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1. Einleitung

Krebserkrankungen haben nach ICD-10 eine zunehmende Inzidenz in Deutschland: Im Jahr
2006 gab es in Deutschland laut Robert Koch-Institut 426.800 Neuerkrankungen (Frauen:
229.200, Manner: 197.600) und 210.930 Sterbefalle (Frauen: 112.438, Manner: 98.492) auf
Grund maligner Tumore '. Beeinflusst durch den demographischen Wandel der deutschen
Bevolkerung nimmt die Pravalenz der Krebserkrankungen weiter zu 2 Fir die
pharmazeutische Industrie ist dieser Markt von groflem Interesse. Im Bereich der Onkologie
waren 2010 ca. 400 neue Wirkstoffe von etwa 180 pharmazeutischen Herstellern in der
Entwicklung. Es ist davon auszugehen, dass etwa 80 bis 90 % dieser Kandidaten auf Grund
von negativen Studiendaten nicht bis zur Markteinfilhrung gelangen 2 In den letzten drei
Jahren wurden in Deutschland insgesamt zwolf neue Wirkstoffe zur Behandlung
verschiedener Tumore zugelassen (2009: fiinf, 2010: drei, 2011: vier) *°. Trotz dieser positiv
erscheinenden Zahlen haben Tumorerkrankungen, wie beispielsweise der Lunge oder der
Speiseréhre (<20 % fiinf-Jahres-Uberlebensrate) bzw. der Bauchspeicheldriise (< 10 %
fiinf-Jahres-Uberlebensrate), weiterhin schlechte Prognosen '. Nach Brustkrebs bei den
Frauen und Prostatakrebs bei den Mannern ist Darmkrebs die zweithaufigste

Krebserkrankung

. Zum Begriff Darmkrebs werden Karzinome des Dickdarms, des
Mastdarms und (seltener) des Afters zusammengefasst. Faktoren, welche die Entstehung
von Karzinomen des Dickdarms fordern, sind unter anderem Ubergewicht, Mangel an
Bewegung und falsche Ernahrung mit zu viel (gepdkeltem) Fleisch und Wurstwaren gepaart

mit einer unzureichenden Obst- und Gemisezufuhr .

Die Entstehung eines Karzinoms kann vereinfacht in drei Abschnitte unterteilt werden ’:

1. Initiierung (hervorgerufen von reversiblen, nicht letalen Schaden an der DNS der

Zellen durch Tumor-Initiatoren)

2. Forderung (unter weiterer Einwirkung des Tumor-Initiators, reversible Stimulierung

des Wachstums der beschadigten Zellen)

3. Entwicklung (irreversible zellulare und molekulare Veranderungen der Zellen, d. h.
Ubergang der Zelle von dem benignen in den malignen Status).

In allen drei Phasen kdnnen reaktive Sauerstoffspezies (ROS) als Tumor-Promotoren am

Fortschreiten der Tumorentwicklung beteiligt sein ®

. ROS entstehen durch endogene
(Mitochondrien, Cytochrom-P450-Metabolisierungen, Macrophagen) und exogene Faktoren
(chlorierte Verbindungen, durch Metallionen induzierte Fenton-Reaktion, Bestrahlungen) °.
Bereits in der Phase der Initiierung induzieren die ROS durch den Austausch von Guanin
(Purin-Base) und Thymin (Pyrimidin-Base) Schaden an der DNS ™. Die dadurch
entstehende Zellmutation kann zu einer Tumorbildung flhren. Naturlich vorkommende

enzymatische Abwehrmechanismen der ROS, wie beispielsweise die Superoxid-Dismutase,

1



1. Einleitung

die Catalase und die Gluthathion-Peroxidase, werden durch Tumor-Promotoren inhibiert ’.
Nicht enzymatische Abwehrprozesse der ROS, die z. B. durch Substanzen mit
Radikalfangereigenschaften ausgelost werden, wie beispielsweise Ascorbinsaure, a-
Tocopherol oder B-Carotin, werden durch Tumor-Promotoren dagegen nicht inhibiert .
Diese exogenen Substanzen sind trotz der Blockade der primaren Abwehrmechanismen in
der Lage ROS abzubauen. In zahlreichen in vitro- und in vivo-Untersuchungen wurde
nachgewiesen, dass die polyphenolischen Anthocyane als exogene Substanz eine
antioxidative Kapazitdt aufweisen und ROS antioxidativ eliminieren kdnnen '*7°.
Heidelbeeren (Vaccinium myrtillus L.) stellen eine wichtige Quelle fur diese sekundaren
Pflanzeninhaltsstoffe dar '®'® (s. Kapitel 2.1). Sie besitzen auf Grund des hohen Anteils an
Anthocyanen eine im Vergleich zu anderen Obst und Gemusearten sehr hohe antioxidative
Kapazitat. Es ist bekannt, dass ein Gesamtextrakt im Tierversuch eine krebspraventive
Wirkung zeigt '°.

Zahlreiche epidemiologische Studien mit sowohl retrospektiver als auch prospektiver Anlage
konnten Obst und Gemise als die Lebensmittelgruppe identifizieren, deren Verzehr
besonders stark invers mit dem Erkrankungsrisiko korreliert 2!, In ihren Arbeiten zeigen
Key und Mitarbeiter, dass die Ernahrung in der Pravention von Krebserkrankungen eine
bedeutende Rolle spielt ®??. Fiir Deutschland liegt die Verzehrsempfehlung der Deutschen
Gesellschaft fur Ernahrung bei 650 g Obst und Gemise pro Tag. In der Praxis werden
jedoch hochstens 2/3 davon erreicht. Vor diesem Hintergrund stellt die Formulierung neuer
(konventioneller wie funktioneller) Lebensmittel auf der Basis von Gemuse und Obst eine
aktuelle Entwicklung dar, die zu einer Verbesserung der Erndhrungssituation beitragen kann.
Heidelbeeren sowie andere Frichte (Cranberrys) und natlrliche Substanzen (Curcurmin,
Lutein) werden auf Grund ihrer positiven Effekte auf den menschlichen Stoffwechsel haufig
als Nahrungserganzungsmittel angeboten. Neben den Nahrungserganzungsmitteln gibt es
funktionelle Lebensmittel und ,Neutraceuticals®. Beide stellen die Verschmelzung des
pharmazeutischen und des Lebensmittelsektors dar. Derartige funktionelle Lebensmittel und
.Neutraceuticals® sind im Gegensatz zu den Nahrungserganzungsmitteln nicht eindeutig
definiert. Der Begriff ,Neutraceutical* ist vor allem durch das Marketing gepragt %.
Nahrungserganzungsmittel stellen eine von der Nahrung eigenstandige Darreichungsform
dar und werden unabhangig von der Nahrung als Tablette, Kapsel oder in flissiger Form

eingenommen .

Funktionelle Lebensmittel und ,Neutraceuticals“ stellen dagegen
konventionelle Lebensmittel dar, die mit aktiven Substanzen angereichert worden sind und
daher einen medizinischen oder gesundheitlichen Nutzen haben. Die Palette und
Anwendungsbereiche an kommerziell erhaltlichen anthocyanhaltigen
Nahrungserganzungsmitteln ist vielfaltig (s. Kapitel 2.2). Erganzend dazu sind in der Literatur

,Neutraceuticals®, die reich an Anthocyanen sind, genannt %°.
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Um die protektive Wirkung der Anthocyane bei lokalen Erkrankungen des Kolons zu nutzen,
mussen diese moglichst intakt den Wirkort erreichen. Die Mikroverkapselung (s. Kapitel 2.3)
stellt eine Moglichkeit dar, Anthocyane auf dem Weg zum Kolon vor dem friihzeitigen Abbau
im menschlichen Organismus zu schitzen (s. Kapitel 2.1). Ein weiterer Vorteil von
mikropartikuldren Systemen ist die gleichmaligere Passagezeit durch den Magen-Darm-
Trakt, da deren Passage in geringerem Malle abhangig vom Fiillungszustand des Magens

ist.

1.1 Vorstellung des Gesamtclusters

Die vorliegende Dissertation war in das DFG / AIF Clusterprojekt "Bioaktive Inhaltsstoffe aus
mikrostrukturierten Multikapselsystemen" als TP 6 (DFG MA 1648/6-1) eingebettet.
Gemeinsames Ziel des Clusterprojektes war es, durch den wissenschaftlichen Austausch
zwischen den einzelnen Arbeitsgruppen unterschiedliche mikropartikulare Verkapselungs-
systeme zu entwickeln und zu charakterisieren, in denen Anthocyane aus der Heidelbeere
(Vaccinium myrtillus L.) inkorporiert sind. Das Forschungscluster setzte sich aus mehreren
Teilprojekten zusammen. Teilprojekt 1 (TP 1) beschaftigte sich mit der Isolierung der
Anthocyane sowie bestimmter Anthocyanfraktionen aus dem Heidelbeerextrakt (HBE). Ziel
der TP 2-5 war die Entwicklung mikropartikularer Systeme, in denen Anthocyane des HBE
inkorporiert sind. In den TP 6 und 7 wurden die in den TP 2-5 entwickelten Kapselsysteme
sowie die verwendeten Hilfsstoffe und der reine HBE bzw. die isolierten Anthocyane
charakterisiert.

Abbildung 1.1-1 zeigt die Einbettung und Vernetzung der vorliegenden Dissertation (TP 6) in
das Clusterprojekt. Das Projektziel, den wissenschaftlichen Austausch durch Kooperationen
mit den anderen im Cluster vertretenen TP durchzuflihren und dadurch die Entwicklung und
Optimierung der mikropartikuldren Systeme zu férdern, wurde erreicht 2°. Zusatzlich wurden
an das Cluster angelehnte Forschungsthemen bearbeitet. Eine Auswahl dieser Ergebnisse

wird in den folgenden Kapiteln dieser Dissertation prasentiert.
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Abbildung 1.1-1 Einbettung und Kooperationen (gelb) der vorliegenden Dissertation (TP 6) in das
DFG / AIF Clusterprojekt "Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen".

1.2 Ziele der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation war es, mikropartikuldre Systeme zu entwickeln und diese
zu charakterisieren. Die entwickelten Mikrokapseln sollten die Hauptinhaltsstoffe der
Heidelbeere (Vaccinium muyrtillus L.), die Anthocyane, nach oraler Applikation stabilisieren
und vor aulleren Einfliissen geschitzt zum Wirkort im Darm transportieren. Fir dieses Ziel
sollte ein mikropartikulares System, basierend auf Hartfett, anhand einer W;/O/W,-
Doppelemulsionsmethode entwickelt werden. Diese Methode sollte anschlieRend auf ein in
der Pharmazeutischen Technologie bisher selten eingesetztes Mischsystem, der dualen
asymmetrischen Zentrifuge (SpeedMixer™), ibertragen werden. Auf den Einsatz von
Hilfsstoffen, die vorwiegend in der pharmazeutischen Industrie verwendet werden, wie
beispielsweise Polymethacrylate (Eudragit®), sollte verzichtet werden. Die bei der
Entwicklung der Lipid-Mikrokapseln (LMK) verwendeten Hilfsstoffe sollten alle E-Nummern-
kennzeichnungen aufweisen und im Nahrungsmittelbereich zugelassen sein. Im Anschluss
sollten diese entwickelten Lipid-Mikrokapseln vergleichend charakterisiert werden.
AbschlieRend sollten die Freisetzungseigenschaften dieser LMK bestimmt werden.

Durch die Einbindung in den Forschungsverbund des DFG / AIF Projektes waren einige Ziele
dieser Dissertation eng mit den Zielstellungen dieses Projektes verknlpft. Die

Charakterisierung der im Rahmen des Projekts von den Projektpartnern entwickelten
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1. Einleitung

mikropartikularen Systeme war von grof3er Bedeutung. Dafiir sollten die Kapselsysteme dem
physiologischen Verlauf der Nahrung folgend in einem das Magenmilieu simulierenden
Medium (simulierter Magensaft) analysiert werden. Daran anschlieRend sollten die
Kapselsysteme in den Dinndarm simulierenden Medien (FaSSIF und FeSSIF) inkubiert
werden. Die fir diese Fragestellung verwendeten Medien sollten als Grundlage fir die
Entwicklung einer Methode fiir die Charakterisierung der Anthocyanfreisetzung der im
Cluster verwendeten Kapselsysteme dienen. Dabei sollten bestehende Methoden, wie der
Pankreatintest, auf die im TP 4 entwickelten W,/O/W,-Doppelemulsionen Ubertragen
werden. Ziel war es, den Einfluss des in der Doppelemulsion verwendeten Ols sowie der
verwendeten Emulgatoren auf den Lipidverdau zu analysieren. AbschlieRend sollten die
Freisetzungseigenschaften der LMK und der im Cluster entwickelten mikropartikularen
Systeme verglichen werden. Fir die Optimierung des Herstellungsprozesses des im TP 3
entwickelten MP-Systems (s. Kapitel 3.1.3) sollten die dort verwendeten MPI-Sole mit
verschiedenen Methoden (Gefal3-Wasserbad-Methode, Oszillierende Rheologie, Benchtop-
NMR und Texture Analyzer) vergleichend rheologisch charakterisiert werden. Flr diese
rheologische Charakterisierung der Molkenproteinisolat-Gele wurden die pH-Werte der Gele
auf die Werte, wie sie beim Verkapselungsprozess vorherrschen, eingestellt. MPI-Gele mit

derartig niedrigen pH-Werten wurden bisher noch nicht rheologisch charakterisiert.
Zusammengefasst waren die Ziele der vorliegenden Dissertation:

o die Entwicklung eines Mikrokapselsystems auf der Basis von Hartfett und die
Ubertragung dieser Methode auf den SpeedMixer™

¢ die vergleichende Charakterisierung der entwickelten Lipid-Mikrokapseln

e die Ubertragung des Pankreatintests als in vitro Modell fir den Lipidverdau zur
Charakterisierung der im Cluster entwickelten W,/O/W>-Doppelemulsionen

o die Entwicklung einer Methode fir die in vitro Freisetzung der verkapselten
Anthocyane aus den im Cluster entwickelten mikropartikuldren Systemen

e die rheologische Charakterisierung des in der Pharmazeutischen Technologie bisher
kaum eingesetzten Hilfsstoffes Molkenproteinisolat unter Anwendung von vier
Methoden (Gefal3-Wasserbad-Methode, Oszillierende Rheologie, Benchtop-NMR und

Texture Analyzer).
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2. Grundlagen
2.1 Anthocyane

Anthocyane (altgriechisch: anthos = Blite und kyaneos = dunkelblau) sind sekundare
Pflanzeninhaltsstoffe und gehéren zu der Gruppe der Flavonoide (Grundstruktur s. Abbildung
2.1-1) ?7?%_Die Biosynthese erfolgt {iber den Shikimatweg . Anthocyane werden in die mit
Zuckerresten konjugierten glykosidischen Anthocyane und ihre Aglyka, die Anthocyanidine,
differenziert *°. Anthocyanidine treten in der Natur jedoch kaum auf. Im Gegensatz zu den
Anthocyanen sind die Anthocyanidine wasserunldslich *'. Im Vergleich mit anderen
Flavonoiden bestehen die Anthocyane aus einem Flavyliumkation, welche sich in der Anzahl
und Position der Hydroxyl- und Methoxylgruppen am B-Ring unterscheiden '8%2%  Die
glykosidische Bindung (a- oder R-O-glykosidisch) der Aglyka mit Zuckerresten wie
beispielsweise Glukose, Galaktose, Arabinose und seltener Rhamnose oder Xylose befindet
sich immer an Position 3. Weitere Zuckerreste kdnnen an Position 5 und 7 bzw. an 3‘ und 5

(sehr selten) binden 2.

Aglykon R R, My
Pelargonidin  H H 271
Cyanidin OH H 287
Delphinidin OH OH 303
Petunidin OH OCH; 317
Peonidin OCH; H 301
Malvidin OCH; OCH; 331

R; = Glukose,Galaktose oder Arabinose

Abbildung 2.1-1 Grundstruktur einiger ausgewahlter Anthocyane (modifiziert nach 34)

Anthocyane sind im gesamten Pflanzenreich vertreten. Lokalisiert sind sie vor allem in den
Vakuolen von Bliiten- und Fruchtzellen 3***. Bedingt durch ihre Struktur sind die Anthocyane
fur die Farbung verantwortlich ***. Dabei sind Farbe und Stabilitat der Anthocyane abhangig
vom umgebenden pH-Milieu. Bei sauren pH-Werten (~ pH 2) existieren die Anthocyane als
stabile, rot gefarbte Flavyliumkationen. Bei einem Anstieg des pH-Wertes zu pH 6-8 bildet
sich durch die Abgabe von Protonen die blau gefarbte, instabile chinoide Base (s. Abbildung
2.1-2) *%_Diese durch eine Anderung des pH-Wertes induzierte Instabilitat fiinrt zu einer

Abnahme der Bioverfiigbarkeit **°.
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Flavyliumkation

pH=6-8 pH=4-5

O-f-D-Glu

OH

Chinoide Base Hemiketal
(blau) (farblos)

H Tautomerisation

pH=7-8 Chalkon
(gelb)
mg?g%g?; ?r:':}'(a;:oi”mh : l Mikroflora im Kolon
A

OH

OH
HO. OH OH HO OH OH
o OH
+ Sl o
HO méglicher Abbau L
o OH 0

H durch
Mikroflora im Kolon

OH
Aldehyd Protocatechusaure
Abbildung 2.1-2 pH-Wert abhéngige Anderungen der Struktur der Anthocyane am Beispiel von

Cyanidin-3-O-glucosid (nach ***)

In den vergangenen Jahrzehnten ist das Interesse an Anthocyanen durch die zunehmenden
Anzeichen von positiven biologischen Effekten nach oraler Aufnahme gestiegen *'. Bei der
Entstehung vieler Krankheiten, wie Morbus Crohn, Katarakt, Arthritis sowie bei koronaren
Herzerkrankungen wird die Beteiligung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) diskutiert.
Auch bei der Entstehung von Karzinomen wirken ROS auf die Zell-DNS ein **. Zahlreiche in
vitro- und in vivo-Studien zeigen, dass anthocyanreiche Beeren als starke Antioxidantien
agieren "**** das Wachstum von Tumorzellen vor allem im Colon hemmen ***’, Apoptose

4849 und antikarzinogene Eigenschaften aufweisen '®°. Firr ihre antioxidative

verursachen
Aktivitat ist die polyphenolische Struktur verantwortlich . Dabei werden Elektronen oder

Wasserstoffatome von den Hydroxylgruppen auf die freien Radikale Ubertragen, wodurch
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2. Grundlagen

eine Radikalkettenreaktion unterbunden wird *' (s. Kapitel 4.1.2.1). Auf diesem Wissen
basierend werden Anthocyane haufig in der humanen Erndhrung konsumiert. In Bayern
werden pro Tag pro Person ca. 2,7 mg Anthocyane verzehrt *2. In den USA liegt der tagliche
Verzehr an Anthocyanen pro Person bei 12,5 mg pro Tag * und in Finnland bei 82 mg pro
Tag *°. Auf Grund verschiedener Methoden der Detektion und Auswertung von Anthocyanen
und deren Metaboliten sind diese Daten jedoch nicht eindeutig vergleichbar. Daten zu
Dosierungsempfehlungen von Anthocyanen existieren nicht. Der gemeinsame
Sachverstandigenausschuss fur Lebensmittelzusatzstoffe von FAO und der WHO legte 1982
einen ADI Wert fiir Anthocyane von 2,5 mg/kg Kérpergewicht fest °*. Anthocyane sind als
Zusatzstoffe in Lebensmitteln zu technologischen Zwecken (meistens als Farbemittel) mit
der E-Nummer E 163 zugelassen. Auf Grund der 15 verschiedenen Anthocyane, die in der
Heidelbeere (Vaccinium myrtillus L.) vorkommen, stellt diese eine der reichhaltigsten

16-18

Anthocyanquellen dar . In Tabelle 2.1-1 sind die Anthocyangehalte verschiedener

Frichte und Gemuse im Vergleich mit Rotwein aufgelistet.

Tabelle 2.1-1 Anthocyangehalte verschiedener Frichte und Gemise im Vergleich mit Rotwein

(nach %)

Anthocyangehalt
Lebensmittel [mg/100g Hauptverbindung
Frischgewicht]
Holunderbeere
(Sambucus nigra) 1374 Cy-3-glc
Himbeere
(Rubus occidentalis) 687 Cy-3-soph
Wildheidelbeere
(Vaccinium myrtillus) 487 Del-3-glc
Johannisbeere
(Ribes nigrum) 476 Del-3-rut
ROtkOhI ; 322 Del-3-glc
(Brassica oleracea convar. capitata var. rubra)
Kulturheidelbeere
(Vaccinium corymbosum) 180 Del-3-glc
Cranb.ell'ry 140 Peo-3-gal
(Vaccinium macrocarpon)
Rotwein 67 Mal-3-glc

Fir pharmakologische Effekte sind nicht alleine anthocyanhaltige Nahrungs- bzw.
Nahrungserganzungsmittel von Interesse. Am jeweiligen Wirkort muss eine ausreichende
Anthocyankonzentration sichergestellt sein. Eine geringe Menge der zugefiihrten
Anthocyane wird bereits im Magen aufgenommen. Der lberwiegende Anteil der Anthocyane

wird jedoch erst im Diinndarm resorbiert °®> und gelangt iiber den systemischen Kreislauf in
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die Organe. Bei der Absorption spielt der Glykosilierungsstatus eine entscheidende Rolle.
Die hydrophoben Aglyka werden durch passive Diffusion in das Darmepithel aufgenommen,
die hydrophilen Glykoside liber aktive Natrium-Glukose-co-Transporter >°. Der groRte Anteil
der zugeflhrten Anthocyane wird jedoch nicht resorbiert. Bei der Passage des
Gastrointestinaltraktes werden die nicht resorbierten Anthocyane bedingt durch den
steigenden pH-Wert in den einzelnen Darmabschnitten abgebaut (s. Abbildung 2.1-2) *.
Eine weitere Mdglichkeit des Abbaus besteht durch die Mikroflora des Darms, vor allem im
Kolon. Ein Teil der Abbauprodukte (Anthocyanidine, Protocatechusaure) wird dort resorbiert
und gelangt in den systematischen Kreislauf °’. Die resorbierten Anthocyane werden in der

Leber metabolisiert (glucoronidiert, methyliert oder sulfatiert) *°

und gelangen Uber den
enterohepatischen Kreislauf in den Darm zurtick. Der gréf3te Anteil der Anthocyane sowie
deren Metabolisierungs- und Abbauprodukte werden Uber den Faces ausgeschieden. Die
Nieren spielen bei der Elimination nur eine untergeordnete Rolle *® . Dies belegen Daten
einer Studie von Gonzales-Barrio et al. *®. Zehn freiwillige Probanden mit einem lleostoma
konsumierten 300g Himbeeren. Die Resultate zeigten keine detektierbaren
Anthocyankonzentrationen im Plasma, weniger als 0,1 % im Urin jedoch 40 % in den ilealen

Ausscheidungen.

2.2 Heidelbeeren und Anthocyane in Fertigarzneimitteln,
Nahrungserganzungsmitteln und Medizinprodukten

In der Pharmazie werden Heidelbeeren traditionell bei Diarrhd angewendet. Die
getrockneten Frichte werden als Tee zubereitet appliziert. Die Wirkung beruht bei dieser
Anwendung hauptsachlich auf den adstringierenden Eigenschaften der in den Heidelbeeren

enthaltenen Gerbstoffe und nicht auf den Anthocyanen.

Anthocyane sind als  (wirksame) Bestandteile  in Medizinprodukten und
Nahrungserganzungsmitteln in Deutschland zugelassen und kommerziell erhaltlich. Auf
Grund mangelnder Studiendaten bei Medizinprodukten und Nahrungserganzungsmitteln
fehlen jedoch unabhangige, externe, bewertende Daten. Der Gehalt an Anthocyanen
schwankt erheblich zwischen den einzelnen Praparaten. Infolge der fehlenden
Dosierungsempfehlung fir Anthocyane (s. Kapitel 2.1) ist eine abschlieRende Bewertung der

Praparate nicht moglich.

Die auf dem Markt erhaltlichen Praparate werden vor allem bei Erkrankungen am Auge
eingesetzt. Die Augentropfen Herba-Vision® Blaubeere (OmniVision® GmbH, Puchheim)
enthalten 0,05 % Blaubeertinktur und sind zur Anwendung am trockenen Auge fiur Trager
von Kontaktlinsen entwickelt. Der Nutzen der in der Blaubeertinktur enthaltenen Anthocyane

fur diese Indikation ist fraglich.
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Die Nahrungserganzungsmittel Ocuvite® Complete 12 mg Lutein und Ocuvite® Glaukom
(beide Dr. Gerhard Mann chem.-pharm. Fabrik GmbH, Berlin) enthalten neben Vitaminen
und Spurenelementen 100 mg (Ocuvite® Complete) bzw. 50 mg (Ocuvite® Glaukom)
Heidelbeerextrakt pro Kapsel bzw. Tablette. Dies entspricht einem Gehalt von mindestens
25,0 mg (Ocuvite® Complete) bzw. 12,5mg (Ocuvite® Glaukom) an Anthocyanen. Die
Dosierung sieht eine Einnahme von zwei Kapseln bzw. einer Tablette pro Tag vor. Als
Indikation wird fiir Ocuvite® Complete die Diabetische Retinopathie, Retinopathia pigmentosa
(Netzhautdegeneration) sowie die Altersbedingte Makuladegeneration (AMD) und flr
Ocuvite® Glaukom das Glaukom (Griiner Star) angegeben. Studien belegen den

%980 " Neben

gewinnbringenden Einsatz von Anthocyanen bei derartigen Erkrankungen
diesen beiden genannten Praparaten ist eine Vielzahl weiterer anthocyanhaltiger
Nahrungserganzungsmittel erhaltlich. Der Anthocyangehalt in diesen Praparaten ist teilweise
sehr niedrig (weniger als 10 mg Heidelbeerextrakt, Anthocyangehalt unbekannt). Ein auf die
Anthocyane bezogener Nutzen dieser Praparate ist daher unwahrscheinlich.

Zurzeit gibt es in Deutschland kein kommerziell erhaltliches Fertigarzneimittel, welches
ausschlieRlich Anthocyane enthalt. Difrarel® 100 (sigma-tau Arzneimittel, Diisseldorf) war ein
Praparat zur Vorbeugung gegen Nachtblindheit, wurde jedoch auf Grund des Erléschens der
Registrierung Ende 2011 vom Markt genommen. Die Fachinformation empfahl eine
Einnahme von drei bis vier Dragees pro Tag, was einem Anthocyankonsum von 300 mg bis
400 mg entspricht ®'. Diese Anthocyandosierung ist im Vergleich mit den bereits genannten
Praparaten die hochste.

In der Schweiz ist Myrtaven® (IBSA Institut Biochimique SA, Lugano, Schweiz) als
kommerziell erhaltliches Fertigarzneimittel flr die Behandlung von Mikroangiopathien und
Netzhauterkrankungen bei Diabetes und der Nachtblindheit auf Grund der Wirkung auf die
Vaskularisation der Netzhaut sowie Krankheiten der Blutgefalie (Venenentziindung,
Krampfadern) zugelassen. Pro Kapsel sind 58 mg Anthocyane enthalten. Die Dosierung
betragt zwei Kapseln pro Tag. Dies entspricht einer taglichen Zufuhr von 116 mg

Anthocyanen 2. Myrtaven® ist daher auch ein héher dosiertes Anthocyanpraparat.

2.3 Mikroverkapselung

Die Mikroverkapselung von Substanzen wird in vielen Industriezweigen, wie der
pharmazeutischen, der Lebensmittel-, der Kosmetik- und in der chemischen Industrie
eingesetzt. Durch die Mikroverkapselung kénnen feste, flissige oder gasformige Stoffe in
eine Polymermatrix eingebettet oder mit einer (Polymer-) Hille Gberzogen werden. Ziel der
Mikroverkapselung ist es, Stoffe gezielt gegenlber aufReren Einflissen, wie z. B. Licht,
Luftfeuchte und Sauerstoff, aber auch vor Einflissen im Organismus, wie beispielsweise pH-

Wert Anderungen, Enzymaktivititen oder Interaktionen mit Nahrungsmittelbestandteilen zu
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schitzen. Des Weiteren kénnen unangenehme Geriche und Geschmacker maskiert
werden. Weitere Vorteile fir den Patienten ergeben sich aus einer verbesserten Steuerung
der  Wirkstofffreisetzung, die mit einer Reduzierung von unerwiinschten
Arzneimittelwirkungen einhergeht.

Der GroRenbereich von Mikrokapseln erstreckt sich von 1 ym bis zu 1000 ym. Der haufigste
genannte GroRenbereich liegt zwischen 1 um und 100 pm 3. Es wird zwischen Mikrokapseln
und Matrixpartikeln unterschieden (s. Abbildung 2.3-1). Mikrokapseln sind aus einem
wirkstoffhaltigen Kern und einer den Kern als festes Wandmaterial umgebenden,
schutzenden Hulle aufgebaut. Matrixpartikel werden in den haufigsten Fallen nicht von einer
festen Hille umgeben. Sie bestehen aus einem Polymergrundgerist, in dem der Wirkstoff

homogen eingebettet ist.

a b

HUll- bzw. Matrixpolymer
= verkapselter Wirkstoff

1 um - 1000 um

Abbildung 2.3-1 Schematische Darstellung von a) einer Kern-Hille-Mikrokapsel und b) einem Matrix-
Mikropartikel (modifiziert nach %)

Fur die Generierung von Mikrokapseln gibt es eine Vielzahl von Methoden, die auf drei

grundlegenden, in der Literatur gut beschriebenen, Verfahren beruhen %4

e die Koazervation

e das Emulsionsverfahren mit Lésungsmittelverdampfung bzw. -extration

e die Spruhtrocknung.
Alle Methoden unterscheiden sich neben den Prozessfilhrungen in den Arznei- und
Hilfsstoffen, die fiir den jeweiligen Verkapselungsprozess eingesetzt werden kénnen °°.
Die Freisetzung der verkapselten Wirkstoffe aus nicht bioabbaubaren Mikropartikeln erfolgt
durch Fick’sche Diffusion. Bei Kern-Hulle-Kapseln erfolgt die Diffusion aus dem Reservoir
des Kerns durch die Hullmembran der Mikropartikel. Auf Grund der homogenen Verteilung
des Wirkstoffes in der Partikelmatrix erfolgt die Diffusion bei Matrixpartikeln direkt durch die
Matrix hindurch ®. Bei bioabbaubaren Mikropartikeln erfolgt die Freisetzung durch

Degradation und Erosion der Matrix.
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2.3.1 Mikroverkapselung von Anthocyanen

Die Mikroverkapselung von Anthocyanen in der Pharmazeutischen- und der
Lebensmitteltechnologie ist bisher nicht im Fokus der Forschung gewesen. Fang und
Bhandari fassten die Verkapselung von Polyphenolen in ihrer Arbeit zusammen ®. Beide
verwendeten Sprih- und Gefriertrocknungsprozesse fir die Verkapselung von Anthocyanen

%  fiihrten neben

unter Einsatz von Maltodextrin als Hilfsstoff. Cavalcanti et al.
Sprihtrocknungsprozessen weitere Methoden wie die Sprihkihlung,
Wirbelschichtverfahren, den Einschluss in Liposomen sowie einfache und komplexe
Koazervationen fir die Verkapselung von Anthocyanen an. Bei diesen Studien wurden
Maltodextrin, R-Cyclodextrin, Pullulan, Glucangel, Curdlan, Natriumalginate und Pektine
verwendet. In einer Arbeit von Oehme ® wurden Pektin und Schellack fiir die Verkapselung

von Anthocyanen eingesetzt.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1  Gewinnung und Zusammensetzung des Heidelbeerextraktes

Der verwendete Heidelbeertrockenextrakt (HBE) wurde von Symrise GmbH & Co. KG,
Holzminden, zur Verfigung gestellt. Gewonnen wurde der HBE durch die Extraktion von
Trester der Europaischen Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus L., Ericaceae) mit
angesauertem Methanol (Citronensdure pH 1-3) und anschlieRender Filtration und
Lyophilisation. Der Gesamtanthocyangehalt, bestimmt als Cy-3-glc, betragt 25 % (m/m). Der
HBE wurde trocken bei -24 °C gelagert. Neben den Anthocyanen enthalt der verwendete
HBE weitere Polyphenole, Tannine, Saccharide und Ballaststoffe. Der Restmethanolgehalt
betragt laut Analysenzertifikat der Firma Symrise 43 ppm. Dieser Wert liegt weit unter dem
Grenzwert von 3000 ppm, den das Europaische Arzneibuch vorschreibt. Daher kann der

Restmethanolgehalt des HBE als unbedenklich angesehen werden.

3.1.2 Hartfett (Adeps solidus, Ph. Eur.)
Die in dieser Arbeit verwendeten Hartfetttypen Witepsol® W 35 und Witepsol® E 76 wurden

von der Firma Sasol Germany GmbH, Hamburg, zur Verfiugung gestellt. Fir die Herstellung
von Hartfett werden natirliche Palmkern- und Kokosnussfette gespalten. Die dabei
abgespaltenen freien Fettsauren werden durch Destillation getrennt. Fur die
Weiterverarbeitung werden C4, — C4g Korper verwendet. Diese werden hydriert, um etwaige
Doppelbindungen aus den Molekilen zu entfernen. Dadurch wird die Neigung zum
Ranzigwerden minimiert. AnschlieBend werden die freien Fettsduren in produktspezifischen
Verhaltnissen mit gereinigtem Glycerol zu Mono-, Di- und Triglyeriden verestert. Die
Lipidzusammensetzung des Endproduktes ist in Tabelle 3.1-1 zusammengefasst. Im Falle
des Witepsols® W 35 (Hydroxydzahl: 40 -50) hat das entstandene Lipidgemisch einen
Schmelzpunkt zwischen 33,5 °C — 35,5 °C. Durch ein verandertes Verhaltnis der einzelnen
Lipidfraktionen ist der Schmelzpunkt des Witepsols® E 76 (Hydroxydzahl: 30 - 40) auf
37,0 °C — 39,0 °C heraufgesetzt.

Tabelle 3.1-1 Lipidzusammensetzung der beiden verwendeten Hartfetttypen Witepsols W 35 und
Witepsols E 76

Triglyceride 65-80 %
Diglyceride 10-35%
Monoglyceride 1-5%

Hartfett wird in der Pharmazie Ublicherweise zur Herstellung von Suppositorien eingesetzt.
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Auf Grund der unterschiedlichen Schmelzeigenschaften, der guten Kompatibilitat mit
Schleimhauten und vielen Inhaltsstoffen sowie der pH-Wert-unabhangigen Magen-Darm-

Passage wurde Hartfett zur Mikroverkapselung verwendet.

3.1.3 Molkenproteinisolat (MPI)

Das in dieser Arbeit verwendete Molkenproteinisolat-Pulver (WPl BiPro®) wurde von der
Firma Davisco Foods International Inc. (Le Sueur, Minnesota, USA) bezogen und hatte einen
Proteingehalt von 94 % (m/m). Hergestellt wurde es durch Sprihtrocknung von frischer
Molke. Die beiden wasserl6slichen Hauptproteinfraktionen des MPI sind 3-Lactoglobulin (13-
Ig) (My: 18,3 kDa; IEP: pH 5,1) sowie a-Lactalbumin (a-la) (My: 14,2 kDa; IEP: pH 4,2 - 4,5).
Beide Fraktionen liegen, wie in naturlicher Milch, im Verhaltnis 30:70 vor. Weitere
Bestandteile sind Laktose und Mineralien. Gelagert wurde das MPI laut Vorschrift des

Herstellers unter 25 °C und Lichtausschluss.

3.1.4 Gereinigtes Wasser (Aqua purificata, Ph. Eur.)

Das in dieser Arbeit verwendete gereinigte Wasser wurde entsprechend der Monographie
,Gereinigtes Wasser* (Ph. Eur. 6.8 °) zentral im Institut fiir Pharmazie durch lonentausch
und Umkehrosmose aus Trinkwasser hergestellt. Daran anschlieliend wurde das gereinigte
Wasser mit UV-Licht bestrahlt, um etwaige durch die Umkehrosmoseanlage eingetragene
Keime abzutéten. Fir die Durchfihrung der Analysen wurde jeweils frisch hergestelltes

gereinigtes Wasser verwendet.

3.1.5 Weitere verwendete Materialien

1,2-Dioleoyl-rac-glycerol
1-Oleoyl-rac-glycerol
Cy-3-ara

Cy-3-gal

Cy-3-glc

Del-3-ara

Del-3-gal

Del-3-glc
Delphinidin-2,5-O-diglucopyranosid
Dextran 500

Dinatriumcarbonat

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Polyphenols, Sandes, Norwegen
Polyphenols, Sandes, Norwegen
Extrasynthése, Lyon, Frankreich

Institut fir Lebensmittelchemie, Universitat
Wiirzburg ™

Institut fir Lebensmittelchemie, Universitat
Wiirzburg ™

Polyphenols, Sandes, Norwegen
Extrasynthése, Lyon, Frankreich
Carl Roth, Karlsruhe

Grussing GmbH Analytika, Filsum
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Gallenextrakt (vom Schwein) (als Quelle
fur Glycin und Taurin Konjugate der
Hyodeoxycholic Sdure und andere

Gallensalze)
Glyceroltrioleat

HPTLC Kieselgel 60 Fys4 GLP

Glasplatten
Kaliumchlorid
Mal-3-ara

Mal-3-gal

Mal-3-glc

Maltodextrin
Natriumacetat
Natriumhydrogencarbonat
Natriumhydroxyd

Olsaure

Pankreatin (vom Schwein)

(enthalt Lipasen, Amylasen und

Proteasen)

Pektin Amid AU-L 027/09
Pektin Amid CB025-E
Pektin Amid CU 025
Peo-3-ara

Peo-3-gal

Peo-3-glc

Pet-3-ara

Pet-3-gal

Pet-3-glc
Pharmacoat® 606
(als Quelle fur HPMC)

Phospholipon® 90 G

(als Quelle fur Lecithin)
Polyglycerin-polyricinoleat
(PGPR 4150)

Rapsol

Salzsaure
Span® 80
(Sorbitanmonooleat)

SSB Aquagold®
(als Quelle fur Schellack)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Grussing GmbH Analytika, Filsum

Institut fur Lebensmittelchemie, Universitat
Wiirzburg ™

Institut fir Lebensmittelchemie, Universitat
Wiirzburg

Polyphenols, Sandes, Norwegen

Cargill Deutschland GmbH, Krefeld

Carl Roth, Karlsruhe

Grussing GmbH Analytika, Filsum
Grissing GmbH Analytika, Filsum
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Herbstreith & Fox KG, Neuenbiirg
Herbstreith & Fox KG, Neuenbiirg
Herbstreith & Fox KG, Neuenbiirg
Polyphenols, Sandes, Norwegen
Polyphenols, Sandes, Norwegen
Polyphenols, Sandes, Norwegen

Institut fir Lebensmittelchemie, Universitat
Wiirzburg ™

Institut fir Lebensmittelchemie, Universitat
Wiirzburg ™

Polyphenols, Sandes, Norwegen
Shin-Etsu Chemical Co., Ltd., Tokyo, Japan

Phospholipid GmbH, Kéin
Paalsgard, Juelsminde, Danemark

St. Wendeler Olsaaten GmbH & Co. KG, St.
Wendel

Grissing GmbH Analytika, Filsum
Croda GmbH, Nettetal Kaldenkirchen

Stroever GmbH & Co. KG, Bremen




3. Material und Methoden

Saccharoseester S-370 Mitsubishi-Kagaku Foods Corporation, Tokyo,
Japan
TEMPOL Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

(4-Hydroxy-2,2,6,6-

tetramethylpiperidine-1-oxyl)

Trizma® Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)

Alle nicht aufgelisteten Materialien waren von analytischer Qualitat.

3.2 Kapselsysteme von Projektpartnern des Clusters

3.2.1 Ubersicht der Kapselsysteme

Die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Mikrokapselsysteme werden in den folgenden

Kapiteln beschrieben. Eine graphische Ubersicht (iber den schematischen Aufbau und das

lichtmikroskopische Aussehen der Kapselsysteme zeigt Abbildung 3.2-1. Die verwendeten

Hilfsstoffe sowie charakteristische Daten zu den einzelnen Kapselsystemen sind in Tabelle

3.2-1 zusammen gefasst.
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AP

Abbildung 3.2-1 Schematische und lichtmikroskopische Darstellung der im Rahmen dieser.Ar

MP

SL

W

beit untersuchten Kapselsysteme aus dem Cluster:

AP = Hohlkapseln aus amidiertem Pektin, MP = Molkenproteinisolat-Matrixpartikel, SL = mit Schellack Uberzogene Matrixkapsel aus amidiertem Pektin,

DE = W,/O/W,-Doppelemulsion

Tabelle 3.2-1 Ubersicht (iber die verwendeten Hilfsstoffe sowie der charakteristischen Parameter der im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Mikrokapselsysteme

von Projektpartnern aus dem Gesamtcluster.

: HBE mittlerer Durchmesser

Syst. Typ Hilfsstoffe [% m/m] [um] pH

AP Kern-Hille amidiertes Pektin®, CaCl,, Glycerol 10,00 1800 + 200 3 (Stammisg. mit HBE)

1 (Quervernetzungslsg. mit CaCly,)
MP Matrix Molkenproteinisolat 10,00 180 1,5 (vor der Verkapselung)
. amidiertes Pektinb, Zitronensaure, ..
SL Matrix Maltodextrin, Schellack 20,00 250 - 500 2 (vor der Spruhtrocknung)
. T . C
DE W,/O/W,- Pflanzendl, amidiertes Pektin®, 0.12 30 3,5 (Stammldsung mit HBE)

Doppelemulsion

PGPR 90+, Konjugatemulgator

& Veresterungsgrad: 31,9 %, Amidierungsgrad: 21,1 %
b Veresterungsgrad: 29 %, Amidierungsgrad: 21 %
¢ Veresterungsgrad: 23-27 %, Amidierungsgrad: 23-25 %

USPOYISIA pun [eusle\ ‘¢



3. Material und Methoden

3.2.2 Hohlkapseln aus amidiertem Pektin (AP)

Niedrig verestertes Pektin kann unter dem Einfluss von mehrwertigen Kationen Gele mit
einem eierkartonartigen Aufbau bilden. Die durch die Einfihrung von Amidgruppen
zusatzliche Modifizierung des Pektins fuhrt zu einer Minderung der hydrophilen
Eigenschaften des Molekdls. Dies erleichtert die Ausbildung von Gelen. Demzufolge kdnnen
durch die Anwendung eines amidierten, niedrig veresterten Pektins steifere und
bestindigere Gele hergestellt werden ">”3. Die im Rahmen dieser Arbeit charakterisierten
Hohlkapseln aus amidiertem Pektin (AP) wurden durch Zugabe einer calciumhaltigen
Quervernetzungslésung zu einer Lésung von amidiertem Pektin (Pektin Amid AU-L 027/09)
hergestellt " (s. Abbildung 3.2-2).

doppelt destilliertes Wasser Glycerol (wasserfrei) doppelt destilliertes Wasser
+ 2,0 % (m/m) Calciumchlorid + 2,0 % (m/m) Calciumchlorid
+ 20,0 % (m/m) Heidelbeerextrakt + 20,0 % (VIV) Glycerol
pH 1 (konz. HCI)
Zentrifugation pH 3 (konz. HCI)
Uberstand |::> '
50,0 % (V/V) Glycerol doppelt destilliertes Wasser
1,0 % (m/m) Calciumchlorid + 1,0 % (m/m) amidiertes Pektin

10,0 % (m/m) Heidelbeerextrakt

Abbildung 3.2-2 Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses der Calciumpektinat
Hohlkapseln (AP)

Tabelle 3.2-2 Ubersicht tiber die E-Nummern der fiir das System AP verwendeten Stoffe

Stoff E-Nummer
Calciumchlorid 509
Glycerol 422
HCI 507
Heidelbeerextrakt 163
amidiertes Pektin 440 b

Zu einer wassrigen Calciumchlorid Lésung (2 % m/m) wurden 20 % (m/m) HBE gegeben.
Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberstand im Verhéltnis 1:1 mit wasserfreiem Glycerol
verdunnt. Die resultierende Vernetzungslésung bestand aus 50 % (V/V) Glycerol, 1 % (m/m)

Calciumchlorid und 10 % (m/m) HBE. Unter Anwendung von konzentrierter Salzsaure wurde
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3. Material und Methoden

der pH-Wert dieser Lésung auf pH 3 eingestellt. Fur die Generierung der wasserunldslichen
Hohlkapseln wurde die Quervernetzungslésung durch eine hochprazise Dosierspritze
tropfenweise in die wassrige 1%ige Losung des amidierten Pektins (Veresterungsgrad:
31,9 %, Amidierungsgrad: 21,1 %) getropft. Direkt beim Kontakt der beiden Losungen bildete
sich eine Kapselhiille um jeden Tropfen . AnschlieRend wurden die Kapseln in eine 2%ige
(m/m) Calciumchlorid Lésung pH 1, die 20 % (V/V) Glycerol enthielt, Gberflhrt. Die Kapseln
wurden bei Raumtemperatur fur ca. 3,5 Minuten in dieser Losung inkubiert um den
Polymerisationsprozess zu vervollstandigen, die Kapselhille zu stabilisieren und geeignete
Bedingungen fur die verkapselten Anthocyane zu schaffen. AbschlieBend wurden die

Kapseln dekantiert und zur Lagerung in Sonnenblumendl tberfuhrt.

Die Verkapselungseffizienz dieser Herstellungsmethode, definiert als Anteil an Anthocyanen
in den hergestellten Kapseln dividiert durch den Anteil an Anthocyanen in der
Quervernetzungslosung, liegt bei 99 %. Dies liegt an der raschen Diffusion der
Calciumkationen, welche zu einer schnellen intramolekularen Quervernetzung der negativ
geladenen Carboxylgruppen des Pektinmolekiils flhrt. Daraus resultierend bildet sich ein

Kapselhtillen bildendes Netzwerk entlang des Diffusionsweges der Calciumkationen "®"’.

Die KapselgroRen (1,8 £ 0,2 mm), Kern- und Hullvolumina (2,31 mm?® bzw. 0,74 mm?3) sowie
die Hulldicke (80 um) und das Kern-Hulle-Verhaltnis (3:1) der Calciumpektinat Kapseln
wurden mittels Magnetischer Resonanz Tomographie (MRT) (Chemagnetics Infinity Plus 600

Spektrometer; Bruker, Karlsruhe) analysiert &3

Das AP System wurde von den Partnern des Teilprojektes 2 (TU Dortmund) bereitgestellt.

3.2.3 Molkenproteinisolat-Matrixpartikel (MP)

Fur die Herstellung der wasserunldslichen MP-Partikel wurde unter zwolf stindigem
kontinuierlichem Ruhren bei 4 °C eine 30%ige (m/m) Molkenproteinisolat-Stammldsung in
destilliertem Wasser hergestellt. In dieser Losung wurden 7,5 % (m/m) HBE gelost. Zur
Stabilisierung der Anthocyane wurde diese Ldsung mittels 0,1 -3 N Salzsdure verdinnt,
sodass ein Proteingehalt von 20 % (m/m) und ein HBE-Gehalt von 5 % (m/m) bei einem pH-
Wert von 1,5 vorlag. AbschlieRend wurde diese MPI-HBE-Stammldsung bei 5000*g fur

2 Minuten zentrifugiert um unlésliche Bestandteile abzutrennen.
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3. Material und Methoden

destilliertes Wasser destilliertes Wasser Sonnenblumendl
+ 30,0 % (m/m) Molkenproteinisolat  + pH 1,5 (0,1 N und konz. HCI)
+ 7,5 % (m/m) Heidelbeerextrakt

-> 20,0 % (m/m) Molkenproteinisolat

-> 5,0 % (m/m) Heidelbeerextrakt

verdinnen -

Zentrifugation

I

50 °C -> emulgieren
80 °C -> Verkapselung (10 Min)

Abbildung 3.2-3 Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses der Molkenproteinisolat-
Matrixpartikel (MP)

Tabelle 3.2-3 Ubersicht tiber die E-Nummern der fiir das System MP verwendeten Stoffe

Stoff E-Nummer
HCI 507
Heidelbeerextrakt 163

*

Molkenproteinisolat

*

Sonnenblumendl

*gilt als Lebensmittel und nicht als
Zusatzstoff und hat daher keine E-
Nummer

Die Mikroverkapselung des HBE wurde mittels Emulsionsverfahren auf Basis einer
thermischen Gelierung durchgefihrt. Hierzu wurde der nach der Zentrifugation der MPI-HBE-
Stammlésung erhaltene Uberstand (Matrixlésung) bei 50 °C in Sonnenblumendl emulgiert.
Der Emulgierprozess erfolgte bei 1000 U/min unter Einsatz eines Scheibenrtuhrers (RW 20
DZM; IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen). Die entstandene W,/O-Emulsion wurde binnen
6 Minuten auf 80 °C erwarmt. Diese Temperatur wurde 10 Minuten gehalten, um die
Gelierung der Molkenproteine zu erreichen. Anschlielend wurde die auf diese Weise
erzeugte Matrixpartikelsuspension in Ol auf 20 °C abgekiihlt. Um die Matrixpartikel vom
Sonnenblumendl zu trennen, wurde die Suspension fir 2 Minuten bei 1000*g zentrifugiert

und der Oliiberstand anschlielRend verworfen.

Wahrend des Herstellungsprozesses wurde ein Anthocyanverlust von 7,4 % + 2,6 %
gemessen. Die PartikelgroRen der Matrixpartikel wurden mittels Laserdiffraktometrie (Coulter
LS 230; Beckman-Coulter, Krefeld) bestimmt. Der mittlere Partikeldurchmesser betrug
180 pm.
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Das MP-System wurde von den Partnern des Teilprojektes 3 (TU Munchen-Weihenstephan)

bereitgestellt.

3.2.4 Schellack tiberzogene Matrixkapseln aus amidiertem Pektin (SL)

Fur die Herstellung der mit Schellack Uberzogenen, wasserunldslichen Matrixkapseln aus
amidiertem Pektin wurde eine 30%ige (m/m) Stammldsung bestehend aus 65 % (m/m)
Maltodextrin (Wandmaterial), 13 % (m/m) Zitronensaure (Einstellung des pH-Wertes) und
2% (m/m) amidiertem Pektin (Pektin Amid CU 025 - Veresterungsgrad: 29 %,
Amidierungsgrad: 21 %) (stabilisierendes Additiv fur die Anthocyane) in Trinkwasser

hergestellt. Anschlie®end wurde 20 % (m/m) HBE zugegeben und der pH-Wert auf pH 2

eingestellt.
Trinkwasser Ethanol destilliertes Wasser
+ 65 % (m/m) Maltodextrin + 10 % (m/V) Schellack + 9% (m/m) Schellack
+ 13 % (m/m) Zitronensaure + 2 % (m/m) Glycerol
+ 2 % (m/m) amidiertes Pektin + 4% (m/m) HPMC
+ 20 % (m/m) Heidelbeerextrakt

Verdinnung auf 30 %

i'. »h £ Eelimng > v

Abbildung 3.2-4 Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses der mit Schellack

Uberzogenen Matrixkapseln aus amidiertem Pektin (SL)

Tabelle 3.2-4 Ubersicht tiber die E-Nummern der fiir das System MP verwendeten Stoffe

Stoff E-Nummer
Glycerol 422
Heidelbeerextrakt 163
HPMC 464
Maltodextrin *
amidiertes Pektin 440 b
Schellack 904
Zitronensaure 330

*gilt als Lebensmittel und nicht als
Zusatzstoff und hat daher keine E-
Nummer

Die so hergestellte Stammlésung wurde in einem Mobile Minor™ Spriihtrockner (Niro A/S,
Seborg, Danemark) (1-7 kg/h Wasserverdunstungsvermdgen) Uber eine rotierende

Zerstauberscheibe verspriht (Prozessparameter s. Tabelle 3.2-5).
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Tabelle 3.2-5 Prozessparameter flr den Sprihtrocknungsprozess zur Herstellung der mit Schellack

Uberzogenen Matrixkapseln aus amidiertem Pektin

Lufteinlasstemperatur 160 °C
Luftauslasstemperatur 70 °C
Umdrehungsgeschwindigkeit der Zerstauberscheibe 23.000 U/min

Nach diesem Sprihtrocknungsprozess wurde das entstandene Mikrokapselpulver in einer
Granulierschussel granuliert. Als Bindemittel wurde eine 10%ige (m/V) ethanolische
Schellacklésung eingesetzt. Die so entstandenen Granulatpartikel hatten eine mittlere
PartikelgroRe zwischen 250 ym - 500 um (bestimmt mittels Siebanalyse). Der abschlieliende
Filmiberzug wurde in einer Mini Glatt Wirbelschichtanlage mit Wurstereinsatz (Glatt GmbH,
Binzen) auf die Granulatpartikel aufgespruht. Die Filmlésung bestand aus 9 % (m/m)
Schellack (Filmbildner), 2% (m/m) Glycerol (Weichmacher), 4 % (m/m) HPMC
(Porenbildner). Als Lésungsmittel wurde destilliertes Wasser verwendet. Fur 100 g Granulat
wurden 25 g Polymer verwendet. Die Parameter des Befilmungsprozesses sind in Tabelle
3.2-6 dargestellt.

Tabelle 3.2-6 Prozessparameter fiir den Befilmungsprozess in der Wirbelschicht

Lufteinlasstemperatur 80 °C
Produkttemperatur 50 °C
Luftdruck der Wirbelschicht 0,35 bar
Sprihrate 1 g/min
Sprihdruck 1,45 bar
Dusendurchmesser 0,5 mm

Die fertig Uberzogenen Granulatpartikel wurden abschlieRend fir 30 Minuten bei 40 °C im
Trockenschrank getrocknet und mittels Siebanalyse charakterisiert. Partikel, die in der
Siebklasse von 250 ym - 500 um waren, wurden fir die Untersuchungen dieser Arbeit

verwendet. Die Verkapselungsrate des Systems SL wurde nicht bestimmit.

Das SL System wurde von den Partnern des Teilprojektes 5 (Universitat Kiel) bereitgestellt.

3.2.5 W,/O/W,-Doppelemulsionen (DE)
3.2.5.1 Herstellung des Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgators

Der fiir die Emulgierung verwendete hydrophile Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator ist
durch einen der Maillard-Reaktion ahnelnden Reaktionsverlauf aus Molkenprotein und
Dextran 500 nach Fliigel und Knoth et al. synthetisiert worden "*®. Unter Beriicksichtigung
des Molekulargewichtes des Dextrans (My Dextran 500: 500.000 g/mol) und des -
Lactoglobulins (Hauptproteinanteil im MPI) (M B-Lactoglobulin: 18.277 g/mol ®') wird
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offensichtlich, dass das Molekulargewicht des Protein-Polysaccharid-Konjugates grof3er ist
als das der Gallensalze (Myw Hyodeoxycholsaure: 393 g/mol), welche ebenfalls als Emulgator

verwendet wurden.

3.2.5.2 Herstellung der W4/O/Wx-Doppelemulsion (DE)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei W4/O/W.-Doppelemulsionen untersucht, die sich nur
im verwendeten hydrophilen Emulgator in der W,-Phase unterscheiden. Eine Emulsion
wurde mit einem Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator stabilisiert, die zweite mit
Gallensalzen als Emulgator. Der Herstellungsprozess der beiden Doppelemulsionen war

identisch.

Die Doppelemulsionen wurden in einem zweistufigen mechanischen Emulgierprozess
hergestellt (siehe Abbildung 3.2-5). In der inneren hydrophilen Phase wurden 0,5 % (m/m)
des anthocyanhaltigen Heidelbeerextraktes geldst. Aus Stabilitdtsgrinden wurde diese
Losung mit Zitronensaure auf pH 3,5 eingestellt. Zu diesem Ansatz wurden 1,5 % (m/m)
amidiertes Pektin (Veresterungsgrad: 23 % - 27 %, Amidierungsgrad: 23 % - 25 %) gegeben.
Durch die Gelierung des Pektins ist eine erhdhte Stabilitdét der Wy-Tropfen wahrend der

zweiten Stufe des Emulgierprozesses gewihrleistet 8283

24 % (m/m) Wasser 6 % (m/m) Lipid 20 % (m/m) Wasser
+ 0,5 % (m/m) Heidelbeerextrakt + 2,5 % (m/m) lipophiler Emulgator + 2,0 % (m/m) hydrophiler Emulgator
pH 3,5 (Zitronensaure) (PGPR 4150) (Protein-Polysaccharid-Konjugat
+1,5 % (m/m) amidiertes Pektin oder
Gallensalze)

+ 1,5 % (m/m) amidiertes Pektin

W,/O-Emulsion W ./O/W,-Doppelemulsion
Abbildung 3.2-5 Schematische Darstellung des zweistufigen Herstellungsprozesses der W,/O/W,-
Doppelemulsionen. Die Anteile der jeweiligen Phase beziehen sich auf die Gesamtemulsion. Die

dazugehdrigen Angaben der Zusatzstoffe beziehen sich auf die jeweilige Phase.
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Tabelle 3.2-7 Ubersicht tiber die E-Nummern der fiir das System DE verwendeten Stoffe

Stoff E-Nummer
Heidelbeerextrakt 163
amidiertes Pektin 440b
PGPR 4150 476
Rapsol *
Zitronensaure 330

*gilt als Lebensmittel und nicht als
Zusatzstoff und hat daher keine E-
Nummer

Des Weiteren zeigten verschiedene Arbeitsgruppen, dass ein Zusatz von Pektin zu
anthocyanhaltigen Lésungen die Stabilitat der Anthocyane erhdht 3%, Die Triglyceridphase

bestand aus Rapsdl mit dem Zusatz von 2,5 % (m/m) des lipophilen Emulgators PGPR 4150.

Im ersten Emulgierschritt wurde die praparierte hydrophile Phase (W4) in der
emulgatorhaltigen Triglyceridphase dispergiert. Der Dispersphasenanteil (¢4) dieser W4/O-
Emulsion betrug 30 % (m/m). Die Herstellung der W4/O-Emulsion wurde unter Zuhilfenahme
einer Zahnkranzdispergiermaschine (Magic Lab®, Module DR, IKA® Werke GmbH & CO. KG)
mit 10.000 U/min bzw. einer Umfangsgeschwindigkeit bis zu 15,4 m/s bei drei Durchlaufen
durchgefiihrt. Diese Prozessparameter wurden gewahlt, da so eine optimale Stabilitdt und

TropfengréRenverteilung der inneren hydrophilen Phase gewahrleistet war ¥.

Fir die Herstellung der aufieren hydrophilen Phase (W;) wurden 1,5 % (m/m) amidiertes
Pektin (Eigenschaften s. oben) in Wasser geldst. Durch die Zugabe des Hydrokolloids Pektin
wurde die Viskositat der duBeren Phase erhoht ®. Zu dieser Ldésung wurden 2 % (m/m)
eines hydrophilen Emulgators gegeben. Einer der beiden hydrophilen Emulgatoren war ein
Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator (KE-Emulsion). Die zweite Doppelemulsion wurde
mit Gallensalzen als hydrophiler Emulgator stabilisiert (GSE-Emulsion). Die W4/O/W,-
Emulsionen wurden durch die Zugabe der W,/O-Emulsionen in die jeweilige externe
hydrophile Phase hergestellt. Die Emulgierung wurde in einer Kolloidmiihle (Magic LAB®,
Modul MK/MKO, IKA® Werke GmbH & CO. KG) bei konstanten Umdrehungszahlen von
3.000 U/min und einer Spaltbreite von 0,26 mm durchgefuhrt. Die
Umdrehungsgeschwindigkeit korrespondierte dabei mit einer maximalen
Umfangsgeschwindigkeit von 3,5 m/s. Diese Emulgierbedingungen wurden in einer Studie

zur Mikrostruktur der inneren W;-Tropfen ermittelt 2.

Die W,/O/Wx-Doppelemulsion wurde von den Partnern des Teilprojektes 4 (Universitat

Karlsruhe) bereitgestellt.
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3.3 Methoden

3.3.1 Charakterisierung des Heidelbeerextraktes

Fir die Charakterisierung des HBE wurden jeweils 15%ige (m/m) HBE-L6sungen in drei
Medien mit unterschiedlichen pH-Werten (1. HCI pH 1,5, 2. Trizma®-Puffer pH 7 und 3.
Carbonatpuffer pH 10) hergestellt. Diese Ansatze wurden bei RT sieben Tage in einem
Laborschittler (Tyss Il, MLW, Leipzig) bei 150 U/min inkubiert. Daran anschlieend wurden
die unléslichen Bestandteile durch Zentrifugieren (Labofuge 300, DJB Labcare Ltd,
Grol3britannien) bei 2000*g fir 5 Minuten abgetrennt. Alle Proben wurden bei 2 °C bis 8 °C
unter Lichtausschluss gelagert. Der Gesamtanthocyangehalt (als Cy-3-glc) der jeweiligen
Losungen wurde mittels HPLC-UV/Vis quantifiziert (n=2). Angegeben sind die

arithmetischen Mittelwerte.

3.3.1.1 Antioxidatives Potential der Heidelbeerextrakt-Anthocyane

Die Bestimmung des antioxidativen Potentials der Heidelbeerextrakt-Anthocyane wurde in
Anlehnung an den in der Literatur beschriebenen Ascorbinsdureassay durchgefiihrt . Zu
jeweils 1,5 mL der 15%igen HBE-Lésungen mit unterschiedlichen pH-Werten (s. Kapitel
3.3.1) wurden 5 mM der Spinsonde TEMPOL (4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-1-
oxyl; My: 172,24 g/mol) gegeben. Diese Lésungen wurden in Eppendorf Reaktionsgefallen
(Eppendorf, Hamburg) hergestellt und bei RT vermessen. Direkt nach dem Herstellen der
Proben wurden die ESR Spekiren mit einem 1,4 GHz ESR L-Band Spektrometer

(Magnettech, Berlin) aufgezeichnet. Die Messparameter sind in Tabelle 3.3-1 dargestellt.

Tabelle 3.3-1 Ubersicht tiber die am ESR L-Band eingestellten Messparameter

Parameter Wert
Bo-Feld 49,12 mT
Sweep 50 mT
Modulation 0,0625 mT
Sweep Zeit 60 bis 120 s
Verstarkung 500
Akkumulation 1

Die Sweep Zeiten wurden auf Grund der unterschiedlichen Reaktionszeiten zwischen den
Anthocyanen und der Spinsondereaktion angepasst. Diese betrug fur die Lésungen mit den
pH-Werten von pH 1,5 und pH 7 1 Minute und fir die Losung pH 10 2 Minuten. Von den
aufgezeichneten Spektren wurde die Amplitude des mittleren Peaks ausgewertet. Die
Auswertungen zeigen die arithmetischen Mittelwerte der dreifach durchgefiihrten Messungen

mit der dazugehorigen Standardabweichung.
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3.3.2 Lipid-Mikrokapseln (LMK)
3.3.2.1 UV/Vis-spektroskopische Anthocyanbestimmung nach Giusti et al.

Fir die Bestimmung der Inkorporation im Rahmen der Entwicklung der Lipid-Mikrokapseln
wurde die UV/Vis-Spektroskopische Anthocyanbestimmung nach Giusti et al. angewendet ®.
Die verwendete Methode basiert auf der unterschiedlichen Absorption der Anthocyane im
UV/Vis-Bereich bei steigenden pH-Werten. Sie dient der Bestimmung monomerer
Anthocyane. Die Veranderung der Absorption der Anthocyane bei steigenden pH-Werten
beruht auf der Umwandlung des bei pH 1 dominierenden farbigen Flavylium-lons zum
farblosen Hemiketal bei pH 4,5 (s. Kapitel 2.1). Durch Bestimmung der Absorption bei diesen
beiden pH-Werten ist die Ermittlung der Gesamtkonzentration der monomeren Anthocyane
auch neben Begleitsubstanzen, wie zum Beispiel Flavonoiden, zeitnah mdglich. Der jeweilige
Gesamtanthocyangehalt wurde als Cy-3-glc (My: 449,2 g/mol; €:26.900 L/mol*cm;

Amax: 510 nm) berechnet.

Fir die Messungen wurde 0,025 M Kaliumchlorid / Salzsaure-Puffer (pH 1) und ein 0,4 M
Natriumacetat / Salzsaure-Puffer (pH 4,5) verwendet *. Die zu bestimmende Probe wurde
mit beiden Puffern so verdiinnt, dass die Absorption bei pH 1 und am Absorptionsmaximum
(Amax) im Bereich zwischen 0,5 und 0,8 lag. Dabei wurde darauf geachtet, dass das
Probenvolumen 20 % des Gesamtvolumens nicht Uberschritt, da dadurch die Pufferkapazitat
erschopft ist. Gleichung 1 zeigt die Berechnung des Verdinnungsfaktors.

V.
Vv, =95 (1)
i VProbe

Vi Verdinnungsfaktor
Vyes Gesamtvolumen nach Pufferzugabe [mL]
Vprope Probenvolumen [mL]

Als Referenz fir die Messung der Proben dient, wie bei Giusti et al. beschrieben, gereinigtes
Wasser. Die Probe wird bei beiden pH-Werten am Absorptionsmaximum von Cy-3-glc
Amax: 510 nm (Asq0) sowie bei A: 700 nm (A7q0) vermessen. Die Messung bei A: 700 nm dient
der Eliminierung des Einflusses eventuell enthaltener Schwebeteilchen, da das Cy-3-glc bei
dieser Wellenlange bei beiden vorgelegten pH-Werten keine Absorption zeigt. Die
Vermessung der Proben fand auf Grund der Instabilitdt der Anthocyane in wassriger Lésung
bei pH 4,5 umgehend nach der Verdiinnung statt. Zur Berechnung des Anthocyangehalts Cp
der Probe dienen die Gleichungen 2 und 3. In Gleichung 2 wird aus den gemessenen
Absorptionswerten die korrigierte Absorption (Axorr) der Probe bestimmt. Unter Anwendung

von Gleichung 3 kann die Gesamtanthocyankonzentration der Probe berechnet werden.
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Akorr = (A51O nm ~ A700 nm)pH1 - (A51O nm ~ A700 nm)pH4,5 (2)

_ AkOTT * MG * VF * 1000
&

Ca
Ao korrigierte Absorption
Cy Anthocyankonzentration [mg/I]
Mg Molekulargewicht [g/mol]
Vi s. Gleichung 1
€ Extinktionskoeffizient [L/mol*cm]

Die UV/Vis-spektroskopischen Messungen wurden am Spektralphotometer Spectronic® 601
(Milton Roy, Ivyland, Pennsylvania, USA) durchgefihrt. Fir die Messungen wurden
Rotilabo®-Einmalkiivetten aus  Polystyrol (Carl Roth, Karlsruhe) mit einem

Durchlassigkeitsbereich von 340 nm — 800 nm eingesetzt.

3.3.2.1.1 Bestimmung der Inkorporationsrate

Fur die Bestimmung der Inkorporationsrate wurde die zu prifende Probe aus dem
Dispersionsmittel (W,-Phase) der LMK nach dem letzten Herstellungsschritt gezogen. Ein
invasives Aufschmelzen der generierten LMK wurde dadurch vermieden. Die generierten
LMK koénnen alle weiter verwendet werden. Eine mogliche inhomogene Verteilung der
Anthocyanlésung pH 2 in der Lipidphase und eine mdgliche VolumenvergréRerung der Wo-
Phase bei der Herstellung der Doppelemulsion kénnen als vernachlassigbar angesehen

werden. Die Methode lieferte reproduzierbare Ergebnisse.

Zur Berechnung der zur Verkapselung eingesetzten Anthocyanmasse (ma) wurde das
Gesamtvolumen des Ansatzes nach der Zugabe der inneren wassrigen Phase (W;) zur
Lipidphase (O) der entstehenden W,/O-Emulsion (s. Kapitel 4.2.1) bei 50 °C bestimmt. Dabei
wurde von einer gleichmafigen Verteilung der W;-Phase in der O-Phase ausgegangen. Die
bestimmten Volumina sowie den daraus resultierenden prozentualen Anteil des in 5 g der

Lipid / Emulgatorschmelze enthaltenen Ausgangs-Anthocyananteils (mw,,0) in Abhangigkeit

vom Anteil der zugegebenen Anthocyanldsung pH 2 gibt Tabelle 3.3-2 wieder.

Tabelle 3.3-2 Ubersicht tber den in 5g Lipid / Emulgatorschmelze enthaltenen Prozentsatz an

Anthocyanldsung pH 2 in Abhangigkeit vom Anteil der zugegebenen Anthocyanlésung

Anteil der W4-Phase 20 % 40 % 60 %
Volumen der entstehenden W;/O-Emulsion 6,5mL 75mL 85mL
in 5 mL W,/O-Emulsion enthaltener 77 % 67 % 59 %

Ausgangs-Anthocyananteil (mw, o)
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My, 0 = Cs.* Vw, /0 (4)
my, ;0 Masse der in der W;/O-Emulsion enthaltenen Anthocyane [mg]
CsL. Konzentration der Anthocyan-Stammldsung [mg/L]
Vw,70  Volumen der inneren Phase der W;/O-Emulsion [L]

mea = My, /0 *X (5)
Mgy absolute Masse der in der W4/O/W,-Emulsion enthaltenen Gesamtanthocyane [mg]
My, 0 S. Gleichung 4
X Prozentsatz von my, 0, der zur Herstellung der W4/O/W,-Doppelemulsion dient [%]

Der durch die UV/Vis-spektroskopische Methode (s. Kapitel 3.3.2.1) ermittelte Messwert ist

die Gesamtanthocyankonzentration der W»-Phase (cw,). Diese wurde zur Berechnung der
Anthocyanmasse (my,) in der auBeren wassrigen Phase herangezogen (s. Gleichung 6).

Dabei wurde eine mogliche Volumenzunahme der W,-Phase durch die Zugabe der W,/O-

Emulsion vernachlassigt.

my, = Cw, * VWZ (6)

my, Masse der in der W,-Phase enthaltenen Anthocyane [mg]

2

Cw, Gesamtanthocyankonzentration der Wo-Phase [mg/L] (Messwert, s. Kapitel 3.3.2.1)
V. Volumen der Wy-Phase [L]

2

Die Gleichung 7 dient zur Berechnung der im Kapselkern (W;-Phase) inkorporierten

Anthocyanmasse.
My, = Mgq — My, (7)

le

Masse der im Kapselkern geldsten Anthocyane [mq]
mg,  S. Gleichung 5

my,

s. Gleichung 6

Mit Hilfe der Gleichung 8 lasst sich abschlieRend die prozentuale Inkorporationsrate

berechnen.
IR = 224100 (8)
Mga
IR Inkorporationsrate [%]
my, s. Gleichung 7

mg,  S. Gleichung 5

28



3. Material und Methoden

3.3.2.2 Duale asymmetrische Zentrifuge - SpeedMixer™

Fir die Herstellung der LMK wurde ein in der Pharmazeutischen Technologie bisher wenig
eingesetztes Homogenisierungsprinzip angewendet. Das Prinzip des SpeedMixers™ beruht
auf einer doppelten Rotation des Mischbechers. Die Hauptrotation erfolgt durch den
Rotationsarm des SpeedMixers™ (Rotation 1 — bis zu 3500 U/min) und zwingt die Probe auf
Grund von Zentrifugalkraften an die GefalRwand. Die Probenhalterung, in die der
Mischbecher eingesetzt wird, rotiert in entgegengesetzter Richtung um die eigene Achse
(Rotation 2 — ca. 900 U/min) (s. Abbildung 3.3-1). Auf Grund von Adhasionskraften zwischen
dem Probenmaterial und dem Mischbecher wird die Probe in die entgegengesetzte Richtung
beschleunigt. Durch die entgegengesetzte Rotation wird der SpeedMixer™ auch ,Duale
asymmetrische Zentrifuge® (DAC) genannt. Die Winkelbeschleunigung betrug jeweils
122 1/s®. Durch diese in den unterschiedlichen Ebenen des Mischbechers wirkenden

t 992 Verwendet wurde der

Zentrifugalkrafte wird ein schnelles Mischen ermoglich
SpeedMixer™ DAC 150 SP (Hauschild & Co. KG, Hamm). Bei diesem Gerat ist es moglich,
verschiedene Rotationszyklen hintereinander zu fahren, die nahtlos ineinander lbergehen.
Fur die Herstellung der LMK wurde ein Zyklus von 2 min bei 3500 U/min und 2 min bei

500 U/min angewendet.
Ein weiterer Vorteil des SpeedMixers™ ist die entfallende Reinigung des Mischers, da dieser
ohne weitere Mischwerkzeuge arbeitet. Die Ansatze wurden in 125 mL Aponorm® (WEPA

Apothekenbedarf GmbH & Co. KG, Hillscheid) Kruken aus Polypropylen homogenisiert.

Probenhalterun
a b o
Rotation 1 Rotation 2 %
(Hauptrotation
Rotationsarm
enkalterung #k

Rotation 2

Rotation 1
(Hauptrotation)

Abbildung 3.3-1 Funktionsprinzip des SpeedMixers™: a) Ansicht von oben und b) Ansicht von der

Seite (nach %).

3.3.2.3 Lichtmikroskopie

Fur die Visualisierung der entwickelten Lipidmikrokapseln wurden zwei unterschiedliche
Lichtmikroskope verwendet. Fiir Ubersichten der generierten Mikrokapseln wurde das
Auflicht-Mikroskop Olympus SZX 9 (Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg) verwendet.
Um Probendetails zu verdeutlichen bzw. einzelne Kapseln zu vergroRern, wurde das

Durchlicht-Mikroskop Axiolab (Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Goéttingen) verwendet.
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3.3.2.4 Statische Lichtstreuung

Die PartikelgréRenverteilung der Lipidmikrokapseln wurde durch die statische Lichtstreuung
mittels Mastersizer 2000 (Malvern Instruments GmbH, Herrenberg) charakterisiert. Daflr
wurden die Kapseln bei Raumtemperatur in gereinigtem Wasser dispergiert. Fur die
Messung wurde ein roter Laser (Wellenlange A: 633 nm) und ein blauer Laser (Wellenlange
A: 450 nm) verwendet. Zur Berechnung mit der Geratesoftware (Mastersizer 2000, Version
5.22, Malvern) wurde die Theorie nach Fraunhofer angewendet. Allgemein anerkannt ist,
dass eine PartikelgroRenverteilung durch die Werte dp1), des (Median) sowie dg)
charakterisiert ist . Diese Werte wurden fiir die entsprechenden PartikelgréRenverteilungen
ausgewertet. Die angegebenen Werte entsprechen den arithmetischen Mittelwerten einer

Dreifachbestimmung (n = 3) mit jeweils finf Messdurchgangen.

3.3.2.4.1 W,/O/W,-Doppelemulsionen

Die TropfengrofRRenverteilung der auferen W4/O-Tropfen des Systems DE wurden mit dem
im vorhergehenden Kapitel eingefliihrten Mastersizer 2000 (Malvern Instruments GmbH,
Herrenberg) bei Raumtemperatur bestimmt. Fir die Auswertung mittels der Mie-Theorie
(Mastersizer 2000, Version 5.22, Malvern) wurde ein Brechungsindex von 1,47 vorgegeben.
Die charakteristischen TropfengréRen do, 1), d(o,5) und do,9) SOWie der Sauterdurchmesser d 5
der volumenverteilten TropfengroRen Qs wurden zur Beschreibung der Mikrostruktur der
Emulsion ermittelt. Alle Resultate sind arithmetische Mittelwerte einer dreifachen
Bestimmung (n=3) mit jeweils funf Messdurchgangen. Die Messungen fuhrte der

Kooperationspartner des TP 4 (Universitat Karlsruhe) durch.

3.3.2.5 Rasterelektronenmikroskopie (ESEM)

Um die genaue Oberflachenstruktur der Lipidmikrokapseln zu charakterisieren, wurden diese
mittels atmospharischer Rasterelektronenmikroskopie bildlich dargestellt (ESEM XL 30 FEG
- Philips, Amsterdam, Niederlande). Fir einen detallierten Einblick in das Kapselinnere
wurden die Lipidmikrokapseln vor der Analyse auf einem Objekttrager aus Glas unspezifisch

mit einer Rasierklinge behandelt, um die Kapseln partiell zu zerteilen.

3.3.2.6 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Fir die Bestatigung, dass der HBE tatsachlich verkapselt wurde und nicht nur an der
Kapselaulenseite haftet, wurden dreidimensionale Scans der Lipidmikrokapseln mit dem
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop "LSM 710", ausgeristet mit einem Plan-Apochromat
63x/1.40 Oil DIC M27 Obijektiv (beides: Carl Zeiss Microlmaging GmbH, Jena), angefertigt.

Fur diese Aufnahmen lagen die Kapseln auf einem Objekttrager, durch ein Deckglas
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abgedeckt, in gereinigtem Wasser dispergiert vor. Die Probe wurde mit einem Helium-Neon-
Laser bei A: 633 nm angeregt. Die Bildaufnahme erfolgte in sechs verschiedenen Ebenen mit
einem Abstand von jeweils 6 um. Ausgewertet wurden die Bilder mit der Software ZEN 2009

Light Edition (Carl Zeiss Microlmaging GmbH).

3.3.2.7 Differenzialthermoanalyse (DSC)

Fur die genaue Analyse des Schmelzpunktes der entwickelten Lipidmikrokapseln auf
Hartfettbasis wurden diese mittels der Differenzialthermoanalyse (DSC 200 - Netzsch, Selb)
untersucht. Ein Analysenzyklus beinhaltete das Aufheizen der Probe von 15 °C auf 80 °C mit
der anschlieBenden Abkuhlung auf 15 °C. Die Probe wurde in einen Aluminiumtiegel
eingewogen. Als Referenz diente ein unbefullter Aluminiumtiegel. Um Verschiebungen der
Schmelzpunkte herauszufinden, erfolgte nach dem vorherigen Abklhlen eine erneute

Erwarmung der Probe auf 80 °C. Die Aufheiz- bzw. Abkuhlrate betrug jeweils 5 K/min.

3.3.2.8 Freisetzung
Die Freisetzungsversuche der entwickelten Lipidmikrokapseln wurden analog zu den in
Kapitel 3.3.3.2 beschriebenen Freisetzungsversuchen der Kapselsysteme aus dem Cluster

durchgefiihrt. Es wurden jeweils drei Versuchsansatze analysiert (n = 3).

3.3.3 Charakterisierung der Kapselsysteme aus dem Cluster
3.3.3.1 Zusammensetzung der verwendeten Medien
Simulierter Magensaft (SGF)

Die Simulation des Magenmilieus erfolgte in simuliertem Magensaft pH 1,2 (ohne
Enzymzusatz) (USP 32 — Gastric Fluid, Simulated, TS).

FaSSIF und FeSSIF

Grundlage der beiden, den Dinndarm simulierenden, Inkubationsmedien bildete der
Phosphatpuffer pH 6,8 nach Sgrensen (53,4 % Kaliumdihydrogenphosphat 1/15M und
46,6 % Dinatriumhydrogenphosphatdihydrat 1/15 M). Beide Medien wurden durch die
Zugabe von Gallensalzen, Phospholipiden sowie Natrium- und Calciumchlorid komplettiert
(s. Tabelle 3.3-3) *. Der heterogene Gallenextrakt aus Schweinegalle als Quelle fiir die
Gallensalze wurde mittels Ecoline® S* Test (Diagnostic Systems GmbH, Holzheim)

standardisiert.
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Tabelle 3.3-3 Zusammensetzung der verwendeten simulierten Darmmedien

FaSSIF FeSSIF
Gallensalze 5,00 mM 15,00 mM
Phospholipide 1,25 mM 3,75 mM
Natriumchlorid 150,00 mM 150,00 mM
Calciumchlorid 5,00 mM 5,00 mM

3.3.3.2 Freisetzungsversuche

3.3.3.2.1 Versuchsdesign

Die in vitro Freisetzungsversuche wurden in einem End-over-End-Mischer (s. Abbildung
3.3-2) durchgefihrt. Dieser Mischer war auf 37 °C £ 1 °C temperiert und drehte sich

permanent mit 10 U/min um die eigene horizontale Achse.

10 Wimin [ } ! 7

vt p—_

Abbildung 3.3-2 Schematischer Aufbau des End-over-End-Mischers

Die untersuchten Kapselsysteme waren in permanentem Kontakt mit dem jeweiligen
Freisetzungsmedium (SGF bzw. FeSSIF). Die eingesetzten Kapselsysteme sowie die
verwendeten Inkubationsmedien wurden vor dem Beginn der Inkubationen im Wasserbad
auf 37 °C = 1 °C erwarmt. In vorgelagerten Studien wurde der Gesamtanthocyangehalt jedes
einzelnen Kapselsystems ermittelt und als 100 % gesetzt. Alle durch die Freisetzung
analysierten Werte wurden auf diesen Gesamtanthocyangehalt bezogen als Cy-3-glc
ausgewertet. Die absolute Probenmenge pro Versuchsansatz wurde fir den nicht
verkapselten HBE sowie die einzelnen Kapselsysteme spezifisch berechnet. Diese lag bei

jeweils 0,7 % (m/V) Gesamtanthocyangehalt pro Versuchsansatz.

Unter Berlcksichtigung der Methoden zur  Wirkstofffreisetzung aus festen,
magensaftresistent Uiberzogenen Arzneiformen der gangigen Arzneiblcher (Ph. Eur., USP)
erfolgte eine Inkubation der Proben fur 120 Minuten in SGF. Nach dem geforderten
Mediumwechsel hin zu hoheren pH-Werten schreiben diese Arzneiblicher eine minimale
Inkubationszeit von 45 Minuten vor. In den vorliegenden Versuchsreihen wurden die

Kapselsysteme flr 150 Minuten in dem Medium mit héherem pH-Wert inkubiert, da nach 45-
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minutiger Inkubation noch eine anhaltende Freisetzung der verkapselten Anthocyane zu

beobachten war.

Die Versuche wurden nach der Kontrolle der pH-Werte mit einer Glaselektrode (Inlab® Semi-
Micro, Mettler-Toledo GmbH, GieRen) durch das Zusammengeben von Probe und
Inkubationsmedium mit der Entnahme der ersten Probe zum Zeitpunkt t= 0 Minuten
gestartet. Bei den Inkubationen in FeSSIF wurden anschlieBend 450 U/mL Pankreatin
zugesetzt. Zu definierten Zeitpunkten (10, 20, 30, 45, 60 und 120 Minuten fir Inkubationen in
SGF; 10, 20, 30, 60, 120 und 150 Minuten fur Inkubationen in FeSSIF) wurde jeweils 100 pl
Probe enthommen und zum Stoppen der Enzymreaktion sowie zur Stabilisierung der
freigesetzten Anthocyane mit 900 ul eines Gemisches aus
Ameisenséure / Methanol / doppelt destilliertem Wasser (10/50 /40 V/V/V) versetzt 7
Um die dispergierten Anteile abzutrennen, wurden die Proben flir 5 Minuten bei 11.300*g
zentrifugiert (Eppendorf MiniSpin®, Eppendorf, Hamburg). Die so gewonnenen Uberstande
wurden in HPLC-ProbengefalRe aus Braunglas Uberflihrt und bei -20 °C im Dunkeln gelagert.
Bei den Versuchsansatzen in FeSSIF wurde vor der Entnahme der 100 yl Probe der pH-
Wert mittels 1 N Natriumhydroxid Lésung auf das initiale Level von pH 6,8 justiert ®. Die
Absenkung des pH-Wertes beruht auf der Freisetzung von freien Fettsduren aus den
Phospholipiden, die Bestandteil des Inkubationsmediums sind. Bei den Ansatzen in SGF war
keine Justierung des pH-Wertes notwendig, da sich dieser wahrend der gesamten
Inkubationszeit nicht anderte.

Alle Versuchsansatze wurden dreifach durchgefihrt (n = 3).

3.3.3.2.2 HPLC-UV/Nis-ldentifizierung und -Quantifizierung

Die freigesetzten Anthocyane wurden unter Verwendung eines HPLC-UV/Vis Systems der
Firma Jasco (Gross-Umstadt) bei einer Wellenlange von A: 520 nm vermessen. Anhand
vorhandener Referenzsubstanzen wurden die unterschiedlichen Anthocyane des HBE
charakterisiert und quantifiziert.

Das verwendete HPLC-System setzte sich aus den folgenden Komponenten zusammen:

e Entgaser: DG-2080-53 3-Line Degasser

e Pumpe: PU-2080 Intelligent HPLC-Pump

e Autosampler: AS-2055/2057 Intelligent Autosampler

e Injektor: AS-2055 Plus Intelligent Sampler

e Detektor: UV-2075 Plus Intelligent UV/Vis Detektor (Wellenlange:
A: 520 nm)

e Software: ChromPass Chromatography Data System

Als Saule wurde eine Phenomenex Luna 3 ym C18 (2) 100 A 250 mm x 4,6 mm sowie eine

entsprechende Vorsaule (beide: Phenomenex, Aschaffenburg) verwendet.
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Fur die Messung der 15 Anthocyane des HBE sowie des zugesetzten internen Standards
(IS) wurden 20 pl Probe in das System injiziert. Dabei betrug die Flussrate 0,5 mL/min. Die
mobilen Phasen (FlieBmittel A und B) wurden in einem Gradientensystem (s. Tabelle 3.3-4)
eingesetzt:

Flielmittel A: Wasser / Acetonitril / Ameisensaure (87 / 3 /10 V/V/V) und

FlieBmittel B: Wasser / Acetonitril / Ameisensaure (40 / 50 / 10 V/V/V).

Beide FlieRmittel wurden in einem Gradienten eingesetzt (s. Tabelle 3.3-4)

Tabelle 3.3-4 Zusammensetzung des Gradienten fiir die Auftrennung der Anthocyane mittels HPLC

(nach *°)

. . FlieBmittel A FlieRmittel B Fluss
Zeit [min]

[% (VIV)] [% (VIV)] [mL/min]

0 98 2 0,5
20 86 14 0,5
25 86 14 0,5
33 86 14 0,3
40 86 14 0,3
50 85 15 0,5
55 81 19 0,5
65 80 20 0,5
65,1 1 99 0,5
70 1 99 0,5
70,1 98 2 0,5
75 98 2 0,5

Des Weiteren wurden ein FlieBmittel (FlieBmittel C) zum Spilen der Saule und ein

FlieRmittel (Fliemittel D) zum Spulen der Spritze nach der Injektion verwendet:
FlieBmittel C: Wasser / Acetonitril (40 / 60 V/V) und
FlieBmittel D: Wasser / Acetonitril / Ameisensaure (10/80/ 10 V/VIV)

Die in den Proben enthaltenen Anthocyane wurden Uber die Retentionszeiten mit denen von

Referenzsubstanzen identifiziert .

Die gesamte Quantifizierung der 15 einzelnen
Anthocyane wurde jedoch nur als Cy-3-glc vorgenommen und als Gesamtanthocyangehalt
ausgewertet.

Fir die Kalibrierung wurde das isolierte, reine Cy-3-glc in Laufmittel A geldst und in
Konzentrationen zwischen 0,262 ug/mL bis 62 ug/mL analysiert. Als interner Standard wurde
Delphinidin-2,5-O-diglukpyranosid (Delphin) (0,8 mg/mL) hinzugefligt. Delphin ist ebenfalls
ein  Anthocyan, welches jedoch nicht im verwendeten HBE vorkommt. Die

Absorptionsmaxima des Cy-3-glc und des Delphins liegen beide bei A: 520 nm. Nach der
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Integration der ermittelten Peakflachen beider Substanzen wurde der Quotient gebildet und

% Das Limit der

gegen den Quotienten der jeweiligen Konzentration aufgetragen
Quantifizierung (limit of quantification — LOQ) mit einem Signal-Rausch-Verhaltnis (S/N)
(10:1) schwankte um 0,3 mg/l und das Limit der Detektion (limit of detection — LOD; S/N 3:1)
um 0,1 mg/mL .

Die HPLC-UV/Vis-ldentifizierung und -Quantifizierung erfolgte in Zusammenarbeit mit den

Partnern des Teilprojektes 7 (TU Kaiserslautern).

3.3.3.2.3 Lipidanalytik: Pankreatintest

Die Durchfihrung des Pankreatintests erfolgte analog zu den Freisetzungsuntersuchungen
(s. Kapitel 3.3.3.2.1) in einem End-over-End-Mischer (siehe Abbildung 3.3-2). Die
Inkubationsmedien (FaSSIF und FeSSIF) wurden vor dem Beginn des Experimentes im
Wasserbad auf 37 °C £ 1 °C erwarmt. Die fir jeden Versuchsansatz benétigte Menge an
Emulsion wurde auf 1 % (m/V) Lipidanteil pro Reaktionsgefal kalkuliert. Um den Einfluss der
freien Fettsauren, welche sich in den Verdaumedien aus den Phospholipiden bilden, zu
analysieren, wurde jeweils parallel ein Blindversuch durchgefiihrt. Nach der Kontrolle des
pH-Wertes der Inkubationsmedien mit einer Glaselektrode (Inlab® Semi-Micro, Mettler-
Toledo GmbH, Gielten) wurde der Pankreatintest durch die Zugabe der Doppelemulsion
gestartet. Nach der Entnahme der ersten Probe (t = 0 Minuten) wurde den Ansatzen jeweils
450 U/mL Pankreatin zugesetzt. Zu festgelegten Zeitpunkten (5, 10, 20, 30, 60, 120 min)
wurde der pH-Wert mittels 1 N Natriumhydroxidlosung zu seinem initialen Wert von pH 6,8
justiert. AnschlieRend wurden 100 pl Probe enthommen und mit 900 pl einer Mischung aus
Chloroform / Methanol (50 /50 V/V) verdinnt, um die Enzymreaktion zu stoppen und die
gebildeten Lipidfraktionen in die organische Phase zu uUberfliihren. Zur Abtrennung der
dispergierten Bestandteile wurden die Proben bei 11.300*g fir 5 Minuten zentrifugiert
(Eppendorf MiniSpin®, Eppendorf, Hamburg). Der Uberstand wurde in ein HPLC-
Probengefal® aus Braunglas dberfihrt und bei -18 °C gelagert. Alle Versuche wurden
dreifach durchgefiihrt (n = 3).

3.3.3.2.4 Hochaufldsende Dunnschichtchromatographie (HPTLC)

Die Auftrennung der Lipidfraktionen wurde mittels Hochauflésender
Dunnschichtchromatographie (HPTLC) durchgefuhrt (AMD 2, CAMAG, Muttenz, Schweiz).
Als Elutionsmittel wurde ein elfstufiger Gradient, basierend auf Hexan und Ethylacetat,

verwendet (s. Tabelle 3.3-5).
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Tabelle 3.3-5 Zusammensetzung des elfstufigen Gradienten fir die Auftrennung der Lipidfraktionen
mittels HPTLC

Stufe Hexan Ethylacetat Elutionstrecke

[% (VIV)] [% (VIV)] [mm]

1 70,0 30,0 20,0
2 73,0 27,0 25,1
3 76,0 24,0 30,2
4 79,0 21,0 35,3
5 82,0 18,0 40,4
6 85,0 15,0 45,5
7 88,0 12,0 50,6
8 91,0 9,0 55,7
9 94,0 6,0 60,8
10 97,0 3,0 65,9
11 100,0 0,0 71,0

Zur Fixierung der Lipidfraktionen (Triglyceride, Diglyceride, Monoglyceride und freie
Fettsduren) wurden die entwickelten HPTLC-Platten flr 20 Sekunden in eine wassrige
Kupfersulfatlésung (Kupfersulfat / Phosphorsaure / Methanol 15/ 8 /5 m/m/m) getaucht und
anschlieftend fir 50 Minuten bei 150 °C im Ofen fixiert. Die Lipidderivate wurden in situ
spektrodensitrometrisch bei A: 675 nm (Wolfram-(Halogen)-Lampe) quantifiziert (CAMAG
TLC Scanner 3) ¥. Olsaure ist die am haufigsten vorkommende Fettsdure im verwendeten
Lipid (~ 65 %; analysiert durch St. Wendeler Olsaaten GmbH & Co. KG, St. Wendel). Auf
Grund dessen wurden alle detektierten Acylglyceride als Olsdure und dessen Glyceride
quantifiziert. Fur die Quantifizierung wurden Standardsubstanzen auf jede HPTLC-Platte
aufgetragen. Die Kalkulation der Resultate erfolgte mittels der CAMAG Geratesoftware
winCATS (Version 1.4.2.8121).

3.3.4 Rheologische Untersuchungen an Molkenproteinisolat-Gelen

Alle untersuchten Molkenproteinisolat-Ldsungen wurden aus einer 30%igen (m/m) MPI-
Stammlésung in gereinigtem Wasser hergestellt. Diese Stammlésung wurde vor der
Weiterverarbeitung fir mindestens 12 h bei 2 °C bis 8 °C gelagert, um die Proteine komplett

% AnschlieRend wurde der Ansatz mit gereinigtem Wasser zu einer

zu hydratisieren
15%igen bzw. 20%igen Losung verdinnt. Die Kontrolle der pH-Werte (Soll: pH 6,8) der
verdiinnten Lésungen erfolgte mit einer Glaselektrode (Inlab® Semi-Micro, Mettler-Toledo
GmbH, Giellen). Um die gewinschten Konzentrationen von 15 % (m/m) und 20 % (m/m)
MPI bei einem pH-Wert von pH 1,5 einzustellen, wurde die 30%ige (m/m) MPI-Stammldsung
unter stetigem Rihren mit 1 N Salzsaure langsam auf pH 1,5 justiert. Falls nétig wurde diese

Lésung mit gereinigtem Wasser unter der Kontrolle des pH-Wertes auf die gewiinschte
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Konzentration von 15 % bzw. 20 % MPI verdunnt.

Bis zur Weiterverarbeitung lagerten die hergestellten MPI-Verdinnungen bei 2 °C bis 8 °C.
Direkt vor der Weiterverarbeitung wurden diese Ldsungen unter stetigem Rihren auf
Raumtemperatur erwarmt. Die verwendeten Lésungen lagerten nicht Ianger als sieben Tage

bis zu den jeweiligen Untersuchungen.

3.3.4.1 Gefall-Wasserbad-Methode

In 1,5 mL HPLC-Probengefalen aus Klarglas wurde jeweils 1 mL der zu untersuchenden
MPI-Lésungen geflllt und dicht verschlossen. Dieses Gefald wurde senkrecht in einem
Wasserbad in 2 K Temperaturschritten von 40 °C bis 90 °C inkubiert. Zwischen den
einzelnen Messpunkten wurde eine 5-minitige Aufheizphase eingehalten, damit sich die
vorgegebene Temperatur des Wasserbades in der zu untersuchenden Probe einstellen
konnte. Eine zusétzliche Uberpriifung der digitalen Temperaturanzeige des Wasserbades
erfolgte mit einem externen Thermometer. Bei den jeweiligen Messpunkten wurde das
Probengefal enthommen und horizontal um 180 ° gedreht, um den Sol / Gel-Ubergang zu
visualisieren. Wahrend des Umkehrens des Probengefales wurde deutlich, ob das Sol der
Schwerkraft folgend im Gefald flielt (= Sol) oder ob es bereits geliert war und am
GefaBboden haftete (= Gel). Die angegebenen Temperaturen sind auf ganze Zahlen

gerundete, arithmetische Mittelwerte der dreifachen Versuchsdurchfiihrung (n = 3).

3.3.4.2 Oszillierende Rheologie

Fir oszillierende Messungen wurde ein Rotations-Viskosimeter nach dem Kegel-Platte-
Prinzip verwendet (Physika MCR 301 - Anton Paar, Ostfildern). Dieses Rheometer ist mit
einer temperierbaren Heizeinheit aufgebaut, die es ermdglicht, die Probe kontrolliert zu
erwarmen. Der verwendete Kegel hatte einen Durchmesser von 5 cm und eine Krimmung
von 1 °. Zur Auswertung wurde das Programm Rheoplus (Anton Paar) genutzt, welches das
Speicher (G- und das Verlustmodul (G"*) der Proben bei den jeweiligen

Versuchsdurchflihrungen berechnete.

Die zu untersuchenden MPI-Lésungen (s. Kapitel 3.3.4) wurden zwei unterschiedlichen

Messverfahren unterzogen:

1. einer Temperaturrampe im Temperaturbereich von 25 °C bis 95 °C mit einer Heizrate
von 5 K pro Minute, mit darauf folgenden Messungen beim Abklihlen der Probe. Die
Deformation der Amplitude betrug 5 % bei einer konstanten Frequenz von 1 Hz. Die
Dauer eines Messpunktes betrug 0,5 min. Fur diese Versuchsanordnung wurde
jeweils 1 mL Probe aufgetragen. Nach dem korrekten Einsetzen des Kegels wurden

Uberstehende Probenreste entfernt. So konnte die Abwesenheit von Luftblasen im
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Messsystem sichergestellt werden.

2. einem Frequenztest der auf 25°C abgeklhlten Gele bei konstant bleibender
Temperatur. Die Deformation der Amplitude betrug 5 % bei einer variierenden

Frequenz von 0,1 Hz bis 100 Hz.

Die angegebenen Sol / Gel-Ubergangstemperaturen sind arithmetische Mittelwerte aus den
jeweils dreifach durchgefihrten Messungen (n=3). Die dargestellten Rheogramme

entsprechen einer Auswahl der bei dieser Dreifachbestimmung ermittelten Rheogramme.

3.3.4.3 Benchtop-NMR

Fur die nicht invasive Benchtop-NMR-Analyse wurde ein 20 MHz Benchtop-NMR-System
(Maran DRX2, Oxford Instruments Molecular Bio Tools, Oxford, UK) eingesetzt. Der
verwendete Resonator ist mit einer 18 mm (Durchmesser) groen Probenaufnahmeréhre
bestuckt und Uber die geregelte Luftzufuhr temperierbar. Mit diesem System ist es mdglich,
T4- (Spin-Gitter) und T,- (Spin-Spin) Relaxationszeiten zu ermitteln. Des Weiteren kdnnen
3D-Bilder aufgezeichnet werden (MRl Imaging). Fur diese Arbeit wurden T,-
Relaxationszeiten mittels CPMG-Sequenz bestimmt. Daflr wurde jeweils 1 mL Probe (s.
Kapitel 3.3.4) in ein 1,5 mL HPLC-Probengefal® aus Klarglas gefiillt und im Resonator
erschitterungsfrei positioniert. Der Luftraum Uber der Probe im Probengefald sollte moglichst
gering sein, um stérende Einflisse von verdunstetem Wasser ausschlieRen zu kénnen. Um
die temperaturabhangigen Relaxationszeiten der Proben zu ermitteln, wurde ein
Temperaturprogramm eingestellt. Dieses warmte die Probe von 40 °C bis 90 °C in 2 K-
Schritten auf. Zwischen den einzelnen Temperaturschritten war eine Aufwarmzeit von
5 Minuten gegeben. Bei jedem Temperaturpunkt wurden zwei Messungen im Abstand von
2 Minuten durchgefiihrt, um aufheizbedingte Messfehler auszuschliefen. Die weiteren
Messparameter sind in Tabelle 3.3-6 aufgeflihrt. Die durch das Gerat angezeigte Temperatur
wurde durch Temperaturmessungen von gereinigtem Wasser (ohne Zusatze) mit einem

externen Thermometer Uberprift und bei Abweichungen in der Auswertung angepasst.

Tabelle 3.3-6 Ubersicht tiber die am Benchtop-NMR verwendeten Messparameter

Parameter Wert
Anzahl der Echos NECH 12.288
Verstarkung RG 25
Verzbdgerungszeit RD [s] 12
Anzahl der Scans NS 16
Pulssequenz SEQ CPMG*

*Carr-Purcell-Meiboom-Gill
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Mit Hilfe des Programmes Windows Distributed EXPonential analysis (WinDXP, Oxford
Instruments Molecular Bio Tools) wurden die bei den jeweiligen Temperaturen
aufgezeichneten Relaxationsabfalle mittels der inversen Laplace-Theorie analysiert und die
T,-Relaxationszeiten der Protonen des LOsungsmittels (gereinigtes Wasser) ausgewertet.
Diese T,-Relaxationszeiten der einzelnen Messpunkte wurden fiir jede Probe gegen die
Temperatur aufgetragen. Die Sol / Gel-Ubergangstemperatur wurde graphisch durch den
Schnittpunkt zweier Geraden (1. Gerade: abfallende T,-Relaxationszeitkurve; 2. Gerade:
nach dem Abfall konstante T,-Relaxationszeitkurve) ermittelt. Von diesem Schnittpunkt

wurde das Lot auf die Abszisse gefallt um die Temperatur des Gelpunktes abzulesen.

Fur Vergleiche der To-Relaxationszeiten wurden Spektren der MPI-Ldsungen, von Salzsaure
pH 1,5 sowie von gereinigtem Wasser bei 25 °C aufgezeichnet. Die Gele, die sich wahrend
des Temperaturprogramms gebildet haben, wurden nach dem Abkuhlen ebenfalls bei 25 °C

vermessen.

Die angegebenen Temperaturen sind arithmetische Mittelwerte aus den dreifach
durchgefuhrten Messungen (n=3). Die dargestellten Relaxationszeitverteilungen

entsprechen einer Auswahl der ermittelten Spektren.

3.3.4.4 Prifung der Geltextur

Fur die Ermittlung der Textur der MPI-Gele wurden diese unter Druck mit einem Texture
Analyzer (EZ Test, Shimadzu Europa GmbH, Duisburg) komprimiert. Daflir wurden die MPI-
Lésungen in beidseitig verschlossenen Aluminiumréhrchen (Lange: 3,5 cm, Durchmesser:
1,0 cm) fur 10 Minuten bei 80 °C im Wasserbad geliert. Diese Zeiten entsprechen dem
Verkapselungsprozess des Systems MP (s. Kapitel 3.2.3). Die entstandenen Gelstrange
wurden nach dem Abkihlen aus dem Aluminiumréhrchen entnommen und mit einem
Skalpell in Zylinder geschnitten (Héhe: 0,5 cm, Durchmesser: 1,0 cm). Der Stempel des
Texture Analyzers hatte einen Durchmesser von 1,0cm. Dieser komprimierte den
Gelzylinder mit einer Geschwindigkeit von 0,5 mm/min. Alle 0,1 mm wurde die auf den
Gelzylinder einwirkende Kraft gemessen. Nach 3,0 mm wurde die Belastung von der Probe
genommen. Zur Dekompression wurde der Stempel mit 0,5 mm/min vom Gelzylinder
entfernt. Alle 0,1 mm wurde die Kraft gemessen, die bei der Dekompression auf den
Gelzylinder einwirkte. Es wurden jeweils drei Gelstrange hergestellt, aus deren Mitte die
Gelzylinder geschnitten wurden. Alle Messungen wurden dreifach (n=3) an einem

separaten Gelzylinder durchgeflhrt.
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3.3.5 Datenauswertung

Diese Arbeit stellt eine Pilotstudie dar. Die aus den ermittelten Daten bestimmten
statistischen Parameter (Arithmetische Mittelwerte, Standardabweichungen) beruhen auf der
Annahme, dass die zur Grundlage dienende Grundgesamtheit der Daten normalverteilt ist.
Der Test auf Normalverteilung wurde auf Grund der geringen Stichprobenumfénge (n =3
bzw. n = 4) nicht durchgefuhrt.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Charakterisierung Heidelbeerextrakt
4.1.1 Auftrennung der Anthocyane mittels HPLC-UV/Vis-Spektroskopie

Zu Beginn der Untersuchungen des Heidelbeerextraktes wurden die darin enthaltenen
Anthocyanfraktionen mittels HPLC-UV/Vis aufgespalten (s. 3.3.3.2.2). Das HPLC-UV/Vis
Chromatogramm ist in Abbildung 4.1-1 dargestellt.

[mV]

0 10 20 30 40 50 60 70
[min]
Abbildung 4.1-1 HPLC-UV/Vis Chromatogramm (520 nm — verdinnt in Laufmittel A) der im HBE
vorkommenden Anthocyane: 1: IS (Delphinidin-3,5-O-diglukosid); 2: Del-3-gal; 3: Del-3-glc; 4: Cy-3-
gal; 5: Del-3-ara; 6: Cy-3-glc; 7: Pet-3-gal; 8: Cy-3-ara; 9: Pet-3-glc; 10: Peo-3-gal; 11: Pet-3-ara; 12:
Peo-3-glc; 13: Mal-3-gal; 14: Peo-3-ara; 15: Mal-3-glc; 16: Mal-3-ara

Die 15 Anthocyanfraktionen des HBE konnten erfolgreich aufgetrennt werden. Durch die
Integration der einzelnen Peaks wurde der jeweilige Gesamtanthocyangehalt der
Kapselsysteme (als Cy-3-glc angegeben) ermittelt. Auf diesen Ergebnissen basierend

wurden die einzelnen Proben der folgenden Kapitel quantitativ ausgewertet.

4.1.2 Loésen des HBE in Puffersystemen

Fur die im folgenden Kapitel (4.1.2.1) bestimmte antioxidative Kapazitat der HBE-
Anthocyane wurde der HBE in drei Puffermedien gel6st (s. Kapitel 3.3.1). Mit diesen drei
Medien sollte der gesamte pH-Bereich dargestellt werden: der stark saure pH-Bereich (HCI
pH 1,5), der neutrale pH-Bereich (Trizma®-Puffer pH 7,0) sowie der alkalische pH-Bereich
(Carbonatpuffer pH 10,0). Der Gesamtanthocyangehalt wurde mittels HPLC-UV/Vis-
Spektroskopie bestimmt (s. 3.3.3.2.2) und als Cy-3-glc dargestellt (s. Tabelle 4.1-2). Bei den
verwendeten Medien sank der eingestellte pH-Wert rapide ab. Die Pufferkapazitat des
Trizma®-Puffers sowie des Carbonatpuffers reichte nicht aus um den jeweils eingestellten
pH-Wert aufrecht zu erhalten (s. Tabelle 4.1-1).
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Tabelle 4.1-1 Anderung des pH-Wertes von verschiedenen Medien nach der Zugabe von 10 % (m/m)
HBE

pH-Wert
System .
ohne HBE  mit HBE
HCI 1,50 1,34
Trizma®-Puffer 7,00 1,76
Carbonatpuffer 10,00 4,60

Begriindet wird dies mit dem Herstellungsverfahren des Heidelbeerextraktes. Dabei wird der
Heidelbeertrester mit einer methanolischen Citronensaurelésung pH 1-3 behandelt um die
Anthocyane zu extrahieren. Beim Trocknen der anthocyanhaltigen HBE-L6sung kristallisiert

die Citronensaure aus und bleibt im anthocyanhaltigen Extrakt zuriick.

Die Einflussnahme des HBE auf den pH-Wert wurde durch das Ldsen von 10 % (m/m) HBE
in gereinigtem Wasser getestet. Diese LOsung hatte eine pH-Wert von pH 1,8. Dieser
anderte sich auch bei einer weiteren Inkubation von 24 h nicht. Der resultierende pH-Wert

war direkt durch das Lésen des Heidelbeerextraktes eingestellt.

4.1.2.1 Antioxidatives Potential der Heidelbeerextrakt-Anthocyane

Als antioxidatives Potential einer natlrlichen Substanz wird deren Fahigkeit bezeichnet, freie
Radikale zu reduzieren bzw. die Bildung freier reaktiver Radikale anderer Substanzen zu
verhindern %> Fir die Bestimmung des antioxidativen Potentials gibt es eine Vielzahl an
Methoden, die auf photometrischen, elektrochemischen oder Chemilumineszenz-Analysen
basieren. Der Grofdteil dieser Methoden, wie beispielsweise der TEAC- und der DPPH-
Assay, beruhen auf photometrischen Analysen %'°1%2 Beiden Assays liegt die Reaktion von
Radikalen (ABTS  bzw. DPPH') mit den zu testenden Antioxidantien zugrunde. Die nicht
invasive Elektronenspinresonanz-Spektroskopie (ESR) ist eine weitere Methode, die in der
Bestimmung des antioxidativen Potentials immer &fter eingesetzt wird °'%'% Der Vorteil
der ESR gegenlber den herkdémmlichen Methoden ist ihre Spezifitdt auf Grund der
Ausbildung von charakteristischen Signalen. Durch den Einsatz verschiedener Spinsonden
ist es mdglich, zwischen phenolischen und nicht phenolischen Antioxidantien zu
unterscheiden %°.

Mittels der ESR koénnen freie Radikale oder paramagnetische Verbindungen detektiert
werden. Proben, die keine Radikalmolekiile enthalten, sind ESR-stumm. Diesen Proben
konnen zur Charakterisierung stabile Radikalmolekiile, sogenannte Spinsonden, zugesetzt

werden 05107

. Mittels ESR konnen ebenfalls kurzlebige Radikale detektiert werden, die
wahrend eines Lagerungs- oder Produktionsprozesses entstehen. Dazu werden den zu
untersuchenden Proben sogenannte Spin Traps zugesetzt. Die in der Probe intermediar

entstehenden kurzlebigen Radikale wandeln die Spin-Traps zu stabilen Radikalen um, die
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mittels ESR detektiert werden kénnen. Die ESR-Spektroskopie wird in der Pharmazie bereits
vielfaltig angewendet. Beispiele sind die Charakterisierung von Gelen und Implantaten "%"°,
die Charakterisierung von nanoskaligen Arzneistofftragersystemen %%’ die Messung von

Sauerstoffkonzentrationen "' und von pH-Werten 2.

Der reine HBE ist ESR-stumm, da er keine freien Radikale bzw. paramagnetischen
Verbindungen enthalt. Die dem HBE zugesetzte Spinsonde TEMPOL ist ein stabiles
Nitroxidradikal (s. 3.3.1.1) und gibt ein Signal, welches aus drei Linien besteht (s. Abbildung
4.1-2). In diesem Versuchsaufbau simuliert TEMPOL durch seine Nitroxidstruktur (NO) die
im menschlichen Organismus vorkommenden reaktiven Sauerstoffspezies (ROS). Durch die
Veranderung der Signalamplitude (A) des TEMPOL-Signals ist die Interaktion zwischen den
im HBE enthaltenen Anthocyanen und dem TEMPOL ersichtlich (vergleich Abbildung 4.1-2 a

und c).
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Abbildung 4.1-2 ESR-Spektren von 5 mmol TEMPOL in Trizma®-Puffer pH 7: a) direkt nach der
TEMPOL-Zugabe, b) nach 30-mindtiger Inkubation und c¢) nach 30-minitiger Inkubation mit
10 % (m/m) HBE-Zusatz. In Teil a) ist die Amplitude (A) der ausgewerteten mittleren Linie

gekennzeichnet.

Abbildung 4.1-2 a) zeigt das Spektrum von 5mmol TEMPOL in Trizma®-Puffer pH 7.
Wahrend der 30-miniitigen Inkubation des Trizma®-Puffers pH 7 mit 5 mmol TEMPOL zeigen
sich keine Veranderungen der Amplitude im ESR-Spektrum (s. Abbildung 4.1-2 a und b),

was die Stabilitdt der verwendeten Spinsonde in diesem Medium belegt.
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Die Stabilitat von TEMPOL bei den weiteren untersuchten pH-Werten pH 1,5 und pH 10
wurde durch die Inkubation der Spinsonde in dem jeweiligen Inkubationsmedium ohne HBE
Zusatz bewiesen (s. Abbildung 4.1-4 — nicht ausgefiillte Symbole). Die Signalamplitude blieb
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum des jeweiligen pH-Wertes konstant. Ein Einfluss

des pH-Wertes auf die Abnahme der Signalamplitude wurde daher ausgeschlossen.

Bedingt durch die Absenkung des pH-Wertes durch den HBE haben die Puffersysteme mit
HBE Zusatz einen geringeren pH-Wert als die Referenzlésungen. Dies ist in der folgenden
Diskussion berticksichtigt. Durch die Zugabe von TEMPOL zu dem 10 % (m/m) HBE-haltigen
Medium pH 7 (resultierender pH-Wert 1,76) nahm die Signalamplitude wahrend der 30-
minUtigen Inkubation ab (Abbildung 4.1-2 a und c). Der Signalabnahme liegt die Reduktion
der Nitroxylgruppe des TEMPOLs zum ESR-stummen Hydroxylamin durch die Anthocyane
(Flavyliumkation) zu Grunde (s. Abbildung 4.1-3).

OH OH

Semichinon-Radikal Chinon

HiC CHsy H;C CH;y

He | o HC T CHy
O o

Anthocyan-Grundstruktur Hydroxylamin
(Flavyliumkation)

Abbildung 4.1-3 Reaktion zwischen einem Flavyliumkation und der Spinsonde TEMPOL zum Chinon
bei pH 1,5 (modifiziert nach ™)

Ein Vergleich des Abfalls der Signalamplituden der drei verschiedenen Priflosungen mit
10 % (m/m) HBE ist in Abbildung 4.1-4 dargestellt. Die Signalhalbwertszeit der jeweiligen
Priflosungen ist durch die Parallele zur Abszisse bei der relativen Signalamplitude von 0,5
gekennzeichnet. Der starkste Abfall der Amplitude ist bei einem pH-Wert von pH 1,5 (ist:
pH 1,34) zu beobachten, der schwachste bei pH 10 (ist: pH 4,6). Im Vergleich mit den
Gehaltsangaben in Tabelle 4.1-2 ist ersichtlich, dass der Abfall der Amplitude

konzentrationsabhangig ist.
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Tabelle 4.1-2 Gesamtanthocyangehalt (berechnet als Cy-3-glc) der verwendeten HBE-Lésungen im
Vergleich mit den Signalhalbwertszeiten der TEMPOL-LSsungen

Medien resultierender pH-Wert ~ Gesamtanthocyangehalt ~ Signalhalbwertszeit
HClpH 1,5 1,34 2,1000 % 16 £ 1 min
Trizma®-Puffer pH7 1,76 1,7000 % 30 £ 2 min
Carbonatpuffer pH 10 4,60 0,0039 % 84 + 2 min

1,0 ¥

0l ¥

0,61

0,4

0,24

relative Signalamplitude

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Zeit [min]
Abbildung 4.1-4 Abfall der relativen Signalamplitude der Spinsonde TEMPOL wahrend der Inkubation
in drei Medien mit unterschiedlichen pH-Werten (pH 1,34 @; pH 1,76 A; pH 4,60 V). Die nicht
ausgefillten Symbole stellen die Vergleichsmessungen von TEMPOL in den jeweiligen Medien ohne
HBE-Zusatz dar (pH 1,5 O; pH7 A; pH 10 V). Durch die Parallele zur Abszisse bei der relativen
Signalamplitude von 0,5 wird die Halbwertszeit des Signals angezeigt.

Der schnelle Abfall der Signalamplitude ist mit dem hdchsten Anthocyangehalt bei pH 1,5
verknupft (2,1 %). Begrindet ist dies mit der strukturellen Stabilitdt der Anthocyane, die bei
diesem stark sauren pH-Milieu als antioxidativ wirksames Flavyliumkation vorliegen *. Terao
postulierte mehrere Strukturmerkmale, die fur die antioxidative Wirkung der Anthocyane
verantwortlich sind: zum einen die o-Dihydroxylstruktur am Ring B und zum anderen jeweils
eine Hydroxylgruppe an Position 3 (Ringe C) und 5 (Ringe A) (Abbildung 4.1-3) '. Das
Gleichgewicht der oben beschriebenen Strukturmerkmale am Ring B ist bei schwach sauren
pH-Werten um pH 4,60 zur chinoiden Base verschoben (s. Kapitel 2.1). Diese Strukturen
sind weniger antioxidativ wirksam als das Flavyliumkation. Die Umwandlung wird durch den
Konzentrationsabfall der Anthocyane in dem Priufmedium deutlich (0,0039 %). Diese
Ergebnisse zeigen, dass der HBE bei stark sauren pH-Milieus um pH 1-2 verkapselt werden
sollte, um eine optimale antioxidative Wirkung der Anthocyane zu ermdglichen (s. Kapitel
2.1).
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4.2 Lipidmikrokapseln (LMK)

Bei der Entwicklung der Lipidmikrokapseln stand die Vorgabe im Vordergrund, Hilfsstoffe, die
sowohl in der Lebensmittel- als auch in der pharmazeutischen Industrie eingesetzt werden,
anzuwenden. Auf organische Losungsmittel sollte auf Grund der Toxizitdt wahrend des
Herstellungsprozesses verzichtet werden. In Anlehnung an die Arbeit von Matsumoto et al.
wurden Sorbitanfettsdureester (Span®) und Saccharoseester als Emulgatoren eingesetzt .
Tabelle 4.2-1 zeigt die E-Nummern der zur Herstellung der LMK eingesetzten Hilfsstoffe

nach ZZulV.

Tabelle 4.2-1 Ubersicht iber die E-Nummern der fiir die LMK verwendeten Stoffe

Stoff E-Nummer
Saccharoseester S-370 473
Span® 80 494
Hartfett *
Heidelbeerextrakt 163

*gilt als Lebensmittel und nicht als
Zusatzstoff und hat daher keine E-
Nummer

4.2.1 Entwicklung der Lipidmikrokapseln
4.2.1.1 Hartfetttyp

Fir das Hullmaterial wurden zwei Hartfetttypen ausgewahlt, die sich vor allem in ihren
Schmelzbereichen unterscheiden (s. 3.1.2). Bei den jeweiligen Herstellungsversuchen blieb
die Zusammensetzung der weiteren Bestandteile unverandert. Die Unterschiede der mit den
beiden Witepsol®-Typen gebildeten Lipidmikrokapseln wurden hinsichtlich ihrer
Inkorporationsrate und ihrer Partikelgrofe ausgewertet. Abbildung 4.2-1 vergleicht die
Ergebnisse der Kapselherstellung mittels Becherglasmethode aus Witepsol® W 35 und
Witepsol® E 76. Im Hinblick auf die Inkorporationsrate (Abbildung 4.2-1 a) zeigt
Witepsol® W 35 mit 87 + 2 % ein, bei einer geringeren Streuung der Einzelwerte um den
Mittelwert, hdheres Inkorporationsvermégen als Witepsol® E 76 mit 78 + 4 %. Im Vergleich
der Partikelgrofienverteilung der beiden Hartfetttypen (s. Abbildung 4.2-1 b) zeigt sich
hinsichtlich des dos ein Unterschied von etwa 50 um. Der dos-Wert flr WitepsoI®W 35 liegt
bei 203 +24 ym, der von Witepsol® E 76 bei 155+ 17 um. Bei der Betrachtung des
Kurvenverlaufes zeigt Witepsol® W 35 die engere Verteilung. Auf der Grundlage der
besseren Inkorporation mit den aus Witepsol® W 35 entwickelten Kapseln wurde die weitere
Entwicklung der LMK mit Witepsol® W 35 fortgefiihrt.
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Abbildung 4.2-1 Vergleich der hergestellten Lipidmikrokapseln aus den verwendeten Hartfetttypen
Witepsol® W 35 und Witepsol® E 76 hinsichtlich (a) des Inkorporationsverhaltens (O Mittelwert; +
einzelne Messwerte) und (b) der PartikelgroRe (--- Witepsol® W 35; — Witepsol® E 76).

4.2.1.2 Ermittlung der Emulgatoren und deren Konzentrationen

Ein weiteres Ziel der Entwicklung des LMK-Systems war es, ohne den Einsatz von
Emulgatoren zu arbeiten bzw. die Konzentration der Emulgatoren so gering wie mdglich zu
halten. In Vorversuchen ohne den Einsatz von Emulgatoren zeigte sich jedoch eine breite
PartikelgréRenverteilung und eine schlechte Inkorporation der wassrigen Phase. Aus diesem
Grund wurde die Entwicklung der LMK mit dem Einsatz von Emulgatoren weiter fortgefihrt.
Eine Emulgatorenklasse, die sowohl in der Lebensmittel- als auch in der pharmazeutischen
Industrie eingesetzt wird, sind die Saccharoseester. Diese haben eine geringe Toxizitat, eine
gute Biokompatibilitit und sind sehr gut bioabbaubar "'*'®. In der Lebensmittelindustrie
werden Saccharoseester zur Stabilisierung von Emulsionen oder zur Solubilisierung von
Instantpulvern eingesetzt '"’. In der pharmazeutischen Industrie werden Saccharoseester
beispielsweise als Schmiermittel beim Pressen von Tabletten, als amphiphile Stabilisatoren
sowie als Matrix fir retardierte Freisetzungen angewendet ''®''°. Eingesetzt wurde der
Saccharoseester S-370 (HLB 3). Laut ZZulV besteht keine Hochstmengengrenze (gs) an
Saccharoseestern  fir  Nahrungsergéanzungsmittel. Durch die Einarbeitung des
Saccharoseesters war die Inkorporationsrate der wassrigen Phase verbessert, jedoch nicht
optimal. Aus diesem Grund wurde ein weiterer W/O-Emulgator aus der Klasse der
Sorbitanfettsdureester, Span®80 (HLB 4,3), hinzugefiigt. Sorbitanfettsaureester werden
ebenfalls zur Stabilisierung von Emulsionen und zur Solubilisierung in der Nahrungsmittel- '”
und in der pharmazeutischen Industrie eingesetzt. Fiir Span® 80 gibt es laut ZZulV, wie bei
Saccharoseestern, keine Hoéchstmengenbegrenzung (gqs) fur den Einsatz in
Nahrungserganzungsmitteln. Die Konzentrationen der beiden Emulgatoren wurden empirisch
ermittelt. Als optimal in Bezug auf die resultierende Kapselgrélle und das

Inkorporationsverhalten erwies sich jeweils ein 5%iger Zusatz (bezogen auf das Hartfett) der

47



4. Ergebnisse und Diskussion

beiden Emulgatoren. Eine héhere Konzentration der beiden Emulgatoren fiihrte zu einem
schlechteren Inkorporationsverhalten. Von einer  weiteren  Absenkung der
Emulgatorenkonzentration wurde abgesehen. Vorversuche zeigten, dass die daraus
resultierenden Kapseln nach der Filtration und Trocknung mechanisch nicht stabil waren und
zusammenklebten. Des Weiteren wurde der Einsatz des in Eiern und Soja natlrlich
vorkommenden Emulgators Lecithin (E 322) untersucht. Hierbei kam es wahrend des
Herstellungsprozesses zu Aggregatbildungen des Hartfetts. Aus diesem Grund wurde die

Weiterentwicklung der LMK mit Lecithin nicht fortgesetzt.

4.2.1.3 Variation des Volumens der inneren Phase

Um den Einfluss des Volumens der inneren Phase (W,-Phase) auf die Inkorporationsrate zu
ermitteln, wurden die Lipidmikrokapseln mit variierenden Anteilen der W;-Phase hergestellt
(s. Abbildung 4.2-2). Bei allen drei unterschiedlichen Volumina wurden feste LMK hergestellt,
die auch nach dem Filtrieren und dem anschlielenden Trocknen mechanisch stabil waren.
Die Abhangigkeit der Inkorporationsrate vom Anteil der W4-Phase ist in Abbildung 4.2-2 a)
dargestellt. Mit steigendem Anteil der Wq-Phase nimmt die Inkorporationsrate ab. Dabei
steigt die Streuung der Einzelmesswerte an. Die absoluten Inkorporationswerte der
verkapselten Anthocyane zeigt Tabelle 4.2-2. Der durchschnittliche absolute
Anthocyangehalt ist bei den Kapseln, die mit 40 % (V/m) innerer Phase hergestellt wurden,

am hochsten.
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Abbildung 4.2-2 Vergleich der hergestellten Lipidmikrokapseln mit variierendem Volumen der W;-
Phase hinsichtlich (a) des Inkorporationsverhaltens (O Mittelwert; + einzelne Messwerte) und (b) der
KapselgroRe (— 20 % (V/m) W,-Phase; --- 40 % (V/m) W4-Phase; " 60 % (V/m) W,-Phase).
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Tabelle 4.2-2 Durchschnittlicher absoluter Anthocyangehalt der hergestellten LMK in Abhangigkeit

vom Anteil der W;-Phase.

Anteil Wi-Phase  Inkorporierte Anthocyane

[% (V/m)] [mg pro g LMK]
20 1,25 + 0,05
40 2,23+0,15
60 2,00 £ 0,70

In Abbildung 4.2-2 b) ist die PartikelgroRenverteilung der mit den unterschiedlichen Anteilen
der Wy-Phase hergestellten Kapseln dargestellt. Aus den Daten geht hervor, dass die W-
Phase keinen Einfluss auf die GroRe der Kapseln hat. Die ds-Werte der einzelnen
Messreihen  unterscheiden sich kaum. Der Unterschied der Breite der
PartikelgroRenverteilung ist vernachlassigbar. Bei der mikroskopischen Betrachtung (Daten
nicht gezeigt) zeigte sich, dass das Verhaltnis der Lipidhille zum anthocyanhaltigen Kern mit

steigendem Anteil der W;-Phase abnimmt.

Tabelle 4.2-3 Vergleich des Medians d o 5) in Abhangigkeit von der Variation der W;-Phase.

Anteil W,-Phase d0,50)

[% (V/im)] [bm]
20 189 + 15
40 203 + 24
60 215+ 7

Auf Grund der erzielten Daten wurde die weitere Charakterisierung der LMK hinsichtlich der
hdheren Verluste an Anthocyanlésung bei der Einarbeitung von 40 % (V/m) W;-Phase mit
20 % (V/m) innerer Phase durchgefuhrt.

4.2.1.4 Zusammenfassung der Entwicklung der LMK
Die in Tabelle 4.2-4 dargestelite Rezeptur wurde aus den Entwicklungsdaten
herausgearbeitet. Alle weiteren Charakterisierungsschritte wurden mit LMK dieser

Zusammensetzung durchgefihrt.

49



4. Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.2-4 Aus den Entwicklungsdaten ermittelte Zusammensetzung der LMK

Saccharoseester S370 5 % (m/m)
Span® 80 5 % (m/m)
Witepsol® W 35 zu 100 % (m/m)
Anthocyanlésung pH 2 20 % (V/m)

4.2.2 Becherglasmethode

Fur die Herstellung der LMK wurden die Emulgatoren und das Hartfett in einem Becherglas
unter stetigem Ruhren zur Klarschmelze des Hartfetts geschmolzen. Zu dieser Klarschmelze
wurde die Anthocyanlésung pH 2 gegeben. Um einen vorzeitigen Abbau der Anthocyane zu
vermeiden, wurde die Anthocyanlosung pH 2 vor der Zugabe nicht erwarmt. Die bei diesem
Schritt entstehende W;/O-Emulsion wurde nach 5 Minuten stetigem Ruhren bei 600 U/min
durch eine Einmalspritze in 60 °C warmes gereinigtes Wasser gegeben, wodurch eine
W,/O/Wo-Doppelemulsion entstand. Die Homogenisierung der W4/O/W>-Doppelemulsion in
diesem Herstellungsschritt wurde zunachst unter Einsatz eines Ultra Turrax® durchgefiihrt.
Es zeigte sich jedoch ein zu groRRer Verlust an Verkapselungsmaterial an den Wandungen
des Ultra Turax®. Dieser Verlust ist auf die schlechte Temperierbarkeit des
Dispergierwerkzeugs des Ultra Turrax® zuriickzufiilhren. Die Temperatur des
Dispergierwerkzeugs liel} das Hartfett an dem Dispergierstab erstarren. Aus diesem Grund
wurde auf den Einsatz des Ultra Turrax® verzichtet und stattdessen weiterhin stetig mit
einem Magnetrihrer gerlhrt. Die Herstellung in einem Becherglas unter Einsatz eines

Magnetriihrsystems zeigte keine Verluste des Verkapselungsmaterials.

Witepsol” W 35 gereinigtes Wasser
+ 5,0 % (m/m) Saccharoseester S-370 + 20 % (V/m) Anthocyanlésung pH 2+ 10,0 % (V) W,/O-Emulsion
+ 5,0 % (m/m) Span” 80

—>

Magnetriihrer Magnetriihrer Magnetriihrer Magnetriihrer
W, /O-Emulsion W /O/W._-Doppelemulsion Eisbad

60 °C 60 °C 60 °C bis 30 °C
600 U/min - 5 min 600 U/min - 2,5 min 600 U/min

Abbildung 4.2-3 Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses der Lipidmikrokapseln (LMK)
mittels Becherglasmethode.

Durch das Abklhlen der W4/O/W,-Doppelemulsion unter den Schmelzpunkt des Hartfetts auf
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30 °C in einem Becherglas mit einer Eis-Ummantelung wird die Lipidphase fest. Dadurch
bildet sich eine feste Kapselhiille um die eingeschlossenen, flissigen anthocyanhaltigen
Kerne. Im Anschluss an die Herstellung wurden die Kapseln durch Vakuumfiltration durch
einen Buchnertrichter von dem Dispersionsmittel getrennt und im geschlossenen Exsikkator
bei RT getrocknet. Eine schematische Darstellung der Herstellung der LMK Kapseln mittels
Becherglasmethode unter genauer Angabe der eingesetzten Bestandteile zeigt Abbildung
4.2-3.

Die mittels UV/Vis-spektroskopischer Methode (s. Kapitel 3.3.2.1 folgende) ermittelte

Inkorporationsrate dieser Kapseln betrug 87 + 2 %.

423 SpeedMixer™

Um den Herstellungsprozess zu vereinfachen und die LMK mit einer kirzeren
Temperaturbelastung herzustellen, wurde die Herstellung der optimierten Rezeptur mittels
Becherglasmethode auf den SpeedMixer™ (bertragen. Ziel war es, bei dem
Herstellungsprozess im SpeedMixer™ keine zusatzlichen Hilfsstoffe zu verwenden. Die
Reproduzierbarkeit der Kapselherstellung sollte im Vergleich zur Becherglasmethode
verbessert sein, da der Prozess des manuellen Einspritzens der W;/O-Emulsion in das

gereinigte Wasser durch das Mischprinzip des SpeedMixers™ ersetzt wurde.

Der SpeedMixer™ wird vor allem in der chemischen Industrie zur Verarbeitung und
Mischung von Farben, Lacken und Olen angewendet. In der Pharmazie wird der
SpeedMixer™ bisher selten eingesetzt. Einige Anwendungsgebiete sind die Herstellung von

Phospholipidgelen sowie von Liposomen %212

In einer Kunststoffkruke wurden das Hartfett und die beiden Emulgatoren im Wasserbad
unter stetigem Rihren zur Klarschmelze erhitzt. In diese Schmelze wurde unter
kontinuierlichem Rihren die Anthocyanldsung pH 2 gegeben. Nach der AbklUhlung auf etwa
37 °C wurde zu diesem Ansatz die doppelte Ansatzmenge auf 40 °C erwarmtes gereinigtes
Wasser gegeben. Direkt nach der Zugabe des gereinigten Wassers wurde die
Kunststoffkruke verschlossen und im SpeedMixer™ fiir 2 Minuten bei 3500 U/min und daran
nahtlos anschlieBend flir 2 Minuten bei 500 U/min zentrifugiert. Wahrend des
Herstellungsprozesses im SpeedMixer™ kiihlte sich der Ansatz um etwa 10 °C ab. Dadurch
konnte der Abkiihlungsschritt im Eisbad ausgelassen werden. Die Kapseln wurden direkt im
Anschluss mittels Vakuumfiltration durch einen Bulchnertrichter vom Dispersionsmedium
getrennt. Anschlielend wurden sie zur Trocknung bei RT im Exsikkator gelagert. Eine
schematische Darstellung der Herstellung der LMK mittels SpeedMixer™ unter genauer

Angabe der eingesetzten Bestandteile zeigt Abbildung 4.2-4.
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Witepsol® W 35
+ 5,0 % (m/m) Saccharoseester S-370 + 20 % (V/m) Anthocyanldsung pH 2  + doppelte Ansatzmenge
+ 5,0 % (m/m) Span” 80 gereinigtes Wasser
o
82 &°
08
00 @0
@00
Magnetriihrer Magnetriihrer SpeedMixer™
W,/O-Emulsion W./O/W, -Doppelemulsion
45°C 37°C 3r°c

3500 U/min - 2 min
500 U/min - 2 min

Abbildung 4.2-4 Schematische Darstellung des Herstellungsprozesses der Lipidmikrokapseln (LMK)

mittels SpeedMixer™.

Auf Grund der durch die Charakterisierung erzielten Ergebnisse (s. Kapitel 4.2.4.1 und
424.2), wurden die Inkorporationsrate der mittels SpeedMixer™ hergestellten

Lipidmikrokapseln nicht bestimmt.

4.2.4 Charakterisierung der Lipidmikrokapseln

4.2.4.1 Lichtmikroskopie

Zur ersten Charakterisierung der entwickelten Lipidmikrokapseln wurde die Lichtmikroskopie
angewendet. Durch dieses einfach durchzufiihrende, nichtinvasive bildgebende Verfahren
war eine erste Bewertung der jeweiligen Ansatze maoglich.

Abbildung 4.2-5 a) =zeigt eine durchlichtmikroskopische Darstellung der mittels
Becherglasmethode hergestellten Kapseln. Bei den runden Kapseln sind deutliche
Einschlisse des Heidelbeerextraktes zu erkennen. Das Kern-Hulle-Verhaltnis variiert
zwischen den einzelnen LMK stark. Die Kapseln weisen teilweise mehrere Kerne auf.
Aulerdem ist ersichtlich, dass die PartikelgroRe nicht einheitlich verteilt ist. Die Aufsicht auf
die Kapseln (s. Abbildung 4.2-5 b) bestatigt diese Beobachtungen. Die unterschiedlich
intensive Farbung der LMK zeigt ein zu Gunsten des Kerns verschobenes Kern-Hiille-
Verhaltnis und eine starkere Inkorporation. Auch aus diesem mikroskopischen Ausschnitt ist
ersichtlich, dass keine einheitliche PartikelgroRenverteilung vorliegt. Deutlich ist jedoch, dass

die Kapseln alle eine spharische Form aufweisen.
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Abbildung 4.2-5 Mikroskopische Darstellung der mlttels Becherglasmethode hergestellten
Lipidmikrokapseln: a) Durchlicht-Mikroskop, b) Auflicht-Mikroskop

Abbildung 4.2-6 a) zeigt die durchlichtmikroskopische Darstellung der mittels SpeedMixer™
hergestellten LMK. Die nicht einheitlich geformten Kapseln weisen nur geringe Einschlisse
des Heidelbeerextraktes auf. Es sind keine definierten Kerne zu erkennen. Die Partikelgrole
der entwickelten Kapseln variiert stark. Die aufsichtmikroskopische Darstellung (s. Abbildung
4.2-6 b) bestatigt die nicht einheitliche Partikelform. Im Gegensatz zu der
durchlichtmikroskopischen Abbildung sind die Kapseln einheitlich rot gefarbt, ohne dass
Kerne innerhalb der Kapseln erkennbar sind. Diese rote Farbung liegt im
Herstellungsprozess der LMK mittels SpeedMixer™ begriindet. Die Verkapselungsrate (nicht
bestimmt) ist offensichtlich sehr gering, was sich auch in einer tief roten Farbe des
Dispersionsmediums auflerte. An die Herstellung anschliefiend wurden die LMK abfiltriert.
Dabei fiel ein Teil der im Dispersionsmittel gelésten Anthocyane auf dem Kapselkuchen im
Filter aus. Die im auflichtmikroskopischen Bild zu sehende Farbung der LMK kommt daher
nicht durch die Inkorporation, sondern durch die Anhaftung der Anthocyane an die aullere

Hulle zustande.

der mittels

Abbildung 4.2-6 Darstellung

Lipidmikrokapseln: a) Durchlicht-Mikroskop, b) Auflicht-Mikroskop

Mikroskopische SpeedMlxer hergestellten

Aus diesen Ergebnissen abgeleitet zeigt sich, dass die mittels Becherglasmethode
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hergestellten LMK rein visuell bessere Eigenschaften bezlglich der Kapselform und -gréfie

sowie der Inkorporation besitzen.

4.2.4.2 Statische Lichtstreuung (LD)

Zur vergleichenden Charakterisierung der Groflen der entwickelten LMK wurden diese
mittels statischer Lichtstreuung vermessen. Die Auswertung ist unter Anwendung der
Fraunhofer-Theorie durchgefuhrt worden, da die Partikel wesentlich groRer als die
Wellenlange des Messlichtes (s. Kapitel 3.3.2.3) und nicht transparent sind *'?'. Dadurch
hangt das Streumuster ausschlieBlich von der TeilchengréRe ab. Die Fraunhofer-Theorie
besagt, dass kugelférmige Partikel, denen eine Linse nachgeschaltet ist, in deren Brennweite
ein von der Partikelgrolle abhangiges radialsymmetrisches Beugungsbild erzeugen. Ein
Vorteil gegenlber der Mie-Theorie ist, dass zur Bestimmung der PartikelgroRe nach
Fraunhofer keine Brechungsindizes der Partikel und des Dispersionsmediums bendtigt
werden.

Abbildung 4.2-7 zeigt die Ergebnisse der Charakterisierung der LMK mittels statischer
Lichtstreuung. Im Vergleich der beiden volumengewichteten PartikelgroRenverteilungen
zeigen die mit der Becherglasmethode hergestellten LMK eine schmalere und
symmetrischere GréRenverteilung als die mit dem SpeedMixer™ hergestellten Kapseln. Die
engere Grofienverteilung wird durch den steileren Anstieg der Summenverteilung der mittels

Becherglasmethode im Vergleich zu den mittels SpeedMixer™ hergesteliten LMK
verdeutlicht.

121

10+

Volumenverteilung [%]
o))
Summenverteilung [%]

PartikelgroRe [um]

Abbildung 4.2-7 Vergleich der PartikelgrofRenverteilung der mittels Becherglasmethode (—) und
™
(

mittels SpeedMixer ™ (---) hergestellten Lipidmikrokapseln.

Der Vergleich der charakteristischen Partikeldurchmesser d 1), dos und dpg (s. Tabelle
4.2-5) zeigt, dass der Anteil kleiner Partikel bei den Ansatzen, die mittels SpeedMixer™
hergestellt worden sind, geringer ist. Bei einer rein visuellen Betrachtung der beiden
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Versuchsansitze zeigen sich bei der SpeedMixer™-Methode mehr nicht zu Kapseln
generierte Lipidreste. Diese stellen einen Zusammenschluss von kleinen Partikeln dar.
Dadurch ist bei diesen Ansatzen der Anteil kleiner Partikel vermindert. Der Median (do5)) der
mit den unterschiedlichen Methoden entwickelten LMK ist mit 203 £ 24 ym flr die
Becherglasmethode bzw. 213 + 19 pm fiir den SpeedMixer™ vergleichbar. Der d(o,9-Wert der
mittels SpeedMixer™ hergestellten LMK ist mit 454 + 17 ym jedoch tber 100 um gréRer als
der Vergleichswert der mittels Becherglasmethode entwickelten LMK. Dies zeigt den relativ

hohen Anteil an gréReren LMK bzw. Lipidresten in der Probe.

Tabelle 4.2-5 Ubersicht der charakteristischen Partikeldurchmesser d(0,1), do5) und diog) der mittels

Becherglasmethode und mittels SpeedMixer™ hergestellten Lipidmikrokapseln.

do. dio.s) dio.9)

[um] [um] [um]
Becherglasmethode 124 +29 203124 31723
SpeedMixer™ 80+10 213+19 454 +17

Die durch die lichtmikroskopische Analyse gewonnenen Erkenntnisse bezuglich der breiten
PartikelgroRenverteilung beider Herstellungsmethoden werden durch diese Ergebnisse
bestatigt. Die durch die statische Lichtstreuung gewonnenen Detailinformationen zeigen,
dass die Partikelgrofienverteilung der anhand der Becherglasmethode hergestellten LMK

zwar nicht optimal, aber dennoch gut ist.

4.2.4.3 Vergleich: Becherglasmethode und SpeedMixer™

Im ersten Vergleich der entwickelten Herstellungsmethoden fiir die LMK scheint die
Durchfiihrung mittels SpeedMixer™ reproduzierbarer, da weniger Herstellungsschritte
bendtigt werden und die W,/O-Emulsion nicht manuell in das Dispersionsmedium gegeben
wird. Die Ergebnisse der Charakterisierung durch Lichtmikroskopie und statischer
Lichtstreuung zeigen das Gegenteil. Die mittels Becherglasmethode hergestellten LMK
zeigen spharische Partikel mit deutlich eingeschlossenen Kernen und einer engeren
PartikelgroRenverteilung. Im direkten Vergleich zeigen die mit dem SpeedMixer™
hergestellten Kapseln keine einheitliche Form und Inkorporation. Dies ist auf die nicht
gegebene Temperierbarkeit des SpeedMixers™  zuriickzufiihren. Wé&hrend des
Mischprozesses kihlt sich der Herstellungsansatz unkontrolliert ab. Dies flhrt zu einem
Anstieg der Viskositat. Dieser Viskositatsanstieg ist fiir die gegenlaufige Rotation der dualen
asymmetrischen Zentrifuge (SpeedMixer™) von Vorteil. Bedingt durch die nicht steuerbare
AbklUhlung und die damit verbundene Aushartung des Lipids entstehen jedoch unformige

Kapseln, was sich nachteilig auf die erarbeiteten Verkapselungsansatze auswirkt. Verursacht
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durch die fehlende Temperierung der Spritze in Kombination mit der zurlickgelegten
Fallstrecke der W;/O-Emulsion steigt die Viskositat des Lipids wahrend des
Herstellungsprozesses mit der Becherglasmethode ebenfalls an. Bedingt durch die
Oberflachenspannung bildet sich beim Austreten der W,/O-Emulsion aus der Kanlle eine
tropfenformige Lipidhille um den hydrophilen, anthocyanhaltigen Kern. Beim Auftreffen auf
das temperierte Dispersionsmedium (W,-Phase) behalten die Tropfen auf Grund der
geringeren Grenzflachenspannung ihre spharische Gestalt. Als Folge bilden sich spharische
Kapseln mit einer guten Inkorporation der Anthocyane. Der einzige Nachteil beider Methoden
ist die relativ breite Streuung der Partikelgréf3enverteilung auf Grund der manuellen Zugabe
der W,/O-Emulsion.

Abgeleitet aus diesen Ergebnissen wurde die weitere Charakterisierung der LMK (s. Kapitel
4244 bis 4.247) nur mit den mittels Becherglasmethode hergestellten Kapseln
durchgeflnhrt.

4.2.4.4 Rasterelektronenmikroskopie (ESEM)

Mit Hilfe von rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen der mit der Becherglasmethode
hergestellten LMK sollten die Ergebnisse der lichtmikroskopischen Darstellung (s. Kapitel
4.2.4.1) bestatigt werden. Des Weiteren sollten die Aufnahmen detaillierte Informationen
Uber die Oberflachenstruktur bzw. die Einsicht in das Innere der Kapseln geben. Zu diesem
Zweck wurden die LMK auf einem Objekttrager mit einer Rasierklinge behandelt, um die

Kapseln partiell zu teilen. Abbildung 4.2-8 a) zeigt eine Ubersichtsaufnahme der LMK.
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Abbildung 4.2-8 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der mittels Becherglasmethode

generierten Lipidmikrokapseln. Die Kapseln wurden vor den Aufnahmen mit einer Rasierklinge
behandelt, um die Mikrokapseln partiell zu zerstéren: A Ubersichtsaufnahme; B Detailansicht einer

aufgeschnittenen Kapsel.

Die durch die lichtmikroskopische Analyse gewonnene Information Uber die Form der

Kapseln wird durch diese Aufnahme bestatigt. Die Kapseln sind spharisch und weisen eine
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glatte Oberflache auf. Die Ergebnisse der statischen Lichtstreuung tber die nicht einheitliche
PartikelgroRenverteilung werden ebenfalls bestatigt. Durch das Behandeln mit der
Rasierklinge sind Einsichten in das Innere einiger Kapseln moglich (Bildmitte).

Eine detaillierte Einsicht in eine zerteilte LMK zeigt Abbildung 4.2-8 b). Es sind deutlich
mehrere Kavitaten zu erkennen, was fir eine mehrkernige Kapsel spricht. Bedingt durch das
eingestellte Vakuum in der Probenkammer des Rasterelektronenmikroskopes ist das

Lésungsmittel der inkorporierte Anthocyanldsung verdampft und daher nicht zu erkennen.

Diese Ergebnisse bestatigen, dass die Anthocyanlésung erfolgreich verkapselt wurde. Alle
hergestellten Kapseln haben eine gleichmalige Oberflaiche und Form. Lediglich die

PartikelgroRenverteilung ist heterogen.

4.2.4.5 Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM)

Die Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ist eine Abwandlung der Lichtmikroskopie. Im
Unterschied zur herkdmmlichen Lichtmikroskopie wird bei der CLSM nicht das komplette
Praparat auf einmal, sondern jeweils nur ein Ausschnitt beleuchtet. Ist die Wellenlange des
verwendeten Lasers gleich der Anregungswellenldnge des Praparates kann eine Emission
beobachtet werden. Durch die Messung der emittierten Lichtintensitdten wahrend des
Scannens des gesamten Praparates kann im Anschluss aus diesen Daten ein vollstandiges
Bild der Probe zusammengesetzt werden. Im Unterschied zur herkémmlichen
Lichtmikroskopie ist im Strahlengang des detektierten Lichtes eine Lochblende installiert.
Diese blockiert Licht, welches von auflerhalb der Scharfeebene kommt. Dadurch konnen
Bilder in verschiedenen Scharfeebenen aufgenommen werden. Bei der Analyse der durch
die Becherglasmethode hergestellten LMK wurde diese Technik genutzt, um durch
verschiedene Ebenen der LMK zu scannen und die dabei unterschiedlich starken
Emissionen der verkapselten Anthocyanlésung aufzuzeichnen. Als Referenz wurden
Placebokapseln, die ohne die Anthocyanlésung pH 2 hergestellt wurden, sowie die reine,
unverkapselte Anthocyanlésung pH 2 untersucht.

Abbildung 4.2-9 zeigt den Vergleich der bildlich dargestellten Proben. Bei den ohne
Anthocyanldsung pH 2 hergestellten Placebo-LMK (s. Abbildung 4.2-9 a) ist kein Kontrast zu
erkennen. Dies ist auf die Abwesenheit der Anthocyane zurlickzufiihren. Gleichzeitig zeigt
dieser Abbildungsteil, dass das Lipid sowie die beiden eingesetzten Emulgatoren keine
Emission aufweisen und somit keinen Einfluss auf die Auswertung haben. Die Probe der
Anthocyanlésung pH 2 (s. Abbildung 4.2-9 b) zeigt dagegen deutliche Kontraste, die auf die
Emission der gelésten Bestandteile des Heidelbeerextraktes zurlickzufihren sind. Die

Anregungswellenldnge fiir Anthocyane liegt unter A:460 nm '%.

In einer komplex
zusammengesetzten Losung, wie der Anthocyanlésung pH 2, Uberlagern sich mehrere

Fluoreszenzen. Auf Grund dessen ist es nicht mdglich eine einzelne Substanz aus dieser
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Lésung als fluoreszierende Spezies zu identifizieren '??. Des Weiteren hangt die Anregung
der einzelnen Anthocyane von deren pH-Wert-abhdngigem Protonierungs- und
Glycosylierungsgrad ab. Die Losung wurde aus einem Heidelbeerextrakt gewonnen, der
neben den Anthocyanen weitere Komponenten enthalt, die teilweise ebenfalls fluoreszieren,
wie Dbeispielsweise Chlorophyll (s. Kapitel 3.1.1). Bei Vorversuchen zeigte die

Anregungswellenlange von A: 633 nm die beste Emission und die kontrastreichsten Bilder.

Placebopartikel

.Anihbcyani_ﬁsu n'g pH 2.

Abblldung 4, 2 9 Vergle|ch der Aufnahme von Placebo-LMK (a) und unverkapselter Anthocyanlésung
pH 2 (b) mit einem dreidimensionalen Scan der mittels Becherglasmethode hergestellten LMK (weilker
Kontrast) durch sechs Bildebenen (0 ym, 6 ym, 12 pm, 18 um, 24 ym, 30 ym) mit einem Abstand von

jeweils 6 um (c bis h).

DarUber hinaus zeigt Abbildung 4.2-9 c¢) bis h) die Bilder der Rasterung einer LMK
Praparation. Die LMK zeigen eine Emission, die im Vergleich mit den Aufnahmen der
Placebokapseln sowie der Anthocyanlésung pH2 auf die Anthocyanlésung pH 2
zurUckzufuhren ist. Der Kontrast dieser Emission differiert auf Grund der Fokussierung von
Ebene zu Ebene. Diese unterschiedliche Emission der LMK zeigt, dass die LMK
fluoreszierend geflllt sind. Ware die Anthocyanlésung nicht verkapselt worden, sondern
auflen an den Kapseln adsorbiert, wiirde bei allen Bildern nur ein fluoreszierender Ring um
die Partikelhulle erkennbar sein. Durch die unterschiedlich starken Kontraste der LMK wird
erneut deutlich, dass die generierten LMK teilweise mehrere mit Anthocyanlésung pH 2

geflllte Kerne aufweisen.

Durch die Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie konnte nachgewiesen werden, dass die

Anthocyanlésung in die Lipidmatrix verkapselt wurde.
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4.2.4.6 Differenzialthermoanalyse (DSC)

Um die in den LMK inkorporierten Anthocyane freizusetzen missen die Mikrokapseln
schmelzen. Fur die genaue Bestimmung des Schmelzpunktes der LMK wurden diese mittels
Differenzialthermoanalyse (DSC) analysiert.

Abbildung 4.2-10 a) zeigt die Schmelzkurve von reinem Witepsol® W 35 (als Bulk). Die Kurve
zeigt einen deutlichen Schmelzpunkt bei 40,6 °C. Nach dem Abkuhlen wurde die Probe
erneut erwarmt. Der dabei auftretende Schmelzpunkt lag mit 34,9 °C um etwa 5 °C unter
dem der ersten Messung. Witepsol® W 35 ist ein komplexes Gemisch aus Mono-, Di- und
Triglyceriden (s. Kapitel 3.1.2). Bedingt durch diese Zusammensetzung und die
unterschiedlichen Kettenlangen der jeweiligen Glyceride existiert ein breiter Schmelzbereich,
der jedoch einen klaren Schmelzpunkt aufweist '?*. Der Haupterstarrungspunkt des Lipid-
Bulks liegt bei 25,3 °C.

Fur die Entstehung der Temperaturdifferenz zwischen den zwei Aufheizphasen gibt es
mehrere Theorien, die anhand der ermittelten Daten nicht zu belegen sind. Eine Mdglichkeit
ist die kurze Wartezeit nach dem Abklhlen vor dem zweiten Aufschmelzen. Das Lipid-Bulk
hatte nicht ausreichend Zeit um zu erstarren. Es lagen fllissige und feste Phase zugleich vor.
Die Einhaltung einer langeren Wartezeit bis zum zweiten Aufheizen der Probe konnte
Aufschluss darliber geben. Eine weitere Mdglichkeit fir die Temperaturdifferenz ist das
Auftreten von Lipidmodifikationen. Hierzu sollte in weiterflihrenden Untersuchungen eine

Roéntgenstrukturanalyse der LMK durchgefiihrt werden '2.
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Abbildung 4.2-10 DSC Schmelzkurven von a) reinem WitepsoI®W35 (als Bulk) und b) mittels
Becherglasmethode hergestellten Lipidmikrokapseln: (—) Aufheizen von 15 °C bis 80 °C, (- - -)
Abkuhlen von 80 °C auf 15 °C, () Aufheizen von 15 °C bis 80 °C.
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Im Vergleich der Schmelzkurve des reinen Witepsol® W 35 (40,6 °C) mit der der generierten
LMK (35,7 °C) (s. Abbildung 4.2-10 b) zeigt sich eine Verschiebung des Schmelzpunktes der

ersten Aufheizkurve um etwa 5 °C zu niedrigeren Temperaturen. Bedingt durch die fir die
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Verkapselung zugesetzten Emulgatoren und den inkorporierten HBE haben die LMK einen

geringeren Schmelzpunkt als das reine Witepsol® W 35 24125,

Im Verlauf der Abkuhlungskurve der LMK ist neben dem Erstarrungspunkt bei 27,1 °C ein
zweiter, wesentlich schwacherer Erstarrungspeak bei 41,3 °C zu erkennen. Um den Einfluss
der verwendeten Emulgatoren auf diesen Erstarrungspunkt zu analysieren, wurden
Erstarrungskurven von Witepsol® W 35 mit einem Zusatz von jeweils 5 % (m/m) Span® 80

bzw. Saccharoseester S-370 aufgezeichnet (s. Abbildung 4.2-11).

-0,6 1

Warmefluss [mW-mg™]

[l
o
o]

20 30 40 50 60 70 80
Temperatur [°C]
Abbildung 4.2-11 Vergleich der Erstarrungskurven von Witepsol® W 35 mit dem Zusatz von

5 % (m/m) Saccharoseester S-370 (—) bzw. 5 % (m/m) Span® 80 (- --).

Aus dem Vergleich der beiden Erstarrungskurven geht hervor, dass der zusatzliche
Erstarrungspunkt bei etwa 43 °C auf den Saccharoseester S-370 zurlickzuflihren ist. Das
Witepsol® W 35 / Span® 80-Gemisch weist keinen zusétzlichen Erstarrungspunkt auf. Die
unterschiedliche Lage des Haupterstarrungspunktes (Span® 80: 24,5 °C; Saccharoseester S-
370: 28,5 °C) ist auf die Struktur und die Kettenlange der substituierten Fettsauren der

jeweiligen Emulgatoren zuriickzufiihren '%°.

Die Ergebnisse der DSC-Analyse zeigen, dass die LMK einen deutlichen Schmelzpunkt
aufweisen und dadurch die inkorporierten Anthocyane freisetzen kénnen. Da die LMK bereits
knapp unterhalb der Kérpertemperatur schmelzen (bei 35,7 °C), ist eine Freisetzung in vivo

gewabhrleistet.

4.2.4.7 Freisetzung

Fur die Absorption der Anthocyane im Organismus ist die Liberation aus dem jeweiligen
Vehikel erforderlich. Um die Freisetzung der Anthocyane aus den mittels
Becherglasmethode entwickelten LMK zu testen, wurden diese in simuliertem Magensaft
pH 1,2 (SGF) und in einem den Dinndarm simulierenden Medium (FeSSIF) inkubiert (s.
Kapitel 3.3.3.1). Die Quantifizierung der freigesetzten Anthocyane erfolgte mittels HPLC-
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UV/Vis-Analyse (s. Kapitel 3.3.3.2.2). Eine detaillierte Diskussion zu der angewendeten
Methode sowie zu dem als Referenz analysierten reinen, unverkapselten Heidelbeerextrakt

ist in Kapitel 4.3.1 wiedergegeben.
Abbildung 4.2-12 zeigt die Konzentrations-Zeit-Profile der aus den LMK freigesetzten

Gesamtanthocyane in den entsprechenden Medien im Vergleich mit reinem, unverkapseltem
HBE. Wahrend der Inkubation in SGF (s. Abbildung 4.2-12 a) steigt der
Gesamtanthocyangehalt in den ersten 10 Minuten der Inkubation langsam (bis 9 %) und
darauf folgend bis zur 20. Minute rapide an (bis 52 %). Daran anschlielend steigt die
Anthocyankonzentration langsam bis zur 60. Minute (75 %). Im weiteren Verlauf der
Inkubation bleibt der Gesamtanthocyangehalt nahezu konstant bei diesem Wert. Dadurch,
dass die LMK nicht vortemperiert waren, mussten diese sich in den 37 °C £ 1 °C warmen
Inkubationsmedien erst erwdrmen, um die Schmelztemperatur zu erreichen. Abhangig von
der Grole der LMK beginnen diese bereits in diesem Zeitraum zu schmelzen und die
Anthocyane freizusetzen. Im weiteren Verlauf der Freisetzung schmilzt ein immer gréRerer
Anteil der LMK, wodurch der sprunghafte Anstieg des Gesamtanthocyangehalts auf 52 % zu
erklaren ist. Die groften LMK schmelzen zuletzt (20. Bis 60. Minute). Ab der 60. Minute sind
alle LMK geschmolzen und die Anthocyane liberiert. Auf Grund des niedrigen pH-Wertes des
Inkubationsmediums bleiben die Anthocyane in Form des Flavyliumkations stabil (s. Kapitel
2.1), was den konstanten Gesamtanthocyangehalt bis zum Ende der Messung nach
120 Minuten erklart. Der Anthocyangehalt des reinen, unverkapselten HBE bleibt den
gesamten Inkubationszeitraum Uber konstant. Auffallig ist, dass es trotz des kompletten
Aufschmelzens der LMK in dem Inkubationsmedium nicht zu einer 100%igen Freisetzung
kommt. Dies ist auf die Bildung von nicht charakterisierten Einschlussverbindungen im
Inkubationsmedium zurlickzufiihren, die die Anthocyane flr die Detektion unzuganglich
machen. Aufschluss iber die Beteiligung des Witepsols® an derartigen Verbindungen im
SGF héatte eine Wiederholung der Versuche mit dem Zusatz von gastrischer Lipase

gebracht. Diese ist jedoch kommerziell nicht erhaltlich.
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Abbildung 4.2-12 Vergleich der Konzentrations-Zeit-Profile des Gesamtanthocyangehalts von
unverkapseltem HBE (- - -) mit durch die Becherglasmethode hergestellten Lipidmikrokapseln (—): a)
in SGF und b) in FeSSIF.

Im Anschluss an die Inkubation in SGF wurden die LMK in FeSSIF inkubiert (s. Abbildung
4.2-12 b). Ein Ubertrag der LMK zwischen den beiden Medien war nicht méglich, da diese
bereits wahrend der Freisetzung im SGF komplett geschmolzen waren. Das
Freisetzungsprofil der LMK in FeSSIF zeigte eine beschleunigte Anthocyanfreisetzung von
fast 68 % innerhalb der ersten 5 Minuten der Inkubation. Darauf folgend stieg der liberierte
Anthocyananteil bis zur 10. Minute leicht an (70,5 %) um anschlieRend bis zum Ende der
Inkubation bis auf 32 % abzufallen. Durch den Zusatz von Pankreatin mit den darin
enthaltenen Lipasen zu dem Freisetzungsmedium war die Freisetzung im FeSSIF Medium in
den ersten 10 Minuten gegenuber der Freisetzung in SGF beschleunigt. Diese Lipasen
wirkten durch den Lipidverdau unterstitzend auf den Freisetzungsprozess. Durch den pH-
Wert  bedingten  Abbau der  Anthocyane  (s. Kapitel 2.1) blieb die
Gesamtanthocyankonzentration nicht konstant, sondern sank ab der 10. Minute bis zum

Ende der Inkubation ab. Uberlagerte Prozesse von Freisetzung und Abbau der Anthocyane
sind wahrscheinlich.

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine Freisetzung der in die LMK inkorporierten Anthocyane
stattfindet. Nach der Aufnahme in den Organismus schmelzen die LMK ihrer GroRe
entsprechend unterschiedlich schnell und setzen die inkorporierten Anthocyane frei. Am
Ende der Inkubation in FeSSIF ist der Gesamtanthocyangehalt der aus den LMK
freigesetzten Anthocyane um 13 £ 2 % hdher als bei dem reinen, unverkapselten HBE. Die
entwickelten LMK bilden einen Schutz fir die darin verkapselten Anthocyane gegeniber dem

unverkapselten HBE, vorausgesetzt, dass eine Freisetzung im Magen verhindert ist.
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4.3 Charakterisierung der Kapselsysteme aus dem Cluster
4.3.1 Freisetzungsversuche

Um die Freisetzung der Anthocyane aus den Kapselsystemen AP, MP und SL (s. Kapitel
3.2.1) sowie die Stabilitat der freigesetzten Anthocyane im Vergleich mit unverkapseltem
HBE zu analysieren wurden die Kapselsysteme in SGF und FeSSIF inkubiert. Diese Medien
simulieren die physiologischen Bedingungen im Magen und im Darm (nach der

Nahrungsaufnahme).

Der fur die Inkubationen eingesetzte End-over-End-Mischer (s. Abbildung 3.3-2) ist nicht in
den Arzneibichern erwahnt. Im Vergleich zu den klassischen Freisetzungsapparaturen, die
in den Arzneiblchern beschrieben sind (Drehkdrbchen-Apparatur — Apparatur 1 nach Ph.
Eur. und USP bzw. die Blattrihrer-Apparatur — Apparatur 2 nach Ph. Eur. und USP), besitzt
der End-over-End-Mischer eine Vielzahl an Vorteilen, die im Folgenden diskutiert werden.
Der Scherstress im verwendeten End-over-End-Mischer ist geringer und konstanter als bei
den genannten Apparaturen der Arzneiblcher. Bei der Verwendung der Blattrihrerapparatur
hangt der Scherstress, den die Probe erfahrt, von der Lokalisation des Freigabesystems im
Probengefal ab. Es ist ebenfalls moglich, dass der Blattriihrer dem Freigabesystem einen
Stol gibt und dieses dadurch einen mechanischen Schaden nimmt, der die Freisetzung
beeinflusst. Bei der Anwendung von Drehkoérbchen-Apparaturen ist die Gefahr des
mechanischen Abriebs durch Interaktionen des Freigabesystems mit den Maschen der
Kérbchenwandung gegeben. Dadurch werden unter Umstadnden variable Resultate erzielt.
Ein weiterer Vorteil des End-over-End-Mischers ist das geringere Volumen der
Probengefale. Diese fassen von 7,5 mL bis 15 mL. Die in den Arzneiblichern beschriebenen
Apparaturen haben Probengefalle, die 1 Liter Prifflissigkeit fassen. Das kleinere Volumen
der Probengefal’e beim End-over-End-Mischer ist gerade bei kleinen Probenmengen von
Vorteil. Durch den geringeren experimentellen Aufwand sind End-over-End-Versuche sehr
gut reproduzierbar. Die experimentellen Bedingungen, wie eine permanente Rotation der
Probe, ein permanenter Kontakt der Probe mit dem Freisetzungsmedium und die
vorherrschenden Temperaturen, die bei den Apparaturen der Arzneibicher gefordert sind,
wurden bei den Freisetzungsversuchen im End-over-End-Mischer entsprechend der

Arzneibuchmonographien eingehalten (s. Kapitel 3.3.3.2.1).

Um die Anthocyanfreisetzung der Kapselsysteme sowie die Stabilitdt der freigesetzten
Anthocyane zu analysieren wurden die Kapselsysteme entsprechend dem Nahrungsverlauf
im menschlichen Organismus zuerst in SGF ohne den Zusatz von Enzymen inkubiert.
Wahrend der 120-mindtigen Inkubationen wurden keine Veranderungen des pH-Wertes des
Freisetzungsmediums ermittelt. Die Anderungen des Gesamtanthocyangehalts wahrend der

Inkubation von unverkapseltem HBE sind in Abbildung 4.3-1 a dargestellt.
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Abbildung 4.3-1 Konzentrations-Zeit-Profil des Gesamtanthocyangehalts von a) unverkapseltem HBE
(M) und b) den drei Mikrokapselsystemen: AP (00), MP (O),SL (V) in SGF.

Der Gesamtanthocyangehalt ist Gber den gesamten Inkubationszeitraum nahezu konstant.
Diese Daten werden durch Literaturangaben bestatigt, welche eine gute Stabilitat der

126127 ' Diese beruht auf dem

Anthocyane bei niedrigen pH-Werten (pH 1 - 2) aufzeigten
stabilen Flavyliumkation, welches sich bei diesen Bedingungen ausbildet (s. Kapitel 2.1).
AnschlieRend wurden die Kapselsysteme AP, MP und SL in SGF inkubiert (s. Abbildung
4.3-1 b). Wahrend der ersten 20 Minuten der Inkubation in SGF zeigen die Systeme AP und
SL gleiche Freisetzungsprofile. Nach dem Erreichen der Maximalkonzentration zwischen
85 % -92 % bleiben die jeweiligen Kurvenverlaufe Uber die verbleibende 100-minltige
Inkubationszeit nahezu konstant. Das MP-System zeigt ahnliche Resultate. Die Freisetzung
der darin verkapselten Anthocyane ist im Vergleich mit den anderen beiden Systemen

jedoch schneller und binnen der ersten 10 Minuten nahezu vollstandig.

Die drei Freisetzungsprofile zeigen, dass die generierten Kapselsysteme nicht in der Lage
sind, die verkapselten Anthocyane vor einer frihzeitigen Freisetzung im Magen zu schutzen.
Hierbei muss jedoch berlcksichtigt werden, dass Mikropartikel in diesem GroRenbereich
unabhangig von der Art und Menge der Fillung des Magens diesen schneller passieren, als
die Dauer der Inkubation betrug. Des Weiteren verhalten sich Partikel, die kleiner als 2 mm
sind, in vivo annahernd wie Flussigkeiten und kdnnen den geschlossenen Pylorus passieren.
Schellack ist ein Hilfsstoff, der magensaftresistente Eigenschaften aufweist °°'2%1%
Uberraschenderweise zeigt das mit einem Schellackfilm liberzogene System SL ebenfalls
eine Freisetzung im simulierten Magensaft. Dies ist zum einen mit dem im Filmiberzug
enthaltenen Porenbildner Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC) zu erklaren. Das
Freisetzungsmedium 16st die HPMC aus dem Filmiiberzug heraus. Als Konsequenz bilden
sich Poren, durch die das Inkubationsmedium in die Kapseln eindringen kann. Der
Filmuberzug verliert dadurch seine magensaftresistenten Eigenschaften. Die inkorporierten

Anthocyane kdnnen durch die entstandenen Poren in das Magenlumen freigesetzt werden.
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Abbildung 4.3-2 Rasterelektronenmikroskopische (REM) Aufnahme eines mit Schellack Gberzogenen

Matrixpaartikels aus amidiertem Pektin (System SL) (zur Verfligung gestellt von TP 5)

Zum anderen hat der nicht gleichmaRige Filmiberzug einen Einfluss auf das
Freisetzungsverhalten der SL-Kapseln. Beim Uberziechen von Granulaten in der
Wirbelschicht ist es schwierig, einen homogenen Filmliberzug zu erzielen. Durch die
unebene, brombeerartige Oberflachenstruktur des Granulates (s. Abbildung 4.3-2) ist die
Bildung eines homogenen, zusammenhingenden Filmes ohne Defekte erschwert *'. Dies
fuhrt zu einer Minderung der magensaftresistenten Eigenschaften des Filmiberzugs, da bei
Schellack die resultierenden Eigenschaften des Filmiberzugs unter anderem Uber die
Schichtdicke des aufgetragenen Filmiiberzuges gesteuert werden '2'3*. Durch die
Veranderung der Zusammensetzung des Filmiberzuges ist eine Zurickhaltung der

Anthocyane in den Mikrokapseln zu erwarten °.

Auf Grund der Freisetzung der Anthocyane aus allen drei Kapselsystemen binnen der ersten
20 Minuten der Inkubationen wurde eine Wiederholung der Freisetzungsversuche mit dem
Zusatz von Pepsin (Protease), als im Magen vorkommendes proteinspaltendes Enzym, nicht
durchgefiihrt. Der Einsatz von gastrischer Lipase, einem lipidspaltenden Enzym, war nicht
maoglich, da diese nicht kommerziell erhaltlich ist. Unter den gegebenen experimentellen
Bedingungen ware der Einsatz von gastrischer Lipase nicht reproduzierbar mdglich
gewesen, da diese ihr Aktivitatsmaximum um pH 5,4 hat. Trotzt des breit gefacherten
Aktivitatsspektrums der gastrischen Lipase von pH 3 - pH 7, ware diese bei den vorliegenden

experimentellen Bedingungen (pH 1,2) nicht reproduzierbar aktiv gewesen '>*.

Der dem Magen folgende Abschnitt des GIT ist der Dunndarm. Dieser Abschnitt wurde durch
das FeSSIF-Medium unter Zusatz von Pankreatin als Enzymquelle (enthalt Lipasen,
Amylasen und Proteasen) simuliert. Der laut den Arzneibiichern vorgeschriebene Ubertrag
der zu untersuchenden Darreichungsformen zwischen den beiden Medien wurde nicht
durchgefiihrt, da im SGF bereits alle Anthocyane aus den Mikrokapseln freigesetzt wurden.

Ein groRer Unterschied zwischen dem Magen und dem Dunndarm ist der vorherrschende
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pH-Wert, der im Dinndarm auf ca. pH 6,8 ansteigt.

Das Konzentrations-Zeit-Profil von nicht verkapseltem HBE in FeSSIF ist in Abbildung 4.3-3
a) dargestellt. Bereits zu Beginn der Inkubation wurden ca. 40 % der Anthocyane abgebaut.
Der initial gemessene Gesamtanthocyangehalt erreichte ungefahr 60 % und blieb in den
ersten 30 Minuten der Inkubation konstant. Im weiteren Verlauf sank der
Gesamtanthocyangehalt auf 19 % ab. Dieser Konzentrationsabfall ist auf die Instabilitat des
Flavyliumkations bei nahezu neutralen pH-Werten um pH 6,8 zuriickzufilhren 3*'2"*° Dabei
ist bekannt, dass sich die einzelnen Anthocyane in ihrer Stabilitdt im Magen-Darm-Trakt

unterscheiden ’".

Diese unterschiedlichen Stabilitditen der einzelnen Anthocyane
beeinflussen die hier dargestellten Untersuchungen jedoch nicht, da fiir diese Ergebnisse der
Anthocyangehalt aller 15 im HBE vorkommenden Anthocyane berechnet und auf den

Gesamtanthocyangehalt jedes Kapselsystems bezogen wurde.
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Abbildung 4.3-3 Konzentrations-Zeit Profil des Gesamtanthocyangehalts von a) unverkapseltem HBE
(M) und b) den drei Mikrokapselsystemen: System AP (1), System MP (O),System SL (V) in FeSSIF.

Abbildung 4.3-3 b) zeigt das Konzentrations-Zeit Profil der drei Mikrokapselsysteme in
FeSSIF. Wahrend der ersten 30 Minuten der Inkubation ist bei allen drei Kapselsystemen ein
Anstieg der Gesamtanthocyankonzentration zu beobachten. Dieser Anstieg beruht auf der
Freisetzung der Anthocyane aus den jeweiligen Kapseln. Das erreichte
Konzentrationsmaximum der einzelnen Kapselsysteme weicht jedoch im Vergleich mit der
Inkubation in SGF (s. Abbildung 4.3-1 b) voneinander ab: System AP: 64 % (20 min), System
MP: 77 % (30 min) und System SL: 85 % (20 min). Im Anschluss daran fallt der
Gesamtanthocyangehalt der aus den Kapselsystemen freigesetzten Anthocyane bis zum
Ende der Inkubation ab. Dieser Konzentrationsabfall ist mit dem des nicht verkapselten HBE
vergleichbar. Nach 150-minttiger Inkubation erreichen alle Kapselsysteme den gleichen
Gesamtanthocyangehalt von 42 %. Damit haben alle drei Kapselsysteme, im Vergleich zur

Inkubation von nicht verkapseltem Heidelbeerextrakt, zu einer Verdoppelung des
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Gesamtanthocyangehaltes nach 150-minttiger Inkubation gefiihrt.

Wahrend der Inkubation der drei Kapselsysteme in FeSSIF erreicht der Gesamtgehalt an
freigesetzten Anthocyanen nicht die 100 %-Marke. Dies fuhrt zu der Annahme, dass ein
zeitgleich zur Freisetzung stattfindender pH-Wert bedingter Anthocyanabbau stattfindet %.
Diese Annahme wird durch den Verlauf des Konzentrations-Zeit-Profils des unverkapselten
HBE im FeSSIF-Medium (Abbildung 4.3-3 a) gestitzt. Gleich zu Beginn werden Anthocyane
abgebaut, da nicht der theoretisch berechnete 100 % Wert erreicht wird. Der
Gesamtanthocyangehalt liegt nur bei 60 %. Dieser Wert bleibt etwa 30 Minuten konstant und
sinkt im weiteren Verlauf der Inkubationszeit ab. Die Freisetzungskurven der drei
Kapselsysteme steigen ebenfalls in den ersten 20 Minuten (SL und AP) bzw. 30 Minuten
(MP) der Inkubation an und sinken danach ab (Abbildung 4.3-3 b).

Wahrend der Inkubationen zeigen die drei Kapselsysteme unterschiedliche
Freisetzungseigenschaften, die auf die unterschiedlichen Arten der Kapseln (Kern-Hulle bzw.
Matrix), Gréken und verwendeten Hilfsstoffe zurlickzufihren sind (s. Abbildung 3.2-1 und
Tabelle 3.2-1). Fur die Systeme AP (Hydrogel-Hulle mit flissigem Kern) und MP
(Hydrogelmatrix) muss eine durch den Herstellungsprozess bedingte Anhaftung der
Anthocyane an der Oberflache beachtet werden '*°. Da es nach der Herstellung keinen
Waschprozess der Kapseln gab, werden die an der Oberflache anhaftenden Anthocyane
direkt zu Beginn freigesetzt. Derartige Effekte treten bei dem Kapselsystem SL nicht auf. Der
nach dem Granulieren aufgetragene Schellackfilm bildet eine Hulle um die anthocyanhaltige
Matrix. Dadurch kommt diese Matrix nicht direkt zu Beginn der Inkubation in den direkten
Kontakt mit dem Inkubationsmedium. Ein weiterer, die Freisetzung beeinflussender, Faktor
ist die GroRe der Kapselsysteme. Abbildung 4.3-1 und Abbildung 4.3-3 zeigen, dass in
beiden Inkubationsmedien direkt zu Beginn der Inkubation (t=0) 15 - 20%
Gesamtanthocyangehalt aus den Systemen AP und SL sowie 60 % Gesamtanthocyangehalt
aus dem System MP freigesetzt wurde. Dieser Unterschied ist mit den GroRlen der
Kapselsysteme zu erklaren. System MP ist mit 180 um das kleinste der drei untersuchten
Kapselsysteme (zum Vergleich: AP: 1800 pm £ 200 ym und SL 250 ym - 500 ym). Durch
den geringeren Durchmesser ist die Diffusion der verkapselten Anthocyane aus dem Inneren
der Matrix an die Oberflache vergleichsweise schneller. Somit ist die Freisetzungsrate hoher
als bei den anderen beiden untersuchten Systemen. Voraussetzung hierfir ist, dass der
Diffusionskoeffizient unabhangig von der Art der Systeme gleich ist. Die Oberflache der drei
Kapselsysteme, die wahrend der Inkubation eines identischen verkapselten
Gesamtanthocyangehaltes mit dem Freisetzungsmedium in Kontakt kommt, ist bei den MP-
Kapseln groRer als bei den beiden Systemen AP und SL, da eine groRere Anzahl an
Kapseln eingesetzt wurde. Dieser Faktor verstarkt zusatzlich die initiale Freisetzung der

Anthocyane des MP-Systems. Die MP-Kapseln bestehen aus einer, bei dem angewendeten
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experimentellen Design, nicht abbaubaren Matrix. Die darin verkapselten Anthocyane des
HBE konnen durch Poren heraus diffundieren. Die gesamte Diffusionsoberflache A der MP-

Kapseln ist direkt proportional zum freigegebenen Gesamtanthocyangehalt (s. Gleichung 9)
137.

GA=k,+xAx+t (9)
GA freigegebener Gesamtanthocyangehalt
k.  Freigabegeschwindigkeitskoeffizient
A  effektive Diffusionsoberflache
t Zeit

Bei den anderen beiden Kapselsystemen st die entsprechende gesamte
Diffusionsoberflache A aller im Ansatz inkubierten Kapselsysteme kleiner, da bei identisch
verkapseltem Anthocyangehalt auf Grund der KapselgréofRe weniger Kapseln eingesetzt

wurden.

Eine durch Quellung und damit einhergehende VergroRerung des Porendurchmessers der
unléslichen MP-Kapseln hervorgerufene Freisetzung kann nahezu ausgeschlossen werden.
Auf Grund der Anwendung der hydratisierten Form der Gele ist die durch Quellung
hervorgerufene Anderung des Porendurchmessers vernachlassigbar. Die pH-Wert-
abhangige Quellung hatte einen Einfluss auf die Freisetzung, wenn die MP-Kapseln nach
dem Herstellungsprozess getrocknet worden und daran anschlieBend in den Medien
inkubiert worden waren. Bei einer derartigen Vorbehandlung der Gele ist die durch Quellung
induzierte Veranderung des Porendurchmessers von der zeitabhangigen Rehydratisierung
wahrend der Inkubation der Kapseln abhéngig .

In der Literatur ist eine Bindungsaffinitat der Anthocyane an Proteine beschrieben %', Um
einen derartigen Einfluss auf die Freisetzung des MP-Systems auszuschlieRen, wurde die
reine MPI-HBE-Stammldsung (s. Kapitel 3.2.3) in SGF und FeSSIF inkubiert (s. Abbildung
4.3-4).
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Abbildung 4.3-4 Konzentrations-Zeit-Profil des Gesamtanthocyangehalts von unverkapseltem HBE
(m),dem Kapselsystem MP (O) sowie einer MPI-HBE-Stammldsung (O) wahrend der Inkubation in a)
SGF und b) FeSSIF.

Der Gesamtanthocyangehalt der MPI-HBE-Stammlésung in SGF war nahezu konstant und
vergleichbar mit dem des reinen HBE (s. Abbildung 4.3-4 - a). Der stabilisierende Effekt der
Molkenproteine auf die Anthocyane wird gleich zu Beginn der Inkubation in FeSSIF deutlich
(s. Abbildung 4.3-4 - b). Initial werden nur etwa 10 % der Gesamtanthocyane abgebaut. Im
weiteren Verlauf der Inkubation sinkt jedoch auch der Gesamtanthocyangehalt der MPI-HBE-
Stammlésung auf einen Wert von etwa 45 %. Dies ist ebenfalls auf einen pH-Wert bedingten
Abbau der Anthocyane zurlckzufiuhren. Die Stabilisierung der Anthocyane in der MPI-HBE-
Stammlésung beruht auf Interaktionen zwischen den nativen Molkenproteinen und den
Anthocyanen. Eine derartige Stabilisierung der Anthocyane ist in den MP-Kapseln nicht
mdglich, da die Molkenproteine hier durch die thermische Gelbildung vernetzt sind und die
Proteine nicht in ihrer nativen Form vorliegen °'. Eine Beeinflussung der Freisetzung aus
den MP-Kapseln durch die Bindung der Anthocyane an Proteine ist somit vernachlassigbar.
Die verzdgerte Freisetzung und damit die erhdhte Stabilitat der Anthocyane aus den MP-
Kapseln ist ein zeitabhangiger Diffusionsprozess und zeigt den Nutzen der Verkapselung der
Anthocyane durch dieses Kapselsystem .

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass nach 150-minutiger Inkubation der drei getesteten
Kapselsysteme der resultierende freie Gesamanthocyangehalt um 23 % + 2 % hoher ist als
bei 150-minutiger Inkubation von nicht verkapseltem HBE. Diese Resultate zeigen den
protektiven Effekt der Verkapselung von Anthocyanen im Dunndarm, vorausgesetzt eine
Freisetzung im Magen ist verhindert.
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4.3.2 Lipidanalytik

4.3.2.1 PartikelgroRenbestimmung

Die Verteilungssumme Qs der beiden untersuchten W,/O/W-Doppelemulsionen sind in
Abbildung 4.3-5 dargestellt. Die GSE-Emulsion ist aus kleineren Tropfen zusammengesetzt

(mittlerer ~ Sauterdurchmesser  diz2)=6,7ym) als die  KE-Emulsion  (mittlerer
Sauterdurchmesser dz2) = 17,0 uym).
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Abbildung 4.3-5 Verteilungssumme Qs der inneren Tropfen der beiden untersuchten W,/O/W,-
Doppelemulsionen: O = Doppelemulsion mit Gallensalzemulgator (GSE), @ = Doppelemulsion mit
Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator (KE).

Dies ist auf die unterschiedlichen Adsorptionskinetiken der in den Emulsionen verwendeten
hydrophilen Emulgatoren an die O/W,-Grenzflache zuriickzufiihren "?'*® Im Gegensatz zu
Gallensalzen, die ein niedriges Molekulargewicht haben, weist der langkettige
Konjugatemulgator ein hohes Molekulargewicht auf. Emulgatoren, die ein niederes
Molekulargewicht haben, adsorbieren schneller an den Grenzflachen als Emulgatoren mit
einem hohen Molekulargewicht "**. Demzufolge ist die Reduktion der Grenzflachenspannung
und damit die Stabilisierung der W,/O-Tropfen unter Anwendung der Gallensalze als
hydrophiler Emulgator erhoht. Als Konsequenz kann die Koaleszenz wahrend des
Emulgierprozesses effektiv reduziert werden, was im Fall der eingesetzten Gallensalze zu
kleineren Tropfen fiihrt ®. Die charakteristischen PartikelgroRen dq.1), dio,5) und do) sind in
Tabelle 4.3-1 dargestellt. Der Vergleich dieser Daten mit denen der Verteilungssumme Q3 (s.

Abbildung 4.3-5) verdeutlicht eine enge monomodale TropfengroRenverteilung.
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Tabelle 4.3-1 Ubersicht der charakteristischen Tropfendurchmesser [um] der beiden untersuchten

Doppelemulsionen

ds2)  do1y  des  dog
GSE-Emulsion 6,7 4.6 7,0 10,4
KE-Emulsion 17,0 12,3 17,8 253

4.3.2.2 Pankreatintest

Die Durchfihrung des Pankreatintests ist im Kapitel 3.3.3.2.3 beschrieben. Um die Einflisse
der in den untersuchten Emulsionen enthaltenen Hilfsstoffe sowie der Bestandteile der
eingesetzten Verdaumedien auf die Detektion der Lipidfraktionen zu ermitteln, wurden alle
verwendeten Hilfsstoffe auf eine HPTLC-Platte aufgetragen (Abbildung 4.3-6). Diese Platte

wurde analog der Platten mit den Analysen entwickelt.
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Abbildung 4.3-6 Entwickelte HPTLC-Referenzplatte. Aufgetragen sind die Kalibrierungsstandards

(Reihen 2, 3, 18 und 19), die einzelnen Lipidfraktionen (Reihe 4-8), die Inhaltsstoffe der analysierten

Emulsionen (Reihen 8-13) sowie Bestandteile der Verdaumedien (Reihen 14-17).

Durch den gewahlten FlieBmittelgradienten (s. Kapitel 3.3.3.2.4) sind nur die
Kalibrierungsstandards sowie die einzelnen Lipidfraktionen aufgetrennt worden. Die
verwendeten Hilfsstoffe zeigen keine Beeinflussung des Retentionsverhaltens und der

Detektion der einzelnen Lipidfragmente.

4323 SGF

Der erste Abschnitt des Gastrointestinaltraktes (GIT) in dem die Nahrung langer verweilt ist

der Magen. Um das Verhalten der zu untersuchenden Doppelemulsionen im Magen zu
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simulieren, wurden diese in simuliertem Magensaft pH 1,2 mit dem Zusatz von Pepsin, nach
der Vorschrift der USP 32, inkubiert. Pepsin ist eine Protease und spaltet Peptidbindungen.
Diese ist jedoch nicht in der Lage, die Esterbindungen von Triglyceriden zu hydrolysieren.
Enzyme, die derartige Bindungen spalten, sind die in die Klasse der Hydrolasen gehdrenden
Lipasen. Eine Zugabe dieser im Magen vorkommenden gastrischen Lipase war nicht
moglich, da dieses Enzym nicht kommerziell erhaltlich ist. Die durchgefihrten Versuche
zeigen daher lediglich das Verhalten der Doppelemulsionen im sauren Magenmilieu. Ein

Verdau, wie er im Magen stattfindet, konnte nicht simuliert werden.

Abbildung 4.3-7 Verhalten der Doppelemulsionen in simuliertem Magensaft pH 1,2. Die weille

Markierung zeigt den aufgerahmten Anteil der Doppelemulsion. SGF = reiner simulierter Magensaft

ohne Enzymzusatz; KE = Doppelemulsion mit Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator; GSE
Doppelemulsion mit Gallensalzemulgator.

Hervorgerufen durch das saure Milieu (pH 1,2) des Inkubationsmediums verteilen sich die
Emulsionen nicht homogen in dem das Magenmilieu simulierenden Medium, da die Proteine
des Konjugatemulgators denaturierten. Wie Abbildung 4.3-7 zeigt, lagen beide Emulsionen

nicht mehr als disperses System vor. Die Lipidphasen rahmten auf (weif3e Markierung).
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Abbildung 4.3-8 Entwickelte HPTLC-Platte zweier Analysen einer W;/OW,-Doppelemulsion mit

Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator (MS M K3 — Spuren 5 — 8) sowie Gallensalzemulgator
(MSM G 1 — Spuren 9 — 16) in SGF. Die Spuren 2 — 4 sowie 17 — 19 beinhalten die Kalibrierung in
dem oberhalb der aufgespaltenen Fraktionen stehenden Gehalt. Die Zahlen auf der Hoéhe der

Trioleinkalibrierung bezeichnen den Zeitpunkt der Probenahme (in Minuten).

Durch das Fehlen von gastrischer Lipase ist im Verlauf der 120-minltigen Inkubation eine
konstante Triglyceridbande zu erwarten. Dies stellte sich nach der Entwicklung der Platten
jedoch anders dar. Die Schwarzung der Triglyceridbande variierte von stark bis schwach
gefarbt (s. Abbildung 4.3-8 Reihen 5 bis 16). Die Ursache liegt in der nicht homogen
verteilten Emulsion im Inkubationsansatz. Dadurch wurden beim Probenzug zu den
festgelegten Zeitpunkten keine homogenen Mengen des Emulsionsansatzes entnommen.
Eine Wiederholung des Versuches im identischen Versuchsdesign, jedoch ohne Zugabe von
Pepsin, zeigte das gleiche Versuchsergebnis. Eine quantitative Auswertung der
Triglyceridkonzentration wahrend der gesamten Inkubation war dadurch nicht moglich.

Die weiteren Lipidfraktionen (MG, 1,2-DG, FF) wurden nicht detektiert. Dieses Ergebnis

bestatigt, dass Pepsin den Abbau der Triglyceride nicht katalysieren kann.

4.3.2.4 FaSSIF/FeSSIF

Das Aufspaltungsverhalten der Lipidfraktionen der untersuchten W,/O/W,-Doppelemulsionen
ist in Abbildung 4.3-9 dargestellt. Bereits durch die unterschiedlich intensive Schwarzung der
Lipidbanden ist ein erfolgreicher Verlauf des Lipidverdaus ersichtlich: mit der Verlaufszeit der
Inkubation (0 Minuten — 150 Minuten) nimmt die Schwarzung der Trioleinbande ab und die

Schwarzung der Olsaurebande zu.
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Abbildung 4.-9 Entwickelte HPTLC-Platte zweier Analysen einer W,;/OW,-Doppelemulsion mit
Gallensalzemulgator in FaSSIF. Die Spuren 2 — 4 sowie 17 — 19 beinhalten die Kalibrierung in dem
oberhalb der aufgespaltenen Fraktionen stehenden Gehalt. Die Spuren 5 — 12 (FaSSIF G2) stammen
vom zweiten Ansatz, die Spuren 13 — 16 (FaSSIF G3) vom dritten Ansatz des Emulsionsverdaus. Die

Zahlen auf der Héhe der Trioleinkalibrierung bezeichnen den Zeitpunkt der Probenahme (in Minuten).

Die Abbildung 4.3-10 und Abbildung 4.3-11 zeigen die Konzentrations-Zeit-Profile der
Triglyceride und deren Abbauprodukte wahrend des Verdaus der beiden untersuchten
W,/O/Wy-Doppelemulsionen. Die unterschiedlichen Gehaltsangaben der Lipidfraktionen zu
Beginn der Inkubation (t = 0 Minuten) sind auf eine nicht homogene Verteilung der Emulsion
im Inkubationsgefal’ vor der ersten Probennahme der Analyse zurtickzufuhren.

Die Triglyceridkonzentration der KE-Emulsion (Abbildung 4.3-10 a und €) nimmt wahrend der
ersten 5 Minuten der Inkubation in beiden Medien schnell ab. Der gréfite Anteil dieser
Fraktion wurde in diesem Zeitraum hydrolysiert. Im Vergleich zu der Inkubation in FeSSIF-
Medium, in welchem der Verdau nahezu vollstindig war, waren nach 150-minutiger
Inkubation in FaSSIF im Mittel 6 umol/mL der Triglyceridfraktion Ubrig. Dies zeigt einen nicht
vollstandigen Verdau im FaSSIF. Durch den schnellen Abbau der Triglyceride steigt die
Konzentration der 1,2-Diglyceride zu Beginn der Inkubation sprunghaft an (Abbildung 4.3-10
b und f). Auf Grund der Tatsache, dass 1,2-Diglyceride nur Zwischenprodukte beim Verdau
von Triglyceriden sind, sinkt deren Konzentration im weiteren Verlauf der Inkubation weiter
ab. Interessanterweise war am Ende der Beobachtungszeit in FaSSIF ein beachtlicher Anteil
an 1,2-Diglyceriden ubrig. Im FeSSIF war der Anfangsgehalt an 1,2-Diglyceriden geringer
und Uber 50 % der gebildeten Diglyceride wurden weiter abgebaut. Dieses Ergebnis zeigt
den langsameren Verdau der Emulsion unter niichternen Bedingungen. Im Verlauf der

Inkubation steigt die Konzentration der Monoglyceride langsam an, erreicht ihr Maximum
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nach 60 Minuten und sinkt anschlieRend wieder ab (Abbildung 4.3-10 ¢ und g). Auf Grund
des verzdgerten Abbaus der Diglyceride war der resultierende Anteil an Monoglyceriden in
FeSSIF gréRer als in FaSSIF. Der Gehalt an freien Fettsduren, bestimmt als Olsdure, stieg
Uber den ganze Zeitraum der Inkubation an (Abbildung 4.3-10 d und h). Diese Beobachtung
beruht auf dem Abbau der einzelnen Lipidfraktionen und der damit verbundenen Freisetzung
der korrespondierenden Fettsauren.

Die Konzentrations-Zeit-Profile der Triglyceride sowie der zugehdrigen Abbauprodukte der
Emulsion mit Gallensalzen als Emulgator sind in Abbildung 4.3-11 dargestellt. Die
Kurvenprofile sind vergleichbar mit denen der KE-Emulsion. Im Vergleich der
Verdauresultate beider Emulsionen wahrend der Inkubation in FaSSIF war der Abbau der
Triglyceride bei der GSE-Emulsion schneller (Abbildung 4.3-11 a). Im Vergleich zur KE-
Emulsion (Abbildung 4.3-10 a und b) wurden bei der GSE-Emulsion geringere mittlere
Gehalte an Triglyceriden (Abbildung 4.3-11 a) und 1,2-Diglyceriden (Abbildung 4.3-11 b)
ermittelt. Als Folge eines schnelleren Abbaus der 1,2-Diglyceride steigt der Gehalt an
Monoglyceriden der GSE-Emulsion schneller an. Dies fiihrt zu einer hoheren mittleren
Maximalkonzentration sowie zu einer héheren mittleren Endkonzentration als bei der KE-
Emulsion. Der Anstieg des Gehalts an freien Fettsauren der GSE-Emulsion (Abbildung
4.3-11 d) verlief schneller und die mittlere Endkonzentration war 31 % hoéher, verglichen mit
der KE-Emulsion (Abbildung 4.3-10 d).

Im Vergleich der Resultate des Lipidverdaus beider Emulsionen im FeSSIF war der Abfall
der Triglyceridkonzentration der GSE-Emulsion (Abbildung 4.3-11 e) vergleichbar mit der
Inkubation der Emulsion in FaSSIF (Abbildung 4.3-11 a). Die mittlere Konzentration der 1,2-
Diglyceride der GSE-Emulsion (Abbildung 4.3-11 f) lag im Vergleich zu der KE-Emulsion
(Abbildung 4.3-10 f) bei einem geringeren Gehalt. Dies zeigt einen schnelleren
Verdauverlauf der GSE-Emulsion. Als Konsequenz stieg der Gehalt an Monoglyceriden
(Abbildung 4.3-11 g) und freien Fettsauren der GSE-Emulsion (Abbildung 4.3-11 h) schneller
an. Der mittlere Endgehalt der freien Fettsduren (Abbildung 4.3-11 h) von der GSE-Emulsion
lag 19 % hoéher im Vergleich zur KE-Emulsion (Abbildung 4.3-10 h). Durch den Vergleich der

Kurvenverlaufe ist ein schnellerer Lipidabbau der GSE-Emulsion ersichtlich.

Der Unterschied im Ergebnis des Lipidverdaus zwischen FaSSIF und FeSSIF beruht auf
unterschiedlichen Konzentrationen an gebildeten Mischmizellen. Diese setzen sich aus den
Gallensalzen und den Phospholipiden des Mediums zusammen. Da die Konzentration beider
Komponenten in FaSSIF geringer ist, ist auch die Konzentration der gebildeten
Mischmizellen in FaSSIF geringer. Die gebildeten Mischmizellen entfernen die
enzyminhibierenden Substanzen, die freien Fettsduren und die Monoglyceride, von der
Grenzflaiche Wasser / Lipid . Da die Anteile an Gallensalzen und Phospholipiden in

FeSSIF hoéher sind, ist der Lipidverdau von beiden eingesetzten Emulsionen in diesem
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Medium schneller. Diese Erkenntnisse werden durch die Arbeit von Zangenberg et al.
bestatigt, welche einen Anstieg der Lipolyse mit einem zeitgleichen Anstieg der

Gallensalzkonzentration zeigt '*°.

Monoglyceride und freie Fettsauren stellen die Endprodukte des Lipidverdaus in vivo dar und
werden von der Mucosa adsorbiert '*® bevor sie zu Triglyceriden resynthetisiert werden .
Auf Grund dieser Tatsache musste die Konzentration der Monoglyceride wahrend des in
vitro Lipidverdaus ein konstantes Level erreichen. Allerdings ist ein Abfall des Gehalts an
Monoglyceriden ersichtlich (Abbildung 4.3-10 ¢ und g sowie Abbildung 4.3-11 ¢ und g).
Dieses Ergebnis ist mit dem Auftreten der Acylwanderung wahrend des in vitro Verdaus zu
erklaren. Die pankreatische Lipase (aus Schweinepankreas isoliert) hydrolisiert Triglyceride
regiospezifisch in sn-1 und sn-3 Position. Fettsaurereste in sn-2 Position werden nicht
hydrolysiert. Wahrend der in vitro Inkubation kann der Fettsaurerest der sn-2 Position
spontan intramolekular auf die sn-1 Position (ibergehen 8. Das daraus resultierende 1-
Monoglycerid wird durch die Lipase in Glycerol und die korrespondierende freie Fettsaure

gespalten 134149150

Emulgatoren haben einen Einfluss auf den Verdauprozess '+

. Der Konjugatemulgator,
der in der KE-Emulsion verwendet wurde, hat eine dreidimensionale Struktur im Vergleich zu
der planaren Struktur der verwendeten Gallensalze der GSE-Emulsion. Als Konsequenz ist
der Prozess des Angriffs des Lipase/co-Lipase-Komplexes an die Grenzflache
lipophil / hydrophil bei der KE-Emulsion sterisch gehindert. Wahrend des Verdauprozesses
forcieren die Gallensalze des Verdaumediums diesen Prozess durch die Verdrangung des

'*1 Dadurch ist der Angriff des Lipase / co-

eigentlichen Emulgators von der Grenzflache
Lipase-Komplexes beschleunigt. Durch den Einsatz von Gallensalzen als Emulgator in der
GSE-Emulsion wird dieser Prozess Ubersprungen. Der Verdauprozess ist dadurch

beschleunigt 4151152,

Kleinere Emulsionstropfen habe eine groRere spezifische Oberflache im Vergleich zu grof3en
Tropfen. Als Konsequenz haben kleine Emulsionstropfen eine gréRere Bindungsflache flr
den Lipase / co-Lipase-Komplex "**. Auch wenn die Tropfen der GSE-Emulsion 2,5-fach
groBer waren als die der KE-Emulsion (s. Abbildung 4.3-5), beeinflusste dies den
Verdauprozess der beiden untersuchten Doppelemulsionen nicht. In der Literatur ist ein
Einfluss der TropfengroRe auf den Verdauprozess beschrieben '°*'**. Gleichwohl ist das

l. 153 (

Verhaltnis der TropfengrofRen bei den untersuchten Emulsionen bei Armand et. a bis zu

zehnfach) und bei Torkele-Gémez et. al. '**

(vierfach) groRer als bei den beiden in dieser
Arbeit untersuchten Doppelemulsionen. Schlussfolgernd ist der schnellere Lipidverdau der
GSE-Emulsion auf die verwendeten Gallensalze als Emulgator und weniger auf den Einfluss

der TropfengréfRe bzw. der spezifischen Oberflache zurlickzufihren.

Die Bestimmung der Tropfengré3e der beiden Emulsionen wahrend des Versuches war nicht
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4. Ergebnisse und Diskussion

mdoglich. Die Versuchsansatze enthielten zu viele stérende Aggregate aus Enzym und
Uberschissigen lonen. Eine weitere Emulgierung wahrend der simulierten gastrointestinalen
Inkubation ist unwahrscheinlich, da die Scherkrafte des End-over-End-Mischers wesentlich
schwacher sind als die Krafte, die wahrend des Herstellungsprozesses auf die Emulsionen
einwirken.

Die verwendete in vitro-Methode zur Simulation des Lipidverdaus im Darm ist vergleichbar
zu in vivo-Bedingungen, da die Emulgierkrafte im Darm wesentlich geringer als im Magen

153

sind Diese vergleichsweise geringen Scherkrafte des Dilnndarms simuliert der

verwendete End-over-End-Mischer gut.

Fur die Bestimmung der Genauigkeit der Methode haben Ribe et. al. und Sek et. al. den

totalen Lipidumsatz des Experimentes nach Gleichung 10 berechnet %%

3 * [TGubrig] + 2 * [DGgebidet] + [MGgepiget] + [FAgebidet] = [FABindwert] + 3 * [TGinitial] (10)

Gleichung 10 basiert auf der Annahme, dass 1 Mol Triglycerid 3 Mol Fettsauren bzw. 1 Mol
1,2-Diglycerid 2 Mol sowie 1 Mol Monoglycerid 1 Mol Fettsdure entsprechen. TGiia ist die
Konzentration jeder Probe vor der Enzymzugabe (Zeit: 0 Minuten). Der Wert der Triglyceride
wurde als 100 % gesetzt. FAgjinawert Wurde aus dem Ansatz des puren Verdaumediums ohne
Emulsionszugabe bestimmt. Der Gehalt an freien Fettsduren dieser Probe resultiert aus dem
Verdau der in den Medien enthaltenen Phospholipiden. Die Wiederfindungsrate der KE-
Emulsion in FaSSIF lag zwischen 97 % und 109 % und in FeSSIF zwischen 92 % und
137 %. Die GSE-Emulsion zeigte gleiche Resultate. Die Wiederfindungsrate in FaSSIF lag
bei 99 % und 110 % und in FeSSIF zwischen 97 % und 122 %. Die Abweichungen sind auf
eine steigende densitometrische Empfindlichkeit der einzelnen Lipidderivate zurlickzufiihren.
Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit den Resultaten von Ribe et. al. und Sek et. al. und

zeigen, dass die Versuche genau waren.
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Abbildung 4.3-10 Ergebnisse des Lipidverdaus (a, e = Triglycerid; b, f = 1,2-Diglycerid; c, g =

Monoglycerid; d, h = freie Fettsduren) einer W;/O/W,-Doppelemulsion mit Protein-Polysaccharid-
Konjugatemulgator in FaSSIF und FeSSIF: @ = arithmetisches Mittel von drei Proben = <, A, V, (n =

3).
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Abbildung 4.3-11 Ergebnisse des Lipidverdaus (a, e = Triglycerid; b, f = 1,2-Diglycerid; c, g =

Monoglycerid; d, h = freie Fettsauren) einer W,/O/Wy-Doppelemulsion mit Gallensalzen als Emulgator
in FaSSIF und FeSSIF: @ = arithmetisches Mittel von drei Proben = <, A, V, (n = 3).
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4.4 Vergleich Lipidmikrokapseln und Kapselsysteme aus dem Cluster

Das Ziel der Freisetzungsuntersuchungen war es, die mit HBE beladenen Kapselsysteme
hinsichtlich deren Anthocyanfreisetzung zu charakterisieren. Dafur wurden die
Kapselsysteme, den physiologischen Weg der Nahrung imitierend, in SGF (Simulation fir
den Magen) und FeSSIF (Simulation fir den Dinndarm) inkubiert. Alle untersuchten
Kapselsysteme zeigen in beiden Inkubationsmedien eine Freisetzung der verkapselten
Anthocyane. In SGF (s. Abbildung 4.4-1 a) ist eine nahezu vollstandige Freisetzung der
Anthocyane nach 60 Minuten zu beobachten. Die freigesetzten Anthocyane bleiben auf
Grund des niedrigen pH-Wertes stabil (s. Kapitel 2.1). Die entwickelten Lipidmikrokapseln
zeigen im Vergleich mit den Kapselsystemen aus dem Cluster eine leicht verzogerte
Freisetzung zu Beginn der Inkubation. Dies ist auf das Aufschmelzen der Lipidhiille
zurtckzufiihren. Durch eine vergleichsweise schnelle Magenpassage von Mikrokapseln
gegenlber groReren monolithischen Arzneiformen ist die Magenpassagezeit der
Kapselsysteme klrzer als die Inkubationsdauer (s. Kapitel 4.3.1). Da die Anthocyane aus
pharmakologischer Sicht nicht im Magen freigesetzt werden sollen (s. Kapitel 2.1), zeigen die
LMK bedingt durch die verzdgerte Anthocyanfreisetzung im SGF ein glnstigeres

Freisetzungsverhalten als die Ubrigen drei Kapselsysteme.

Gesamtanthocyangehalt [%]

40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120 140 160
Inkubationszeit [min] Inkubationszeit [min]

Abbildung 4.4-1 Vergleich der Freisetzungsprofile aller analysierten Kapselsysteme (System AP (O),
System MP (O), System SL (V), System LMK (5%), unverkapselter HBE (O)) in: a) SGF und b)
FeSSIF.

Im Vergleich der Anthocyanfreisetzung der untersuchten Kapselsysteme in FeSSIF (s.
Abbildung 4.4-1 b) zeigen alle vier Systeme eine rasche Freisetzung innerhalb der ersten
20 Minuten. Der anschlielliende Abfall der Anthocyankonzentration ist auf Abbauprozesse
der Anthocyane zurickzufihren. In diesem Bereich des Freisetzungsprofils werden
Uberlagerte Freisetzungs- und Abbauprozesse der Anthocyane angenommen, da die

Gesamtanthocyankonzentration vor dem Abfall der Anthocyankonzentration nicht den
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100 %-Wert erreicht hat. Der Abbauprozess ist durch die Instabilitat des Flavyliumkations bei
den im Dinndarm vorherrschenden physiologischen pH-Werten zuriickzufiihren (s. 2.1). Alle
vier Kapselsysteme sind nicht in der Lage, die Anthocyane Uber einen langeren Zeitraum als
20 Minuten zuriickzuhalten. Dennoch ist die mittlere Gesamtanthocyankonzentration der
untersuchten Kapselsysteme am Ende der Inkubation um etwa 21 13 % hdher als bei
reinem, unverkapseltem HBE. Dies zeigt, dass alle untersuchten Kapselsysteme trotz der
schnellen Freisetzung einen Schutz fir die inkorporierten Anthocyane vor vorzeitigem Abbau
im Dinndarm bilden.

Bedingt durch die vollstandige Freisetzung der verkapselten Anthocyane im SGF wurden die
Kapselsysteme nicht in FeSSIF Ubertragen. Beide Inkubationsprozesse sind in vitro-
Simulationen. In vivo auftretende Absorptionsprozesse, die einen Einfluss auf das
Freisetzungs- und Abbauverhalten haben, sind bei diesem experimentellen Design nicht
bericksichtigt. Ein weiterer beeinflussender Faktor ist die Prasenz von Lipiden beim LMK-
System. Durch diese kénnen ebenfalls Abbau- und Absorptionsprozesse modifiziert sein.
Aufschluss Uber das vollstandige Aufschmelzen dieses Kapselsystems hatte eine
lichtmikroskopische Analyse des Inkubationsmediums nach Beendigung der LMK-Inkubation
gegeben. Bedingt durch die Zusammensetzung war das FeSSIF-Medium sehr triib. Eine
mikroskopische Betrachtung der Kapselsysteme nach erfolgter Inkubation war daher nicht

moglich.
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4.5 Rheologische Untersuchungen von Molkenproteingelen

Wahrend der Entwicklungsphase des MP-Kapselsystems (TU Minchen Weihenstephan)
wurden Molkenproteingele mit verschiedenen Konzentrationen und pH-Werten eingesetzt.
Um die thermische Belastung der zu verkapselten Anthocyane wahrend des
Verkapselungsprozesses (s. Kapitel 3.2.3) so gering wie mdglich zu halten, sollten die
Sol / Gel-Ubergange der MPI-Ausgangslésungen charakterisiert werden. Fir diese
Charakterisierung wurden vier MPI-Losungen mit unterschiedlichen MPI-Konzentrationen
und pH-Werten (Tabelle 4.5-1) untersucht. Diese Charakterisierung wurde mit drei

unterschiedlichen Analysenmethoden durchgefiihrt:

e der Gefal-Wasserbad-Methode fir Voruntersuchungen um den Sol/ Gel-
Ubergangsbereich einzugrenzen,

e die Oszillierende Rheologie zur Bestatigung der Voruntersuchungen und zur
genaueren Charakterisierung des Sol / Gel-Ubergangs,

o der Benchtop-NMR (BT-NMR) flr nichtinvasive T.-Relaxationszeitmessungen um

Mikroviskositaten der MPI-Gele zu ermitteln.

Die aus den vorgegebenen MPI-Losungen gebildeten Gele wurden anschlieBend mittels

Texture Analyzer auf ihre Elastizitat untersucht.

Tabelle 4.5-1 Ubersicht Uber die Konzentrationen der untersuchten MPI-Lésungen und deren
resultierende pH-Werte. Die gekennzeichnete Losung mit 20 % (m/m) MPI bei pH 1,5 wurde nicht

untersucht, da diese bereits bei RT hochviskos war.

MPI-Gehalt

% (m/m)] pH-Wert
15 1,5
15 6,8
20 15
20 6,8

Die Herstellung der untersuchten MPI-Lésungen ist im Kapitel 3.3.4 beschrieben. Die
20%ige MPI-Lésung pH 1,5 war bei RT bereits hochviskos und konnte nicht genau in die
entsprechenden Probengefalle abgefasst werden. Auf Grund dessen wurden mit den

ausgewahlten Methoden fiir diese Lésung keine Sol / Gel-Ubergéange bestimmt.

4.5.1 Gelierungsmechanismus von Molkenproteinisolat
Nach der Definition des Arzneibuchs ist ein Gel eine mit Hilfe eines Quellmittels gelierte
Flissigkeit. Bei dieser Definition wird zwischen Hydrophilen (Flissigkeit = Wasser, Glycerol

oder Porpylenglycol) und Lipophoilen (Fliissigkeit = dickfliissiges Paraffin, fette Ole) Gelen
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unterschieden "°. Die generierten MPI-Gele entsprechen nicht dieser Definition, da das MPI
im nativen Zustand kein Quellmittel darstellt. Erst durch den Eintrag von Energie in Form von
Warme denaturieren die Molkenproteine und bilden dadurch das dreidimensionale
Gelnetzwerk aus. Im MPI ist B-Lactoglobulin (B-lg) der fir die Gelbildung verantwortliche
Proteinanteil. Bei Raumtemperatur liegt R-lg im Bereich zwischen pH 5 bis pH 7 als ein,
durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiertes, Dimer vor (M,,: 36,6 kDa). Das monomere
R-Lactoglobulin besteht aus 162 Aminosauren und ist durch seine antiparallele R-
Faltblattstrukturen sowie zwei Disulfidbriicken (Cys+06-Cys119 Und Cyses-Cys1g0) Und eine freie
Thiolgruppe (Cysq»1) charakterisiert '°. Bei neutralen pH-Werten weist es amphotere

Eigenschaften auf.

Der Denaturierungsprozess des geldsten MPI verlauft in zwei aufeinanderfolgenden
Schritten. Wahrend des ersten Schrittes wird die R-Faltblattstruktur des R-lg durch Erhitzen
entfaltet. Dadurch wird die im nativen, gefalteten Zustand im Inneren der Struktur verborgene
Thiolgruppe (Cys121) nach aufden gekehrt. Die freiliegende Thiolgruppe beginstigt die sich im
zweiten Schritt bildenden Disulfidbriicken, wodurch sich Hetero-Oligomere zwischen den
entfalteten R-lg und a-la Molekilen bilden. Die in den Oligomeren vorherrschenden
Bindungskrafte sind, neben den hauptsachlich vorkommenden inter- und intramolekularen

157.1%  Die beiden

Disulfidbriicken, hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen
letztgenannten Bindungsarten stellen, verglichen mit den entstehenden Disulfidbricken,
schwache Bindungskrafte dar. Die sich auf diese Weise bildenden Oligomere schliel3en sich
zu Aggregaten zusammen und bilden dadurch das Hydrogelgeriist '*°. Bei neutralen pH-

Werten um pH 7 bilden sich fraktale Aggregate '*®.

R-Lactoglobulin ist ungewdhnlich stabil gegeniber Sauren, was durch Studien der [-
Faltblattstruktur bei pH 2 und pH 7 nachgewiesen wurde '®°. Bedingt durch die sinkende
Reaktivitat der Thiolgruppen bei sauren im Gegensatz zu basischen pH-Werten
unterscheidet sich der Gelbildungsmechanismus des R-lg bei sauren pH-Werten von dem
oben beschriebenen im neutralen bis basischen pH-Milieu. Auch im sauren Milieu entfaltet
sich R-lg durch die Einwirkung von Warme. Im Anschluss daran bilden sich jedoch keine
kovalenten Bindungen an der Thiolgruppe (Cys2¢) aus. Elektrostatische Wechselwirkungen
zwischen den entfalteten R-lg Monomeren treten in diesem pH-Milieu (pH < 3) ebenfalls nicht
auf, da die R-lg Monomere einen Uberschuss an sich abstoRenden positiven Ladungen
tragen (21 pro Monomereinheit). Rein physikalische Bindungen (hydrophobe- bzw.
Wasserstoffbriickenbindungen) halten die sich bildenden Oligomere zusammen '*°'®' Als
Konsequenz dieser Bedingungen werden groRe, fibrilldre Aggregate gebildet (M,, bis 10" Da)
%' Die Grundlage fiir die Bildung derartig gestreckter Aggregate ist die Annahme, dass bei
pH 2 die Anlagerung neuer R-Ilg Molekile an die bereits entstandenen, fibrillaren Oligomere

einfacher ist als der Zusammenschluss zweier sich abstoRender Monomere '®'.
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Als beeinflussende Faktoren auf den durch Warme induzierten Gelierungsprozess von R-Ig
wurden hauptsachlich die MPI-Konzentration und der pH-Wert der Losungen beschrieben
%2 Die in dieser Arbeit untersuchten Sol / Gel-Uberginge von MPI-Lésungen in dem stark

sauren pH-Milieu von 1,5 wurden bisher noch nicht untersucht.

452 Gefall-Wasserbad-Methode

Um den Bereich der Gelbildungstemperatur der Proben eingrenzen zu kénnen, wurde die
GefaR-Wasserbad-Methode angewendet '®. Die ermittelten Temperaturen fiir die Sol / Gel-

Ubergénge der drei MPI-Lésungen sind in Tabelle 4.5-2 dargestellt.

Tabelle 4.5-2 Mittels GefaR-Wasserbad-Methode ermittelte Sol / Gel-Ubergangstemperaturen der drei

untersuchten MPI-Losungen

15 % pH 1,5 15 % pH 6,8 20 % pH 6,8
Temperatur [°C] 61+1 69 + 1 67 £2

Die Gelierung der Probe lief nach dem in Kapitel 4.5.1 beschriebenen Mechanismus ab.
Zwischen den beiden Proben mit dem schwach sauren pH-Wert von pH 6,8 besteht ein, bei
diesem Versuchsdesign, vernachlassigbarer Unterschied in der Gelierungstemperatur von
etwa 2 °C. Die ermittelten Werte entsprechen den in der Literatur angegebenen, die

besagen, dass R-Ig im pH-Bereich von 2 - 13 ab 60 °C geliert '*"%8,

Im Vergleich der beiden verschiedenen pH-Werte der 15%igen MPI-Proben ist ein
Unterschied des Sol / Gel-Ubergangs von 8 °C zu erkennen. Dieser Temperaturdifferenz
liegen die unterschiedlichen Bindungsmechanismen der Molkenproteine bei den
vorliegenden pH-Werten zugrunde (s. Kapitel 4.5.1). Durch die Stabilisierung der
Thiolgruppen im stark sauren Milieu sind diese nicht an den Bindungen des 15%igen Gels
pH 1,5 beteiligt. Die sich bei pH 6,8 ausbildenden Disulfidbindungen werden erst ab einer
Temperatur von 63 °C generiert '®*. Eine Gelierung dieses Gels ist daher erst ab dieser
Temperatur moglich. Bei dem 15%igen Gel pH 1,5 findet die Gelbildung bereits bei 61 °C
statt. Auf Grund des niedrigeren pH-Wertes herrscht eine hohe Nettoladung vor. Dadurch

kann sich das Gelgerust schneller ausbilden.
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20 % pH 1,5

15%pH1,5 15%pH6,8 20% pH 6,8

Abbildung 4.5-1 MPI-Lésungen (bei RT) mit den daraus entstandenen MPI-Gelen (nach Erhitzen) bei
unterschiedlichen Konzentrationen und pH-Werten. Die 20%ige Probe pH 1,5 war bei RT bereits
gelartig fest.

Aus Abbildung 4.5-1 ist ersichtlich, dass die hergestellten MPI-L6ésungen im Solzustand
keine klaren, sondern leicht triibe FlUssigkeiten sind. Diese Tribung war bei den Proben mit
pH 6,8 starker als bei der auf pH 1,5 angesauerten Probe. Diese Erscheinung beruht auf den
bei den vorherrschenden pH-Werten von pH®6,8 geringeren elektrostatischen
AbstofRungskraften, da die Proben naher am IEP von R-lg liegen (IEP:5,1) und somit
weniger Nettoladungen im MPI Molekil vorhanden sind. Die einzelnen Molekiile stof3en sich
dadurch nicht so stark ab und neigen zu Aggregatbildungen. Folglich sinkt die Léslichkeit der

Proteine, die mit der Triibung der Probe einhergeht '®°.

4.5.3 Oszillierende Rheologie

Um die mittels Gefall-Wasserbad-Methode erhaltenen Daten Uber die Lage der Sol / Gel-
Ubergangstemperaturen der untersuchten MPI-Lésungen zu bestatigen wurden oszillierende
Messungen mit einer Kegel-Platte-Anordnung durchgefihrt. Dabei wurden die Speicher- (G*)
und Verlustmodule (G") wahrend der Gelbildung der Proben ermittelt. Die beiden
rheologischen Messwerte G und G“ charakterisieren die Deformationsenergie eines
Systems. G‘ ist die gespeicherte Deformationsenergie, die nach der Scherung in die
Ruckbildung des Systems eingeht. G ist ein Mal} fur die wahrend des Prozesses verlorene
Deformationsenergie. Diese Energie wird bei der Scherung der Probe verbraucht, da sich
beispielsweise das Probenmaterial erhitzt oder die Umgebung erwarmt. G* steht somit fir
das elastische Verhalten der Probe, wohingegen G* das viskose Verhalten der Probe

darstellt .

In Abbildung 4.5-2 a-c sind die ermittelten Werte von G’ und G* in Abhangigkeit von der
Temperatur aufgetragen. Die unterschiedlichen Ausgangswerte der beiden Parameter der

untersuchten MPI-Losungen bei 25 °C sind in Tabelle 4.5-3 dargestellit.
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Tabelle 4.5-3 Ubersicht Uber die Startwerte von G‘ und G“ zu Beginn der rheologischen

Untersuchungen bei 25 °C (entnommen aus Abbildung 4.5-2).

15%pH15 15%pH6,8 20 % pH 6,8
G'[Pa] 0,003 0,765 29,220
G*[Pa] 0,079 0,554 9,087

Die Werte fur G* und G* zeigen deutliche Unterschiede zwischen den einzelnen Proben. Aus
diesen Daten werden die unterschiedlichen Viskositaten der drei untersuchten Losungen bei
25 °C deutlich. Besonders deutlich wird dieser Unterschied im Vergleich der 15%igen Probe
mit den pH-Werten pH 1,5 und pH 6,8. Das Speichermodul variiert um den Faktor 250 und
das Verlustmodul um den Faktor 38. Der grofiere Wert von G* und G* bei dem Gel pH 6,8 ist

ein Indiz fur die Elastizitat der aus den Solen entstehenden Gele (s. Kapitel 4.5.5).

86



4. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4.5-2 Temperatur- und frequenzabhangige Anderung des Speicher- (G‘=H) und
Verlustmodules (G*“ = ¥) von MPI-Lésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen und pH-Werten:
a)und d) =15 % (m/m) pH 1,5, b) und €) = 15 % (m/m) pH 6,8, c) und f) = 20 % (m/m) pH 6,8

Die Kurven lassen sich in drei Regionen einteilen: Region I: flissiges Verhalten der Probe,
Region II: schnelle Gelierung und Region IlI: langsame Gelierung '®’. Diese drei Regionen
sind bei allen drei Kurven zu erkennen.

Normalerweise gilt G* < G* in Region |. Dies steht flr ein flissiges Verhalten der Probe. Dies
ist fir die 15%igen Probe pH 1,5 zutreffend (Abbildung 4.5-2 a). Die beiden ubrigen Proben
zeigen ein anderes Verhalten (Abbildung 4.5-2 b und c). Bei der 15%igen Probe pH 6,8 ist
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G' 2 G" und bei der 20%igen Probe pH 6,8 ist G* > G". Derartige Phanomene sind fur 3-Ig in
der Literatur beschrieben und wurden damit begriindet, dass diese Sole bereits unterhalb
ihres Gelpunktes auf Grund von Aggregationseffekten strukturiert vorliegen '®. Bei der
15%igen Probe mit pH-Wert von pH 1,5 liegt dies auf Grund des pH-Wert Einflusses auf die
Gelierung nicht vor (s. Kapitel 4.5.1). In allen drei Fallen sinken G* und G* zu Beginn mit
steigender Temperatur ab. Dies ist ein Indikator fiir viskoelastisches Verhalten der Sole '*°.

Es bilden sich Proteinprazipitate '"°.

In Region Il liegt der Schnittpunkt der Kurven von G* und G*. Dieser Schnittpunkt markiert

den Sol / Gel-Ubergangspunkt '®°

. Die Werte von G' und G*“ steigen mit zunehmender
Temperatur rapide an. Es bildet sich das Gelnetzwerk aus. Dieser Schnittpunkt ist bei allen

drei Kurven in Region Il zu erkennen.

In Region Il ist bei allen drei Proben G* > G*. Dies zeigt, dass ein elastisches Gelnetzwerk
gebildet wurde '®. Ein weiteres Indiz fiir die Bildung starker Gelnetzwerke ist der stérkere
Anstieg von G* gegeniiber G ', Der im Vergleich zur Region Il flacher verlaufende Anstieg

von G' und G* kennzeichnet, dass die Gelierung in dieser Region langsamer verlauft '’°.

Um die Irreversibilitat des Gelbildungsprozesses zu verdeutlichen, wurden G'- und G*-Werte
bei der Abkihlung der gebildeten Gele aufgezeichnet (s. Abbildung 4.5-2 a-c). Bei allen drei
Proben sind die Werte fir G und G nahezu konstant geblieben und nicht wieder

abgesunken. Dies zeigt die Irreversibilitit der Gelbildung '"°.

Nach dem Abkuhlen der Gele auf 25 °C wurde die Temperatur des Systems bei diesem Wert
konstant gehalten. Dabei wurde die Abhangigkeit von G° und G" von der Frequenz
aufgezeichnet. Die Daten sind in Abbildung 4.5-2 d - f aufgetragen. Die Werte von G‘ und G“
aller generierten Gele bleiben nahezu konstant. Diese Ergebnisse erklaren ebenfalls das

konstante Relaxationsverhalten und damit die Starke der generierten R-lg Gele.

Tabelle 4.5-4 Mittels oszillierender Rheologie ermittelte Sol / Gel-Ubergangstemperaturen der drei

untersuchten MPI-Losungen

15%pH15 15%pH6,8 20 % pH 6,8
Temperatur [°C] 574 711 68 +2

Die Resultate der Gelbildungstemperaturen (s. Tabelle 4.5-4) zeigen, dass der Einfluss der
Konzentration auf die Gelbildungstemperatur der untersuchten Proben wesentlich geringer
ist als der des pH-Wertes. Die MPI-Lésung mit einem sauren pH-Wert von pH 1,5 hat eine

deutlich verringerte Gelbildungstemperatur als die Proben mit dem pH-Wert von pH 6,8.
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454 Benchtop-NMR (BT-NMR)

Im Unterschied zu den in den beiden vorherigen Kapiteln beschriebenen Methoden ist es
moglich, mit BT-NMR genauere Aussagen Uber den Sol / Gel-Ubergang eines Systems in
Abhangigkeit von der Temperatur zu treffen, da hier nicht nur Makroviskositaten sondern

lokale Beweglichkeiten in den Gelen bestimmt werden.

Die Benchtop-NMR ermoéglicht die Messungen von Protonenspins. Fir Strukturaufklarungen
ist die Auflosung auf Grund der ungenigenden Magnetfeldstabilitdt zu niedrig. Im
Grundzustand sind die Spins der Protonen inhomogen verteilt. Dadurch ist das resultierende
magnetische Moment der Probe nahe Null. Erst durch das Anlegen eines externen
Magnetfeldes By werden die Spins entlang des angelegten Feldes ausgerichtet. Allgemein
beschreibt die Relaxationszeit eines Kernspins die Verweildauer in einem angeregten
Zustand. Um in einen energetisch glnstigeren Zustand zu gelangen geben die Spins
wahrend dieser Zeit Energie an ihre Umgebung (T - Spin-Gitter-Relaxationszeit) oder die
benachbarten Spins (T, - Spin-Spin-Relaxationszeit) ab. Die Ti-Relaxationszeit beschreibt
exponentiell die Zeit nach der Anregung der Spins, die bendtigt wird um die
thermodynamisch glnstigere Langsmagnetisierung (in  Richtung des angelegten
Magnetfeldes Bo) einer Probe wiederherzustellen '®. Die (iberschiissige Resonanzenergie
wird an das Gitter abgegeben. Auf Grund dessen hangt die Ti-Relaxationszeit von der
Makroviskositat und Dichte der Probe ab. Weitere Einflussfaktoren sind die NMR-Frequenz
sowie die vorgegebene Feldstirke '"'. Im Gegensatz dazu beschreibt die T,-Relaxationszeit
den Abfall des NMR Signals nach erfolgter Quermagnetisierung (90 °Impuls). T, hangt von
der magnetischen Interaktion der Protonen untereinander ab. Diese ist ein Mal}, wie stark die
Protonen untereinander koppeln. Die T,-Relaxationszeit richtet sich nach den physikalischen
Eigenschaften der Probe, wie der Dichte und der Viskositat, sowie der Starke des

magnetischen Feldes '"".

Durch die Ermittlung von T,-Relaxationszeiten kénnen die
dynamischen Eigenschaften der Protonen des LdOsungsmittels mit deren Umgebung
aufgezeigt werden. Diese Eigenschaften wurden in der Pharmazie bereits genutzt um die
Sol / Gel-Ubergénge von Chitosangelen und bolaamphiphilen Lipiden zu untersuchen '"*'72,
Es existieren ebenfalls bereits Studien iiber die T,-Relaxationszeiten von R-lg '"*'*. Diese

wurden jedoch nicht mit auf pH 1,5 angesauerten Proben durchgeflihrt.

Wahrend der Gelbildung wird das Lésungsmittel, im Falle der MPI-Lésungen das Wasser, im
Gelnetzwerk gebunden. Dadurch &ndert sich im Laufe des Sol/Gel-Ubergangs der
untersuchten MPI-Losungen die Beweglichkeit der Protonen des Ldsungsmittels. Durch die
Bestimmung der T,-Relaxationszeiten des Wassers kann diese Immobilisierung der
Protonen, also der Unterschied zwischen frei beweglichem und durch die Gelbildung

173,174

gebundenem Wasser, ermittelt werden . Im Solzustand haben die Protonen des

Lésungsmittels freie Beweglichkeit. Die T.,-Relaxationszeit ist daher, verglichen mit dem
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Gelzustand, hoch (s. Tabelle 4.5-5). Mit zunehmender Viskositat der MPI-Lésung sinkt die
Beweglichkeit der Protonen des Ldsungsmittels. Daraus folgend sinkt die T,-Relaxationszeit
der Probe ab (s. Tabelle 4.5-5). Die genannten T»-Relaxationszeiten fiir den Solzustand sind
im Vergleich zu reinem Wasser (T,: 2500 ms) jedoch niedrig. Die Beweglichkeit der
Wassermolekile in den untersuchten MPI-Lésungen ist durch vorherrschende Dipol-Dipol-

Interaktionen bereits erheblich eingeschrankt '*°.

Tabelle 4.5-5 Ubersicht tiber die T,-Relaxationszeiten der MPI-Lésungen sowie der daraus gebildeten
Gele bei 25 °C (entnommen aus Abbildung 4.5-3)

15 % pH 1,5 15 % pH 6,8 20 % pH 6,8
T, Sol [ms] 400 470 210
T, Gel [ms] 140 80 45

In Abbildung 4.5-3 sind ausgewahlte Kurvenverldufe des BT-NMR Temperaturprogramms
dargestellt. Der Anstieg der T,-Relaxationszeit zu Beginn der Messung der 15%igen (m/m)
Probe pH 1,5 (s. Abbildung 4.5-3 a) ist ein normales Arrhenius Phanomen. Hierbei gib es
Anderungen der T,-Relaxationszeit durch intra- und intermolekulare Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen '"°. Durch den Energieeintrag der Warme kommen die Protonen des
Lésungsmittels starker in Bewegung, wodurch die T,-Relaxationszeit steigt. Dieser Anstieg
von T, indiziert, dass in dem Temperaturbereich zwischen 40 °C bis 55 °C die Viskositat der
Probe nicht steigt. Ab einer bestimmten Temperatur nimmt die T,-Relaxationszeit der Probe
rapide ab. Dies ist durch die steigende Viskositat, d. h. die verstarkte Interaktion der
Protonen mit den Hydroxylgruppen der Proteine, bedingt. Diese Prozesse Uberlagern die

75 Das Wasser wird fest im Gelnetzwerk

schwachen Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
gebunden. Dadurch werden die Protonen des Ldsungsmittels immobilisiert. Die
Beweglichkeit der Protonen des Wassers ist damit eingeschrankt. Ist das Gelnetzwerk

komplett ausgebildet, bleibt die T,-Relaxationszeit daher konstant.
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Abbildung 4.5-3 Veranderung der T,-Relaxationszeit mit der Temperatur von a) 15%iger (m/m) MPI-
Lésung pH 1,5, b) 15%iger (m/m) MPI-L6sung pH 6,8 und c) 20%iger (m/m) MPI-Lésung pH 6,8. Die

Pfeile zeigen die Sol / Gel-Ubergangstemperatur der jeweiligen Proben an.

Im Vergleich der T,-Relaxationszeiten zu Beginn der Inkubation bei 40 °C zeigen die Proben
unterschiedliche Ausgangswerte. Diese sind durch die unterschiedlichen
Ausgangsviskositaten der Proben bedingt (vgl. Kapitel 4.5.3). Das Ldsungsmittel wurde
bereits zu Beginn unterschiedlich stark immobilisiert. Die 15%ige Probe pH 6,8 (Abbildung
4.5-3 b) zeigt zwischen 40 °C und 50 °C eine T,-Relaxationszeit von etwa 600 ms.
Interessanterweise sind die Werte der 15%igen Probe pH 1,5 (Abbildung 4.5-3 a) und der
20%igen Probe pH 6,8 (Abbildung 4.5-3 c) in diesem Temperaturbereich mit 350 ms gleich.
Durch die Absenkung des pH-Wertes bei der 15%igen Probe auf pH 1,5 herrscht eine
andere lonenstarke vor. Dadurch ist die Wasserbindungskapazitat und damit die freie
Beweglichkeit der Protonen erhdht. Die Absenkung der T,-Relaxationszeit der 20%igen
Probe pH 6,8 aus Abbildung 4.5-3 ¢ beruht auf der héheren Proteinkonzentration und damit

auf einer hdheren Ausgangsviskositat '™

, welche die Wasserbindungskapazitat beeinflusst
'7® Die aus diesen Kurvenverlaufen ermittelten Sol / Gel-Ubergangstemperaturen (s. Tabelle
4.5-6) stimmen mit NMR-Studien an reinem R-lg von Goetz et. al. Uberein, die die

Denaturierungstemperatur zwischen 70 °C und 75 °C bestimmt haben .
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Tabelle 4.5-6 Mittels Benchtop-NMR ermittelte Sol / Gel-Ubergangstemperaturen der drei
untersuchten MPI-Lésungen

15 % pH 1,5 15 % pH 6,8 20 % pH 6,8
Temperatur [°C] 75+ 1 70 £ 1 70 £ 1

In Abbildung 4.5-4 werden die Relaxationszeiten der gebildeten Gele, der
korrespondierenden MPI-Sole sowie von gereinigtem Wasser bei 25 °C miteinander
verglichen. Alle Proben zeigen einen deutlich erkennbaren Peak. Dieser beruht jeweils auf
dem Signal der Protonen des Wassers. Die Kurven der MPI-Lésungen zeigen vereinzelt
kleine Peaks bei niedrigen Relaxationszeiten zwischen 20 ms und 40 ms. Diese sind

beweglichen Protonen des MPI zuzuordnen.

15 % (m/m) 20 % (m/m)

a 400 ms
g
- 140 ms 2580 ms
-—
T 2530 ms
o
"~ HCI
[ 1 Al \_Wasser
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: e . : —=Sol
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Abbildung 4.5-4 Vergleich der mittels BT-NMR ermittelten T,-Relaxationszeiten von a) 15%iger MPI-
Lésung pH 1,5, b) 15%iger MPI-L6ésung pH 6,8 und c¢) 20%iger MPI-Losung pH 6,8 bei 25 °C mit
reinem destilliertem Wasser und Salzsaure pH 1,5. Das 20%ige Sol pH 1,5 war bei RT hochviskos
und wurde nicht untersucht. Zur Verbesserung der Ubersichtlichkeit wurden die einzelnen Graphen
vertikal verschoben.

Die Kurven des gereinigten Wassers zeigen ebenfalls einen weiteren Peak zwischen 200
und 300 ms. Dieser Wasserpeak ist auf Grenzflacheneffekte des Wassers mit den

Probengefalen zuriickzufilhren 2. Der Hauptpeak bei 2530 ms reprasentiert die Mehrheit
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der Protonen der Wasserreferenzprobe. Die Lage des reinen Wasserpeaks ist

72 Dije ermittelten Daten von etwa 2530 ms stimmen mit

temperaturabhangig
Literarturangaben bei 25 °C (berein. Diese besagen, dass die T.-Relaxationszeit des
Wassers groRer als 1000 ms ist "7, Durch Vergleiche der T,-Relaxationszeiten der
jeweiligen MPI-Lésung mit denen der daraus hergestellten Gele bei 25 °C ist ersichtlich,
dass die Relaxationszeiten der gebildeten Gele unter denen der korrespondierenden MPI-

Lésungen liegen. Dies zeigt, dass der Gelbildungsmechanismus irreversibel ist '">.

4.5.5 Prifung der Geltextur

Die Elastizitdten der durch die thermische Gelbildung erhaltenen Gele wurden mittels
Kompression der generierten Gelzylinder (s. Kapitel 3.3.4.4) am Texture Analyzer
charakterisiert. Die Kraft-Weg-Diagramme des in die Gele eindrickenden Stempels sind in
Abbildung 4.5-5 dargestellt. Alle drei untersuchten Gelsysteme unterscheiden sich
wesentlich in ihren Elastizitdten. Innerhalb der einzelnen untersuchten Gelsysteme gibt es
Variationen der Maximalkrafte (Fnax). Ein Vergleich der drei Proben ist trotz dieser
Abweichungen innerhalb der jeweiligen Systeme mdglich, da sich die Ergebnisse der drei

Proben wesentlich voneinander unterscheiden.

Das 15%ige Gel pH 1,5 (Abbildung 4.5-5a) wurde durch die ausgeubte Kompression
zerstort, bevor der Stempel 3 mm tief in das Gel eingedrickt ist. Die sich ergebenden
Maximalkrafte sind im Vergleich mit den beiden anderen untersuchten Gelen (Abbildung
4.5-5b und c) gering. Die Zerstorung der Gelstruktur ist auf die im Gel vorherrschenden
geringen Bindungskrafte zurickzufuhren. Wie in Kapitel 4.5.1 erlautert, bilden sich auf Grund
des niedrigen pH-Wertes fibrillare Aggregate. Diese bilden ein schwéacheres
dreidimensionales Gelnetzwerk, da feste, kovalente Bindungen, die bei der Denaturierung
bei nahezu neutralen pH-Werten (pH 6,8) entstehen, fehlen. Dies liegt darin begriindet, dass
die Thiolgruppen der Molkenproteine, die die kovalenten Bindungen ausbilden, durch das
saure pH-Milieu stabilisiert und somit nicht in der Lage sind, zur Stabilisierung des
Gelnetzwerkes beizutragen. Dieses Ergebnis bestitigen Shimada und Cheftel 2.
Ergebnisse dieser Studie zeigen ebenfalls, dass Gele, die unter sauren pH-Bedingungen
(pH 3,5) hergestellt wurden, nicht elastisch sind. Sie fihren dieses Ergebnis auf die grolie

Anzahl an Wasserstoffbrickenbindungen zurick, die bei diesen pH-Werten vorliegen.
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Abbildung 4.5-5 Vergleich der mittels Texture Analyzer ermittelten Elastizitaten von Gelzylindern
(Hohe: 0,5 cm, Durchmesser 1 cm) eines a) 15%igen MPI-Gels pH 1,5, b) 15%igen MPI-Gels pH 6,8
und c) 20%igen MPI-Gels pH 6,8 bei 25 °C (1. Probe (-"-), 2. Probe (- -), 3. Probe (—)). Das 20%ige

Gel pH 1,5 war bereits bei Raumtemperatur gelartig fest und wurde nicht untersucht.

Die beiden bei pH 6,8 hergestellten Gele mit 15 % bzw. 20 % MPI sind sehr elastisch. Nach
der Kompression der Gelzylinder um 3 mm wurde das Gelgerust nicht zerstort. Der
gemessene Abfall der Kraft wahrend der Dekompression war zu Beginn drastisch und flachte
im weiteren Verlauf der Dekompression ab. Die Maximalkrafte (F..x) der Kompression bei
einer Eindringtiefe des Stempels von 3 mm sind bei dem 20%igen Gel, begrindet durch die
hdhere Proteinkonzentration, zehnfach hoéher im Vergleich zu dem 15%igen Gel (s.
Abbildung 4.5-5). Die Gelzylinder beider Proteinkonzentrationen sahen rein visuell nach der
Entnahme aus dem Testsystem, im Vergleich mit dem Beginn des jeweiligen Tests,
unverandert aus. Wahrend der Kompression der Gele trat aus diesen kein Wasser aus. Die
Elastizitat der beide Gele mit dem pH-Wert von pH 6,8 gegentber dem Gel mit pH 1,5 ist
durch die veranderten Bindungsarten wahrend des Gelbildungsvorgangs zu erklaren. Bei
pH 6,8 bilden sich zusatzlich kovalente Disulfidbricken aus, die die Ausbildung eines starken
dreidimensionalen Gelnetzwerkes fordern (s. Kapitel 4.5.1).

Der anfangs starke Abfall der Dekompressionskurve zeigt, dass die Verformung bei der
Dekompression der Gele starker ist als bei der Kompression. Dies ist ein Indiz fir die

Elastizitat der Gele "°. Eine weitere Aussage beziiglich der Elastizitdt der Gele kann aus
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dem Ausmal} der Hysterese getroffen werden, welche ein Maf} fiir die gespeicherte Energie
des jeweiligen Gels ist (Tabelle 4.5-7). Die Daten der Hysterese wurden aus der Differenz
der Integrale der Kompressions- und der Dekompressionskurve gewonnen. Bedingt durch
die hoéhere Proteinkonzentration im 20%igen MPI-Gel ist das Ausmal} der Hysterese im
Vergleich zu dem 15%igen MPI-Gel bis zu 15 fach gréRer. Diese Daten bestatigen, dass das
20%ige MPI-Gel elastischer ist als das 15%ige MPI-Gel.

Tabelle 4.5-7 Ausmald der Hysterese der beiden elastischen MPI-Gele bei pH 6,8 mit 15 % (m/m)
bzw. 20 % (m/m) MPI

15 % pH 6,8 20 % pH 6,8
Hysterese [N*mm] 1,25+ 0,38 13,13 £ 5,64

Betz und Kulozik haben eine Studie {iber die Festigkeit von MPI-Gelen durchgefiihrt . Die
Ergebnisse dieser Studie sind mit den hier gewonnenen Ergebnissen jedoch nicht direkt
vergleichbar, da die Groélke der Gelzylinder und der Stempel sowie die Eindringtiefe
variierten. Die Grundaussage, dass MPI-Gele, die mit einer 20%igen Proteinkonzentration
generiert wurden, elastischer sind als Gele mit einer 15%igen Proteinkonzentration, ist

vergleichbar.

4.5.6 Vergleich der angewendeten Methoden

Die durch die Gefalk-Wasserbad-Methode, Benchtop-NMR sowie die Oszillierende
Rheologie ermittelten  Sol / Gel-Ubergangstemperaturen sind in  Tabelle 4.5-8
zusammengefasst. Bei den generierten MPI-Gelen mit pH 6,8 sind die ermittelten
Temperaturen vergleichbar. Die geringen Unterschiede sind durch die unterschiedlichen
Scherkrafte, die bei den drei angewendeten Methoden auf die Probe einwirken, begrindet
(Benchtop-NMR < Gefal-Wasserbad-Methode < Oszillierende Rheologie). Einen weiteren
Einfluss haben die verschiedenen experimentellen Aufbauten und Temperaturschwankungen

der einzelnen Geréate.
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Tabelle 4.5-8 Vergleich der mittels Gefa3-Wasserbad-Methode, Oszillierender Rheologie sowie
Benchtop-NMR ermittelten Sol / Gel-Ubergénge verschieden konzentrierter MPI-Lésungen bei

unterschiedlichen pH-Werten

15%pH15 15%pHG,8 20% pH 1,5 20 % pH 6,8

Gefall-Wasserbad-Methode [°C] 61+1 69 £ 1 nicht bestimmt* 67 £ 2
Oszillierende Rheologie [°C] 5714 71+1 nicht bestimmt* 68 +2
Benchtop-NMR [°C] 75+ 1 70 £1 nicht bestimmt* 70 £ 1

*Probe lag bei RT bereits hochviskos vor

Bei dem 15%igen Gel mit dem sauren pH-Wert von pH 1,5 gibt es starkere Abweichungen.
Die Werte, die durch die GefalR-Wasserbad-Methode sowie durch die Oszillierende
Rheologie ermittelt wurden, liegen um 4 °C auseinander, sind aber dennoch vergleichbar.
Auch hier muss von Temperaturfehlern wahrend des Aufheizens ausgegangen werden. Die
im Vergleich mit den beiden weiteren generierten Gelen niedrigeren Sol/ Gel-
Ubergangstemperaturen der MPI-Lésungen mit dem sauren pH-Wert von pH 1,5 liegen im
Gelbildungsprozess begriindet. Durch die bereits beschriebene Stabilisierung der
Thiolgruppen bei niedrigen pH-Werten sind diese nicht bei der Ausbildung des
Gelnetzwerkes beteiligt. Es bilden sich fibrillenartige Gelstrukturen (s. Kapitel 4.5.1). Die
mittels Gefalk-Wasserbad-Methode ermittelte, relativ niedrige Gelierungstemperatur von
61 °C ist demnach plausibel und wurde auch schon von anderen Arbeitsgruppen bestatigt
197158 Ein weiterer Beleg fiir die Richtigkeit dieser Temperatur ist die Erkenntnis, dass Gele,
an deren Ausbildung Thiolgruppen beteiligt sind, erst ab einer Temperatur von 63 °C gelieren
't Eine relativ groRe Abweichung von 14 °C gibt es zwischen dem mittels GefaR-
Wasserbad-Methode und dem mittels Benchtop-NMR ermittelten Temperaturwert. Das
vorherrschende pH-Milieu hat einen Einfluss auf die Gelstruktur (s. Kapitel 4.5.1). Durch die
gebildeten Gelfibrillen bei pH 1,5 ist die Wasserbindungskapazitat schlechter als durch die
festeren Gelstrukturen bei Gelen mit dem pH-Wert von pH 6,8. Das Losungsmittel Wasser ist
daher bei Temperaturen, bei denen optisch bereits ein Gel zu erkennen ist (Gefal-
Wasserbad-Methode), noch nicht vollstdndig immobilisiert und die Gelbildung daher noch
nicht vollstandig abgeschlossen. Die Gelierung ist erst bei hoheren Temperaturen
fortgeschritten, was mit einer zunehmenden Immobilisierung des Wassers und damit der
Protonen des Ldsungsmittels einhergeht. Die aufgetretene Temperaturdifferenz von 14 °C
zwischen der Gefall-Wasserbad-Methode und der Benchtop-NMR ist mit derartigen

Mikroviskositaten zu erklaren.

Betz und Kulozik haben gezeigt, dass es bei gleichbleibenden Proteinkonzentrationen aber
unterschiedlichen Denaturierungstemperaturen und Erhitzungszeitraumen zZu
unterschiedlichen Denaturierungsgraden der Molkenproteine in den generierten MPI-Gelen

kommt ®. Dies filhrt zu einer unterschiedlichen Gelstabilitit. Abgeleitet aus den Ergebnissen

96



4. Ergebnisse und Diskussion

Uber die Elastizitat der Gele unter Einbeziehung der vorherrschenden pH-Werte und der
Erkenntnis, dass die Dauer der Temperatureinwirkung eine Rolle auf die Stabilitdt des Gels
hat (s. oben), lasst sich auch ein Zusammenhang zwischen der Elastizitat des Gels und der
Anzahl der gebildeten Disulfidbriicken schlieen. Je hoher die Temperatur und je langer die
Einwirkzeit der Temperatur ist, desto fester werden die Gele bzw. umso mehr

Disulfidbriicken werden gebildet '°.

Die durch die drei angewendeten Methoden ermittelten Sol / Gel-Ubergangstemperaturwerte
entsprechen in der Literatur genannten Werten. Diese liegen im Bereich von 60 °C bis 75 °C
197188164173 ' Dijeser aus der Literatur entnommene weit gefacherte Bereich liegt in den
verschiedenen untersuchten Konzentrationsbereichen, pH-Werten, MPI-Chargen sowie den
unterschiedlichen experimentellen Aufbauten begriindet. Fir die MPI-Gele mit einem pH-
Wert von pH1,5 existierten bisher keine Daten. Die ermittelten Sol/ Gel-
Ubergangstemperaturen bei diesem pH-Wert sind, bedingt  durch den
Gelierungsmechanismus und die Vergleichsdaten, plausibel. Die in dieser Arbeit
angewendeten Methoden sind fir die Bestimmung von Sol/ Gel-Ubergangen von MPI-
Lésungen mit unterschiedlichen Konzentrationen und pH-Werten geeignet, da sie sich
gegenseitig bestatigen.

Auch wenn die Resultate der Elastizitdt der Gele gezeigt haben, dass die MPI-Gele mit
einem pH-Wert von pH 1,5 eine geringere Elastizitat als die Gele bei pH 6,8 aufweisen,
haben diese Gele bei der gegebenen Anwendung als Verkapselungsmatrix fir Anthocyane
(s. Kapitel 3.2.3) mehrere Vorteile. Durch den niedrigen pH-Wert ist ein mikrobieller Befall
des Gels nahezu ausgeschlossen. Eigene Lagerungsstudien zeigten, dass erzeugte Gele bei
einem pH-Wert von pH 6,8 nach ca. zehn Tagen sichtbar mikrobiell befallen waren. Proben,
die einen pH-Wert von pH 1,5 aufweisen, zeigten bei einer Lagerung bei RT und
Lichteinfluss Uber 3 Jahre keinen sichtbaren mikrobiellen Befall. Des Weiteren ist die
Stabilitat der in dem Gel eingekapselten Anthocyane bedingt durch die Stabilisierung des
Flavyliumkations bei niedrigen pH-Werten (s. Kapitel 2.1) gegeben. Beide Fakten fordern
eine langere Lagerstabilitat der generierten MP-Matrixkapseln verbunden mit einer Gber den

Lagerungszeitraum stabilisierten Anthocyankonzentration.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Mikrokapselsystem auf der Basis von Hartfett (iber ein
W,/O/Wo-Doppelemulsionsverfahren entwickelt. Diese Kapseln bestanden aus einem
wassrigen, anthocyanhaltigen Kern, der von einer festen Lipidhillle umgeben wird. Im Verlauf
der Entwicklung wurden zwei sich in ihren Schmelzbereichen unterscheidenden
Hartfetttypen eingesetzt. Zusatzlich wurden unterschiedliche Konzentrationen an
Emulgatoren und Anteilen der inneren, wassrigen, anthocyanhaltigen Phase getestet. Alle
eingesetzten Hilfsstoffe (Hartfett, Span®80 und Saccharoseester S-370) sind fiir den
Lebensmittelbereich  zugelassen. Uber die  Becherglasmethode konnten  die
Lipidmikrokapseln mit Inkorporationsraten von bis zu 90 % reproduzierbar hergestellt
werden. Um den Herstellungsprozess zu vereinfachen, wurde das Verfahren auf den
SpeedMixer™, der nach dem Prinzip einer dualen asymmetrischen Zentrifuge rotiert,
Ubertragen. Das Ziel, die Anzahl der Herstellungsschritte bei gleichem Hilfsstoffeinsatz zu
minimieren, wurde erreicht. Der fehlerbehaftete Prozess des manuellen Eintropfens der
anthocyanhaltigen Lésung in die Lipidschmelze bei der Herstellung nach der
Becherglasmethode wurde durch eine Zugabe dieser Lésung als Bulk bei der SpeedMixer™
Methode eliminiert. Bedingt durch das Rotationsprinzip der dualen asymmetrischen
Zentrifuge konnten unter den genannten Bedingungen mit dem SpeedMixer™ keine
gleichmaBRigen LMK hergestellt werden. Durch die vergleichende lichtmikroskopische
Analyse sowie durch die statische Lichtstreuung wurden diese Ergebnisse bestatigt. Die
weitere Charakterisierung der mittels Becherglasmethode hergestellten LMK wurde mittels
der Rasterelektronenmikroskopie, der Konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie sowie der
DSC durchgefiihrt. Die Ergebnisse zeigten, dass teilweise mehrkernige, spharische LMK
entstanden sind. Der mittels DSC analysierte Schmelzbereich dieser LMK lag bei etwa
35,7 °C.

Bei einer Weiterentwicklung dieses Mikrokapselsystems sollte die PartikelgréRe im Hinblick
auf die Sensorik des Konsumenten verringert werden. Fir den Verbraucher bleiben
mikropartikuldre Systeme, die in Lebensmittel wie beispielsweise Joghurt eingearbeitet sind,
sensorisch unbemerkt, wenn die PartikelgroRe unter 100 pm liegt '®'.

Fur die Freisetzungscharakterisierung der entwickelten LMK sowie der aus dem
Gesamtprojekt zur Verfligung gestellten Systeme AP; MP und SL wurde eine in vitro-
Freisetzungsmethode entwickelt. Daflir erfolgte eine Inkubation der unterschiedlichen
Partikelsysteme in den Magen sowie den Dinndarm simulierenden Medien im Vergleich zu
unverkapseltem anthocyanhaltigem HBE in einem End-over-End-Mischer. Die Bestimmung
des Gesamtanthocyangehalts wurde mittels HPLC-UV/Vis-Analytik durchgefuhrt. Bei allen
Kapselsystemen zeigte sich nach der Inkubation im simulierten Dinndarmmedium eine

erhdhte Gesamtanthocyankonzentration im Vergleich zu dem reinen, unverkapseltem HBE.
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Dabei war die Gesamtanthocyankonzentration um 21 £ 3 % (Systeme: AP, MP, SL) bzw.
1312 % (System: LMK) erhoht. Diese Ergebnisse zeigen, dass alle untersuchten
Kapselsysteme in der Lage sind, die Anthocyane vor dem vorzeitigen Abbau im GIT zu
schitzen. Ziel ist es bei weiteren Optimierungen der Kapselsysteme auf die Dichte der Matrix
bzw. des Uberzugs der Kapseln zu achten. Der Uberzug sollte aus einem optimierten
Schellackfilm ohne Porenbildner oder hoher schmelzenden Lipide zusammengesetzt sein.
Alle vier getesteten Systeme zeigten innovative Mdglichkeiten bei der Verkapselung von
bioaktiven Inhaltsstoffen, wie den Anthocyanen, in der pharmazeutischen und der
Lebensmittelindustrie. Um die Beeinflussung des Freisetzungsprozesses der Anthocyane
aus den LMK durch die im FeSSIF-Medium enthaltenen Enzyme zu Uberprifen, konnten die
LMK ohne den Zusatz von Pankreatin (enthalt Lipasen, Amylasen und Proteasen) im
FeSSIF-Medien inkubiert werden.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Ubertragung des Pankreatintests zur
Charakterisierung des in vitro Lipidverdaus zweier im Clusterprojekt entwickelten W4/O/Wo-
Doppelemulsionen mit jeweils unterschiedlichen Emulgatoren. Der Pankreatintest gibt
wesentliche Informationen zur Hydrolyse der in den Emulsionen eingesetzten Triglyceriden.
Fur beide Doppelemulsionen konnte ein Verdauprozess in den simulierten intestinalen
Medien (FaSSIF und FeSSIF) beobachtet werden. Der Hauptteil des Lipidverdaus findet in
den ersten 5 Minuten der Inkubation statt. Im Vergleich der beiden eingesetzten Emulgatoren
ist der Lipidabbau bei der Emulsion mit Gallensalzen als Emulgator schneller als bei der
Emulsion mit Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator. Dies ist auf die vereinfachte
Anhaftung des Lipase / co-Lipase-Komplexes an die O/W,-Grenzflache zurlckzufuhren.
Unter diesen Bedingungen muss nicht erst der Protein-Polysaccharid-Konjugatemulgator
durch die in den Verdauprozess eingebundenen Gallensalze verdrangt werden. Im Vergleich
des Lipidverdaus in beiden eingesetzten, den Dinndarm simulierenden Medien war der
Verdau im FeSSIF-Medium schneller als im FaSSIF-Medium. Durch die erhdhte
Konzentration an Gallensalzen und Phospholipiden sind im FeSSIF-Medium mehr
Mischmizellen zum Abtransport der gebildeten freien Fettsduren und Monoglyceride
vorhanden. Durch den schnellen Abtransport wird der Enzymkomplex weniger stark inhibiert.
Ein Einfluss der Tropfengréfie auf die Verdaukinetik konnte nicht beobachtet werden. Diese
Ergebnisse zeigen die Bedeutung der Zusammensetzung der Grenzflachen auf den ersten
Abschnitt des Verdauprozesses von Emulsionen und unterstreichen den Einfluss von
Emulgatoren auf diesen Prozess. Basierend auf einer Acylwanderung sinkt die Konzentration
der Monoglyceride im Verlauf des in vitro-Verdaus. Dieser finale Abbau von Monoglyceriden
in die korrespondierenden freien Fettsauren und Glycerol ist ein Phanomen von simulierten

in vitro-Verdauversuchen. Im Falle des Einschlusses einer wassrigen Anthocyanlésung in die
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innere W,y-Phase der Doppelemulsionen kdnnen die Anthocyane, bedingt durch den

Lipidverdau der umgebenden O-Phase, freigesetzt werden.

Im Rahmen der Charakterisierung der im Gesamtprojekt verwendeten Hilfsstoffe wurde der
Sol / Gel-Ubergang von unterschiedlich konzentrierten Molkenproteinisolat-Gelen —mit
verschiedenen pH-Werten rheologisch charakterisiert. Daflr wurden vergleichend drei
Techniken eingesetzt: die GefalR-Wasserbad-Methode, die Oszillierende Rheologie und die
Benchtop-NMR. Bei allen angewendeten Methoden kamen nahezu identische
Temperaturwerte fir den jeweiligen Sol / Gel-Ubergang der einzelnen MPI-Gele heraus:
15 % MPI pH 1,5 zwischen 57 °C und 74 °C, 15 % MPI pH 6,8 zwischen 69 °C und 71 °C
und fur 20 % MPI pH 6,8 zwischen 67 °C und 70 °C. Der groRe Temperaturbereich bei
15 % MPI pH 1,5 liegt in dem veranderten Gelierungsverhalten bei diesem niedrigen pH-
Wert begriindet. Die T,-Relaxationszeiten zeigen hier Mikroviskositaten auf, die fir die
Ubrigen beiden Messmethoden nicht detektierbar sind. In der Literatur sind bisher keine
Sol / Gel-Ubergangstemperaturangaben fiir MPI-Gele mit einem pH-Wert von pH 1,5 zu
finden. Bei weitergehenden Untersuchungen sollte der Gelierungsprozess nicht nur
temperatur- sonder auch zeitabhangig bestimmt werden. Hierfiir eignet sich insbesondere
die Analytik von T,-Relaxationszeiten mittels Benchtop-NMR '"*. Bei der Verkapselung von
Anthocyanen in MPI-Gele mit einem niedrigen pH-Wert ist die mikrobielle Stabilitat der Gele
bzw. der daraus generierten Mikropartikel sowie die chemische Stabilitdt der darin
inkorporierten Anthocyane gewahrleistet. Die generierten Gele wurden abschlieRend mit
einem Texture Analyzer auf ihre Gelfestigkeit hin untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine
hohe MPI-Konzentration gepaart mit einem nahezu neutralen pH-Wert (20 % MPI pH 6,8) die
stabilsten und elastischsten Gele bildet.

Zusatzlich konnte das antioxidative Potential der Anthocyane des verwendeten HBE mittels
Elektronenspinresonanz-Spektroskopie aufgezeigt werden. Der bei unterschiedlichen pH-
Werten geloste HBE zeigte wahrend der Inkubation mit der Spinsonde TEMPOL eine pH-
Wert abhangige Anderung der Signalamplitude des TEMPOL-Signals. Je niedriger der pH-
Wert der Anthocyanlésung war, desto klrzer war die Signalhalbwertszeit des TEMPOL-
Signals. Begriindet ist dies mit der Stabilitat der Anthocyane bei niedrigen pH-Werten
(Flavyliumkation). Daraus resultierend ist die Anthocyankonzentration bei den niedrigen pH-
Werten im Vergleich zu hdéheren pH-Werten gréRer. Diese Tatsache begrindet den
konzentrationsabhangigen schnelleren Abfall der Signalhalbwertszeit bei dem resultierenden
pH-Wert von pH 1,34. Durch dieses Ergebnis ist die Notwendigkeit des Verkapselns von
Anthocyanen bei stark sauren pH-Werten von pH < 1,5 bestétigt.

Fur die Einarbeitung der entwickelten Kapselsysteme in Lebensmitteln missen diese weiter
optimiert werden. Der bisherige Stand der Forschung zeigt jedoch deutlich, dass die

Mikroverkapselung von Anthocyanen einen positiven Effekt auf deren Stabilitat aufweist.
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