigt. Dabei handelt
es sich um einen Bildausschnitt, in dem zwei Kristalle zusammenwachsen. Daher ist
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im Kontaktgebiet auch eine Abweichung von idealen, angefitteten Kreisflachen zu

erkennen.

Abbildung 34: Vermessung des Kristallwachstums veranschaulicht an einem Bildausschnitt
von Triolein bei 298 K und 300 MPa. Bild links Orginalausschnitt, Bild rechts mit angefittetem

Kreis.
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Abbildung 35: Bestimmung der Induktionszeit t, von Triolein bei 300 MPa und 298 K
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Die daraus berechneten Radien der Kristalle werden Uber die Zeit aufgetragen und
eine Ausgleichsgerade angefittet. Der Schnittpunkt dieser Geraden mit der Zeitachse
wird als Beginn der Kiristallkeimbildung gewertet. Die Zeitdauer von
Druckbeaufschlagung bis zum Beginn der Kristallkeimbildung ist die Induktionszeit tp.
Diese Auswertemethode ist in Abbildung 35 dargestellt.

Die in der Literatur geforderte Flnffachbestimmung der Induktionszeit [Cerdeira et al.
2004] ist fur Triolein bei 300 MPa und 298 K in Abbildung 36 dargestellt. Dabei ist
allen Ausgleichsgeraden eine sehr ahnliche Steigung zueigen, aber auch eine sehr

deutliche Diskrepanz der daraus ermittelten Induktionszeit.
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Abbildung 36: Kristallwachstum von Triolein bei 300 MPa und 298 K bei fiinf Versuchen

Die Steigung der Ausgleichsgeraden entspricht der Geschwindigkeit, mit der der

Radius der Fettkristalle zunimmt. In Tabelle 6 sind diese Kinetiken flr verschiedene
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Versuchsbedingungen fur Triolein aufgetragen. Sowohl eine niedrigere Temperatur

als auch ein hoherer Druck beschleunigen das Kristallwachstum.

Tabelle 6: Zunahme des Radius von Trioleinkristallen in Abhangigkeit von Druck und

Temperatur

Temperatur [K]  Druck [MPa] Zunahme des Radius [mm/h]

+0,0002
293 200 0,0288

-0,0002

+0,0237
293 300 0,1011

-0,0183

+0,0034
298 300 0,0694

-0,0040

+0,0120
298 400 0,0924

-0,0126

Die Induktionszeiten t, von Triolein sind mit ihren Vertauensintervallen in Tabelle 7
aufgefuhrt. Der Zusammenhang zwischen niedrigerer Temperatur und kirzerer
Induktionszeit und die verkiurzende Wirkung eines hoheren hydrostatischen Druckes
sind anhand der Mittelwerte zu erkennen. Eine prazise Aussage Uber die

Induktionszeit ist aber nicht moglich.

Tabelle 7: Induktionszeiten t, von Triolein

Temperatur [K]  Druck [MPa] Induktionszeit t, [h]
+3,240
293 200 5,877
-1,450
+0,826
293 300 0,703
-0,646
+2,757
298 300 1,914
-1,373
+0,154
298 400 0,219
-0,212
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Die Durchfuhrung bzw. Auswertung von Kristallisationsversuchen unter anderen
Versuchsbedingungen ist nicht erfolgreich. Bei Parametern, die eine langere
Induktionszeit erwarten lassen, sind nicht genug Versuche auswertbar. Die
Problematik ist hierbei eine Nukleation au3erhalb des observierten Messvolumens.
Das Kristallwachstum, das mit einer gewissen Verzdogerung dann auch in den
Aufnahmen zu erkennen ist, kann nur unzureichend ausgewertet werden. Abbildung
37 zeigt das Zusammenwachsen dreier Trioleinkristalle nach 60 h und

veranschaulicht hierbei die Unzulanglichkeit des Auswertens.

Abbildung 37: Aufnahme von Triolein bei 298 K und 250 MPa nach 60 h

Da nur kleine Ausschnitte und vor allem keine Mittelpunkte der Kristalle zu erkennen
sind, ist keine akkurate Aussage Uber die Kristallflache mdglich. Die Nukleation im
zur Verflgung stehenden Bildausschnitt zu realisieren, bedarf einer groRen Anzahl
an Wiederholungen des Versuches oder einer VergrofRerung des Bildausschnittes.
Im Gegensatz hierzu ist bei Versuchsbedingungen, die den Phasenlbergang
beglnstigen, eine verstarkte Nukleation zu beobachten. Abbildung 38 zeigt einen

derartigen Phasenlubergang. Anstelle weniger wachsender Kristalle ist hierbei eine
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homogene Kristallisation Uber den gesamten Bildausschnitt zu beobachten. Eine
Vermessung nach dem oben beschriebenen Verfahren ist hier aber nicht moglich, da

die Kristalle auf Grund ihres schnellen Wachstums schnell in Wechselwirkung mit

Nachbarkristallen treten und keine Kreisform mehr besitzen.

Abbildung 38: Aufnahme von Triolein bei 293 K und 450 MPa nach 20 min. Linkes Bild gesamte
Aufnahme. Rechtes Bild Ausschnitt

5.3 Induktionszeit

Das Hochdruckpolarisationsmikroskop ist sehr geeignet zur
Schmelzpunktbestimmung. Flr weitere Untersuchungen wird ein Versuchsaufbau fur
Hochdruckturbidimetrie und — nephelometrie realisiert. Ein deutlich groReres
Probenvolumen von 1 ml soll dabei die Beobachtung der Kristallkeimbildung auch bei
niedrigen Nukleationsraten gestatten. Auf Grund des gréf3eren Messvolumens ist bei
dieser Methode die Statistik der Messwerte besser [Herrera et al. 1998].

Am Beispiel einer Kristallisation von Trilaurin zeigt Abbildung 39 den qualitativen
Verlauf der Messungen von druckinduzierten Verfestigungen von TAGs mit dieser
Methode. Abhangig von Probe, Druck und Temperatur variieren Induktionszeit, das
Streulichtmaximum und der Endwert der Streulichtintensitat, aber der

charakteristische Verlauf bleibt. Ausgehend vom Vordruck, wird der Druck wahrend
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der eingestellten Zeit auf den Enddruck erhoht und gehalten. Wahrend des
Druckaufbaus kommt es zu einer Temperaturerhohung, hervorgerufen durch die
Kompression der Probe. Diese Erhdohung betragt maximal 10 K und innerhalb
weniger Minuten ist die Ausgangstemperatur in der Probe wieder erreicht. Das
Transmissionssignal startet von einem relativ hohen Wert, da sich in der flussigen
Probe keine Partikel befinden, die das Licht streuen konnen. Der Druckaufbau

verandert aber das Transmissionssignal.
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Abbildung 39: Signalverlauf bei druckinduzierter Verfestigung von Trilaurin bei 450 MPa und
333K

Dies ist in den veranderten optischen Eigenschaften der Stoffe unter Druck
begrindet, in denen eine Brechungsindexanpassung erfolgt. Tritt kein
Phasenubergang ein, verbleibt das Signal auf dem neuen Niveau. Die Bildung von
Nukleationskeimen und das anschliefiende Kristallwachstum hindern das Licht am
Durchgang, was in einer Abnahme der Transmission resultiert. Mit dem Beginn der

Nukleation und dem anschlieRenden Kristallwachstum steigt das Streulichtsignal bis
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zu einem Maximum an und fallt anschliefend auf einen konstanten Endwert ab. Fur
Abbildung 40 wurde der Streulichtsensor durch eine Kamera ersetzt. Die Aufnahmen
zu verschiedenen Zeitpunkten zeigen zunachst nur Reflektionen entlang des
Laserstrahls, gefolgt von einer Uber das gesamte Bild homogen verlaufenden

Helligkeitsverteilung zu spateren Zeitpunkten der Kristallisation.

60 s 120 s

180 s 240 s 300 s

Abbildung 40: Aufnahmen einer druckinduzierten Verfestigung von Trilaurin bei 450 MPa und

333 K. Die Kamera ersetzt hierbei den Streulichtsensor.

Die Induktionszeit ist die Zeit ab Druckbeaufschlagung, die bendtigt wird, bis die
Nukleation der Fettkristalle detektierbar ist. Bei der Hochdrucknephelometrie wird ein
Anstieg des Streulichtsignals daflir verwendet. Die Nukleation tritt dann ein, wenn
sich das Streulichtsignal signifikant vom Grundrauschen der Messergebnisse abhebt.
Als einheitlicher Bewertungsmalstab wird eine 5%-Hurde verwendet. Mal3geblich ist

die Differenz zwischen dem Mittelwert am Anfang und dem Maximum des Streulichts.
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Von den 5% dieser Differenz wird die dazu gehorende Zeit des Streulichts bestimmt.
In Abbildung 41 ist die Bestimmung der Induktionszeit s illustriert. Die
Hochdruckturbidimetrie bestimmt die Induktionszeit t; ahnlich. Dabei wird der Abfall

der Transmission um 5% ermittelt und die dazugehorige Zeit bestimmt.
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Abbildung 41: Definition der Induktionszeit s anhand von Trilaurin bei 250 MPa und 333 K

Die inversen Induktionszeiten 1/ts und 1/t von druckinduzierten Phasenubergéangen
in Trilaurin, bestimmt mit Hochdruckturbidimetrie und — nephelometrie, sind in
Abbildung 42 aufgetragen. Steigender Druck verklrzt hierbei die Induktionszeit
Uberproportional stark. Eine erhdohte Temperatur verzogert auch den Beginn der

Nukleation, was die niedrigeren inversen Induktionszeiten fur 343 K im Vergleich zu
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333 K bei gleichem Druck zeigen. Die Auswertung der Messungen mit Triolein,

aufgefuhrt in Abbildung 43, liefert entsprechende Ergebnisse.
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Abbildung 42: Inverse Induktionszeiten 1/t; und 1/t von Trilaurin
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Abbildung 43: Inverse Induktionszeiten 1/t5 und 1/t von Triolein
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Abbildung 44: Inverse Induktionszeit 1/t; verschiedener Ole bei 450 MPa

Die Fettsdurezusammensetzung der Ole hat sich durch die Druckbehandlung nicht
verandert. Im Anhang sind in Tabelle 9 die Fettsdurekompositionen der Ole nach
einer Druckbehandlung (3 mal 450 MPa bei 293 K fur je 15 min) aufgefuhrt.
Schwankungen gegenuber den Analysen vor der Hochdruckbehandlung (Tabelle 3)
befinden sich innerhalb der Messtoleranzen. Die Abbildung 44 zeigt die inverse
Induktionszeit 1/1s verschiedener Ole. Die bisher vorgestellten Auswertungsverfahren
sind prinzipiell fur diese TAG-Gemische moglich. Der in Abbildung 39 dargestellte
Streulichtsignalverlauf fur reine TAGs trifft hier aber nicht mehr vollstandig zu. Das
Signal zeigt einen eher stufenartigen Charakter im Vergleich zum Transient der
Reinsubstanz. Das zeitliche Verhalten der einzelnen Streulichtsignale ist in der

Abbildung 45 dargestellt.
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Abbildung 45:  Streulichtverhalten von verschiedenen Speisedlen

Druckbeaufschlagung von 450 MPa bei 293 K

bei einer
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6 Diskussion

6.1 Schmelzpunkt

Das entwickelte Messverfahren ist geeignet fur die Schmelzpunktbestimmung und
wurde bei Verwendung geringerer Temperaturintervalle und eines genaueren
Drucksensors eine noch hohere Auflosung erlauben. Fir noch hohere Druckbereiche
empfiehlt sich der Einsatz einer Diamantstempelzelle. Im Gegensatz zu den hier
verwendeten Saphiren besitzen Diamanten keine doppelbrechenden Eigenschaften
und sind damit besser fur den Aufbau von Polarisationslichtmikroskopen geeignet.
Der einzige Nachteil von Diamanten ist in ihren nicht unerheblichen
Anschaffungskosten zu sehen und den damit verbundenen Restriktionen die GroRRe
betreffend.

Die ermittelten Schmelzpunkte der B-Struktur von Triolein zeigen keine lineare
Abhangigkeit in einem Druck-Temperatur-Diagramm und stehen damit zunachst im
Widerspruch zu bisherigen Veroéffentlichungen [Cheftel 1992, Pehl 2004, Yasuda &
Mochizuki 1992]. Die experimentelle Forschung dieser Autoren beschrankt sich aber
auf einen kleineren Parameterbereich flir den eine lineare Beschreibung der
Messergebnisse auch sinnvoll erscheint. Auch bei den hier vorliegenden
Ergebnissen ist bei der Beschreibung des druckabhangigen Schmelzpunktes der p-
Struktur von Triolein durch Gleichung 25 ein ausgepragter linearer Anteil enthalten.
Um aber den in der Lebensmittelindustrie eingesetzten Dricken von 500 MPa und
mehr gerecht zu werden, ist bei TAGs diese Abweichung von der Linearitat zu
bertcksichtigen. Je hoher die Druckbeaufschlagung, desto geringer ist die damit
verbundene Anderung der Schmelzpunkttemperatur. Eine theoretische Erkléarung

hierfur liefert die Herleitung von Gleichung 7. Das von [Delgado et al. 2008]
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vorgeschlagene Modell zur Beschreibung der flussig/fest-Phasenkoexistenzlinie fur
Medien mit hohem molarem Volumen, angewandt an Triolein, ist nicht kongruent mit
den Messdaten. Es dient aber als erste Naherung. Eine Gegenuberstellung des

Modells mit den Messwerten ist in Abbildung 46 gegeben.
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Abbildung 46: Druck- und Temperaturabhingigkeit von Trioleinschmelzpunkten

Hierbei sind die druckinduzierten Erstarrungen bei 300 MPa und 288 K mit dem
gleichen Polynom zu beschreiben wie die der p-Struktur. Im Gegensatz hierzu
erscheinen die Erstarrungsbedingungen bei 300 MPa und 278 K teilweise von dieser
Schmelzlinie abzuweichen. Bei Dricken Uber 250 MPa liegt die Schmelztemperatur
unterhalb der B-Struktur. Bei niedrigeren Dricken sind die Messdaten wieder sehr gut
mit der Gleichung 25 zu beschreiben. Unter atmosphéarischem Druck kann eine
Kristallisation bei tieferen Temperaturen die Bildung einer anderen polymorphen

Erstarrungsform als der B-Struktur ermoglichen. Dieser Zusammenhang ist in
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Abbildung 4 veranschaulicht. Unter Druck sollte dies auch moglich sein. Der nachst
hohere Schmelzpunkt, nach dem der B-Form, besitzt die p'-Struktur. Bei einer
Extrapolation der Messwerte, die nicht auf der B-Schmelzlinie liegen, bis hin zum B'-
Schmelzpunkt unter Normaldruck, lassen sich die Messwerte durch ein Polynom
beschreiben:

MPa

K2

MPa

p = 0,039 T? —16,98TT +1772,2MPa (26)

Dabei steht p fur den Druck in MPa und T fur die Temperatur in K. Die experimentell
bestimmten Werte stimmen bei einer Regressionsanalyse mit R? = 0,9994 mit dieser
Gleichung uberein. Dies lasst vermuten, das unter diesen
Kristallisationsbedingungen B'-Kristalle entstehen. Die Existenz zweier Bereiche, mit
einer scheinbaren B-Struktur unter 250 MPa muss nicht im Widerspruch dazu stehen.
Unter atmospharischen Bedingungen kann bei Erwarmung die B'-Form schmelzen
und in Form von B-Kristallen rekristallisieren. Messtechnisch ist dieser Ubergang in
andere polymorphe Formen durch die Detektion der dabei auftretenden
Warmestrome durch ein Kalorimeter maoglich. Mit dem
Hochdruckpolarisationsmikroskop hingegen ist nur das vollstandige Schmelzen
objektiv. zu bewerten. FUr eine Kiristallisation muss die dafir notige
Aktivierungsenergie AG ausreichend sein. Unter atmospharischen Bedingungen
korreliert diese mit dem Grad der Unterkiihlung der Schmelze, wie in Abbildung 13
verdeutlicht. Gleichung 25 und Gleichung 26 verringern mit steigendem Druck den
Temperaturunterschied zu einander, bis hin zu einem gemeinsamen Schnittpunkt bei
330 K und 419 MPa. Dieser sinkende Temperaturabstand lasst vermuten, dass bei
hoheren Driucken AG fur die Rekristallisation nicht mehr ausreichend ist und somit
der Schmelzpunkt der B'-Form gemessen wird. Untersuchungen an Triarchidin von

[Masberg 1999] zeigen auch bei diesem TAG einen mit steigendem Druck sinkenden
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Temperaturabstand dieser beiden polymorphen Formen. Unter Berucksichtigung der
angegebenen Messungenauigkeiten ist aber die Aussagekraftigkeit dieser
Messdaten von Masberg durchaus kritisch zu bewerten. Hochdruck wirde damit
nicht wie von [Cheftel 1992] vermutet zu einer Stabilisierung der stabilsten
polymorphen Form fuhren, sondern eine kontrare Wirkung erzielen. Die
Hochdruckbehandlung scheint die Bildung von B'-Kristallen gegenuber der von -
Kristallen im Vergleich zu atmospharischem Druck zu erleichtern. Da in der
Lebensmittelindustrie die Generierung von B'-Kristallen bei TAGs angestrebt wird, ist
dies als sehr positiv anzusehen. Wird die Druckbehandlung zum Zwecke einer
beschleunigten Kristallisation eingesetzt, bleiben die Kristalle auch nach dem
Druckabbau bestehen [Buchheim & Frede 1996].

Interessant erscheint der theoretische Schnittpunkt zwischen der Gleichung 25 und
der Gleichung 26 und der daran anschlieliende weitere Verlauf der Phasengrenzlinie.
Aussagen darlber waren aber rein spekulativ und weiterer Forschungsbedarf ist

hierfur nétig.

6.2 Kristallwachstum

Das Hochdruckpolarisationsmikroskop erlaubt auch Untersuchungen zum
Kristallwachstum. Aufnahmen wie die Abbildung 33 sind die ersten dieser Art flr
TAGs unter Druck. Die erfolgten Auswertungen, aufgelistet in den Tabellen 6 und 7,
zeigen, dass steigender Druck die Induktionszeit verkurzt und Kristallwachstum
beschleunigt. Mit dem aufgebauten Mikroskop ergibt sich damit ein sinnvoller
Arbeitsraum von etwa 100 MPa. Bei kleineren Dricken ist der Bildausschnitt zu
gering. Eine sehr hohe Anzahl an Versuchen ist notig, um eine Nukleation im

Observationsraum sicher zu stellen. Bei Nukleation auRerhalb des Bildausschnittes
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wachsen Kristalle von auf3en hinein und erschweren die Auswertung, wie in
Abbildung 37 illustriert. Bei grof3eren Drucken wachsen die Kristalle homogen uber
den gesamten Bildausschnitt, wie in Abbildung 38 dargestellt. Die Vermessung ist
aber problematisch, da die Druckbeaufschlagung Auswirkungen auf die Bildqualitat
des Hochdruckpolarisationsmikroskopes hat. Mit einem kommerziellen Mikroskop
konnen Kristalle ab einer GroRe von 3 — 4 um untersucht werden. Die theoretisch
mogliche Aufldsung von unter 1 um wird in der Regel nicht erreicht [Marangoni 2005].
Auch das Hochdruckpolarisationsmikroskop leistet eine theoretische Auflésung von
unter 1 um und ware damit prinzipiell auch fiur die Untersuchung solcher
Kristallisationen geeignet. Die Verwendung von Saphirfenstern, die bei
Druckbeaufschlagung ihre Licht polarisierenden Eigenschaften verandern, fuhrt
jedoch zu Interferenzstreifenmustern die die hier verwendete Auswertung
erschweren. Bei wenigen Einzelkristallen pro Bild ist eine handische Auswertung zu
realisieren. Bei hoheren Drucken ist eine automatisierte Bildauswertung zu
favorisieren. Neben Induktionszeit und Kristallwachstum kdénnte hierbei auch der
zeitliche Anstieg des Feststoffanteils bestimmt werden. Der realisierte Aufbau ist
einsatzfahig und erlaubt eine Erweiterung schon bestehender Hochdruckzellen zu
Hochdruckmikroskopen oder Hochdruckpolarisationsmikroskopen bei

Uberschaubarem Ressourceneinsatz.

6.3 Induktionszeit

Die Messungen, beruhend auf Turbidimetrie und Nephelometrie, erlauben die
Bestimmung der Induktionszeit im gesamten Druck- und Temperaturbereich der
Zelle. Sowohl fur Triolein, als auch fur Trilaurin ergeben sich hierbei wieder die

grundsatzlichen Zusammenhange, die auch mit dem Hochdruckpolarisations-
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mikroskop ermittelt werden: Druckerhdhung und Temperaturerniedrigung verkurzen
die Induktionszeit. Die Beschleunigung durch hohere Druckbeaufschlagung verlauft
dabei Uberproportional. Diese Ergebnisse, gezeigt in der Abbildung 42 und der
Abbildung 43, stimmen qualitativ mit den Aufzeichnung in Abbildung 16 Uber den
druckinduzierten Phasenubergang in Kokosol von [Hartmann 2006], uberein.
Hartmann  unterscheidet bei  seinen  Aufnahmen auch  verschiedene
Erscheinungsformen, die er aber nicht mit polymorphen Strukturen in Verbindung
bringt. In Abbildung 14 werden Induktionszeiten in Abhangigkeit von der
Supercoolingtemperatur fur ein TAG bei atmospharischem Druck aufgefuhrt. Der
Verlauf weist dabei starke Ahnlichkeiten mit den hier ermittelten druckabhangigen
Induktionszeiten auf. Bei der Arbeit Uber Induktionszeit und Supercooling wird
zusatzlich die jeweilige polymorphe Struktur analysiert. Verschiedene polymorphe
Erstarrungszustande werden erzeugt, wobei eine kirzere Induktionszeit bei gréRerer
Supercoolingtemperatur eine instabilere Kristallstruktur hervorbringt. Dies lasst
vermuten, dass  Superpressuring in  Abhangigkeit des Grades der
Druckbeaufschlagung auch verschiedene polymorphe Formen generiert. Eine
abschlieRende Bewertung ist aber nur durch eine strukturelle Analyse des erstarrten
TAGs mdglich.

Fur Messungen, die sich der Phasengrenzlinie annahern, ist Turbidimetrie und
Nephelometrie dem Hochdruckpolarisationsmikroskop vorzuziehen. Die Realisation
mancher Messungen scheitert aber an praktischen Gesichtspunkten. Bei 298 K ist
der Schmelzpunkt der B-Struktur von Triolein bei 123 MPa. Bei dieser Temperatur ist
bei 225 MPa die Kristallkeimbildung erst nach Uber 27 h detektierbar. Versuche bei
200 MPa sind nach Uber drei Tagen noch ohne detektierbare Kristallkeimbildung.

Entsprechende Langzeitversuche, die flr eine genaue Charakterisierung des
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Phasenuberganges wunschenswert sind, werden im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefuhrt.

Neben den Reinsubstanzen Triolein und Trilaurin wird auch die Kristallisation von
TAG-Gemischen in Form von Speiseodlen untersucht. Die Hochdruckturbidimetrie und
—nephelometrie sind geeignet fur diese in-situ Charakterisierungen. Der in Abbildung
41 dargestellte typische =zeitliche Verlauf des Streulichtsignals eines TAGs,
bestehend aus einem Signalanstieg bei Kristallisationsbeginn, einem Maximum und
einem daran anschlielenden Signalabfall auf ein konstantes Niveau, ist bei TAG-
Gemischen nicht mehr ganz zutreffend. Der Transient des Streulichtes realer Ole,
der in der Abbildung 45 zu finden ist, weist einen komplexeren Verlauf auf. Anstelle
eines klar ersichtlichen Peaks tritt ein Kurvenverlauf auf, der als eine Uberlagerung
verschiedener Peaks erscheint. Bei Temperatur induzierten Phasenubergangen ist
bei realen Olen anstelle eines Schmelz- oder Erstarrungspunktes ein entsprechender
Temperaturbereich zu finden, entsprechend der Schmelzpunkte der einzelnen
Bestandteile der TAG-Komposition. Neben den unterschiedlichen Schmelzpunkten
zeigen die einzelnen Bestandteile auch unterschiedliche Erstarrungskinetiken. Durch
die Hochdruckapplikation auf ein TAG-Gemisch ist auch mit einer inhomogenen
Erstarrung zu rechnen, in der einzelne Komponenten schneller kristallisieren als
andere. Dies konnte die Erklarung fur den Streulichtsignalverlauf bei den
untersuchten Olen sein, der dann eine Uberlagerung verschiedener Kristallisationen
darstellt. Alle TAG-Gemische haben mit den Reinsubstanzen gemein, dass am Ende
ein konstanter Wert erreicht wird, der als Abschluss der Kristallisation gewertet
werden kann.

Die Induktionszeit der Ole ist auch wieder temperaturabhéngig und ist bei héheren
Werten langer. Bei Triolein und Trilaurin ist die Induktionszeit kirzer, je grélker der

Abstand von der Phasengrenzlinie ist. Dies bedeutet, dass bei identischen Werten fir
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Temperatur und Druckbeaufschlagung die Induktionszeit eine Aussage Uber den
Schmelzpunkt liefert bzw. zumindest eine Reihung nach auf- bzw. absteigenden
Schmelzpunkt zuldsst und fir die hier untersuchten Ole auch zutrifft [Krist et al.

2008].
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Abbildung 47: Prozentuale Massenverteilung der Ole (FS: Fettsidure) und die zugehérigen

inversen Induktionszeiten bei 283 und 293 K

Der Schmelzpunkt von Olen ist bei atmospharischem Druck von der
Fettsaurezusammensetzung abhangig. Abbildung 47 zeigt eine Gegenuberstellung
von Induktionszeit und Fettsaurekomposition. Hierbei sind die Fettsauren fur eine
bessere Uberschaubarkeit in geséttigt, einfach ungesattigt und mehrfach ungesattigt
unterteilt. Eine detaillierte Auflistung der Bestandteile ist der Tabelle 3 zu entnehmen.
Generell verzogert ein steigender Anteil an ungesattigten Fettsauren die

Kristallisation, wobei mehrfach ungesattigte Fettsduren hierbei einen starkeren Effekt
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als einfach ungesattigte Fettsauren hervorrufen. Diese Erkenntnis ist analog zur

Schmelzpunkterhdhung oder Absenkung von TAG-Gemischen bei Normaldruck.
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7 Zusammenfassung

An Lebensmittel werden verschiedene, zum Teil kontrare Anforderungen gestellt.
Einerseits werden Produktsicherheit und lange Lagerfahigkeit erwartet, andererseits
aber auch ein Maximum an Frische, Nahrwert, Geschmack und Optik. Entsprechend
obliegt es der Lebensmittelindustrie diesen Verbraucherwinschen durch geeignete
Konservierungsmethoden gerecht zu werden. Der Einsatz verschiedener
Konservierungsmittel oder —verfahren ist dabei in der Regel mit Kompromissen
verbunden. Weit verbreitet in der Lebensmittelindustrie ist die Haltbarbachung durch
physikalische Verfahren, wie die Pasteurisation oder Sterilisation durch
Hitzeeinwirkung. Je hoher die Temperatur einer Warmebehandlung und je langer
diese gehalten wird, desto grofRer ist hierbei auch die Wahrscheinlichkeit Verderbnis
erregende Mikroorganismen abzutdten. Andererseits beglnstigen diese Parameter
auch chemische Reaktionen, die dem Lebensmittel die native Erscheinung nehmen.
Weniger Kompromisse sind bei nicht-thermischen Konservierungsverfahren notig,
wie dem Einsatz hoher hydrostatischer Driicke bei moderaten Temperaturen. Im
Gegensatz zur thermischen Behandlung werden dabei Vitamine, essentielle
Aminosauren und Farbe eines Lebensmittels kaum verandert, unter Bewahrung der
gleichen Haltbarkeit. Zu beachten ist allerdings, dass hoher Druck den
Aggregatszustand von Lebensmitteln bzw. deren Inhaltsstoffe beeinflusst. Anstelle
von Temperaturabsenkung kann eine Verfestigung auch durch Druckerhdhung erzielt
werden [Hayashi et al. 1987, Cheftel 1992, Otero & Sanz 2003, Torres & Velazquez
2005, Knorr et al. 2006].

Superpressuring, eine Druckbeaufschlagung, groler als flr eine Verfestigung

bendtigt, soll bei Nahrungsfetten ahnliche Effekte hervorrufen wie Supercooling, eine
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Abkuhlung unterhalb des Erstarrungspunktes bei atmospharischem Druck. Ein
Uberprifung dieser Hypothese erfolgt in dieser Arbeit.

Da im beabsichtigten Untersuchungsbereich bis 450 MPa keine etablierten
Untersuchungstechniken fur Fettkristallisation existieren, liegt ein Schwerpunkt auf
der Entwicklung geeigneter Messverfahren. Fur eine in-situ Observation werden
optische Experimente, beruhend auf Turbidimetrie, Nephelometrie und
Polarisationsmikroskopie entwickelt. Diese Verfahren, zusammen mit dafur erstellten
Auswertealgorithmen erlauben die Bestimmung von Schmelzpunkt, Kristallwachstum
und Kristallkeimbildung von Fetten unter Druck. Dabei ist das selbst gebaute
Hochdruckpolarisationslichtmikroskop besonders fir Messungen bezlglich des
Schmelzpunktes und des Kristallwachstums geeignet. Die Kristallkeimbildung ist
besser durch Transmission und Streulicht zu detektieren.

Das resultierende Phasendiagramm von Triolein zeigt, im Gegensatz zu bisherigen
Verodffentlichungen [Cheftel 1992, Pehl 2004, Yasuda & Mochizuki 1992] keine
lineare Korrelation zwischen Druck- und Temperaturanstieg. Auch lasst es vermuten,
dass die Hochdruckbehandlung nicht die Bildung von B-Kristallen, wie von [Cheftel
1992] angenommen begunstigt, sondern im Vergleich zu atmospharischem Druck die
Generierung von f'-Kristallen erleichtert. Analog zur Erzeugung von instabileren
poymorphen Strukturen, je ausgepragter die Supercoolingtemperatur gewahlt wird,
lassen die Untersuchungen vermuten, dass je ausgepragter Superpressuring
appliziert wird auch hier die instabilere B'- anstelle der p—Struktur gebildet wird. Da
von der Lebensmittelindustrie die B'-Struktur bei Fetten angestrebt wird, ist dies
positiv fir eine Hochdruckbehandlung zu werten.

Die Induktionszeit ist die Verzogerung zwischen dem Erreichen der

Kristallisationsbedingungen hinsichtlich Temperatur und Druck und der ersten
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Detektion der beginnenden Kristallisation. Eine hoherer Druckapplikation verkirzt bei
Reinfetten und realen Lebensmittelfetten die Induktionszeit Uberproportional. Der
druckabhangige  Verlauf der Induktionszeit, bei  ansonsten  gleichen
Reaktionsbedingungen, ist qualitativ identisch mit dem von verschieden starken
Unterkihlungen bei Normaldruck. Der Kristallisationsantrieb Druckunterschied hat
darin die gleiche Erscheinungsform wie das Resultat aus einem
Temperaturunterschied. Superpressuring ist in den Auswirkungen darin dem
Supercooling entsprechend. Die Generierung verschiedener polymorpher Strukturen

durch Superpressuring ist nahe liegend.
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8 Summary

Food has to satisfy different requirements, which are partly inconsistent. On the one
hand are microbiological safety and a long shelf life. On the other hand are maxima
in freshness, nutritional value, taste and appearance. The challenge for the food
industry is to satisfy consumer requests with appropriate conservation techniques.
The use of different preservative agents or methods is usually linked with
compromises. Popular in the food industry are conservation procedures based on
physical operations, like pasteurization or sterilization through heat. A temperature
treatment increases food safety with increasing temperature and retention time.
However, at the same time, these parameters favor chemical reactions which destroy
the original appearance of the food. Fewer compromises are necessary when non-
thermal conservation procedures, like high-pressure treatment of food at moderate
temperatures, are used. In contrast to thermal treatment, vitamins, essential amino
acids, and color of the treated food remain nearly unaltered, while insuring the same
level of food safety. However, high pressure can change the state of food or its
components. Rather than the application of lower temperatures to solidify foods,
solidification can also be achieved through the application of high pressure [Hayashi
et al. 1987, Cheftel 1992, Otero & Sanz 2003, Torres & Velazquez 2005, Knorr et al.
2006].

Superpressuring, a greater application of pressure necessary for solidification, should
have similar effects on edible fats as supercooling, which involves cooling
underneath the solidification point at atmospheric pressure. An investigation of this

hypothesis is presented in this work.
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As no techniques are established to investigate the crystallization of fat under
pressures up to 450 MPa, this contribution focuses on the development of suitable
measuring systems for this application. For in-situ observation, optical experiments
based on turbidimetry, nephelometry and polar-light microscopy are used. These
techniques, combined with specially developed evaluation algorithms, allow for the
determination of the melting point, crystal growth, and crystal nucleation of fats under
pressure. Thereby this self built polar-light microscope is especially suitable for
measuring melting points and crystal growths. Crystal nucleation is best detected
utilizing signals from light transmission and light scattering.

The resulting phase diagram of Triolein shows in contrast to other publications
[Cheftel 1992, Pehl 2004, Yasuda & Mochizuki 1992] no linear correlation between
pressure and temperature increase. High pressure application also seems to favor
the generation of B'-crystals compared to atmospheric pressure and not of B-crystals
as proposed by [Cheftel 1992]. Crystallizations driven by greater supercooling
temperatures induce more unstable polymorphic structures. Similary, experiments
indicate that greater superpressuring also induces the formation of the more unstable
B'- rather than the more stable B-polymorphic structureAs the p'-form is the desired
structure for edible fats in the food industry, this is a positive aspect.

The induction time is the delay between attaining crystallization conditions in regards
to temperature and pressure and the first detection of crystallization initiation. For
fats, the induction time becomes disproportionately shorter with increasing pressure
application. The pressure dependency of induction time by the same conditions in
other aspects is qualitatively identical to the temperature dependency under
atmospheric pressure. Pressure difference as the driving force for crystal nucleation

appears to have the same result as temperature difference at atmospheric pressure.
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Superpressuring achieves the same results as supercooling. Thus, the generation of

different polymorphic structures through superpressuring is proposed.
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12 Anhang

Tabelle 8: Bauteile der Hochdruckanlage

Gerat Hersteller ArtikelInummer
AZ Hydraulic
Vordruckpumpe Engineering / Kingman | AZ-1-107
USA
Druckerzeuger Dunze Sonderanfertigung
Hochdruckzelle Sitec Sonderanfertigung
Elektromagnetpumpe Eckerle / Malsch 111048

HeNe-Laser Linos / Géttingen G040-805-000
Messkarte National Instruments /| 779066-01
Muanchen
Druckaufnehmer Brosa / Tettnag 1001084
(Druckerzeuger)
Druckaufnehmer Brosa / Tettnag 1000397
(Sichtzelle)
Saphirbolzen Sitec 741.0013
Makroobjektiv Sigma 105mm F2.8 DG MACRO

Mikroskopobjektiv

Weiss Imaging and
Solutions GmbH

Spezialanfertigung
(Gesammtvergdserung
auf CCD: 1,9x — 25x)

Kamera uEye Ul-2250-M

Photodiode Siemens BPW34

Laserdiode Conrad 187730-62

Polarisationsfolie Edmund optics NT43-781

Linse Edmund optics 32021

Kaltethermostat Thermo Fisher | P1-C25P
Scientific
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Tabelle 9: Fettsdurezusammensetzung der verwendeten Ole nach Hochdruckbehandlung (3 mal

450 Mpa bei 293 K fiir je 15 min)

9 —_

—_ o\o —

= () = = 0] ()

0 8 S | & | & 5 | 2

3 5 c £ 5 = < | e

2 = © T 3 3 = 2

) = ie] = @ ) ® =

w N = - 14 T = o
Laurin 12:0 0,000 98,964 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,00
Myristin 14:0 0,000 0,112 | 0,060 | 0,059 | 0,033 | 0,00
Palmitin 16:0 0,118 0,000 | 4,792 | 7,829 | 7,088 | 12,92
Palmitolein | 16:1, 9¢c 0,000 0,000 | 0,222 | 0,410 | 0,102 | 1,27
Heptadecan | 17:0 0,000 0,000 | 0,051 | 0,056 | 0,051 | 0,06
Heptadecen | 17:1,9¢ 0,000 0,000 | 0,063 | 0,000 | 0,030 | 0,09
Heptadecen | 17:1,10c 0,000 0,000 | 0,082 | 0,076 | 0,000 | 0,00
Stearin 18:0 0,235 0,000 | 1,836 | 2,448 | 2,164 | 3,24
Elaidin 18:1, 9t 0,000 0,703 | 0,082 | 0,000 | 0,000 | 0,00
Ol 18:1, 9c 99,568 0,221 |59,489 (68,940 | 19,121 | 70,12
Vaccen 18:1, c11 0,080 0,000 | 3,166 | 1,421 | 0,909 | 2,34
Linol 18:2, 0,000 0,000 | 19,566 | 18,327 | 58,138 | 8,39

9c,12c
Linolen 18:3, 0,000 0,000 | 7,685 | 0,099 | 12,059 | 0,67
9c,12¢,15¢c

Arachin 20:0 0,000 0,000 | 0,595 | 0,155 | 0,095 | 0,43
Eicosen 20:1, 11c 0,000 0,000 | 1,224 | 0,148 | 0,143 | 0,24
Eicosadien | 20:2, 0,000 0,000 | 0,110 | 0,000 | 0,000 | 0,02
Eicosatrien | 20:3, 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,01
Behen 22:0 0,000 0,000 | 0,336 | 0,031 | 0,036 | 0,13
Eruca 22:1,13c 0,000 0,000 | 0,327 | 0,000 | 0,000 | 0,00
Tricosan 23:0 0,000 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,000 | 0,00
Lignozerin 24:0 0,000 0,000 | 0,190 | 0,000 | 0,031 | 0,09
Nervon 24:1, 15¢ 0,000 0,000 | 0,124 | 0,000 | 0,000 | 0,00
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