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Wasserdispersible Carotinoidaggregate

Stabile und hochgradig wasserdispersible, hoch
ungesittigte Carotinoid-Phospholipide —
Oberfliacheneigenschaften und
Aggregatdimensionen®*

Bente Jeanette Foss, Stine Nalum Ncess, Hans-
Richard Sliwka* und Vassilia Partali

Mehrfach ungesittigte Phospholipide haben wichtige physio-
logische Eigenschaften, weshalb Konzentrations- und Syn-
thesemethoden zur gezielten Produktion dieser Verbindun-
gen entwickelt wurden.! Das konjugierte Phospholipid mit
den meisten bis jetzt nachgewiesenen Doppelbindungen
enthilt eine Tetraensidure (C18:4).”! Ob konjugiert oder
nicht konjugiert — mehrfach ungesittigte Phospholipide sind
ebenso instabil wie die entsprechenden freien Fettsduren und
konnen daher nur bei niedrigen Temperaturen, in Schutzgas-
atmosphére oder mit Stabilisatoren wie Carotinoiden gehand-
habt werden.P! Die Synthese bestindiger hoch ungesittigter
Phospholipide muss folglich auf stabilen ungesittigten Fett-
sduren aufbauen. Diese Anforderung erfiillen die Caroti-
noidsduren. Eine dieser Sduren, die -Apo-8'-carotinsdure
(C30:9), ist als Ethylester (C30-Ester) erhiltlich.*! Caroti-
noide werden nur wenig von Mensch und Tier aufgenom-
men,” wobei vorhergehendes gastrologisches Emulgieren,
z.B. mit Lysophosphatidylcholinen, die Absorption erleich-
tert.!”! Einige der industriell hergestellten Carotinoide werden
in grofen Mengen zum Firben von Getrianken verwendet.”!
Da die Carotinoide jedoch hydrophob sind, gelingt ihr
Einsatz als Lebensmittelfarbstoff fiir nichtalkoholische
Getranke nur {iber spezielle Formulierungsmethoden.
Durch sorgfiltige Wahl dispergierender Losungsmittel, der
Tenside, der Schutzkolloide und anderer Zusitze und durch
Verkiirzung der Hochtemperaturexposition (200 °C) versucht
man, die Wasserdispersion der Carotinoide zu erhohen, wobei
mit den angewendeten Formulierungsmethoden Teilchengro-
Ben von 20-1000 nm erreicht werden.®!

Die chemischen und physikalischen Eigenschaften mole-
kularer Carotinoidlésungen sowie geloster und aggregierter
Phospholipide sind ausfiihrlich beschrieben.”) Die Eigen-
schaften der Carotinoide in einer natiirlichen, wasserbasier-
ten Umgebung oder in den aus Phospholipiden bestehenden
Zellmembranen sind jedoch weitaus weniger bekannt und
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daher Gegenstand aktueller Untersuchungen. Besonders die
photophysikalischen und photochemischen FEigenschaften
der Carotinoidaggregate sind wichtig fiir das Verstdndnis
der Photosynthese, von Energieiibertragungs- und von
Schutzreaktionen ('O,-Quenching)."” Die Synthese eines
Carotinoid-Phospholipids sollte die Eigenschaften der Caro-
tinoide mit denen der Phospholipide verbinden.

Lysocarotinophosphatidylcholine wurden aus dem Di-
chlorphosphat 2 und einer Gleichgewichtsisomerenmischung
(9:1) der Carotinoylmonoglyceride 1a und 1b!'"! erhalten
(Schema 1). Die Zwischenprodukte 3 wurden mit Trimethyl-
amin quaternisiert, was zum Isomerengemisch 4a/4b/dc
(49:43:8) in 33% Ausbeute fiihrte."”? Die 1D- und 2D-'H-
sowie *C-NMR-Spektren der Produktmischung enthielten
die charakteristischen Signale der Glycerinisomere und von
B-Carotinoiden, das *'P-NMR-Spektrum verweist auf etwa
gleiche Anteile von 4a und 4b.

Stellungsisomere der Lysophosphatidylcholine, die mit
kiirzeren oder langeren Fettsduren als C16 oder C18 verestert
sind, verlieren die lytische Aktivitédt, die zusitzlich durch
Doppelbindungen vermindert wird.'"®! Doch auch wenn die
Isomere 4a—c unterschiedlich biologisch reagieren,' ihre
Tensid- und Aggregateigenschaften sollten nahezu identisch
sein, da sie aus den gleichen hydrophilen und hydrophoben
Gruppen bestehen.™ Der Kontaktwinkel eines Wassertrop-
fens auf einem trockenen Film aus 4 (@ ~25°) und die kurze
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Abbildung 1. Oberflichenspannung y und cmc von 4 (Schnittstelle
der Linien).

metrisch ermittelt: y.,,,=56mNm™! bei cmc=1.5x10"m
(=1mgL™") (Abbildung 1).

Mit den Daten von Abbildung 1 wurden die Oberfléchen-
konzentration I, der Oberflichendruck ., das Molekiil-
areal an der Grenzfldche (A) und die Gibbs-Adsorptions- und
-Aggregierungsenergien (AGY, bzw. AG".) berechnet
(Tabelle 1). Die I'- und A-Werte dhneln denen anderer
zwitterionischer Tenside.'! Der negative Wert von AGY,.

driickt aus, dass Aggregate aus 4 in Wasser bei Raumtempe-

Tabelle 1: Mit den Daten von Abbildung 1 ermittelte Kenngréflen der
Lysophosphatidylcholine 4.
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Schema 1. Synthese der Carotinoid-Phospholipide.
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ratur spontan dispergiert werden. Die Gleichgewichtskon-
Molekiilegperfiche _ Molekiileicenie _
Wlemsung = kad =6100 und ool — kmic =700

Molekiley ssung

belegen die erhohte Konzentration der Molekiile an der
Wasseroberfliache. Das Verhiltnis der an der Grenzfliche
adsorbierten Molekiile zu dispergierten Aggregaten (9:1)
erlaubt dennoch die Bildung klarer, gleichméBig farbiger
Losungen ohne Zuhilfenahme von Hitze, Tensiden oder
anderen Zumischungen. Bei hohen Konzentrationen wurde
die Losung trilbe und zdhfliissiger. Auch nach Zugabe von
mehr als 60 mgmL~' 4 konnte keine Sittigung beobachtet
werden.

stanten

In Wasser bilden die Carotinoidderivate 4 Aggregate mit
einem mittleren hydrodynamischen Radius ry; von 8nm,
wobei die ry-Werte in einem engen GroBenbereich liegen (6—
14 nm). Daneben entstehen auch einige wenige groBere
Aggregate mit einem Radius ry von 40-600 nm (Abbil-
dung 2). Amphiphile mit einer einzigen hydrophoben Kette
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Abbildung 2. Bestimmung der Aggregatgréfe von 4 in Wasser mittels
dynamischer Lichtstreuung: «e«e- Mengenverteilung, — Intensitéts-
verteilung.

aggregieren normalerweise in Micellen.'”! Der Radius der
Aggregate aus 4 spricht jedoch eher fiir eine andere
Aggregatmorphologie.

Wihrend die Absorption 1., von 4 in organischen
Losungsmitteln bei 454 nm liegt, verschiebt sie sich in
Wasser nach 400 nm (Abbildung 3). Diese Bande entsteht
durch die Excitonenwechselwirkung nebeneinander liegen-
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Abbildung 3. Vis-Spektrum von 4 in Dichlormethan und in Wasser.
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der Molekiile in H-Aggregaten.! In Aggregaten und in
monomolekularen Oberflichenfilmen geséttigter und cis-
ungesittigter Phospholipide wird eine dichte Packung der
Molekiile durch die flexible hydrophobe Kette oder durch die
Torsion der Kette durch cis-Anordnungen beeintrichtigt. Die
all-trans-Konfiguration der Carotinoidkette zwingt dagegen
die Isomere 4 zur Bildung einer starren, ausgestreckten Kette,
was eine dichte Anordnung der aggregierten und oberfli-
chenadsorbierten Molekiile zuldsst.

Die Lysophosphatide 4a—¢ ermoglichen die gleichzeitige
Untersuchung konjugierter mehrfach ungeséttigter Phospho-
lipide und Carotinoide in wissrigen Losungen ohne Zusatz-
stoffe. Uber die Bestimmung der photophysikalischen Eigen-
schaften der Aggregate werden wir in Kiirze berichten.

Experimentelles

Zu einer Losung von 2-Bromethyldichlorphosphat (2, 0.49 g,
2 mmol)!"®¥ und Triethylamin (0.78 g, 7.8 mmol) in Benzol (30 mL)
wurde in Anlehnung an Lit. [12] tropfenweise eine Mischung der
Glycerine 1a und 1b"! (9:1, 0.66 g, 1.3 mmol), gelost in Benzol
(70 mL), gegeben. Die Reaktionsmischung wurde unter Stickstoff
geriihrt (20°C, 24 h). Das ausgefallene Triethylammoniumchlorid
wurde abfiltriert und das zuriickbleibende Phosphorchloridat und der
Uberschuss an Dichlorphosphat 2 mit Wasser (20 mL) hydrolysiert
(20°C, 12 h). Die organische Phase wurde abgetrennt, dreimal mit
40 mL Wasser gewaschen und das Losungsmittel entfernt. Der
Riickstand wurde in Chloroform/2-Propanol/Dimethylformamid
(3:5:5, 120 mL) aufgenommen und mit Trimethylamin (45-proz. in
H,0, 20 mL) umgesetzt (20°C, 48 h). Das Losungsmittel wurde
entfernt und das Rohprodukt in Chloroform aufgenommen. Die
chromatographische Reinigung (CHCl/CH;0H 4:1, graduelle
Zugabe von H,0O und CH;OH bis zu einem Verhéltnis CHCly/
CH;0H/H,0 von 4:5:1) ergab eine Mischung der 1,3-, 1,2- und 2,3-(f3-
Apo-8'-carotinoyl)-glycero-phosphatidylcholinisomere 4 a—c (49:43:8,
290 mg, 33%).

MS (ESI): m/z: 672 [M*+H], 579 [(M*+H)—92 (Toluol)]. Uber
die eindeutige Zuordnung der komplexen 'H-, *C- und *'P-NMR-
Signale in den Spektren des Isomerengemischs werden wir getrennt
berichten. Der Kontaktwinkel 6 wurde mit einem Goniometer
(Fibro DAT 1122) bestimmt, die Oberflichenspannung y und die
cmce wurden in filtrierten (0.22 pm) Losungen in destilliertem Wasser
mit einem Tensiometer gemessen (Kriiss K10 T, Wilhelmy-Platten-
methode). Die y-Werte wurden unmittelbar nach dem Erreichen des
Gleichgewichts notiert.

Oberflichendruck 7, = yl) Yemer Yo=73 mNm™' (H,0); Ober-
flichenkonzentration Ffw woraus ['= e V - [molm™ 2] mit ¢
in molm ™ folgt; Neigungskonstante aus Abblldung 1:52% 1073 ,yin
Jm2 1mNm'=0.001 Jm2 R=831JK 'mol™!, T=294°C. Mole-
kiilareal an der Grenzfliche A [A*]=10/T'N,; Gibbs-Aggregie-
rungsenergie AG". = RTIn ¢y, [J mol ™ ']; Gibbs—Adsorptionsenergie

mic

AGY, =(R Tlﬁclcn]gcl) (6.023x1073 ncmclj}])k l[J mol']. Glelchgerchts—
olekulepicelle = olekiilegperfiche — —
konstanten: Molekiiley sgung kmlC =ec 7, Molekuley_‘,,,:,g kad =€ “

Der hydrodynamische Aggregatradius wurde mit einem Licht-
streuungsinstrument ermittelt: ALV DLS/SLS-5022F-Kompaktgo-
niometer mit ALV-5000/E-multiple-z-Digital-Korrelator, Licht-
quelle: 22-mW-He-Ne-Laser. Die Proben (23°C) wurden iiber ein
S-um-Filter in die zylindrische Kiivette gefiillt, Lichtstreuungswinkel:
90°, Datenanalyse mit CONTIN."”) Die Daten von 14 aufeinander
folgenden fiinfminiitigen Messreihen wurden gemittelt.

Eingegangen am 7. Mai 2003 [Z51828]
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