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Einflihrung und Motivation

Einfiihrung und Motivation

Pflanzliche Lebensmittel, insbesondere Obst und Gemiise, spielen eine wichtige
Rolle in der Gesunderhaltung der Gesellschaft. Der Nachweis der gesundheits-
fordernden Wirkungen von Obst und Gemise beim Menschen beruht heute
hauptséachlich auf epidemiologischen Studien. Eindeutig die Griinde belegende
Interventionsstudien fehlen leider noch. Neuere, vergleichende Studien zeigen
zudem, dass gesundheitsférdernde Wirkungen nur bei den komplex zusam-
mengesetzten Lebensmitteln, wie Saften oder Extrakten aus Obst und Gemdise,
nachweisbar sind, wahrend bei daraus isolierten Inhaltsstofffraktionen oder che-
misch synthetisierten Einzelmolekulen nur eine deutlich reduzierte oder keine
Wirkung zu finden ist. Die Griinde hierfir sind weitgehend unbekannt. Mdglich
ware es, dass die in den Studien eingesetzten isolierten Molekiile auBerhalb
der natirlichen Lebensmittelumgebung instabil sind, oder dass die eigentliche
biologische Wirkung erst durch Wechselwirkungen zwischen unterschiedlichen
Molekiilen des Lebensmittels erzielt wird. Dies fihrte u. a. dazu, dass die Wirkung
von aus Obst und Gemdiise isolierten Molekul(fraktion)en als Nahrungsergan-
zungsmittel oder Zusatzstoffe in Funktionellen Lebensmitteln in der Fachwelt
sehr kontrovers diskutiert wird.

In diesem aktuellen Spannungsfeld wurde das Clustervorhaben ,Bioaktive In-
haltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen” angesiedelt. Die Chan-
ce, Grundlagenforschung mit anwendungsorientierten Fragestellungen direkt
kombinieren zu kdnnen, bot dabei die einmalige Gelegenheit, die sich in einem
so komplexen Themengebiet ergebenden Fragen gezielt zu bearbeiten und die
Bedeutung der Obst- und Gemise-basierten Lebensmittel fiir die menschliche
Erndhrung besser verstehen zu kdnnen.

Hierzu wurden Pflanzenstoffe ausgewahlt, von denen bekannt war, dass sie in
der nattirlichen Matrix — als pflanzliches Produkt - positive physiologische Wir-
kung zeigen, diese aber verlieren, sobald sie daraus isoliert werden oder als
Einzelstoff Lebensmitteln zugesetzt werden. Die Wildheidelbeere als Quelle na-
tiirlicher Anthocyane bot sich hier als Modellstoff an. Die farbende Wirkung der
Anthocyane ist eine wichtige zweite Eigenschaft von hohem industriellem Inte-
resse, bedenkt man die aktuelle Diskussion um das Verbot von Azofarbstoffen.

Das Clusterprojekt wurde so angelegt, dass die wissenschaftlichen Fragestel-
lungen um die biologische Wirkung der Anthocyane grundlegend bearbeitet
werden konnten. Dazu mussten Formulierungen entwickelt werden, die es er-
moglichten, diese Molekile stabil an einen bestimmten Ort im menschlichen
Magen-Darm-Trakt zu bringen und dort freizusetzen. Die Instabilitat dieser Stoff-
klasse auBerhalb der natirlichen Matrix hatte bis dahin entsprechende Studi-
en verhindert. Der Charme dieses Ansatzes lag darin, dass damit nicht nur eine
Chance zu physiologischer und biochemischer Grundlagenforschung eréffnet
wurde, sondern gleichzeitig die Grundlagen geschaffen wurden, um die sich als



Einfihrung und Motivation

geeignet herausstellenden Stabilisierungssysteme zeitnah und zielgerichtet in
Produktformulierungen umzusetzen. Da Fragestellungen rund um die Stabili-
sierung von Wirkstoffen und deren Freisetzung im Gastrointestinaltrakt in der
pharmazeutischen Forschung eine grundlegende Rolle spielen, wurden die dort
eingesetzten Methoden durch Einbindung einer entsprechenden Forschergrup-
pe Ubertragen.

Fur die Untersuchungen musste zunachst sichergestellt werden, dass die aus
der natirlichen Umgebung isolierten Inhaltsstoffe stabil bleiben und am Wirkort
ankommen. Hierzu sollten unterschiedliche Verkapselungstechnologien einge-
setzt werden. Das Wort ,Kapsel” steht hierbei nicht fiir eine Formulierungsform
in der GroBenordnung von mehreren Millimetern bis hin zu Zentimetern, wie
man sie aus Medikamenten kennt, sondern fir Strukturen im Mikrometermaf-
stab, die vergleichbare Eigenschaften haben, aber problemlos in Lebensmitteln
eingesetzt werden kdnnen. Ausgewdhlt wurden ,mikrostrukturierte” Formulie-
rungen, die aus konventionellen Lebensmittelrohstoffen und lebensmittelzuge-
lassenen Hilfsstoffen hergestellt werden. Voraussetzung fir die Entwicklung war,
diese so zu strukturieren, dass sie — wie Kapseln - die Inhaltsstoffe vor duBeren,
schadigenden Einfllissen schiitzen, die benétigten Milieubedingungen fiir eine
lange Stabilitdt anbieten, im Gastrointestinaltrakt aber an der gewiinschten Stel-
le aufgeldst werden und die Inhaltsstoffe freisetzen.

Dazu mussten neue Herstellungsverfahren entwickelt werden, wobei darauf ge-
achtet wurde, auf in der Lebensmittelindustrie bekannte, konventionelle Tech-
nologien aufzubauen, um so spéter eine schnelle Umsetzung zu vereinfachen.

Die,verkapselnd” wirkenden Formulierungen hatten primar das Ziel, Studien zur
(positiven) biologischen Wirkung, aber auch zu (negativen) Nebenwirkungen
(z. B. Toxizitat bei hohen Konzentrationen) in vitro und in vivo *) zu ermdglichen.
Sie boten aber auch eine Chance, Sinn und Unsinn von verkapselten, isolierten
Inhaltsstoffen aus Obst- und Gemuseprodukten zu hinterfragen und Anwen-
dungspotentiale, aber auch Grenzen, aufzuzeigen. Interessant fir mdgliche
spdtere Anwendungen war, dass neben konventionellen Verkapselungstechni-
ken auch neue, bislang nicht eingesetzte Technologien Anwendung fanden und
Rohstoffe zur Verkapselung eingesetzt wurden, die aus natiirlichen Obst- und
Gemiseprodukten stammten. Auch wenn in diesem Projektvorhaben nur Daten
zu einem einzigen Produkt, der Wildheidelbeere, generiert werden konnten, so
waren die Untersuchungen doch so angelegt, dass sie spater mit deutlich gerin-
gerem Aufwand auf andere Rohstoffe aus dem Bereich Obst und Gem{se tber-
tragbar sein sollten.

Die in dem Cluster untersuchten wissenschaftlich-technischen und wirtschaft-
lichen Problemstellungen mit den daraus resultierenden wissenschaftlichen

*) Wegen Nichtbewilligung eines entsprechenden In-vivo-Teilprojektes im Rahmen des Clusters
sind diese Untersuchungen Gegenstand eines derzeit noch laufenden IGF-Projektes des FEI (AiF
17039 N) unter Beteiligung der Universitaten Kaiserslautern und Wien.
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und anwendungsorientierteren Fragestellungen sollten fir die Obst- und Ge-
miseverarbeitende Industrie zukunftsweisend sein. Der gewahlte Ansatz, Spe-
zialistenwissen aus den unterschiedlichsten Fachgebieten der Analytischen,
Physikalischen und Grenzflichen-Chemie, Lebensmitteltechnologie und -ver-
fahrenstechnik, Erndhrungsphysiologie, Lebensmittelchemie und -toxikologie
sowie der pharmazeutischen Technologie zusammenzubringen, war die Basis
furr eine erfolgreiche Bearbeitung eines solch komplexen Themengebietes. Die
Bearbeitung der Teilprojekte an mehreren Forschungseinrichtungen, die sich
auf ihre jeweilige Kernkompetenz fokussieren, bot eine hohe Gewidbhr fiir eine
wissenschaftlich und praktisch angemessene Durchfiihrung des Vorhabens und
eine hohe Erfolgsaussicht beziliglich der angestrebten Ziele. Die wissenschaft-
liche Koordinatorin des Clusters, Frau Prof. Schuchmann, und alle anderen be-
teiligten Projektleiter verfligten bereits liber umfangreiche Erfahrungen auf die-
sem Sektor, wodurch eine kompetente Bearbeitung des Clusters gewahrleistet
war. Die gewdhlten Technologieansdtze sind innovativ und eréffnen nicht nur
die Mdglichkeit gezielter grundlegender wissenschaftlicher Untersuchungen,
sondern bergen auch neue Marktpotenziale in der spateren Umsetzung.

Die zu erwartenden Ergebnisse sollten die Verarbeiter von Obst und Gemiise pri-
mar bei der Darstellung der Bedeutung ihrer Produkte in der Vermarktung un-
terstiitzen. Sekundar wurden aber auch Hinweise auf mogliche Verbesserungs-
potentiale in der Verarbeitung der Rohstoffe erwartet. Daten zur Sinnhaftigkeit
einer Anreicherung und Randbedingungen fiir das Einbringen solcher Formulie-
rungen in die Produkte waren weitere Ergebnisse, die Anwender gezielt in der
Produktentwicklung und -vermarktung unterstiitzen sollten.

Die DFG/AiF-Clusterinitiative, d.h. die M6glichkeit, unter Koordination des FEl ein
breit angelegtes Forschungskonzept zu realisieren und damit zeitgleich Frage-
stellungen sowohl aus der Grundlagen- als auch aus der Industriellen Gemein-
schaftsforschung zu bearbeiten und somit Synergien in der Forschungsfoérde-
rung der DFG und der Mittelstandsférderung (BMWi via AiF/FEl) zu nutzen, bot
hierbei erstmalig eine Chance, zeitnah wissenschaftlich fundiertes Know-how
umsetzen zu kdnnen. Dies erdffnet insbesondere kleinen und mittelstandischen
Unternehmen ohne zeit- und personalaufwandige Forschungs- und Entwick-
lungseinheiten die Moglichkeit, neue Produkt- und Verfahrenskonzepte auf dem
Gebiet der Mikroverkapselung und dem Einsatz von sekundéren Pflanzenstoffen
umzusetzen und so innovative Produkte erfolgreich im Markt zu platzieren. Dies
ist flr die mittelstandisch gepragte Lebensmittelbranche von hochstem Interes-
se, da diese Firmen selbst nicht in der Lage sind, die benétigten Kenntnisse zu
generieren. Es ist zu erwarten, dass das Projekt auch in andere Produktbereiche,
wie den Milch-, Diat-, Essenzen- und StiBwarenbereich, ausstrahlt. Ein breiten-
wirksamer Kenntnistransfer in die Praxis war deshalb Ziel und Bestandteil des
Projektmanagementkonzepts, zudem auch diese Dokumentation beitragen soll.
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Fur die finanzielle Forderung des Clusters durch das Bundesministerium fir
Wirtschaft und Technologie (BMWi) und die Deutsche Forschungsgemeinschaft
(DFG) sowie fiir die nachhaltige Unterstlitzung, die das Vorhaben seitens zahl-
reicher Unternehmen und Verbande erhielt, sei an dieser Stelle, auch im Namen
des FEI, ebenso herzlich gedankt wie flr die gute Zusammenarbeit mit der DFG
und der AiF. Ein besonderer Dank gilt Frau Prof. Schuchmann und ihrer Arbeits-
gruppe fiir die professionelle Koordinierung des Vorhabens und die gute und
vertrauensvolle Zusammenarbeit mit dem Projektbegleitenden Ausschuss.

i

Prof. Dr. Hans-Ulrich Endre3
Herbstreith & Fox KG, Neuenblirg

(Leiter des Projektbegleitenden Ausschusses
der Industrie und FEI-Vorstandsmitglied)

Neuenbdirg, im November 2011
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Konzeption u. Beteiligte des DFG/AiF-Clusterprojektes

Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Mul-
tikapselsystemen: Untersuchungen zum Einfluss der
Mikrostruktur und der molekularen Zusammensetzung
auf die Stabilisierung und kontrollierte Freisetzung von
sekundaren Pflanzenstoffen und deren Auswirkung auf
biologische Signalparameter

Teilprojekte (TP):

TP 1 (AiF): Prozessinduzierte Ausbeutesteigerung von wertgebenden
sekundaren Pflanzeninhaltsstoffen aus Blaubeeren und Ver-
gleich ihrer Stabilitat in Multikapselsystemen gegeniiber
konventionellen Produkten
Technische Universitdt Braunschweig, Institut fir Lebensmittel-
chemie, Prof. Dr. Peter Winterhalter
Technische Universitat Berlin, Institut fir Lebensmitteltechnolo-
gie und Lebensmittelchemie, Fachgebiet Lebensmittelbiotech-
nologie und -prozesstechnik, Prof. Dr. Dietrich Knorr

TP 2 (DFG): Bildungskinetik, rheologische Eigenschaften und induzier-
ter struktureller Abbau von biofunktionalen Hiillschichten
und Mikrokapseln
Technische Universitdat Dortmund, Lehrstuhl fiir Physikalische
Chemie II, Prof. Dr. Heinz Rehage

TP 3 (AiF): Milchproteinhydrogele als Tragerstoffe fiir bioaktive Subs-
tanzen: wasserunldsliche Mikrokapselsysteme zur Stabilisie-
rung und kontrollierten Freisetzung von bioaktiven Inhalts-
stoffen aus der Heidelbeere
Technische Universitdt Mlinchen, Zentralinstitut fir Erndhrungs-
und Lebensmittelforschung, Abteilung Technologie, Prof. Dr. Ul-
rich Kulozik

TP 4 (AiF): Mikrostrukturierte multidisperse Hiillkapseln als Trager bio-
aktiver Substanzen: Untersuchungen zum Einfluss von mo-
lekularen Wechselwirkungen und Diffusionsbarrieren auf
die Stabilitat und die Freisetzung von Inhaltsstoffen aus der
Wildheidelbeere
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT), Institut fiir Bio- und Le-
bensmitteltechnik, Bereich I|: Lebensmittelverfahrenstechnik,
Prof. Dr. Heike P. Schuchmann
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TP 5 (AiF): Mikroverkapselung von Anthocyanen durch Spriithverfahren
unter Ausnutzung von stabilisierenden Effekten der natiirli-
chen Zellsaftvakuole und Interaktionen von Inhaltsstoffen
Universitat Kiel, Institut fir Humanerndhrung und Lebensmit-
telkunde, Abteilung Lebensmitteltechnologie, Prof. Dr. Karin
Schwarz

TP 6 (DFG): Nichtinvasive In-vitro- und In-vivo-Charakterisierung von
Multikapselsystemen
Universitat Halle-Wittenberg, Institut fir Pharmazie, IB Pharma-
zeutische Technologie und Biopharmazie, Prof. Dr. Karsten Mader

TP 7 (AiF): Biologische Wirksamkeit von Blaubeer-Anthocyanen im Ver-
gleich zu mikro/nano-verkapselten Anthocyan-Praparaten:
Modulation von intestinaler Verfiigbarkeit, Fermentation,
antioxidativer Wirksamkeit und Wirkungen auf die DNA Inte-
gritat
Technische Universitdt Kaiserslautern, Fachbereich Chemie,
Fachrichtung Lebensmittelchemie und Toxikologie, Prof. Dr. Elke
Richling
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT), Institut fir Angewandte
Biowissenschaften, Abteilung fur Lebensmitteltoxikologie, Prof.
Dr. Doris Marko
Universitat Wien (ab 1.4.2009), Institut fir Lebensmittelchemie
und Toxikologie, Prof. Dr. Doris Marko

Koordination: Prof. Dr. Heike P. Schuchmann
Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT),
Institut fur Bio- und Lebensmitteltechnik,
Bereich I: Lebensmittelverfahrenstechnik

Beteiligte Industriegruppen:

« Verband der deutschen Fruchtsaft-Industrie e.V., Bonn

- Milchindustrie-Verband e.V., Berlin

« Fachverband Pektin e.V., Neuenbiirg

« Bundesverband der obst-, gemise- und kartoffelverarbeitenden
Industrie e.V., Bonn

« Deutscher Verband der Aromenindustrie e.V., Briissel

« Vereinigung zur Férderung der Milchwissenschaftlichen Forschung an der
Technischen Universitat Miinchen

Teilprojekt 1 (AiF)

Teilprojekt 1 (AiF)

Prozessinduzierte Ausbeutesteigerung von wertgeben-
den sekundiren Pflanzeninhaltsstoffen aus Blaubeeren
und Vergleich ihrer Stabilitat in Multikapselsystemen
gegeniiber konventionellen Produkten (AiF 15610 N)

Prof. Dr. Peter Winterhalter,

Dr. Gerold Jerz,

Dipl.-LM-Chem. Andreas Juadjur
Technische Universitat Braunschweig
Institut fiir Lebensmittelchemie

Prof. Dr. Dietrich Knorr,

Dipl.-Ing. Henry Jiger

Technische Universitat Berlin

Institut fir Lebensmitteltechnologie und Lebensmittelchemie
Fachgebiet Lebensmittelbiotechnologie und -prozesstechnik

Einfiihrung

Die Freisetzung und Erhaltung von Inhaltsstoffen mit gesundheitsférdernden
Eigenschaften stehen als Qualitdtsmerkmal im Vordergrund der modernen Le-
bensmittelproduktion. Bioaktive Komponenten der Pflanze sind Produkte des
Sekundarstoffwechsels und ihr Gehalt ist stark von verschiedensten Umweltbe-
dingungen abhdngig. Ihre Bildung stellt haufig die Reaktion auf Stressfaktoren,
wie z. B. klimatische Einfliisse und UV-Bestrahlung, dar. Das Ausmaf dieser Ein-
fliisse sowie die Pflanzensorte selbst bedingen dabei den Schwankungsbereich
der Konzentrationen der einzelnen Verbindungen. Die Extraktion und Isolierung
von bioaktiven Komponenten ist ein wesentlicher Prozessschritt, um deren
Nutzung in anderen Lebensmitteln zu ermdglichen. Der Anwendung von ge-
eigneten Aufschlussverfahren bei der Verwendung der Friichte zur Gewinnung
von Wirkstoffextrakten kommt dabei eine entscheidende Bedeutung zu. Die
Ausbeute an den gewiinschten Substanzen sowie deren Verhéltnis zueinander
hangt dabei hauptsachlich von deren Konzentration in der Frucht ab. Technolo-
gische Prozessschritte (u.a. die thermische Belastung) beeinflussen zusatzlich die
Gehalte bioaktiver Inhaltsstoffe (Polyphenole) und deren Verfligbarkeit. Ziel des
Forschungsvorhabens (Teilprojekt 1 im DFG/AiF-Cluster ,Bioaktive Inhaltsstoffe
aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen®”) ist es, ausgehend vom Rohstoff
Wildheidelbeere durch Stressinduzierung mittels elektrischer Hochspannungs-
impulse (HSI), hydrostatischem Hochdruck (HP) sowie Ultraschall (US) die Nach-
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Ernte-Biosynthese von funktionellen Inhaltsstoffen anzuregen und durch Mem-
branpermeabilisierung eine Ausbeutesteigerung zu erzielen. Insbesondere bei
der Herstellung und Lagerung von Heidelbeerprodukten kommt es weiterhin
zu erheblichen Verlusten an wertgebenden Inhaltsstoffen. Die Evaluierung von
Prozesskriterien der herkdmmlichen Verarbeitung und die Identifizierung von
Einflussparametern ist ein wesentlicher Schritt zur Verbesserung des Erhaltes
wertvoller Inhaltsstoffe. Zusatzlich kommt neuen, nicht-thermischen Haltbarma-
chungsverfahren eine wachsende Bedeutung zu. Das Potential dieser Verfahren
zur schonenden Haltbarmachung von Heidelbeerprodukten wird untersucht.
Auch die Moglichkeit der Mikroverkapselung von Heidelbeerextrakt bzgl. der
Stabilitat der Kapselsysteme in der Produktmatrix wird analysiert und bewertet.

Ergebnisse (Arbeitsgruppe Prof. Winterhalter)

Zunéachst wurde eine HPLC-DAD-Methode zur Charakterisierung und Quantifi-
zierung der Heidelbeerpolyphenole entwickelt sowie die Grundlage zur Erfas-
sung der Ausbeutesteigerung und stressinduzierten Verdanderung des Polyphe-
nolprofils bei der Behandlung von Heidelbeeren und Heidelbeertrestern mit
Hochspannungsimpulsen, Hochdruck und Ultraschall gelegt. Mit dieser Metho-
de war es moglich, alle in der Heidelbeere enthaltenen Anthocyane zu trennen
und zu quantifizieren (Abb. 1).

AuBerdem erfolgte mit der Methode die Analytik von frischen Heidelbeerpro-
ben, Heidelbeerprodukten und verkapselten Heidelbeerinhaltsstoffen. Der
im Rahmen der Teilprojekte zur Verkapselung eingesetzte Heidelbeerextrakt
wurde ebenfalls charakterisiert (Abb. 2). Dieser erwies sich sowohl bei der La-
gerung bei Raumtemperatur (25 °C) als auch bei Kiihllagerung (-18 °C) unter
Feuchtigkeits-, Licht- und Sauerstoff-Ausschluss als stabil.

In dem eingesetzten Heidelbeerextrakt konnte keine Verdnderung des Ge-
samtanthocyangehaltes von 27,6 g/100 g, der antioxidativen Kapazitdt 3.540
pmol/g (TEAC) sowie des Gesamtpolyphenolgehaltes von 53,5 g/100 g (Folin-
Ciocalteu) festgestellt werden. Diese Untersuchung war wichtig, um zu gewahr-
leisten, dass alle kooperierenden Arbeitsgruppen mit dem gleichen stabilen
Ausgangsprodukt arbeiten konnten. Das Screening frischer Heidelbeerproben
verschiedenster Standorte in Deutschland in den Jahren 2008 und 2009 zeig-
te hinsichtlich der Anthocyan-Profile und -Gehalte (z.B. durchschnittlich 0,60
mg/100 g Frischgewicht im Jahr 2008) keine signifikanten Unterschiede hin-
sichtlich der Anbauregionen. Fiir die verarbeitende Industrie konnte so zumin-
dest fiir Deutschland gezeigt werden, dass es keine bevorzugte Herkunftsregion
gibt. Das Anthocyanprofil des kommerziellen Extraktes entsprach dem von fri-
schen Heidelbeeren und den daraus im Labormalstab hergestellten Vergleichs-
extrakten. So konnte die europdische Wildheidelbeere als Ausgangsprodukt fir
die Herstellung des kommerziellen Extraktes und die Anwendung eines scho-
nenden Herstellungsverfahrens bestatigt werden.

Teilprojekt 1 (AiF)

SN FASSICLO0DZ.0ATA F2000 we]

7%

1%

BEEEEEEREE

Abb. 1: HPLC-DAD-Chromatogramm des Heidelbeerextraktes (rechts) sowie das zugehdrige
Chromatogramm bei 520 nm: (Delphinidin-3-galactosid (1), Delphinidin-3-glucosid (2), Cyani-
din-3-galactosid (3), Delphinidin-3-arabinosid (4), Cyanidin-3-glucosid (5), Petunidin-3-galac-
tosid (6), Cyanidin-3-arabinosid (7), Petunidin-3-glucosid (8), Peonidin-3-galactosid (9), Petuni-
din-3-arabinosid (10), Peonidin-3-glucosid (11), Malvidin-3-galactosid (12),
Peonidin-3-arabinosid (13), Malvidin-3-glucosid (14), Malvidin-3-arabinosid (15), Anthocyani-
dine (16-19), Chlorogensdure (20) und Quercetin (21).
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Abb. 2: Anthocyanprofil und prozentuale Gehalte der Anthocyanglykoside des von den einzel-
nen Arbeitsgruppen zur Verkapselung eingesetzten kommerziellen Heidelbeerextraktes. In der
Heidelbeere enthalten sind die fiinf in der Tabelle in schwarz dargestellten Anthocyanidine, die
in der Heidelbeere als Anthocyane in Form von Glykosiden vorliegen. Dabei sind die drei Zucker
Galactose, Glucose und Arabinose jeweils an der C3-Position des Flavyliumkations gebunden.
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Zur Kldrung moglicher synergistischer Effekte der bioaktiven Komponenten des
Heidelbeerextraktes sollte dieser in die drei Inhaltsstoffgruppen Anthocyane,
Copigmente und Polymere aufgetrennt werden. Im Rahmen des Projektes konn-
te gezeigt werden, dass dies durch herkdémmliche Lésungsmittelextraktionen
nicht vollstédndig gelingt. Mittels High-Speed-Countercurrent-Chromatographie
(HSCCCQ) konnte der Extrakt vollstandig in die gewiinschten Subfraktionen ge-
trennt werden. Allerdings wurden fiir diese Trennungen Zusétze von Trifluores-
sigsaure (TFA) benotigt. Da TFA-Riickstédnde in den Fraktionen nicht ausgeschlos-
sen werden konnen, eigneten sich diese Fraktionen nicht fir die geplanten
In-vitro- oder In-vivo-Testungen. Zur vollstandigen und TFA-riickstandsfreien
Fraktionierung der Extrakte wurde deshalb eine membranchromatographische
Methode entwickelt und erfolgreich eingesetzt. Diese Methode beruht auf der
Adsorption der nach Ansduern der Anthocyane erhaltenen positiv geladenen
Flavyliumkationen an der Membranoberfldche einer mit negativ geladenen Sul-
fonsduregruppen belegten Cellulose-Membran der Firma Sartorius. Diese Mem-
bran mit der Bezeichnung Sartobind S besitzt eine netzartige Struktur. Wahrend
die Anthocyane auf der Membranoberflache adsorbiert werden, passieren alle
ungeladenen Molekiile und Extraktbestandteile praktisch ungehindert die netz-
artige Struktur des Membranadsorbers. Abb. 3 zeigt das FlieBschema fiir die
entwickelte membranchromatographische Methode sowie die Aufgabe der Ex-
traktldsung auf den Membranadsorber.

Im oberen Bild (Abb. 3) ist Schritt 4 des dargestellten FlieBschemas - die Aufga-
be der Extraktlésung - zu erkennen. Diese befindet sich in der braunen Glasfla-
sche und wird mittels einer Pumpe auf den durch die adsorbierten Anthocyane
bereits stark violett eingefdrbten Membranadsorber gepumpt. Zum Schutz des
Adsorbers ist ein Filter vorgeschaltet, der Staub und kleine Partikel von der Mem-
bran fernhalten soll. Die austretende Losung ist sichtbar durch die Adsorption
eines GroBteils der Anthocyane entfarbt und enthalt auBer den restlichen nicht
adsorbierten Anthocyanen noch alle anderen Extraktbestandteile wie Copig-
mente und Polymere. Das untere Bild zeigt die Elution der Anthocyane (Schritt
6 im FlieBschema) mit der NaCl-haltigen farblosen Elutionslésung. Durch zwei
in Reihe geschaltete Membranadsorber oder zweimalige Prozedur kénnen so
99,8 % der Anthocyane aus dem Extrakt entfernt werden. Nach Eliminierung des
aus der Elutionsldsung stammenden NaCl mittels XAD-7 werden die Anthocya-
ne nach Gefriertrocknung als hochreine Fraktionen gewonnen. Abb. 4 zeigt das
Fraktionierungsschema und die prozentualen Auswaagen der nach Membran-
chromatographie und Gefriertrocknung erhaltenen Fraktionen.
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Abb. 3: FlieBschema zur Durchfiihrung der Membranchromatographie.
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Abb. 4: Fraktionierungsschema und prozentuale Massenanteile der Subfraktionen des
Heidelbeerextraktes.

Auf diese Weise konnten aus 10 g des Extraktes 3,7 g der Anthocyanfraktion und
4,98 g der Eluatfraktion erhalten werden. Die Anthocyanfraktion zeigt nach der
NaCl-Entfernung einen Anthocyangehalt von 71,4 % (quantifiziert als Cyanidin-
3-glucosid-Aquivalente). Da die Anthocyane als Salze mit einem Gegenion zum
positiv geladenen Flavylium-Kation vorliegen und die Quantifizierung tiber das
Cyanidin-3-glucosid fiir den Gesamtanthocyangehalt der Heidelbeere etwas zu
geringe Werte liefert, liegt die tatsdchliche Reinheit der Anthocyanfraktion bei
< 90 %. Copigmente konnten in der Anthocyanfraktion nicht detektiert werden.
Die Copigmente konnten aus dem nach Abtrennen der Anthocyane erhaltenen
Eluat durch Lésungsmittelextraktion und Separation der polareren polymeren
Bestandteile des Extraktes erhalten werden. Mittels dieser Vorgehensweise
war es erstmals moglich, aus dem Extrakt hochreine Anthocyan-, Polymer- und
Copigmentfraktionen im praparativen MaB3stab zu isolieren und diese Fraktio-
nen zu Verkapselungszwecken sowie fiir biologische Studien und Testungen
im Rahmen weiterer Teilprojekte des Clusters zu nutzen. Auch die Betrachtung
der antioxidativen Kapazitat der Fraktionen lieferte Hinweise auf die aktiven
und wirksamen Komponenten im Heidelbeerextrakt. Dabei stellte sich heraus,
dass die Anthocyanfraktion mit 4,6 mmol Trolox/g und einem Anteil von 37 %
am Gesamtextrakt den hoéchsten Beitrag zur antioxidativen Kapazitdt des Hei-
delbeerextraktes (3,5 mmol Trolox/g; 100 %) liefert. Auch die Copigmentfraktion
(3,2 mmol Trolox/g bei einem Anteil von 15 %) zeigt gegeniiber den restlichen
Extraktbestandteilen und den polymeren Verbindungen (2,1 mmol Trolox/g bei
29% Anteil am Gesamtextrakt) eine hohe antioxidative Aktivitat.

Aufgrund der hohen antioxidativen Kapazitat der Copigmentfraktion wurde
diese detailliert untersucht. Neben Quercetin und Chlorogensdure (5-CQA) als
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Hauptkomponenten konnten durch Trennung der Copigmentfraktion mittels
HSCCC erstmals drei neue Verbindungen - ein Cumarsaure-Derivat (1), ein Dep-
sid (2) und ein Cumaroyl-Iridoid (3) — aus Heidelbeeren isoliert und mittels NMR-
Spektroskopie strukturell aufgeklart werden (Abb. 5).

4-(-D-Clucopyranosyloxy-pentan-2-
¥ 2E}p-cumarat (1)

2-0-(3,4.5-Tri-hydroxy-henzoyl)-
2 4.6-tri-hydroxy-phenylmethylacetat
(2)

10-p-trans-Cumaroy l-monotropein (3)

Abb. 5: Strukturformeln der drei aus der Copigmentfraktion isolierten und mittels NMR-Spek-
troskopie identifizierten Verbindungen.

Ein weiterer wichtiger Punkt war die Erfassung und Isolierung der wertgeben-
den Komponenten des bei der Saftherstellung anfallenden Heidelbeertresters.
Dabei konnte gezeigt werden, dass unter den lipophilen Inhaltsstoffen wie den
hauptsachlich enthaltenen Trigyceriden auch bioaktive Minorkomponenten
wie z.B. B-Amyrin, B-Sitosterol oder die Oleanolsdure enthalten sind. AuBerdem
lieBen sich durch Kombination mit der entwickelten membranchromatographi-
schen Methode durch methanolische Extraktion und Abtrennung der lipophi-
len und semi-polaren Komponenten sowie einer anschlieBend durchgefiihrten
Membranchromatographie 2,60 g einer hochreinen Anthocyanfraktion aus ins-
gesamt 120 g gefriergetrocknetem Trester gewinnen.

Ergebnisse (Arbeitsgruppe Prof. Knorr)

Die prozessinduzierte Ausbeutesteigerung wertgebender sekundéarer Pflan-
zeninhaltsstoffe in Séften und Extrakten von Wildheidelbeeren konnte gezeigt
werden. Ein Vergleich der Technologien Ultraschall und Hochspannungsim-
pulstechnik mit herkdmmlichen Verfahren der Maischebehandlung bzw. einer
Prozessierung ohne Maischevorbehandlung hinsichtlich des Gehaltes an Ge-
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samtpolyphenolen und Anthocyanen konnte eine entsprechende Umsetzung
des erzielten Zellaufschlussgrades in einen Ubergang der Komponenten in Safte
und Extrakte zeigen (Abb. 6). Die nachfolgende Analytik der antioxidativen Ak-
tivitat der Presssafte zeigte insbesondere bei den elektropermeabilisierten Mai-
schen eine Steigerung. Die Bestimmung der Anthocyane mittels HPLC in den
Presssaften konnte eine Abhangigkeit von der eingesetzten Maischevorbehand-
lung aufzeigen. Die Hochspannungsimpulsvorbehandlung fiihrte dabei zu einer
iber eine Verdopplung hinausgehende Erhohung des Gesamtanthocyangehal-
tes, wihrend eine Maischeenzymierung nahezu eine Verdreifachung der Analy-
senwerte zur Folge hatte. Als Auffalligkeit bei der differenzierten Untersuchung
des Anthocyanprofils konnte eine Verschiebung der Freisetzung zugunsten eini-
ger ausgewahlter Anthocyane beobachtet werden, wahrend alle anderen ange-
wendeten Maischevorbehandlungsverfahren zu einer gleichmaBigen Erhdhung
aller Einzelkomponenten fiihrten. Die wassrige und ethanolisch durchgefiihrte
Extraktion des Tresters konnte durch einen Zellaufschluss mittels Ultraschall
bzw. Hochspannungsimpulsen in dhnlicher Weise verbessert werden, wobei
eine Ultraschallunterstiitzung des gesamten Extraktionsvorganges gegeniber
eines einmaligen Einsatzes von Ultraschall zum Zellaufschluss eine zusétzliche
Steigerung des Gesamtpolyphenolgehaltes und der antioxidativen Kapazitat
des Extraktes bewirken konnte. Die durchgefiihrten Behandlungen zur Stressin-
duktion erforderten eine differenzierte Betrachtung der unterschiedlichen Ge-
webe von Schale und Fruchtfleisch, die aufgrund unterschiedlicher vorhandener
ZellgroBBen eine unterschiedliche Empfindlichkeit hinsichtlich der Membranper-
meabilisierung durch Hochspannungsimpulse aufweisen.
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Abb. 6: Gesamtanthocyangehalt in den Presssdften aus unterschiedlich vorbehandelten
Maischen (ohne Vorbehandlung ,no’ mit und ohne Standzeit; Gefrier-Tau-Prozess ,FT" bei -10
°C fiir 2 x 2 h; Hochspannungsimpulse ,PEF’ bei 4 kV/cm und 30 kJ/kg; Enzymierung ,ENZ;
Enzymierungstemperatur 45 °C).
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Es wurden umfangreiche Stabilitdtsuntersuchungen an Heidelbeerprodukten
und deren Inhaltsstoffen durchgefiihrt. Dabei wurden insbesondere thermische
Prozessschritte betrachtet und Thermokinetiken fiir den thermisch bedingten
Abbau der Anthocyane erstellt. Fir die Produkte Heidelbeerkonfitlire und Hei-
delbeersaft wurde eine umfassende Prozessanalyse inklusive der Erstellung von
Temperatur-Zeit-Profilen des Herstellungsprozesses durchgefiihrt (Abb. 7). An-
hand des Parameters Monomerindex sowie der quantitativen Bestimmung von
Anthocyanen mittels HPLC durch Forschungsstelle 1 konnte die Stabilitat bzw.
der prozessbedingte Abbau aussagekréftig evaluiert werden. Es zeigte sich, dass
insbesondere die Prozessschritte der Kochung in der Konfitlirenherstellung so-
wie die anschlieBende HeiBabfillung zu einem Verlust von monomeren Antho-
cyanen fuihren. Ein dhnlicher Einfluss wurde fiir die Pasteurisierungsschritte der
Saftherstellung festgestellt, wobei hier die Verfahrensweise der Saftlagerung vor
der Abfillung bei erhéhter Temperatur sowie die Hei3abflillung und die allméh-
liche Abkiihlung des Produktes in der Flasche wesentlich zur thermischen Belas-
tung beitragen. Es wurden deutliche Produktveranderungen wahrend der Lager-
zeit festgestellt. Heidelbeersaft aus Wildheidelbeeren enthielt rund 9,5-mal mehr
Anthocyane als Kulturheidelbeersaft. Die HPLC-Analyse ergab zudem, dass im
geschonten Wildheidelbeersaft Anthocyane mit Glucoserest stabiler als die mit
Arabinose gebundenen Anthocyane waren. Die Anthocyane des Kulturheidel-
beersaftes zeigten im Vergleich zum Wildheidelbeersaft eine groBere Stabilitat.
Nach rund 90 Tagen Lagerung waren sowohl im Saft aus Kultur- als auch Wildhei-
delbeeren (beide ungeschént) noch 33% monomere Anthocyane bezogen auf
die Ausgangsmenge im Saft zu Beginn der Lagerung vorhanden. Nach einem
Jahr Lagerzeit betrug der Wert fiir den Kulturheidelbeersaft noch 19 %, wahrend
im Wildheidelbeersaft nur noch Werte von bis zu 2 % gemessen werden konnten.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in Heidelbeerkonfitiire hohe Anthocyan-
stabilitaten, vor allem bei Kihllagerung, im Vergleich zum Saft erreicht werden
konnen. Wahrend der Herstellung gehen ca. 40% der in der Rohware enthalte-
nen monomeren Anthocyane verloren. Der Gehalt verbleibender Anthocyane
sank Uber einen Lagerzeitraum von 449 Tagen bei Raumtemperatur auf 38 % des
Ausgangswertes zu Beginn der Lagerung ab. Eine Kiihllagerung konnte diese
Reaktionen verlangsamen und die Anthocyanstabilitat erhéhen (Erhalt von 57 %
der Anthocyane nach 449 Tagen Lagerung). Im Vergleich dazu gingen bei der
Herstellung der Heidelbeerkonserven mehr als 40% der Anthocyane durch die
Kochung verloren und nach 371 Tagen Lagerzeit konnten nur noch 12% Antho-
cyane gefunden werden. Gefrorene Heidelbeeren zeigten liber den Lagerzeit-
raum von einem Jahr die hochste Stabilitdt. Gefriergetrocknete Heidelbeeren
zeigten eine den gefrorenen Heidelbeeren dhnliche Anthocyanstabilitdt. Mehr
als 92% der monomeren Anthocyane konnten wdhrend einer Lagerdauer von
rund einem Jahr erhalten werden. Die hohe Stabilitdt in beiden Fallen war be-
glinstigt durch Lagerung unter Ausschluss von Licht und Sauerstoff sowie durch
die geringe Verfligbarkeit an freiem Wasser.
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Abb. 7: Temperatur-Zeit-Profil der Herstellung von Heidelbeersaft aus Kulturheidelbeeren in
einer kleinen Mosterei (oben). Verdnderung des Anthocyangehaltes in Abhdingigkeit der
Prozessierungsstufen bei der Saftherstellung (unten).

Wahrend der herkommlichen thermischen Pasteurisierung von Heidelbeersaft
war ein Abbau der Anthocyane im Bereich von 20-30% wahrend und direkt
nach der Behandlung zu verzeichnen. In weiteren Untersuchungen wurde die
Anwendung von isostatischem Hochdruck und gepulsten elektrischen Feldern
als nicht-thermische Pasteurisierungsverfahren hinsichtlich ihres Effektes auf
ausgewahlte Analysenparameter untersucht. Der Einfluss einer Hochdruck-
behandlung auf die Saftkomponenten Vitamin C, Gesamtphenolgehalt, Ge-
samtanthocyangehalt (photometrische Bestimmung) und antioxidative Kapa-
zitdt wurde im Druckbereich von 200-600 MPa mit einer Haltezeit im Bereich
von 5-15 Minuten bestimmt. Die Hochdruckbehandlung resultierte in einen
Vitamin-C-Erhalt von Uber 92% fiir alle Behandlungsintensitaten. Ursache fiir
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die Abnahme des Vitamin-C-Gehaltes insbesondere bei Druckstufen von 400
und 600 MPa ist moglicherweise eine druckinduzierte Enzymaktivierung u.a.
der Ascorbatoxidase, bevor diese durch die Behandlungen inaktiviert wird. Fir
eine Behandlung bei 200 MPa trat keine signifikante Veranderung der antioxi-
dativen Kapazitat auf. Fiir die Behandlungsstufen bei 400 und 600 MPa hinge-
gen kam es zu einer Verringerung des TEAC-Wertes im Bereich von 8-16 %. Eine
Erhéhung des Gesamtphenolgehaltes, insbesondere bei einer Behandlung bei
200 MPa, sowie eine Erhohung des Analysenwertes der Gesamtanthocyane bei
der Behandlung 400 MPa und 15 min (16 % Erhéhung) sind auf eine Trubparti-
kelbeeinflussung und eine Erhéhung der freien detektierbaren Menge im Saft
zurlickzufihren. Zur Herstellung eines lagerstabilen Saftes wird im industriellen
Prozess der Hochdruckpasteurisierung eine Behandlung von 600 MPa bei einer
Haltezeit von 5 Minuten durchgefiihrt. Ein so pasteurisierter Frischsaft wurde
bei 4 °C iber einen Zeitraum von 56 Tagen gelagert. Zudem wurde Saft mittels
Hochspannungsimpulsen pasteurisiert und den gleichen Lagerbedingungen
unterzogen. Durch die Hochspannungsimpulsbehandlung konnte wie durch die
Hochdruckbehandlung eine ausreichende Keimzahlreduzierung erreicht wer-
den. Die Anwendung von Hochspannungsimpulsen fiihrt jedoch im Gegensatz
zur Hochdruckbehandlung nur unzureichend zur Inaktivierung von Enzymen, so
dass diese in Abhdngigkeit der Lagertemperatur und der Sauerstoffverfiigbar-
keit wahrend der Lagerung entsprechende Aktivitdt zeigen kdnnen. Die Prozess-
stabilitat aller Analysenkomponenten gegeniiber der Hochdruckbehandlung
bzw. der Hochspannungsimpulsbehandlung war sehr hoch. Vitamin-C-Verluste
betrugen weniger als 5% im Vergleich zur unbehandelten Probe und waren ge-
nau wie der Gesamtphenolgehalt nicht signifikant von der Kontrollprobe abwei-
chend. Fiir Gesamtanthocyane und die antioxidative Kapazitdt konnte durch die
Behandlungen eine leichte Erhohung festgestellt werden, die, wie bereits be-
nannt, durch eine verbesserte Verfligbarkeit nach den Behandlungen begriin-
det ist. Am Ende der Lagerung (nach 56 Tagen) zeigten der unbehandelte und
der mittels Hochspannungsimpulsen konservierte Saft dhnlich hohe Verluste an
Vitamin C (ca. 50 %), wahrend der Vitamin-C-Erhalt in mit Hochdruck konservier-
ten Séften mit 70% entsprechend hoher lag. Auch die antioxidative Kapazitat
wurde im Hochdruck-pasteurisierten Saft (79% Erhalt) besser erhalten als im
Vergleich zum unbehandelten (70% Erhalt) und zum mittels Hochspannungs-
impulsen pasteurisierten Saft (52 % Erhalt). Die Anwendung der Hochdruck-Pas-
teurisierung kann damit als eine erfolgreiche Methode zur Haltbarmachung von
Heidelbeersaften bewertet werden, da der Prozesseffekt der Behandlung auf die
Saftcharakteristika als gering eingestuft werden kann. Das Produkt behélt den
Frischsaftcharakter, bedarf jedoch einer Kiihllagerung und weist eine Lagersta-
bilitat im untersuchten Zeitraum von ca. 8 Wochen auf.

Im Rahmen des DFG/AIF-Clusters,,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen” wur-
de das Teilprojekt 1 des Forschungskreises der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) Uber die AiF im Rahmen des
Programms zur Férderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung und -entwicklung (IGF) vom Bundesmi-
nisterium fiir Wirtschaft und Technologie aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.
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Summary Subproject 1

Process-induced increase in the yield of secondary me-
tabolites from bilberry and comparison of their stability
in multi-capsules versus conventional products

An HPLC method for the characterization and quantification of the polyphenols
of bilberry was developed. This was the basis for determining the yield increase
and stress-induced changes in the polyphenolic profile during the treatment of
bilberry and bilberry pomace with high voltage pulses, high pressure and ul-
trasonic. With this method analytics of fresh bilberries, bilberry products and
encapsulated bilberry extract as well as monitoring during storage was carried
out. The bilberry extract which was used for encapsulation by all research groups
was also characterized. It proved to be stable both during storage at room tem-
perature (25 °C) and in cold storage (-18 °C) under exclusion from humidity, light
and oxygen. There was no change detected in the total anthocyanin content of
27.69/100 g, the antioxidant capacity of 3,540 umol/g (TEAC) as well as the con-
tent of 53.5 g/100 g of total polyphenols (Folin-Ciocalteu). Therefore it could be
guaranteed that all research groups have worked with the same stable prod-
uct. The screening of fresh bilberry samples from different regions of Germany
showed no local dependence regarding the anthocyanin profiles and contents
(average 0.60 mg/100 g fresh weight in 2008). It could be shown that the antho-
cyanin profile of the commercial extract is equivalent to that of the fresh blue-
berries and the extracts made from the fresh ones. To fractionate the extracts, a
membrane chromatographic method was developed and used successfully. For
the first time high-purity anthocyanin, polymeric and copigment fractions could
be isolated on a preparative scale, making them available for biological studies
and for encapsulation. Also for the first time three new compounds from the
copigment fraction were isolated and their structures were elucidated by NMR
spectroscopy. Another important point was the detection and isolation of value-
adding components of the bilberry pomace, generated during the juice produc-
tion. It was shown that among the lipophilic ingredients like the mainly con-
tained triglycerides, also bioactive minor components as for example 3-amyrin,
[-sitosterol or oleanolic acid are included. Also 2.60 g of a very pure anthocyanin
fraction could be isolated from 120 g of the freeze-dried pomace by the newly
developed membrane chromatographic method after removal of the lipophilic
and semi-polar components.

A process induced increase in the yield of secondary plant metabolites in juices
and extracts recovered from bilberry could be shown by application of ultra-
sound or pulsed electric field treatment. Treatment of bilberries for stress induc-
tion required the consideration of differences of cell characteristics in the skin
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and the flesh of the fruit. In addition, the establishment of a bilberry cell culture
was investigated in order to create a model system to study stress response in a
homogenous raw material.

Bilberry products such as juice, jam, dried, frozen and canned fruits were inves-
tigated with regard to the process and storage stability of anthocyanins. Major
losses were detected during the thermal processing steps such as cooking or
pasteurization. During subsequent storage, bilberry jam proved to be more sta-
ble than juice but a reduction of more than 50% during a half year storage time
was detected for both products. The application of non-thermal pasteurization
by isostatic high pressure was investigated. Shelf stable, fresh juices could be
produced by the inactivation of microorganisms and enzymes while maintai-
ning the monomeric anthocyanins. Microencapsulated bilberry extract was
investigated in order to evaluate its stability in comparison to the stability of
anthocyanins in bilberry products. Microcapsules have been added to bilberry
juice and a stabilization of the anthocyanins was found. A protective effect of the
capsules was shown during storage of the enriched product.
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Teilprojekt 2 (DFG)

Bildungskinetik, rheologische Eigenschaften und indu-
zierter struktureller Abbau von biofunktionalen Hiill-
schichten und Mikrokapseln

Prof. Dr. Heinz Rehage,

Dr. Sabine Leick

Technische Universitat Dortmund
Lehrstuhl fir Physikalische Chemie Il

Einfiihrung

In Teilprojekt 2 erfolgte die Herstellung eines ausgewahlten Kapselmodellsys-
tems Uber die ionotrope Hydrogelbildung anionischer, nattirlicher Polysacchari-
de mit Calciumionen mittels der Methode des Eintropfens [1]. Zunadchst wurden
die fur die reproduzierbare Herstellung spharischer Matrix- als auch Kern-Hulle-
Kapseln verantwortlichen Parameter — wie Oberflachenspannung, Eintropfhéhe,
Rihrergeschwindigkeit sowie Viskositat und Dichte der Polymer- und Eintropflo-
sungen - charakterisiert und optimiert (Abb. 1). Die Synthese der Matrixkapseln
kann hierbei durch einfaches Eintropfen der Polysaccharidlésung in die vorge-
legte Vernetzerldsung (Calciumchloridlésung) ohne Rihren aus einem Abstand
von 5 cm erfolgen. Zur Herstellung der Kern-Hiille-Kapseln muss die Dichte und
Viskositat der eintropfenden Vernetzerlésung durch die Zugabe von Glycerin er-
hoht werden, um das Einsinken der Tropfen durch die Phasengrenzfléche zu er-
leichtern. Des Weiteren kénnen nur spharische Kapseln erhalten werden, wenn
das Eintropfen in eine trichterférmige Stromung erfolgt und die Eintropfhéhe
etwa 4,5 cm betragt.

Infolge der notwendigen Modifizierung der Eintropflosung im Falle der Herstel-
lung flussig-gefillter Kapseln wurde die Monomer- als auch Polymerkonzentra-
tion wasseriger Extraktldsungen unter Variation des pH-Wertes, Zugabe von Cal-
ciumsalz und Glycerin Uber einen langeren Zeitraum verfolgt. Es zeigte sich, dass
sich die zur Kapselherstellung erforderlichen Zusatze (Calciumsalz und Glycerin)
nicht auf die Stabilitat der biologisch aktiven Anthocyane auswirkten und dem
Extrakt somit ohne Bedenken hinzugefiigt werden konnten.

Untersuchungen der biologischen Wirksamkeit des Extraktes auf humane Ko-
lonkarzinomzellen, die in Kooperation mit der Universitat Wien (Teilprojekt 7)
durchgefiihrt wurden, bestatigten weiterhin, dass der verkapselte Extrakt eben-
so effektiv wie der reine unverkapselte Extrakt in der Lage ist, die EGFR-Aktivitat
zu unterdrlicken und die ATP-Bindungsstellen zu blockieren.
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Abb. 1: Ubersicht (iber die optimierten Herstellungsparameter.

Dartiber hinaus wurden die zur Kapselherstellung benétigten Hiillmaterialien
(Polysaccharide: Alginat und Pektin) und der zu verkapselnde Inhaltsstoff (Hei-
delbeerextrakt) hinsichtlich der oberflaichenaktiven Eigenschaften untersucht.
Hierzu wurde neben der Tropfenprofilanalyse [2, 3] (zur Bestimmung der Ober-
flachenspannung) die Schwingkondensator-Methode [4-6] (zur Bestimmung
des Oberflachenpotentials) herangezogen. Es zeigte sich, dass wassrige Losun-
gen beider Substanzklassen (iber ein schwaches oberflachenaktives Verhalten
verfuigen, dass sich in einer zeitlichen Abnahme der Oberflaichenspannung und
einem Anstieg des Oberflachenpotentials duB3ert. Im Falle der biologischen Po-
lysaccharide (Alginate, Pektin) kann die Oberflachenaktivitdt durch Verunrei-
nigungen — wie beispielsweise Enzyme — oder die Molekiile selbst verursacht
werden, wahrend im Falle des Heidelbeerextraktes davon auszugehen ist, dass in
dem Extrakt vorhandene Gerbstoffe dieses Verhalten hervorrufen.

Nachdem die Rahmenbedingungen zur effektiven Extraktverkapselung geschaf-
fen wurden, konnte anschlieBend die Charakterisierung der mechanischen Ei-
genschaften der Hydrogele und Kapseln erfolgen. Neben der Permeabilitét der
Gelmembranen ist die Deformationsstabilitat der Kapseln fiir die Anwendung in
Lebensmitteln von groBer Bedeutung. So miissen die mit Bioaktivstoffen gefll-
ten Kapseln zur gezielten Freisetzung der Inhaltsstoffe die Einbringung in das
gewlinschte Produkt, die Lagerung und das Durchlaufen des Magentraktes un-
beschadet tberstehen.

Rheologische Messungen und Berechnungen der zweidimensionalen Elastizi-
tatsmodule zeigten, dass die Matrixkapseln erwartungsgemaf héhere Gelstabi-
litaten als die vergleichbaren Kern-Hiille-Kapseln aufwiesen. Durch Variation der
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Gelierzeit sowie Wahl der Polymer- und Calciumionenkonzentration konnten die
mechanischen Eigenschaften der fliissig-gefillten, deformationsempfindliche-
ren Kapseln jedoch in weiten Bereichen variiert und gezielt eingestellt werden
(Abb. 2).

124 ™ 1é59kurl1dsn a 1DDISekur||den y 2?6Seku;1den |
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Abb. 2: Deformationsverhalten fliissig-gefiillter Calcium-Pektinatkapseln in Abhdngigkeit von
der Gelierzeit.

Zur Analyse der Vernetzungskinetik und der Dynamik der Hllschichten wurde
die Spinning-Capsule-Methode [7, 8] als grenzflachenrheologisches Charak-
terisierungsverfahren herangezogen (Abb. 3). Unter Variation der Gelierdauer
konnten die Kapseldeformationen mittels optischer Konturanalyse fiir die Syn-
these flussig-gefillter Calciumalginat- als auch Calciumpektinatkapseln be-
stimmt werden. Hierbei zeigte sich, dass in beiden Féllen die Deformierbarkeit
mit zunehmender Gelierzeit abnimmt und sich nach einer bestimmten Zeit ein
Plateau abzeichnet [9]. Dieses kommt dadurch zustande, dass das Tropfeninne-
re mit der Zeit an den vernetzenden Calciumionen verarmt, wodurch die Mem-
brandicke nach auBen hin anwdchst. Dieser Vorgang ist abgeschlossen, wenn
alle vernetzungsfahigen zweiwertigen Kationen in die Gelmembran eingebaut
sind. Im direkten Vergleich zeigen die Pektinatkapseln insgesamt bei vergleich-
barer Gelierzeit héhere Deformationen, sodass hier davon ausgegangen wird,
dass die gebildeten Hydrogelmembranen schwdcher vernetzt oder diinner sind.

Neben der Kapseldeformation erfolgten Kapselschichtdickemessungen unter
Variation der Gelierzeit mittels bildgebender NMR in Kooperation mit der Expe-
rimentellen Physik Il (Technische Universitat Dortmund, Prof. Dr. Dieter Suter).
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Abb. 3: Kapseldeformation in Abhdngigkeit von der Gelierzeit der Tropfen in der Polymerlé-
sung: (a) fliissig-gefiillte Alginat- und (b) Pektinatkapseln.

Nach Anpassen der erhaltenen Kurven mit einer Theorie von YAMAGIWA et al.
[10] ergibt sich eine Geschwindigkeitskonstante kp fiir die Gelbildungsreaktion
von 0,003 s fur die Alginatkapseln und 0,009 s fiir die Pektinatkapseln sowie
ein Strukturfaktor von etwa 0,4 fiir beide Kapselsysteme. Der Strukturfaktor # 1
deutet darauf hin, dass es sich bei dem Gelbildungsprozess nicht um einen rein
diffusionskontrollierten Prozess handelt. Die schnellere Gelbildungsgeschwin-
digkeit im Falle der Pektinatkapseln kann durch eine ungehindertere Diffusion
der vernetzenden Calciumionen und die Ausbildung der dickeren Alginatmem-
branen durch eine héhere Calciumionenaffinitat und Vernetzungsdichte bewirkt
werden.
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In stofflicher und morphologischer Hinsicht wurde anhand erster Freisetzungs-
messungen deutlich, dass die Polysaccharidkapseln, bedingt durch die hochpo-
rosen, stark diffusionsdurchldssigen Gelmembranen, zur gewiinschten Extrakt-
freisetzung im Darm gezielt angepasst und modifiziert werden missen. Da die
Verkapselungseffizienz bei der Herstellung der Matrixkapseln mit nur 70 % we-
sentlich geringer war als die der fliissig-gefullten Kapseln (ca. 96 %) und auch
die Extraktfreigabe ungehinderter erfolgte, wurde der Fokus im Weiteren auf die
Herstellung der Kern-Hiille-Kapseln gelegt.

Um das pH-gesteuerte Darm-Targeting zu erreichen, wurde zum einen versucht,
die Anthocyandiffusion durch die Ausbildung von Kompositmembranen unter
Zugabe von PLL zur Vernetzerlésung bzw. Schellack zur Polymerlésung zu ver-
mindern bzw. zu hemmen. Zum anderen wurden die Kapseln mit externen Coa-
tings durch Aufbringung zusétzlicher Polyelektrolytmultischichten bzw. einer
umbhillenden Schellackmembran versehen (Abb. 4).

Kompositkapsel extern-beschichtete Multi-Layer-Kapsel
Kapsel

Abb. 4.: Schematische Darstellung der unterschiedlichen Beschichtungsformen.

Zunachst erfolgte die Untersuchung der Deformationseigenschaften der Hy-
drogelkapseln unter Zuhilfenahme von Poly-L-Lysin. Im Falle der Ausbildung von
Kompositmembranen zeigte sich, dass die Deformationsstabilitat der Kapseln
abnahm, so dass die Vernetzungsdichte durch den Einbau der Polyelektrolytmo-
lekiile herabgesetzt wurde. Im Falle der Aufbringung zusatzlicher entgegenge-
setzt geladener Polyelektrolytschichten konnte die Deformationsstabilitat mit
jeder aufgebrachten Schicht geringfligig erhoht werden [11]. Da jedoch insge-
samt beide Variationen keinen signifikant positiven Effekt auf die Freisetzungski-
netiken sowie die effektive Steigerung der Extraktriickhaltung zeigten, erfolgte
im Weiteren die Herstellung und Modifikation von Komposit- sowie extern be-
schichteten Kapseln unter Verwendung von Schellack.

Durch den Einbau von Schellack in die Hydrogelmembranen konnte die Defor-
mationsstabilitdt der Kapseln in Abhangigkeit vom pH-Wert maf3geblich ge-
steigert werden. Die aus den Auftragungen berechneten zweidimensionalen
Elastizitdtsmoduln [12] stehen in guter Ubereinstimmung mit den erhaltenen
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Ergebnissen aus vergleichenden gelrheologischen Messungen als auch weiter-
fuhrenden Squeezing-Capsule-Messungen [13]. Insgesamt konnte jedoch auch
mit diesem System keine zufriedenstellende Diffusionshemmung der Anthocy-
ane erreicht werden.

Im Falle der extern mit Schellack beschichteten Kapseln konnten diese — auf-
grund ihrer enorm hohen Deformationsstabilitdt — nicht mehr mit der Spinning-
Capsule-Technik deformiert werden. Aus diesem Grund wurde die Squeezing-
Capsule-Technik [14, 15] zur Messung herangezogen. Es zeigte sich, dass - in
Abhéangigkeit vom pH-Wert — die zur Kompression der beschichteten Kapseln
erforderlichen Krafte um ein Vielfaches hoher liegen als die zur Kompression der
unbeschichteten Kapseln erforderlichen Kréfte. AuBerdem zeigte sich bei der
Bestimmung der Freisetzungskinetiken nach der UV/VIS-Methode von GIUSTI et
al. [16], dass die diffusive Extraktfreigabe durch die Aufbringung einer externen
Schellackbeschichtung signifikant verringert und gehemmt werden kann, so-
dass dieses Kapselsystem flr weitere Untersuchungen der Extraktfreigabe her-
angezogen und beziiglich der pH-Auswabhl, Gelierdauer und Zusammensetzung
der Beschichtungsformulierung variiert wurde. Hierbei zeigte sich, dass die unter
Séure ausgefallten Schellackmembranen mit abnehmendem pH-Wert dichtere
und undurchlassigere Membranen ausbildeten, wodurch gréf3ere Mengen der
Anthocyanmolekiile im Kapselinneren nachhaltig gespeichert blieben. Bei Varia-
tion des Plastiziermittel fihrte insbesondere die Zugabe von PVP (Polyvinylpyr-
rolidon) als Weichmacher zu der Schellacklésung zu einer Verlangsamung der
diffusiven Freisetzung und nachhaltigen Speicherung grof3er Extraktmengen.

Da die oral mit der Nahrung aufgenommenen Kapseln den pH-Gradienten im
Magen-Darm-Trakt durchlaufen, schienen zur Untersuchung des Aufloseverhal-
tens Magen-Darm-Simulationen unter Anderung des pH-Wertes die sinnvollste
Anndherung an den realen Verdauungsvorgang zu sein. Es war zu beobachten,
dass die beschichteten Kapseln, je nach Zusammensetzung der Beschichtungs-
formulierung, der Beschichtungsdauer als auch der Simulationstemperatur ein
stark voneinander differenziertes Aufléseverhalten zeigten.

Abb. 5 zeigt die erhaltenen Magen-Darm-Simulationen fiir extern beschichte-
te Kapseln unter Variation des eingesetzten Weichmachers. Es ist anhand des
sprunghaften Anstiegs der Polyvinylpyrrolidon-Kurve (PVP) zu erkennen, dass
sich diese Kapseln binnen der ersten 20 Minuten nach Uberfiihrung in das Darm-
medium vollstandig aufldsen. Hierdurch werden die restlichen, nach 2-stiindiger
Magensimulation verbliebenen 60% der verkapselten Anthocyane schlagartig
freigesetzt. Unter Verwendung von Glycerin oder Polyethylenglykol (PEG) bedarf
es zum Teil einige Stunden bis hin zu Tagen, bis die im Kapselinneren langerfristig
gespeicherten Anthocyane durch die vollstandige Lyse der Kapseln freigesetzt
werden. Insgesamt zeigen die Simulationen somit deutlich, dass lediglich im Fal-
le der PVP-Kapseln ein schnelles Aufldsen der Kapseln binnen weniger Minuten
im schwach basischen Darmmedium erfolgt und ein sprunghafter Anstieg, so
wie er fir die gezielte Darmfreisetzung gewiinscht ist, detektiert werden kann.
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Abb. 5: Magen-Darm-Simulation bei 37 °C unter Variation des Weichmachers.

Weiterhin sind die hohen Elastizitdtsmoduln, verursacht durch die externen
Schellackbeschichtungen, besonders vorteilhaft, da die Kapseln so von auflen
einwirkenden Kraften hohe Widerstande entgegensetzen kénnen.

In dieser Arbeit konnte somit ein speziell fiir die Lebensmittelanwendung zu-
gelassenes Kapselmodellsystem erfolgreich synthetisiert werden. Die vorgestell-
ten, mit Schellack beschichteten Kapseln bieten die Méglichkeit der effektiven
Extraktstabilisierung und nachhaltigen Speicherung mit gezielter Darmfreiset-
zung unter Verwendung einer mit PVP versetzten Schellackformulierung. Die
zahlreichen systematischen Deformations- und Freisetzungsuntersuchungen
konnten hierbei zur Beschreibung und Férderung des Verstandnisses des kom-
plexen Gelbildungsmechanismus und der Anthocyandiffusion beitragen. Fir
die erfolgreiche Anwendung in Lebensmitteln ware es nun noch erforderlich,
die KapselgroBe signifikant zu reduzieren (< 200 um) und Lagerversuche in ver-
schiedenen Produkten durchzufiihren. Weitere Variationen der Schellackformu-
lierung, die die Permeabilitdt der Schellackcoatings maBgeblich beeinflussen,
kdnnten zu einer weiteren Verbesserung des Freisetzungsverhaltens beitragen.
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Summary Subproject 2

Formation kinetics, rheological properties and induced
structural decomposition of biofunctional coverings
and microcapsules

In the framework of the collective research program we synthesized a capsule
model system by ionic cross-linking of the biopolymers alginate and pectin. Af-
ter the successful optimization of the process parameters and the examination
of the extract stability in the encapsulation system, the mechanical properties
of the gel membranes were characterized and the membrane permeability was
studied. Rheological measurements and analytical calculations of the Young's
moduli showed that the mechanical properties of the liquid filled capsules could
be selectively adjusted under variation of the gelation time and the used calcium
ion concentration. First tests of the release kinetics showed that an additional
coating was necessary to seal the macro pore hydrogel membranes and to keep
the anthocyanin molecules stored inside the capsules.

To accomplish the pH-induced colon targeting, two different strategies were
pursued: For one thing, we synthesized composite membranes by the incor-
poration of PLL or shellac. For another thing, we applied external coatings on
the capsule surfaces either by using the layer-by-layer technique to obtain poly-
electrolyte multilayers or by inducing acid precipitation to form a dense shellac
layer. While the formation of composite and multilayer membranes did not sig-
nificantly prevent the release kinetics, externally shellac coated capsules offered
the opportunity of effective extract stabilization, long-lasting storage as well as
colon targeting by using PVP as plasticizer for the coating formulation. The cap-
sules, thus synthesized, showed already all desired release and stability proper-
ties, but for technical applications their sizes should be reduced to diameters
below 200 micrometres.
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Milchproteinhydrogele als Tragerstoffe fiir bioaktive
Substanzen: Wasserunlosliche Mikrokapselsysteme zur
Stabilisierung und kontrollierten Freisetzung von bio-
aktiven Inhaltsstoffen aus der Heidelbeere (AiF 15611 N)

Prof. Dr. Ulrich Kulozik,

Dipl.-Ing. Michael Betz

Technische Universitat Miinchen

Zentralinstitut fur Erndhrungs- und Lebensmittelforschung (ZIEL)
Abteilung Technologie

Ausgangssituation und Motivation

Heidelbeeren, insbesondere Wildheidelbeeren, enthalten verschiedene Stoff-
gruppen, die sich positiv auf die Gesundheit des Menschen auswirken. Sie besit-
zen aufgrund eines hohen Anteils an Anthocyanen eine sehr hohe antioxidative
Kapazitat im Vergleich zu anderen Obst- und Gemusearten und sind daher be-
sonders als bioaktive Zusatzstoffe fiir Functional-Food-Produkte interessant. Ein
wichtiges Aufgabengebiet der modernen Lebensmitteltechnologie ist die Ent-
wicklung und Verbesserung von Verkapselungssystemen zur Einbringung sol-
cher bioaktiver Stoffe in Lebensmittelmatrices. Fiir diese Systeme mussen phar-
mazeutische Zielsetzungen, wie der Transport und die gezielte Freisetzung des
verkapselten Wirkstoffs im menschlichen Kérper, umgesetzt werden, ohne dass
die nutritiven und sensorischen Aspekte des Tragerlebensmittels beeintrachtigt
werden. Aus diesem Grund greift man auf das Verfahren der Mikroverkapselung
zurlick. So lassen sich Verkapselungssysteme im um-GréBenbereich erzeugen,
die die verkapselten Stoffe im Lebensmittel stabilisieren, bei der Nahrungsauf-
nahme nicht wahrgenommen werden und gleichzeitig Stofftransport und -frei-
setzung im Korper ermoglichen.

Im Bereich der wasserunléslichen Mikroverkapselung von sekundaren Pflan-
zeninhaltsstoffen als funktionelle Lebensmittelinhaltsstoffe existieren jedoch
bisher kaum Erfahrungen. Der Einsatz von thermisch verfestigten Milchprote-
inen als Matrixmaterial gilt hierbei als vielversprechender Ansatz. Bisher existie-
ren jedoch nur wenige Arbeiten zur Mikroverkapselung mittels hitzeinduzierter
Gelbildung von Milchproteinen. Fir medizinische Anwendungen hingegen
wird der Einsatz von milchproteinbasierten Hydrogelen als Carriermatrix fiir die
Verkapselung von Wirkstoffen seit einigen Jahren untersucht. Demnach bieten
Milchproteine neben ihrer gesundheitlichen Unbedenklichkeit ideale techno-
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logische Eigenschaften flr eine Matrixbildung sowie fiir die dadurch mégliche
Verkapselung von bioaktiven Substanzen.

Zielsetzung des Projektes und Vorgehensweise

Im Rahmen des Forschungsvorhabens (Teilprojekt 3 im DFG/AiF-Cluster) wur-
den Techniken fiir die Mikroverkapselung von Heidelbeerextrakt (HBE) mittels
thermisch induzierten wasserunldslichen Milchproteingelen entwickelt und hin-
sichtlich ihrer Stabilisierungseigenschaften sowie Freisetzungskinetik optimiert.
Zunachst wurden fiir die Mikroverkapselung von Heidelbeerextrakt geeignete
Molkenproteingelsysteme identifiziert. Diese dienten im néchsten Schritt als
Matrices fiir die reproduzierbare und steuerbare Herstellung von Mikrokapseln.
Dazu wurde die Wasser-in-Ol (W/0)-Emulsionsmethode auf die thermische
Gelbildung der Molkenproteine adaptiert. AnschlieBend wurde untersucht,
welchen Einfluss die untersuchten Produkt- und Prozessparameter des Herstel-
lungsverfahrens auf die physikalische Stabilitdt sowie die Freisetzungscharakte-
ristik der verschiedenen Mikrokapseln in vitro haben. Dann wurde der Einfluss
der verschiedenen Produkt- und Prozessparameter auf die Freisetzungseigen-
schaften von Heidelbeerextrakt bzw. auf den verkapselungsbedingten Schutz-
effekt geklart. Daraus resultierend erfolgten Untersuchungen zum Coating der
Mikrokapseln, um eine gezielte Freisetzung des verkapselten Heidelbeerextrak-
tes im Darm zu gewabhrleisten.

Kernergebnisse

AuBerhalb ihres nattirlichen Milieus weisen Anthocyane im Sauren ihre héchste
Stabilitat auf. Aus diesem Grund wurden saure Molkenproteinsysteme mit pH 1,5
und pH 3 fir die Verkapselung von Heidelbeerextrakt ausgewahlt. Dabei stellte
sich eine Proteinkonzentration der Gele von 20% als optimal in Bezug auf die
Anthocyan-Retention im Proteingelnetzwerk und die technische Umsetzbarkeit
heraus. Zur thermischen Gelbildung der Proteinldsungen wurde eine Erhitzung
auf 80 °C fiir 10 min als geeignete Kombination identifiziert. Bei dieser ther-
mischen Belastung konnten wasserunlosliche Gele bei nur geringem Antho-
cyanabbau erzeugt werden. Die Molkenproteingele mit pH 1,5 und pH 3 wurden
zundchst auf ihre Eignung zur Verkapselung und Stabilisierung der Anthocyane
untersucht. Dazu wurden Heidelbeerextrakt-Protein-Mischlésungen mit pH 1,5
und pH 3 thermisch geliert und der Anthocyangehalt wahrend der Lagerung
analysiert (Abb. 1).
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Abb. 1: Relativer Anthocyangehalt von Molkenproteingelen mit 5 % verkapseltem Heidelbeer-
extrakt sowie wdssrigen 5 %-igen Heidelbeerextraktlésungen wéhrend der Lagerung im
Dunkeln.

Fur beide pH-Werte konnte eine verkapselungsbedingte Stabilisierung der An-
thocyanfraktion tiber eine Lagerungsdauer von 28 Tagen im Vergleich zu wéssri-
gen Lésungen festgestellt werden, wobei eine bessere Stabilisierung bei pH 1,5
erreicht wurde. Die héhere Anthocyanstabilitat bei pH 1,5 ist auf das Vorliegen
der Anthocyane als stabiles Flavyliumkation zurtickzufiihren. Zur Erzeugung von
Mikrokapseln aus den Molkenprotein-Heidelbeerextrakt-Mischlésungen wurde
die in Abb.2 schematisch dargestellte Wasser-in-Ol (W/O)-Emulsionsmethode
auf die thermische Gelbildung der Molkenproteine adaptiert.

Emulgatoren Emulgieren: Wasserunldsliche
900 - 1800 Wmin Hydrogel-
Mikrokapseln

=]
Protein- _g‘.'b
lésungs- ¢
tropfe

Thermische Gelbildung:
80°C, 10 min

Abb. 2: Schematische Darstellung des W/O-Emulgierprozesses zur Mikrokapselherstellung.
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Das W/O-Emulsionsverfahren umfasst die Herstellung einer W/O-Emulsion
durch Emulgieren der wassrigen Molkenprotein-Heidelbeerextraktldsung in
Pflanzenol. Bei der anschlieBenden Erhitzung der Emulsion gelieren die disper-
gierten Proteinlésungstropfen und es kommt zum physikalischen Einschluss des
bioaktiven Stoffes. Die gelierten Proteinlésungstropfen kdnnen anschlieBend als
Hydrogel-Mikrokapseln aus der Olphase abgetrennt werden.

Die Emulsionen wurden in einem Rihrkessel mit Strombrechern mittels Schei-
benrihrer hergestellt. Mit dieser Apparatur konnten bei einem Dispersphasen-
anteil von 15 % durch Einsatz des Emulgators PCDL (Phosphatidylcholin depleted
lecithin) Mikrokapseln mit mittleren Durchmessern von 20-180 um hergestellt
werden. Hierbei zeigte sich, dass bei pH 3 starkere Wechselwirkungen zwischen
Heidelbeerextraktbestandteilen und Molkenproteinen auftraten als bei pH 1,5.
Bei der Mikroverkapselung konnte aufgrund dieser pH-Abhdngigkeit der Wech-
selwirkungen in Molkenproteingele mit pH 1,5 bis zu 10 % Heidelbeerextrakt, in
Gele mit pH 3 maximal 5 % Heidelbeerextrakt verkapselt werden. Ein Heidelbeer-
extraktanteil von 10% fiihrte bei pH 3 zu starken Aggregationserscheinungen
und es konnten, im Gegensatz zu pH 1,5, keine sphédrischen Mikrokapseln mehr
erzeugt werden. Die Molkenproteingele mit pH 1,5 waren somit sowohl zur An-
thocyanstabilisierung als auch in Bezug auf die Mikrokapselherstellung besser
geeignet als die Gele mit pH 3. Fiir weitere Untersuchungen zur Verkapselung
von Heidelbeerextrakt wurden daher die Gele mit pH 1,5 eingesetzt. Die Mikro-
kapseln mit pH 1,5 und einem HBE-Gehalt von 10% sind in Abb. 3 dargestellt.

Abb. 3: Mikroskopische Aufnahmen der Mikrokapseln mit einem Heidelbeerextraktgehalt von
10 %, hergestellt ohne Emulgator (a) und mit Emulgator PCDL (b). Der weil3e Balken entspricht
100 um.

Bei der Entwicklung eines effektiven Mikroverkapselungssystems muss die
Bioaktivitat des verkapselten Kernmaterials auch nach der Mikroverkapselung
gewadbhrleistet sein. Da es bei der Mikroverkapselung zu Veranderungen des
Kernmaterials kommen kann, wurde im nédchsten Schritt der prozessbedingte
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Verlust der antioxidativen Kapazitdt des Heidelbeerextrakts wahrend der Mi-
krokapselherstellung Uiberprift und quantifiziert. Hierzu wurde die antioxidative
Kapazitat mit Hilfe des TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity)-Assays zu
allen Prozessstufen bestimmt und so der Einfluss der einzelnen Prozessschritte
voneinander abgegrenzt (Abb. 4).
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Abb. 4: Relatives antioxidatives Potenzial und relativer Anthocyangehalt der Molkenprotein-
Heidelbeerextraktl6sung (nativ) und des daraus erzeugten thermischen Gels (Gel) sowie der
Mikrokapseln ohne Emulgator (MK) und mit Emulgator PCDL (MK, PCDL).

Es ist bekannt, dass Phenole mit Proteinen interagieren und Komplexe bilden.
Hierbei kommt es auch zu einer Verminderung der antioxidativen Kapazitat, wel-
che von der Art des Flavonoids und auch der Art des Proteins abhangig ist. Diese
Protein-Polyphenol-Wechselwirkungen sind bei hohen Temperaturen starker.
Dies erklart den gemessenen ca. 35 %-igen Verlust der antioxidativen Kapazi-
tit des Heidelbeerextrakts wihrend der Erhitzung (Gel). Die Anwesenheit von Ol
bei der Erhitzung (MK) fiihrte zu keinen signifikanten Veranderungen gegeniiber
der Erhitzung ohne Olkontakt. Da der Anthocyangehalt bei der Erhitzung nahe-
zu konstant blieb, ist die dabei beobachtete verkapselungsbedingte Abnahme
des antioxidativen Potenzials auf einen Verlust anderer antioxidativ wirksamer
HBE-Komponenten als der Anthocyane zurtickzufiihren. Nur bei der Mikrokap-
selherstellung mit Emulgator PCDL kam es aufgrund spezifischer PCDL-Antho-
cyan-Interaktion zu einem starken Anthocyanverlust und damit zusatzlichem
Verlust an antioxidativem Potenzial, weshalb auf den weiteren PCDL-Einsatz
verzichtet wurde.

Die Untersuchungen zur antioxidativen Kapazitdt belegten, dass das Heidel-
beerextrakt auch nach der Mikroverkapselung noch antioxidativ wirksam war.
Umfangreiche Zellkulturassays im Cluster-Teilprojekt 7 an der TU Kaiserslautern
bestatigten zudem die Bioaktivitat des mikroverkapselten Heidelbeerextraktes.
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Wie anhand von In-vitro- und Ex-vivo-Versuchen (Teilprojekt 6 an der Universitat
Halle und Teilprojekt 7 an der TU Kaiserslautern sowie eigene Analysen) festge-
stellt wurde, erfolgt die Freisetzung aus den Molkenproteinmatrices im wassri-
gen Magen- und Diinndarmmilieu diffusiv und damit zeitabhangig. Durch die
zeitverzogerte Freisetzung der verkapselten Anthocyane kann im Dinndarm
(Zielort fur die Anthocyanfreisetzung) einem kontinuierlichen Anthocyanab-
bau entgegengewirkt werden. Auf diese Weise ist es moglich, den Zeitraum zu
verlangern, in dem eine konstante Konzentration stabiler Anthocyan-Flavylium-
kationen im Diinndarm vorliegt, was im Hinblick auf die Resorption und damit
Bioverfligbarkeit der Anthocyane als positiv zu beurteilen ist.

Zur Vermeidung des diffusiven Anthocyanverlusts vor dem Erreichen des Dinn-
darms wurden Coatings aus Schellack sowie verschiedenen Lipiden auf die Mi-
krokapseln aufgebracht. Das Schellackcoating fiihrte zu einer Verlangsamung
der Freisetzung, eine Diffusionsbarriere konnte jedoch nicht erzeugt werden.
Durch das Coating mit hochschmelzenden Lipiden hingegen konnte die diffu-
sive Freisetzung in simuliertem Magensaft signifikant reduziert werden (Abb. 5).
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Abb. 5: Anthocyanfreisetzung aus den gecoateten und nicht gecoateten Mikrokapseln in
simuliertem Magensaft (pH 1,2, ohne Enzym) bei 37 °C.

Neben der Stabilisierung der Anthocyane durch die Verkapselung in Molkenpro-
teingele wurde auch fiir die nativen Molkenproteine ein stabilisierender Effekt
auf die Anthocyane beobachtet, der einem Anthocyanabbau bei pH-Werten im
neutralen Bereich entgegenwirkte (Abb. 6).

Es wird deutlich, dass bei einem molaren Anthocyan/Protein-Verhaltnis von 1:1
ein deutlicher anthocyanstabilisierender Effekt auftrat. Bei geringeren Protein-
konzentrationen und damit gréBeren Anthocyan/Protein-Verhaltnissen konnte
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Abb. 6: Anthocyangehalt in Phosphatpuffer mit pH 6,8 nach Inkubation von Heidelbeerex-
trakt-Molkenprotein-Mischlésungen bei verschiedenen molaren Anthocyan/Molkenprotein-
Verhdltnissen (T=37 °C).

diese Stabilisierung nicht festgestellt werden. Die Ergebnisse verdeutlichen, dass
zur erfolgreichen Anthocyanstabilisierung mittels nativer Molkenproteine im
neutralen Bereich ein dquimolares Anthocyan/Protein-Verhaltnisse anzustreben
ist. Auf der Basis dieser Ergebnisse wurden zusatzlich zu den Untersuchungen
zum Mikrokapsel-Coating daher auch Versuche zur Verkapselung einer nati-
ven Molkenprotein-Heidelbeerextraktldsung und damit zur Ausnutzung dieses
Stabilisierungseffektes durchgefiihrt. Dazu wurde ein auf dem Verfahren der
Spruhkiihlung basierendes System zur Verkapselung einer nativen Heidelbeer-
extrakt-Protein-Losung eingesetzt. Die Spriihkiihlung umfasst das Emulgieren
der HBE-Protein-Lésung in einer Lipid-Schmelze (T > Tschmelzpunke) Und das Zer-
stduben dieser Emulsion in eine Kaltluftkammer (T < Tschmelzpunkt), WO €5 zum
Aushdrten der erzeugten Tropfen kommt (Abb. 7).

HEE-Protein-

' —— Lipid-Matrix

Abb. 7: Mikroskopische Aufnahme der mittels Spriihkiihlung erzeugten Mikrokapseln.
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Die Untersuchung der Freisetzungseigenschaften der erzeugten Mikrokap-
seln verdeutlichte, dass die Spriihkiihlung sich prinzipiell eignet, eine fliissige
HBE-Protein-Losung zu verkapseln, um so den beobachteten Schutzeffekt der
nativen Molkenproteine ausnutzen zu kénnen. Andererseits konnte aber keine
vollstandige Diffusionsbarriere im wéssrigen Milieu erzeugt werden und es kam
aufgrund mechanischer Zerstérung der Fettmatrix sowie osmotischer Effekte
zur diffusiven Freisetzung der Anthocyane in die wassrige Umgebung. Weiter-
fihrende Versuche zur Verkapselung von ungelostem Heidelbeerextrakt und
Molkenproteinen als Suspension in Fett erwiesen sich als vielversprechend, den
Einfluss osmotischer Effekte und damit die Anthocyanfreisetzung im wassrigen
Medium zu minimieren.

Im Rahmen des Forschungsvorhabens wurden verschiedenartige protein- und
lipidbasierte Systeme zur Verkapselung des Heidelbeerextraktes in geldstem
und ungeldstem Zustand eingesetzt und charakterisiert. Der unterschiedliche
Charakter der in diesem Projekt erzeugten Verkapselungssysteme erlaubt es,
produktspezifische Anforderungen bei der Auswahl eines geeigneten Kapsel-
typs zu beriicksichtigen und erméglicht den Einsatz in unterschiedlichen Pro-
duktgruppen. Der beobachtete anthocyanstabilisierende Effekt der nativen
Molkenproteine kann bei anthocyanhaltigen Milchprodukten durch eine geziel-
te Rezepturanpassung ausgenutzt werden und daher als Alternative zur Mikro-
verkapselung betrachtet werden.

Die Ergebnisse dieses Projektes bilden eine gute Basis fiir die Anwendung und
Stabilisierung phenolischer, anthocyanreicher Extrakte in Lebensmitteln. Dies
gilt fur die Erzeugung funktioneller Lebensmittel und den dafiir notwendigen
Erhalt der Bioaktivitat ebenso wie fiir eine Anwendung phenolischer Extrakte als
natlirliche Farbstoffe zur Farbgebung in Lebensmitteln. Die Projektergebnisse
sind flr zwei wesentliche Trends mit hohem wirtschaftlichem Potenzial, namlich
den der funktionellen Lebensmittel sowie den der natiirlichen Zusatzstoffe, von
Bedeutung.

Mit der Entwicklung von Technologien zur Verkapselung bioaktiver Inhaltsstoffe
wurde in diesem Projekt ein Beitrag zur Entwicklung funktioneller Lebensmit-
telprodukte geleistet. Die Ergebnisse des Vorhabens sind zur Umsetzung neuer
Produkt- und Verfahrenskonzepte nutzbar. Verkapselte Wirkstoffe lassen sich
aufgrund der Matrixunabhangigkeit in Produkten einsetzen, die bisher flir sensi-
tive Wirkstoffe als nicht geeignet angesehen werden, wodurch neuartige funkti-
onelle Lebensmittel geschaffen werden kdnnen.
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Summary Subproject 3

Milk protein hydrogels as carriers for bioactive com-
pounds: water-insoluble microcapsule systems for sta-
bilisation and controlled release of bioactive bilberry
compounds

The objective of the research project was to develop and optimise techniques
for the microencapsulation of bilberry extract by means of thermally induced
water-insoluble whey protein hydrogels. Whey protein systems at pH 1.5 were
found to be suitable matrices for the encapsulation and stabilisation of the bil-
berry anthocyanins. The microcapsule production from whey protein solutions
was based on the w/o-emulsion method. By addition of the emulsifier PCDL
(phosphatidylcholine depleted lecithin) microcapsules with mean diameters of
20-180 pm could be produced. Thereby, microcapsules with a maximum bilberry
extract content of 10% could be produced at pH 1.5. The antioxidative potential
of the bilberry extract was determined by means of the TEAC (Trolox equivalent
antioxidant capacity) assay. During the production of microcapsules using the
emulsifier PCDL specific PCDL-anthocyanin interactions occurred. These interac-
tions resulted in a strong anthocyanin loss and a decrease of the antioxidative
potential of the encapsulated bilberry extract. For this reason the further use of
PCDL was avoided. The bilberry extract microencapsulated without the use of an
emulsifier showed about 65 % of its initial antioxidative potential. Since the an-
thocyanin degradation during heating was negligible, the observed decrease of
antioxidative potential during microencapsulation can be attributed to the loss
of other antioxidative bilberry extract components than anthocyanins. Cell cul-
ture assays of the subproject 7 at the TU Kaiserslautern furthermore confirmed
the bioactivity of the microencapsulated bilberry extract. As demonstrated by
in-vitro and ex-vivo experiments (subproject 6 at the Universitat Halle and sub-
project 7 as well as own experiments) the release from the whey protein matrices
in an aqueous gastrointestinal environment was driven by diffusion and thus
time-dependent. The delayed release of the encapsulated anthocyanins renders
it possible to counteract a continuous degradation of the anthocyanins in the
small intestine (desired location of anthocyanin release). Thus, the period during
which a constant concentration of stable anthocyanin flavylium-cations exists in
the small intestine could be extended. This is expected to improve the absorp-
tion and bioavailability of anthocyanins. To avoid the diffusive loss of anthocya-
nins before reaching the location of release, the microcapsules were enterically
coated. Shellac as well as low- and high-melting fats were used as coating mate-
rials. By this means, the diffusive release in the simulated digestive media could
be reduced significantly. In addition to the stabilisation of the anthocyanins due
to the encapsulation in thermal whey protein gels also the native whey proteins
were found to have a stabilising effect on the anthocyanins, which counteracted
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the anthocyanin degradation at neutral pH. Therefore a further system based on
the process of spray-congealing for the encapsulation of a non-denatured bil-
berry extract-whey protein solution was developed to exploit the observed sta-
bilising effect. Furthermore a water-free encapsulation system for encapsulating
bilberry extract-whey protein suspensions in lipid matrices was established. The
different properties of the varying encapsulation systems allow the considera-
tion of product-specific requirements for the selection of a suitable capsule type
for food products. Consequently, the results of the project are a good basis for
the application and stabilisation of phenolic, anthocyanin-rich extracts in foods.
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Mikrostrukturierte multidisperse Hiillkapseln als
Trager bioaktiver Substanzen: Untersuchungen zum
Einfluss von molekularen Wechselwirkungen und Dif-
fusionsbarrieren auf die Stabilitdt und die Freisetzung
von Inhaltsstoffen aus der Wildheidelbeere (AiF 15612 N)

Prof. Dr. Heike P. Schuchmann,
Dipl.-Ing. Kerstin Frank

Karlsruher Institut fiir Technologie (KIT)
Institut fiir Bio- und Lebensmitteltechnik
Bereich I: Lebensmittelverfahrenstechnik

1. Motivation

W,/0/Wyp-Emulsionen stellen prinzipiell eine Méglichkeit dar, hydrophile bioak-
tive Substanzen wie Anthocyane zu verkapseln und dadurch gezielt gegentiber
mikrobiologischen Veranderungen, degradierenden Umgebungsbedingungen
und Wechselwirkungen mit umgebenden Medien zu schiitzen. Ziel des For-
schungsvorhabens (Teilprojekt 4 im DFG/AiF-Cluster ,Bioaktive Inhaltsstoffe
aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen”) war es daher, mit umgebenden
Emulgatorschichten und einer Triglyceridphase eine Art ,Schutzhille’ (siehe
Abb. 1) zu bilden, die die Bioaktivstoffe bei der Lagerung, beim Transport und
bei der Magenpassage vor chemischen Reaktionen schiitzt und sie dann gezielt
an gewiinschten Stellen im menschlichen Verdauungssystem freisetzt (,trigge-
red release’). Physikalische Eigenschaften der Hillschichten und Kapseln’ wur-
den in Teilprojekt 2, die Aktivitat der freigesetzten Inhaltsstoffe sowie eventuelle
Wechselwirkungen zwischen dem Formulierungssystem und der Bioaktivitat der
Anthocyane in den Teilprojekten 6 und 7 untersucht.

W.: dulere Wasserphase = W/O-Emulgator

O Triyglyceridphase = GYieEmuigator

W,: innere Wasserphase

Abb. 1: Prinzip des untersuchten Stabilisierungs- und Freisetzungssystems auf Doppelemulsi-
onsbasis.
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2. Anthocyanstabilitdt im Homogenisierprozess

Im Rahmen dieses Forschungsvorhabens konnte zunachst sichergestellt wer-
den, dass es moglich ist, Anthocyane ohne signifikante Verluste in emulsions-
basierte Hillkapseln einzubringen [1]. Hierfiir wurden Untersuchungen beziig-
lich der Kinetik des thermischen Abbaus von Anthocyanen in einer wassrigen
Heidelbeerextraktlosung (600761 Bilberry Extract 25%, Kaden Biochemical
GmbH, Deutschland) bei prozesstypischen Temperaturen (60-90°C) durchge-
fuhrt. Der temperaturspezifische Abbau der Inhaltsstoffe kann mit einer Kinetik
1. Ordnung beschrieben werden und liegt in prozesstypischen Zeiten unter 5%
der eingesetzten Menge. Untersucht wurde auch die Stabilitdt der Anthocyane
unter hohen mechanischen und thermischen Beanspruchungen im Emulgier-
prozess. Bei typischen Hochdruckhomogenisationsbedingungen (Homogeni-
sierdruck Ap = 300 -1.500 bar mit entsprechendem Temperaturanstieg um max.
40 °C) konnte kein messbarer Anthocyanabbau beobachtet werden [1]. Damit ist
der mechanische Emulgierprozess generell zum Verarbeiten von Anthocyanen
geeignet.

3. Verfahren zur Herstellung anthocyanbeladener
Doppelemulsionen

Dies ermdglichte es, ein Verfahren zur Herstellung anthocyanbeladener Dop-
pelemulsionen auszuarbeiten, bei dem Anthocyane alleine oder in Form von
konzentrierten Fruchtextrakten stabil in ein Doppelemulsionssystem einge-
bracht werden kénnen. Hierzu wurde ein zweistufiger, mechanischer Emulgier-
prozess (siehe Abb. 2) gewahlt.

Heidelbeerextrakt und ggf. weitere Zusatze

N,
- Emu.fgreren Emulgieren
Wa sser 5

r"g / Voremulsion  W,/O-Emulsion o (’1
O - o

. G

Ol + WfQ-Emulgator T Beladene, multidisperse
Hullkapsel

Wasser + OAV-Emulgator in Doppelemulsionsform

Abb. 2: Zweistufiger Emulgierprozess zur Herstellung von anthocyanbeladenen
W;/0/Wy-Emulsionen.
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Im ersten Emulgierschritt wird die innere, heidelbeerextrakthaltige W;/O-Emul-
sion hergestellt. Hierfiir werden zundchst das Heidelbeerextrakt und gegebe-
nenfalls weitere stabilisierende Zusétze in der hydrophilen Phase (siehe Folge-
kapitel) unter Rihren gel6st. Miissen wasserlosliche Stabilisierungsstoffe wie
z. B. Pektine (siehe Kapitel 4.1), die sich erst bei erhohten Temperaturen I6sen,
in die W;-Phase eingebracht werden, werden zwei separate W;-Phasen unter
den jeweils bendtigten Prozessbedingungen hergestellt und anschlieend ge-
mischt. Unldsliche Extraktpartikel werden durch Abnutschen (hier: Rundfilter
FT 3-101-090, Grad 388, Sartorius Stedim biotech, Deutschland) unter Verwen-
dung einer Vakuumpumpe entfernt.

Parallel wird die Olphase durch Einriihren des &ll6slichen W/O-Emulgators her-
gestellt. Nach langsamer Zugabe der hydrophilen zur lipophilen Phase werden
diese mit einem Rotor-Stator System (hier: Ultra-Turrax T25, Dispergiereinheit
S25N-10G, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Deutschland) vordispergiert. Anschlie-
Bend miussen die Tropfen auf sehr kleine GroBen (< 2 um) zerkleinert werden.
Hierzu wird ein erhohter Energieeintrag bendtigt. Gezeigt werden konnte, dass
die gewliinschten Tropfengréflen sowohl mit einem Hochdruckhomogenisator
(HDH, hier: Microfluidics MF-110EH-30) oder einem Zahnkranzdispergiersystem
(ZKDM, hier: IKA® magicLAB®, IKA®-Werke GmbH & Co. KG, Deutschland) gut her-
gestellt werden kénnen.

Diese sogenannte ,innere Emulsion’ muss nun ein zweites Mal emulgiert und
dabei in die duBere Wasserphase eingebracht werden. Wahrend des zweiten
Emulgierschritts wird die W;/0O-Emulsion dazu zundchst langsam unter Riihren
(z. B. mit einem Propellerriihrer) zur W,-Phase zugegeben. AnschlieBend muss
wiederum erhéhte Energie eingebracht werden, um die Tropfen aufzubrechen.
Hierbei ist allerdings zu beriicksichtigen, dass hohe Scherkrafte, Dehnung sowie
Turbulenz zu einem verstérkten Verlust der eingeschlossenen W;-Tropfen in die
umgebende W,-Phase fiihren kdnnen. Daher muss im zweiten Emulgierschritt
auf scherarme Verfahren zurilickgegriffen werden. Gezeigt werden konnte, dass
es moglich ist, diesen Emulgierschritt nicht nur mit den Ublicherweise in der
Forschung gerne eingesetzten Membranverfahren [2, 3] zu realisieren. Auch
mit Kolloidmdhlen (hier: IKA® magicLAB®, Module MK) konnten bei hohen Er-
haltungsgraden Doppelemulsionen hergestellt werden. Hiermit stehen zur Um-
setzung einfach skalierfahige, kontinuierliche Herstellverfahren zur Verfiigung.

Zur Charakterisierung der Mikrostruktur der W,/O- sowie der W;/O/W,-Emul-
sionen wurde sowohl die W;- sowie die W,;/O-Tropfengrée mittels statischer
Lichtstreuung (Beckman Coulter LS 230 sowie Coulter LS 13320, beide Coulter
Electronics GmbH, Deutschland) bestimmt.
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4, SteuergrofBlen fiir die Mikrostruktur und Stabilitat
der inneren W,/O-Emulsionen

4.1 Rezepturparameter: Hilfsstoffe

Prinzipiell miissen die W;-Tropfen mit einem W/O-Emulgator wie z.B. PGPR stabi-
lisiert werden. Ohne weitere Zusatzstoffe (Salze, Zucker, Hydrokolloide u.a.) kann
sowohl mit Hochdruckhomogenisatoren als auch mit Rotor-Stator-Maschinen
die W,-TropfengréBe zwischen 0,1 und 10 um variiert werden, wobei es schwie-
rig ist, Tropfen < 1 ym zu erhalten (siehe Abb. 3, offene Symbole). Dies liegt da-
ran, dass der Emulgator PGPR die Tropfen nur unzureichend stabilisieren kann,
obwohl er einer der am besten fiir W/O-Emulsionen geeigneten Emulgatoren ist,
der fiir Lebensmittel Gberhaupt zugelassen ist.

Im Projekt konnte gezeigt werden, dass die Tropfenstabilisierung durch PGPR
im Emulgierprozess durch die Zugabe von Salzen, wie Calciumchlorid (CaCl,),
deutlich verbessert werden kann (siehe Abb. 3, ohne Salz: A, mit Salz: A). Durch
molekulare Interaktionen der PGPR-Molekiile mit Calciumchlorid an der W;/O-
Grenzflache kommt es zur Ausbildung eines stabileren Grenzflachenfilms, der
Koaleszenzvorgange wahrend der Emulsionsherstellung reduziert [4, 5]. So kon-
nen insbesondere Tropfen < 1 um gut stabilisiert werden.
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0 % CaCl, I 0,25 % HE
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Abb. 3: Einfluss von CaCl, sowie Pektin auf die Mikrostruktur von W,;/O-Emulsionen mit einem
Dispersphasenanteil ¢ von 30 %.

Hydrokolloide wie Pektine in der inneren Wasserphase W; kénnen sowohl die
Stabilitat von Anthocyanen [6 - 8], als auch die Stabilitdt der finalen Doppelemul-
sionen erhdhen. Gut geeignet fiir das hier untersuchte Stoffsystem ist z. B. das
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niederveresterte, amidierte Pektin CU-L 077/10 der Herbstreith und Fox KG,
Deutschland: Zur Gelierung der niederveresterten, amidierten Pektine kann ge-
schickterweise deren Komplexbildung mit mehrwertigen Kationen, wie das auch
fur die Komplexbildung mit PGPR benétigte CaCl,, genutzt werden. Es kommt
dann nicht nur zur Ausbildung eines viskoelastischen W;/O-Grenzflachenfilms
mit PGPR, sondern auch zum vollstandigen Ausgelieren der W,;-Tropfen. Das re-
duziert nicht nur Koaleszenz zwischen den W;-Tropfen im ersten Emulgierschritt,
sondern wirkt insbesondere dem Verlust an W;-Tropfen in die W,-Phase wéahrend
des zweiten Emulgierschritts entgegen.

Durch die Zugabe von Pektin verbessert sich das Emulgierergebnis zwar nicht,
die Mikrostruktur der W,/O-Emulsionen wird aber auch nicht negativ beeinflusst
(siehe Abb. 3, ®). Demzufolge ist es moglich, Hydrokolloide zur Erhéhung der
Anthocyanstabilitat, der Prozessstabilitat im zweiten Emulgierschritt sowie der
Lagerstabilitat der Doppelemulsionen zuzugeben, ohne die Mikrostruktur der
W;/O-Emulsion signifikant zu beeinflussen. Durch die Zugabe einer Pektin-
Salz-Mischung (hier: standardisierte Pektin-Calcium-Chlorid-Mischung Pektin
Amid CB 025 E, Herbstreith und Fox KG, Deutschland) konnte die Lagerstabilitat
der W,/0O-Emulsionen bei Lagerung bei 4 °C von 3 Tagen auf bis zu 60 Tage (Ende
des Messzeitraums) gesteigert werden.

4.2 Rezepturparameter: Bioaktivstoffe

Auch die in der inneren Wasserphase eingebrachten Bioaktivstoffe (hier: Hei-
delbeerextrakt) beeinflussen die Mikrostruktur der inneren W;/O-Emulsionen.
Ab einem Heidelbeerextraktanteil von cyg = 0,5 % in der inneren Wasserphase
kommt es bei der Herstellung von pektinhaltigen W;/O-Emulsionen zu einer Zu-
nahme grof3er Wassertropfen und zum Ausfallen von heidelbeerextrakthaltigen
Gelpartikeln. Da ein hoherer Extraktanteil eine Erhhung des Trockenmassean-
teils in der inneren Wasserphase bewirkt, kdnnen die heidelbeerextrakthaltigen
Gelpartikeln vermutlich auf ein vorzeitiges Ausgelieren des Pektins unter An-
wesenheit eines héheren Trockenmasseanteils zuriickgefiihrt werden. Bei der
Herstellung von pektinhaltigen Emulsionen ist daher darauf zu achten, dass der
Trockenmassegehalt auf den Extraktgehalt angepasst wird.

4.3 Prozessparameter

Wie fiir langsam stabilisierende Emulgatorsysteme bekannt [9, 10], neigen auch
die W;-Tropfen bei der Herstellung zu Tropfenkoaleszenz, wenn ein zu hoher
Energieeintrag gewdhlt wird. Optimale Prozessbedingungen fiir eine ausrei-
chende Tropfenzerkleinerung, ohne eine massive Koaleszenz der Tropfen auszu-
16sen, mussen daher ermittelt werden.
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Abb. 4 zeigt dies an einem Beispiel fiir Hochdruckhomogenisierprozesse (HDH)
und das Emulgieren mit einem Zahnkranzsystem (ZKDM). Fir die gewahl-
te ZKDM (siehe Kapitel 3) konnen bei Umfangsgeschwindigkeiten von bis zu
15,4 m/s Emulsionen mit kleinen Tropfendurchmessern hergestellt werden. Bei
héheren Umfangsgeschwindigkeiten (hier: 23 m/s) kommt es dagegen zu hohen
Koaleszenzraten, die in gréBeren Tropfen resultieren. Eine effizientere Zerkleine-
rung kann dann nur noch durch Mehrfachpassagen (in Abb. 4 bis zu drei Passa-
gen) erreicht werden.

Genauso wie hohere Umfangsgeschwindigkeiten in der ZKDM fiihrte das Emul-
gieren im Hochdruckhomogenisator, unabhdngig vom Homogenisierdruck, zu
einem hohen Grobgutanteil aufgrund hoher Koaleszenzraten. Demzufolge ist
der Hochdruckhomogenisator nicht geeignet, um pektinhaltige W;/O-Emulsio-
nen mit geringem Grobgutanteil herzustellen.
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Abb. 4: Einfluss des Energieeintrages auf pektinhaltige W,;/O-Emulsionen.

5. SteuergroBlen fiir die Mikrostruktur und Stabilitat
der W,/O/W,-Emulsionen

Der erste Emulgierschritt, in dem die submikronen gelierten Tropfen hergestellt
werden, die die eigentlichen Kapseln’ bilden, ist koaleszenzdominiert. Das be-
deutet fur die Prozessauslegung, dass es v.a. darauf ankommt, Koaleszenz der
Wassertropfen zu vermeiden. Der zweite Emulgierschritt, in dem die weiteren
Schutzhillen um die,Mikrokapseln’ aufgebaut werden, ist dagegen weitgehend
zerkleinerungsdominiert. Dies heif3t, dass die duf3ere Tropfengrof3enverteilung
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prozesstechnisch insbesondere durch den Energieeintrag (z. B. Spaltbreite zwi-
schen Rotor und Stator oder Rotorumfangsgeschwindigkeit) beeinflusst werden
kann.

Dennoch konnte auch im zweiten Emulgierschritt ein Einfluss von Tropfenko-
aleszenz nachgewiesen werden. Die Kinetik der Tropfenstabilisierung durch
den O/W-Emulgator beeinflusst daher als Rezepturparameter die resultieren-
den duBeren TropfengréBenverteilungen. Kurzkettige Emulgatoren wie Tween
20 (CAS 9005-64-5, Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland) oder Gallensaure
(CAS 8008-63-7, Produktnummer B8631, Sigma Aldrich Chemie GmbH, Deutsch-
land) fiihren zu kleineren W;/O-Tropfen, langkettige Emulgatoren wie Molken-
proteinisolat (MPI, BiPRO®, Proteingehalt von 96 %, Davisco Foods International
Inc.,, Schweiz), B-Lactoglobulin (isoliert aus MPI durch Filtrationsprozesse [11] an
der TU Minchen, Teilprojekt 3) oder Protein-Polysaccharid-Konjugat [5, 12] zu
groBeren W,/O-Tropfen. Die zugrunde liegenden dynamischen Grenzflachenef-
fekte konnten in Kooperation mit dem Teilprojekt 2 (TU Dortmund) des Clus-
ters durch Bestimmung der Adsorptionskinetiken (Pendant-Drop-Tensiometer)
aufgezeigt werden. Die Messungen konnten bestatigen, dass die kurzkettigen
Emulgatoren Tween 20 und Gallensdure schneller an der Grenzflache adsorbie-
ren und somit eine schnellere Stabilisierung der hergestellten Tropfengrenzfla-
chen im Prozess ermdglichen als die beiden Proteine und das Protein-Polysac-
charid-Konjugat.

Wie aus typischen Tropfenzerkleinerungsprozessen bekannt, ist auch hier die
Viskositat der kontinuierlichen Phase ein wichtiger, die Mikrostruktur beein-
flussender Rezepturparameter. Sie kann durch Zugabe von Hydrokolloiden wie
Pektin zur W,-Phase erhéht werden. Damit kann die W,/O-Tropfengrof3e der
Doppelemulsionen gesenkt werden. Das ist zum einen auf das giinstigere Visko-
sitdtsverhaltnis bei der Zerkleinerung zuriickzufiihren. Zum anderen werden die
W,/O-Tropfen durch die héhere Viskositat der umgebenden Phase in ihrer Bewe-
gung gehemmt, wodurch sich die Kollisionsfrequenz der Tropfen und dadurch
auch die Zahl der Koaleszenzereignisse verringern.

Eine weitere Mdglichkeit, die Mikrostruktur der Doppelemulsionen zu ver-
andern, besteht in der Variation des Anteils an innerer W;/O-Emulsion in der
Doppelemulsion, dem sogenannten duBeren Dispersphasenanteil @yo. Unter-
suchungen, bei denen Gallensdure, Molkenproteinisolat sowie ein Protein-Po-
lysaccharid-Konjugat als Emulgator eingesetzt wurden, um Doppelemulsionen
mit einem duBeren Dispersphasenanteil @y von 30, 50 sowie 80% zu stabili-
sieren, zeigten, dass die W;/O-TropfengréBe mit steigendem Dispersphasenan-
teil, unabhdngig vom verwendeten Emulgator, abnimmt. Das kann auf die beim
Emulgieren eingetragene Energiedichte EV zurlickgefiihrt werden. Diese hangt
stark von der Leistungsdichte und der Verweilzeit ab. Beide nehmen beim Emul-
gieren mit Rotor-Stator-Systemen mit dem Dispersphasenanteil zu.
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Mit dem hier vorgestellten Verfahren ist es somit moglich, Doppelemulsionen
mit sehr unterschiedlichen Mikrostrukturen herzustellen. Relevante Einflusspa-
rameter sowohl stofflicher als auch prozesstechnischer Art konnten aufgezeigt
werden. Alle Emulsionen zeigten eine Stabilitdt von bis zu 30 Tagen (max. Mess-
dauer).

6. Stabilisierung und Freisetzung von Anthocyanen aus
den Doppelemulsionen

Aufgabe der Doppelemulsionsstruktur ist eine Stabilisierung der verkapselten
Anthocyane bis zum gewtinschten Freisetzungsort (hier: Diinndarm) und dort
eine getriggerte” Freisetzung. Untersucht wurden daher beide Aspekte.

6.1 Stabilisierung der Anthocyane in den Kapseln (innere Wassertropfen)

Trotz Aufbringen mehrerer Hiillen aus W/O- und O/W-Emulgatoren sowie einer
O-Phase konnte eine initiale Freisetzung direkt nach der Herstellung sowie eine
zeitabhangige Freisetzung von Anthocyanen aus den inneren Wassertropfen der
Doppelemulsionen beobachtet werden. Als wichtigster Einflussparameter auf
die Freisetzungskinetik konnte die W,/O-TropfengroBe in Verbindung mit dem
aufleren Dispersphasenanteil und der eingetragenen Energiedichte identifiziert
werden. Kleinere Tropfen, die fir Emulsionen mit einem héheren Disperspha-
senanteil bei hoheren Energiedichten hergestellt wurden, flihrten zu verstarkter
Koaleszenz zwischen den W;-Tropfen und der umgebenden W,-Phase und da-
mit zu einer schnelleren Anthocyanfreisetzung bereits im Prozess. Langkettige
Emulgatoren bilden eine effektivere Freisetzungsbarriere gegen die beobachte-
te initiale Freisetzung (hier: Wert nach 30 Minuten) als kurzkettige (siehe Abb. 5).
Die anschlieBend beobachtete zeitliche Freisetzung df/dt war unabhdngig vom
Dispersphasenanteil, der TropfengréRe oder der Art des hydrophilen Emulga-
tors.

Um eine mdglichst geringe Freisetzung der eingeschlossenen Anthocyane
zu gewahrleisten, missen damit Doppelemulsionen mit mdglichst groBen
W,/O-Tropfen hergestellt werden, die im zweiten Emulgierschritt mit langketti-
gen Emulgatoren wie Molkenproteinisolaten oder Polysaccharid-Protein-Konju-
gaten stabilisiert werden.
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Abb. 5: Freisetzungsfaktor F in Abhdngigkeit der Lagerdauer. Im Versuch wurden 15 g
Emulsion in 150 g bidestilliertem Wasser als Freisetzungsmedium inkubiert. Der Freisetzungs-
faktor beschreibt das Verhdltnis der gemessenen Anthocyankonzentration c, in Bezug zur
Gleichgewichtskonzentration s ggw . die sich fiir t = oo zwischen der inneren und édulBeren
Wasserphase einstellen wird.

6.2 Magen-Darm-Stabilitat

Untersuchungen der Magen- und Dinndarmstabilitdt ausgewahlter Dop-
pelemulsionen wurden vom zweiten Forschungspartner im Teilprojekt (Walz/
Graf am MRI/ILB) durchgefiihrt. Hierzu wurden Doppelemulsionen mit den O/W-
Emulgatoren Molkenproteinisolat (MPI) und Gallensdure (GS) fir 1 Stunde un-
ter Magen- und fir weitere 5 Stunden unter Darmbedingungen inkubiert. Die
Proben wurden vor und nach der gastrointestinalen Inkubation beziiglich ihrer
TropfengréBenverteilung mittels statischer Lichtstreuung (Malvern Instruments,
UK) untersucht. Daruber hinaus wurde eine optische Charakterisierung mittels
Flow Particle Image Analyzer (Sysmex FPIA, Malvern Instruments, UK) durchge-
fuhrt.

Doppelemulsionen, bei denen Molkenproteinisolat (MPI) als O/W-Emulgator
eingesetzt wurde, waren wahrend der Magenpassage stabil (siehe Abb. 6,
oben). Die Untersuchungen zeigten keine Veranderung der TropfengroBenver-
teilung nach der 1-stiindigen Mageninkubation. Dariliber hinaus zeigten die
FPIA-Untersuchungen, dass die Oltropfen auch nach der Magenpassage noch
mit Wassertropfen gefiillt sind. Erst nach weiteren 5 Stunden Inkubation unter
Darmbedingungen konnte eine Veranderung der TropfengroBenverteilung der
Emulsionen und ein Verlust an inneren Wassertropfen aus den Oltropfen beob-
achtet werden.
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Abb. 6: Verteilungssumme von Doppelemulsionen stabilisiert durch Molkenproteinisolat (MPI,
links) bzw. Gallensdure (GS, rechts) wihrend der gastrointestinalen Inkubation. Bilder:
Aufnahmen der Doppelemulsionen mittels Flow Particle Image Analyzer: umgebende Phase:
duBere W,-Phase, groBer Tropfen: Oltropfen, kleine schwarze Tropfen: innere W;-Tropfen.
Anteil an innerer W;-Phase an der W,/O-Emulsion @ = 30 %. AuBBerer Dispersphasenanteil
WO =80 %.

W;: bidestilliertes Wasser, 0,5 % HE, 1,5 % standardisiertes Pektin. O: Pflanzendl, 2,5 % PGPR
4150. Wy: bidestilliertes Wasser, 1,5 % standardisiertes Pektin, 2 % O/W-Emulgator.
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Demzufolge ist es moglich, Doppelemulsionen, die mittels Molkenproteinisolat
stabilisiert sind, stabil in den Diinndarm zu transportieren. Erst dort erfolgt ein
Abbau der Emulsionsstruktur. Demgegeniiber verandern Doppelemulsionen,
die mittels Gallensaure stabilisiert wurden, bereits wahrend der Magenpassage
ihre Struktur (siehe Abb. 6, unten). Da reine Gallensdure in Magenumgebung
ausflockt, kann auf eine Instabilitat der Gallensaure unter Magenbedingungen
geschlossen werden. Dies erklart die Strukturanderungen der Emulsionen. Folg-
lich ist es moglich, unter Einsatz von Gallensdure oder eines anderen hydrophi-
len, mageninstabilen Emulgators, eine Verdnderung der Emulsionsstruktur und
damit verbundene Freisetzung der eingeschlossenen hydrophilen Bioaktivstoffe
bereits im Magen auszuldsen.

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass mit dem duf3eren Emulga-
tor die Stabilitat der W,/O/W,-Emulsionen im Gastrointestinaltrakt entscheidend
beeinflusst wird und so die Freisetzung zwischen Magen und Diinndarm gezielt
gesteuert werden kann. Langfristig sind mit diesen Ergebnissen gezielte Unter-
suchungen zur Steuerung der Bioverfiigbarkeit moglich.

Literatur

[11 K.Frank, K.Kohler, H. P. Schuchmann, Food Chemistry, 2011, 10.1016/j.food-
chem.2011.07.086

[2] G.Muschiolik, H. Bunjes, Multiple Emulsionen - Herstellung und Eigenschaf-
ten, 1. Auflage, Muschiolik, G. and Bunjes, H, Behr’s Verlag, Hamburg, 2007.

[31 Van Der Graaf, S., Schroen, C. G. P. H., Boom, R. M., Journal of Membrane Sci-
ence, 2005, 251 (1-2), 7-15.

[4] Kawashima,Y..et al., Chem. Pharm. Bull,, 1992, 40 (5), 1240-1246.

[5] Knoth, A, Scherze, |, and Fechner, A., in Multiple Emulsionen - Herstellung
und Eigenschaften, (Eds: Muschiolik, G. and Bunjes, H.), Behr’s Verlag, 2007.

[6] Hubbermann, E. M..et al., European Food Research and Technology, 2006,
223 (1), 83-90.

[71 E.M.Hubbermann, Functional Properties of Anthocyanin Concentrates and
the Influence of Physicochemical Parameters and Food Additives on the
Color and Stability of Isolated Anthocyanins in Food, Dissertation, Institut
fir Humanerndhrung und Lebensmittelkunde, Christian-Albrecht-Univer-
sitat zu Kiel 2005.

[8] H.-D. Belitz, W. Grosch, Food Chemistry, 2, Belitz, H.-D. and Grosch, W.,
Springer, Berlin Heidelberg New York, 1999.

[9]1 H.Schubert, Emulgiertechnik, 1, Behr’s Verlag, Hamburg, 2005.

57



Teilprojekt 4 (AiF)

[10] Schuchmann, H. P, in Lebensmittelverfahrenstechnik: Rohstoffe - Prozesse -
Produkte, (Eds: Schuchmann, H. P. and Schuchmann, H.), Wiley-VCH Verlag,
Weinheim, 2005.

[11] J. L. Maubois.et al., Milk microfiltrate, a convenient starting material for frac-
tionation of whey proteins and derivatives, The importance of whey and
whey components in food and nutrition, 3rd International Whey Conference
(Munich), 59-72., 2001

[12] S. Flligel, Casein-dextran conjugate. A natural high molecular mass sur-
factant-function for dispersed food systems, Dissertation, Diplomarbeit,
University Leeds und Friedrich-Schiller-Universitdt Jena 2003.

Zusammenfassung

Ziel des Projektes war es, Anthocyane in Doppelemulsionen zu formulieren, so
dass sie stabil in Lebensmittel eingebracht und daraus an unterschiedlichen Stel-
len im Magen-Darm-Trakt freigesetzt werden kdnnen. Damit wurde ein Mikro-
verkapselungssystem fiir instabile hydrophile Bioaktivstoffe gefunden, das diese
auch auBBerhalb der natiirlichen (Pflanzen-)Umgebung stabilisiert und gezielte
Untersuchungen zur Bioverfligbarkeit ermdéglicht.

Im Rahmen des Forschungsvorhabens konnte nachgewiesen werden, dass es
maglich ist, Anthocyane als beispielhaft ausgewahlte hydrophile Bioaktivstoffe
ohne signifikante Verluste in emulsionsbasierte submikrone Tropfen als ,Hdill-
kapseln’ einzubringen. Selbst bei extremen Prozessbedingungen (Hochdruck-
homogenisation bei Driicken von bis zu Ap = 1.500 bar mit entsprechendem
Temperaturanstieg um 40 °C) konnte kein messbarer Anthocyanabbau gefun-
den werden. Prozesstechnisch muss dazu allerdings sichergestellt werden, dass
der durch den Energieeintrag ausgeldsten Temperaturerh6hung ausreichend
schnell entgegengewirkt wird. Dies kann durch konventionelle kontinuierliche
Warmetauscher realisiert werden.

Basierend auf dieser Kenntnis wurde ein zweistufiges Verfahren zur Herstellung
anthocyanbeladener Doppelemulsionen erarbeitet. Der Einfluss der Steuergro-
Ben wie Prozessparameter (Emulgierverfahren, Energieeintrag) sowie Stoffpa-
rameter (Elektrolyte in W;, Viskositdtsverhaltnis disperse zur kontinuierlichen
Phase, eingesetzte Emulgatoren, Dispersphasenanteil) auf die Einstellung der
Emulsionsstruktur wurde aufgezeigt und konnte auf die fiir Emulgierverfahren
bekannten Effekte einer Tropfenzerkleinerung mit iberlagerter Koaleszenz zu-
rtickgefiihrt werden. Gezeigt wurde, dass der erste Emulgierschritt weitgehend
koaleszenzdominiert ist, wahrend der zweite weitgehend durch die Tropfenzer-
kleinerung bestimmt wird. Basierend auf diesem Wissen kdnnen Prozess- und
Stoffparameter zielgerichtet so angepasst werden, dass Doppelemulsionen mit
sehr unterschiedlichen Mikrostrukturen hergestellt werden kénnen. Alle Formu-
lierungen waren langer als 3 Wochen (Messzeitraum im Projekt) stabil.
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Mit diesen Emulsionen konnte anschlieBend aufgezeigt werden, dass eine un-
gewiinschte friihzeitige Freisetzung der in W; eingeschlossenen Anthocyane
hauptséchlich Gber die Einstellung der W;/O-TropfengroBe bzw. die im Prozess
eingetragene Energie und die Wahl des Emulgatorsystems gesteuert werden
kann. Geringe Freisetzungsraten erfordern gro3e W;/O-Tropfen und langkettige
W/O-Emulgatoren. Die Magen- und Diinndarmstabilitdt wird dagegen haupt-
sachlich durch den duBeren O/W-Emulgator bestimmt. Durch dessen Stabilitat
unter den Bedingungen im Gastrointestinaltrakt kann eine gezielte Freisetzung
der Bioaktivstoffe im Magen oder Diinndarm getriggert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte somit gezeigt werden, dass W;/O/W,-Dop-
pelemulsionen prinzipiell ein geeignetes Tragersystem fiir hydrophile bioaktive
Substanzen wie Anthocyane darstellen, in denen sie stabil bis in den Diinndarm
transportiert werden kdnnen. So kann gezielt die Bioverfligbarkeit und Bioakti-
vitdt von instabilen Bioaktivstoffen untersucht werden, was eine Voraussetzung
fuir chemische, toxikologische und physiologische Untersuchungen oder spétere
Zulassungsverfahren darstellt.

Im Rahmen des DFG/AIF-Clusters ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen®” wur-
de das Teilprojekt 4 des Forschungskreises der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) Uber die AiF im Rahmen des
Programms zur Férderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung und -entwicklung (IGF) vom Bundesmi-
nisterium fiir Wirtschaft und Technologie aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.
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Summary Subproject 4

Multidisperse microcapsules as carriers of bioactive
substances: Research into the influence of molecular
interaction and diffusion barriers on the stability and
release of bioactive ingredients from wild blueberries

The aim of this project was to formulate anthocyanins in double emulsions in
order to allow their stable incorporation into foods as well as to enable their trig-
gered release at different locations in the human gastrointestinal tract. There-
with a system for the microencapsulation of instable hydrophilic bioactive ingre-
dients was found, which enables the stabilization of these ingredients outside of
their natural environment (plant cells). Further it allows for selective studies on
their bioavailability.

Within this research project it was shown, that the encapsulation of antho-
cyanins, which were chosen as exemplary hydrophilic phytochemicals, into
emulsion-based submicrone droplets is possible without any measurable antho-
cyanin degradation. Even at extreme process conditions (high pressure homog-
enization at homogenization pressures Ap up to 1,500 bar with corresponding
temperature increase of 40 °C) no measurable anthocyanin degradation was
discovered. At this it has to be assured, that the samples are cooled down imme-
diately after emulsification to counteract process induced increases of tempera-
ture. This can be realized by using conventional continuous heat exchangers.

Based on this knowledge a two-stage process for the preparation of anthocy-
anin-loaded double emulsions was developed. The influence of control factors
like process parameters (emulsifying process, specific energy input) as well as
material parameters (electrolytes in W;, viscosity ratio disperse phase to con-
tinuous phase, used emulsifiers, disperse phase content) on the adjustment of
the emulsion’s microstructure were shown. The observed influences could be
explained by the effects of droplet disruption with superimposed coalescence.
It was shown that the first emulsifying step is largely dominated by coalescence,
while the second step is dominated by droplet disruption. Based on this know-
ledge, process and material parameters can be precisely adapted in order to pre-
pare double emulsions with very different microstructures. All formulations were
stable for more than 3 weeks (measuring period during the project).

With these emulsions it could be shown afterwards, that the release of antho-
cyanins encapsulated in W, can be specifically modified by adjusting the W,/0O-
droplet size respectively the energy input during the emulsifying process and by
precise selection of the emulsifier systems. Low release rates require large W;/O-
droplets and long-chained W/O-emulsifiers. Further, gastrointestinal stability is
basically determined by the exterior O/W-emulsifier. By means of the emulsifier’s
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stability in gastrointestinal environment a triggered release of bioactives in the
stomach or small intestine is possible.

Within this studies it could be shown, that W;/O/W,-double emulsions represent
an appropriate carrier for a stable transport of hydrophilic bioactive ingredients
like anthocyanins into the small intestine. Thus, the bioavailability and bioacti-
vity of instable bioactive ingredients can be examined, which is a prerequisite
for chemical, toxicologic and physiologic analyses or the subsequent approval.
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Teilprojekt 5 (AiF)

Mikroverkapselung von Anthocyanen durch Spriihver-
fahren unter Ausnutzung von stabilisierenden Prinzi-
pien der natiirlichen Zellsaftvakuole und Interaktionen
von Inhaltsstoffen (AiF 15613 N)

Prof. Dr. Karin Schwarz,

Dr. Sonja Berg

Universitat Kiel

Institut fir Humanerndhrung und Lebensmittelkunde
Abteilung Lebensmitteltechnologie

Einfiihrung

Ziel des Teilprojektes war es, Kenntnisse zur Herstellung von farbstabilen Mikro-
kapseln aus spriihgetrockneten anthocyanhaltigen Protoplastensuspensionen
und Extrakten zu erarbeiten. Durch ein Coating sollte eine modulierte Freiset-
zung von Anthocyanen in vivo erreicht werden. Die Optimierung erfolgte auf der
Basis der physiko-chemischen Charakterisierung von Suspensionen und Pulvern
sowie der quantitativen Bestimmung von Anthocyanen.

Anthocyane werden in erheblichen Mengen mit dem Konsum an Obst- und Ge-
mise aufgenommen. Die tagliche Aufnahme liegt je nach Schatzung im Bereich
von wenigen Milligramm bis {iber 200 mg pro Tag (BOHM et al. 1998; MANACH
et al. 2005; KUHNAU 1976). Aufgrund ihrer antioxidativen Wirksamkeit wird auch
eine gesundheitliche Wirkung von Anthocyanen fiir den Menschen diskutiert.
Dabei wird eine protektive Wirkung vor allem gegeniiber der Entstehung von
Erkrankungen vermutet, in deren Pathogenese das Auftreten von oxidativem
Stress eine Rolle spielt (YOUDIM et al. 2000): Pravention von Krebs (ACQUAVIVA
etal. 2003; LAZZE et al. 2004; MALIK et al. 2003; DUTHIE et al. 2006) und korona-
ren Herzerkrankungen (MEYER et al. 1998; XIA et al. 2005), antiinflammatorische
Wirkungen, antithrombotische Eigenschaften (RECHNER & KRONER 2005) und
Neuroprotektion.

In der Pflanze kommen Anthocyane vor allen Dingen in den dufleren Gewebe-
schichten in Friichten und Bldttern vor (Epidermis und hypodermales Gewebe).
Die eurasische Wildblaubeere oder Wildheidelbeere (Vaccinium myrtillus) zeich-
net sich dadurch aus, dass sich die farbgebenden Anthocyane sowohl in der
Schale als auch im Fruchtfleisch befinden. Sie unterscheidet sich damit von der
amerikanischen Heidelbeere (Vaccinium corymbosum), die ein unpigmentiertes
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Fruchtfleisch besitzt. Innerhalb der Zellen befinden sich Anthocyane vorwie-
gend in der zentralen Zellsaftvakuole (auBerhalb der Vakuole bilden sie Antho-
cyanoplasten) (HENDRY & HOUGTHON 1996). Bei intakter Kompartimentierung
der Zelle verfligen Anthocyane Uber eine ausreichende Stabilitat. Hierfur wer-
den die folgenden Faktoren diskutiert: hohe lokale Konzentrationen bis zu 0,1 M
(MOSKOWITZ & HRAZDINA 1981), die die Selbstassoziation von Anthocyanen
beglnstigt, Copigmentierung mit anderen phenolischen Inhaltsstoffen und
Assoziationen mit Metallionen (MACHEIX et al. 1990). Des Weiteren bietet der
intakte Tonoplast der Vakuole Schutz vor degradierenden Agenzien.

Protoplasten als anthocyanhaltige Container

Die Isolierung von anthocyanhaltigen Protoplasten stellt eine Méglichkeit der
Stabilisierung von instabilen Anthocyanen dar. Durch den Einsatz der Enzyme
Cellulase und Pektinase wird die pflanzliche Zellwand aufgeschlossen und der
Protoplast freigelegt (Abb. 1). Die Wahl der Parameter fiir den enzymatischen Di-
gestionsprozess (pH-Wert, osmotischer Druck, lonenstarke der Digestionslésung,
Digestionsdauer) hat eine entscheidende Auswirkung. Durch die gleichzeitige
Variation mehrerer Faktoren lassen sich die Effekte der einzelnen Einflussvariab-
len sowie deren Interaktionen ermitteln. Die Ergebnisse dieser Versuchsreihen
zeigen, dass der pH-Wert einen signifikanten Einfluss auf die Zielparameter Pro-
toplastenausbeute und Anthocyankonzentration hat. Bei einem pH-Wert von
5,5 konnte die hochste Zahl an Protoplasten freigesetzt werden. Tendenziell
konnten die héchsten Protoplastenausbeuten mit einer Enzymkombination aus
1 % Pektinase und 3 % Cellulase erzielt werden. Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass der osmotische Druck sich signifikant auf die Anzahl isolierter Pro-
toplasten auswirkt. Bei Einsatz von 0,3 mol/l Sorbitol in der Digestionsldsung
konnten im Vergleich zu 0,7 mol/l mehr Protoplasten freigesetzt werden. Der
Anthocyangehalt wurde von einer Interaktion der Faktoren Zeit, osmotischer
Druck und Bewegung signifikant beeinflusst. Die héchsten Anthocyankonzen-
trationen wurden nach 6 Stunden Digestion bei 20 U/min und 0,3 mol/I Sorbitol
erzielt. Es konnte gezeigt werden, dass isolierte Protoplasten ein stabilisierendes
Tragersystem fiir Anthocyane darstellen, insbesondere bei schwach sauren pH-
Werten. Die Protoplastenausbeute und der Anthocyangehalt korrelieren jedoch
nicht zwangslaufig miteinander.

Da es sich bei isolierten Protoplasten um ein mechanisch leicht angreifbares Sys-
tem handelt, sind weitere Stabilisierungsschritte erforderlich. Eine Stabilisierung
ldsst sich unter anderem durch den Einsatz von unterschiedlichen Hydrokollo-
iden in wassriger Losung erzielen. Eine Stabilisierung der Protoplastenmembran
Uber 10 Tage (Erhalt von 80 %) ist insbesondere durch den Einsatz von Hydroxy-
propylmethylcellulose (HPMC) méglich.
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Abb. 1: Unterschiedliche Stadien der enzymatischen Freisetzung isolierter Protoplasten aus
Heidelbeer-Epidermis.

Gewinnung von kohlenhydratbasierten Mikrokapseln
mit verzogerter Anthocyanfreisetzung durch
Spriithtrocknung

Anthocyane gehdren zu den wichtigsten natdirlich vorkommenden Farbpigmen-
ten, deren Stabilitat durch allgemeine Parameter der Lebensmittelverarbeitung
empfindlich beeinflusst wird (Licht, Sauerstoff und Warme). Auch die Zusam-
mensetzung des Lebensmittels hat einen erheblichen Einfluss auf die Stabilitat
von Anthocyanen. In wasserhaltigen Lebensmitteln sind Anthocyane wesentlich
instabiler als in trockenen Lebensmitteln bzw. bei niedrigen a,,-Werten. Die Mi-
kroverkapselung von anthocyanhaltigen Extrakten durch Spriihtrocknung ist
daher vorteilhaft.
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Fur die Spriihtrocknung von Anthocyanen kénnen verschiedene Tragerstoffe
verwendet werden. In der Literatur werden vor allem Maltodextrine mit einem
DE-Wert (dextrose equivalent) zwischen 18 und 20 als geeignete Tragermateri-
alien fir die Sprihtrocknung bei einer Einlasstemperatur von 160-180 °C be-
schrieben. Um eine Magensaftresistenz der mikroverkapselten Anthocyane zu
erzielen, muss ein wasserunlosliches Coating appliziert werden. Im Lebensmit-
telbereich sind nur wenige Coatingsubstanzen zugelassen, von denen nur Schel-
lack (E 904) eine vielversprechende Alternative zu pharmazeutischen Coatings
darstellt. Schellack gehort zu der Gruppe der pH-sensitiven Coatings. Erst ab ei-
nem pH-Wert von 7,2 kommt es zu einem Auflésen der Coatingschicht. Um ein
sicheres Auflésen der Coatingschicht in vivo zu gewahrleisten, werden porenbil-
dende Zusatze wie Hydroxypropylmethylcellulsoe (HPMC) als Additiv in der Coa-
tinglésung verwendet. Jedoch kommt es durch diese Additive bereits bei pH 1,2
zu einer Quellung des Coatings und damit zu einer Diffusion des solubilisierten
Wirkstoffs. Es besteht daher die Notwendigkeit einer Modifikation der Kapselma-
trix, um die Wasserldslichkeit und die damit verbundene Diffusionsneigung der
eingeschlossenen Wirkstoffe zu verlangsamen und gleichzeitig die Stabilitat der
eingeschlossenen Anthocyane zu erhéhen.

Unterschiedliche Pektine wurden hinsichtlich ihrer Eignung als quellende Sub-
stanzen, die den Wirkstoffriickhalt verbessern kénnen, untersucht. Neben den
gelierenden Eigenschaften dienen Pektine auch als Copigmente und damit als
Stabilisatoren fiir Anthocyane. Die Copigmentierung konnte auf Interaktionen
zwischen Pektin und Anthocyanen zurlickgefiihrt werden, indem elektrostati-
sche Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenen Sauregruppen der
Pektinmolekiile und den positiv geladenen Flavyliumkationen zur Adsorption
an das Hydrokolloid fiihren und so vor einem Abbau schiitzen (HUBBERMANN
et al. 2006).

Die Mikroverkapselung des Heidelbeerextraktes erfolgte durch Spriihtrocknung
in einem Sprihturm (Niro Mobile Minor) bei 160/70 °C mit einer Zerstauber-
scheibe als Atomisierungseinheit bei 4 bar (23.000 U/min). Als Trdgermaterialien
wurden zwei unterschiedliche kohlenhydratbasierte Wandmaterialien, Malto-
dextrin (DE 18,5) und Trehalose, untersucht.

Die erzeugten Mikrokapseln wiesen einen mittleren Partikeldurchmesser von
15 um auf und wurden vor dem Coatingprozess einem Granulationsschritt mit
ethanolischer Schellack-Lésung (10% w/v) als Binderlésung zur VergréBerung
des Partikeldurchmessers auf 250 - 500 pm unterzogen.

Zur Uberpriifung des Wirkstoffriickhaltevermégens wurden In-vitro-Freiset-
zungsversuche in einem Dissolutionstester (Pharmatest DT 70, Pharma Test
Apparatebau AG, Hainburg, Deutschland) bei 37 °C in simuliertem Magensaft
(pH 1,2; enzymfrei) durchgefiihrt.

Die Probennahmen erfolgten in zehnmin(tigen Abstdanden fiir 120 Minuten. Mit-
tels der pH-Differentialmethode nach GIUSTI und WROLSTAD (2001) wurde der
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Anthocyangehalt der entnommenen Proben ermittelt. Zudem wurden von den
im Magensaft verbleibenden Partikeln mikroskopische Aufnahmen angefertigt.
Zur Beurteilung der Wirkstoffretention wahrend der In-vitro-Freisetzung wurden
prozentuale Freisetzungskurven erstellt. Diese basierten auf dem Anfangsgehalt
der gecoateten Mikrokapseln sowie der ermittelten Anthocyangehalte wahrend
der Freisetzungsversuche. Die wahrend der Freisetzung gemessenen Absorptio-
nen wurden nach SINGH et al. (1997) um die jeweils entnommene Probenmen-
ge korrigiert.

Die Ergebnisse dieser In-vitro-Untersuchungen haben gezeigt, dass sich sowohl
das verwendete Wandmaterial als auch verschiedene Pektine als Additive auf
den Anthocyanriickhalt aus gecoateten Partikeln auswirken.

Der Wirkstoffriickhalt konnte durch den Zusatz von hochveresterten Pektinen
verbessert werden. Zwar zeigt der Zusatz von hochverestertem Apfelpektin nur
eine geringfligige Verbesserung der Retention, der Zusatz von Ribenpektin
zeigt hingegen eine deutliche Verbesserung der Anthocyanretention (Abb. 2).

Die Wirkung von Pektin lasst sich auf ein erh6htes Wasserbindungsvermdgen in-
nerhalb der gecoateten Partikel bei einer gleichzeitigen Erhohung der Viskositat
zuruckfihren (BERG et al. 2011).
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Abb. 2: Einfluss hochveresterter Pektine auf die Anthocyanretention im simulierten Magensaft
(enzymfrei), pH 1,2.

Die Untersuchungen haben ebenfalls gezeigt, dass sich auch das verwende-
te Tragermaterial auf die Freisetzungskinetiken auswirkt. So konnte bei einem
kompletten Austausch von Maltodextrin gegen Trehalose ein véllig anderes Re-
tentionsverhalten beobachtet werden (Abb. 3).
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Abb. 3: Einfluss des Trdgermaterials auf die Anthocyanretention im simulierten Magensaft
(enzymffrei), pH 1,2.

Der starke initiale Abfall der Retention, wie sie bei den maltodextrinhaltigen
Proben zu beobachten war, konnte fiir die Probe mit dem Tragerstoff Trehalo-
se nicht beobachtet werden. Jedoch ist der Abfall der Retention fiir Trehalose
kontinuierlich, wahrend bei den maltodextrinhaltigen Proben nach der hohen
initialen Freisetzung ein Freisetzungsplateau erreicht wurde. Diese Unterschiede
lassen sich auf eine unterschiedliche Partikelmorphologie nach der Granulation
und nach dem Coating zuriickfiihren. Trehalosebasierte Granulate weisen eine
glatte und kompakte Struktur nach der Granulation und dem Coating auf. Die
Coatingoberflache ist eben und homogen. Maltodextrinbasierte Granulate er-
halten durch den Granulationsprozess eine Brombeerstruktur, welche auch nach
dem Coatingprozess erhalten bleibt (Abb. 4). Diese Brombeerstruktur lasst sich
leicht durch mechanische Belastung wie beispielsweise durch den Coatingpro-
zess in der Wirbelschicht aufbrechen. Staub und Bruchstiicke gelangen somit in
die Coatingschicht und bedingen eine schnelle Freisetzung durch das Entstehen
groBerer Poren.

Die Viskositdt innerhalb der gecoateten Partikel ist ebenso von Bedeutung. So
weist eine 45%ige Trehalose-Losung mit 11 mPas eine deutlich geringere Vis-
kositat auf als eine vergleichbare Maltodextrin-Losung mit 55 mPas. Durch ihre
kompakte und glatte Struktur weisen Granulate mit Trehalose als Tragermaterial
eine initial bessere Wirkstoffretention auf, setzen aber im weiteren Verlauf durch
die geringe Viskositat kontinuierlich Anthocyane frei.
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Trehalose (B, D) als Trdgermaterial; C, D = Coatingoberflichen.

Zusammenfassend konnten innerhalb dieses Projektes ein protoplastenbasier-
tes und ein mikroverkapseltes Tragersystem fiir Anthocyane generiert werden.
Des Weiteren war es mdglich, den Anthocyanriickhalt aus permeablen Coating-
systemen durch eine Modifikation der Kapselmatrix zu verbessern. Mit diesem
Kapselsystem ist es moglich, anthocyanhaltige Extrakte durch den Magentrakt
zu schleusen, um sie vor einem vorzeitigen Abbau oder Resorption zu schiitzen.
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Im Rahmen des DFG/AIF-Clusters ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen®” wur-
de das Teilprojekt 5 des Forschungskreises der Erndhrungsindustrie e.V. (FEI) Uber die AiF im Rahmen des
Programms zur Férderung der Industriellen Gemeinschaftsforschung und -entwicklung (IGF) vom Bundesmi-
nisterium fiir Wirtschaft und Technologie aufgrund eines Beschlusses des Deutschen Bundestages gefordert.
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Summary Subproject 5

Microencapsulation of anthocyanins by spray drying
processes utilising the stabilising effects of natural
plant vacuoles and ingredient interactions

Anthocyanins are vulnerable against alkaline pH values, oxygen and light and
were fast absorbed in the stomach and the small intestine. Stabilizing carrier sys-
tems should be applied.

Protoplasts are natural carrier stabilizing anthocyanins. The protoplast quantity
and the anthocyanin content were affected by the parameters of the enzymatic
digestion process as single factors as well as in combination. The protoplast yield
was not equivalent to the anthocyanin content within the protoplasts. The pH
value influenced the yield of protoplasts and the anthocyanin content similarly,
whereas osmotic pressure and time, as well as the interaction of osmotic pres-
sure, time and agitation had different effects. High osmotic pressure with high
agitation caused membrane damages but not in a membrane rupture which led
to anthocyanins degradation within the protoplast. Protoplasts with an intact
membrane provided a stabilizing carrier for anthocyanins at pH 5-6.

The release of microencapsulated anthocyanins by spray drying was expected
to be altered by the modification of the carrier materials. Spray dried microcap-
sules based on maltodextrin (DE 18.5) were shrivelled due to inflation and collap-
sing during spray drying. The use of gelling substances enabled an increase of
anthocyanin retention from shellac coated granulates in simulated gastric fluid
(SGF). Pectins with a high waterbinding capacity combined with a high viscosity
increased the anthocyanin retention during the complete dissolution process
significantly.

In comparison to maltodextrin, trehalose based microcapsule and granulates
exhibited a more regular shape and an even coating layer. The granulating step
caused dissolution of small particles resulting in a more compact structure of
trehalose particles in contrast to the raspberry shaped maltodextrin particles.
The initial release of anthocyanins from trehalose granulates during dissolution
testing was significantly lower than in maltodextrin granulates. However, due to
the high viscosity the anthocyanin release of maltodextrin samples stagnated.
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Teilprojekt 6 (DFG)

Nichtinvasive In-vitro- und In-vivo-Charakterisierung
von Multikapselsystemen

Prof. Dr. Karsten Mdder

Universitat Halle-Wittenberg

Institut fir Pharmazie

Pharmazeutische Technologie und Biopharmazie

1. Einfithrung

Ziel des Teilprojektes 6 des DFG/AiF-Clusterprojektes ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus
mikrostrukturierten Multikapselsystemen” war die Charakterisierung von ent-
wickelten Kapselsystemen anderer Teilprojekte sowie von verwendeten Hilfs-
stoffen. Angewendet wurden — neben den nicht invasiven Analysenmethoden
Benchtop-NMR (BT-NMR) und Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie (ESR)
— der Pankreatintest, die Hochleistungs-Diinnschichtchromatographie (HPTLC)
sowie die Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung (A4F). Abb. 1 zeigt die
Einbindung des Teilprojektes 6 in das Gesamtprojekt sowie die durchgefiihrten
Kooperationen mit anderen Teilprojekten. Es ist ersichtlich, dass mit jedem ein-
zelnen Teilprojekt Kooperationen durchgefiihrt wurden.

Projektpartner des Teilprojektes 1 isolierten eine Polyphenolfraktion des Hei-
delbeerextraktes (HBE). Mittels A4F wurde das Molekulargewicht dieser Poly-
phenolfraktion untersucht (s. Kapitel 3). In Kooperation mit Teilprojekt 4 wurde
der Pankreatintest durchgefiihrt. Bei diesem Test wurden die zur Verfligung ge-
stellten W,/0O/W,-Doppelemulsionen in vitro in simulierten Darmmedien (fasted
state simulated intestinal fluid und fed state simulated intestinal fluid) verdaut.
Durch die anschlieBende Lipidanalytik wurden die Lipidfraktionen mittels HPTLC
aufgespalten und quantifiziert (s. Kapitel 5). In einer friihen Phase des Projektes
wurden in Anlehnung an das Europdische Arzneibuch Zerfallstests von Kapsel-
systemen der Teilprojekte 2 und 3 durchgefiihrt. Diese zeigten, inwieweit die
eingesetzten Hilfsstoffe den an sie gestellten Anforderungen gerecht wurden.
Hierbei durften die Mikrokapseln nicht im simulierten Magensaft (pH 1,2, ohne
Enzym) zerfallen, da sie in vivo im Kolon wirken und somit den Magen unbe-
schadet passieren missen. Kapselsysteme, die bereits wahrend einer Inkubati-
on im simulierten Magensaft (pH 1,2, ohne Enzym) zerfielen, wurden von den
Projektpartnern nicht weiter entwickelt (s. Kapitel 6). In dem gréBten Netzwerk
innerhalb des Clusters wurden die in den Teilprojekten 2, 3 und 5 verkapselten
Anthocyane in unserem Labor in die physiologischen Bedingungen nachah-
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Abb. 1: Einbindung des Teilprojektes 6 in das Gesamtprojekt sowie die durchgefiihrten
Kooperationen mit anderen Teilprojekten.
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menden Medien freigesetzt. Teilprojekt 7 quantifizierte die Anthocyane der Frei-
setzungsproben mittels HPLC-UV/Vis. Basierend auf diesen Ergebnissen konnten
die Projektpartner ihre Kapselsysteme optimieren. Aulerdem zeigten wir, dass
eine Verkapselung von HBE einen gewinnbringenden Nutzen hat, da der Gehalt
an freien Anthocyanen nach der Inkubation der Kapselsysteme im Diinndarm si-
mulierenden Medium héher war als nach der Inkubation von nicht verkapseltem
HBE im gleichen Medium (s. Kapitel 7).

In eigenen Studien wurde mittels ESR das Oxidationspotential des HBE unter-
sucht (s. Kapitel 2). Mit dem zur Verkapselung eingesetztem Hilfsstoff Molken-
proteinisolat (WPI) wurden rheologische Tests durchgefiihrt (s. Kapitel 9).

Zusatzlich wurde ein eigenes Kapselsystem, basierend auf Hartfett, entwickelt
(s. Kapitel 8).

Dieser Bericht zeigt Details der Kooperationen mit den anderen Teilprojekten
sowie die daraus resultierenden Ergebnisse. Es ist ersichtlich, dass dieser Projekt-
teil eine Schnittstelle in der Analytik der im Cluster entwickelten Kapselsysteme
darstellt.

Ein Teil dieser Ergebnisse wurden bereits auf internationalen Konferenzen verof-
fentlicht (s. Publikationen).

2. Heidelbeerextrakt (HBE)

Der in diesem Projekt verwendete Heidelbeerextrakt (HBE) (Symrise, Holzmin-
den) wurde aus Trester der Heidelbeere (Vaccinium myrtillus L.) gewonnen. Sein
Anthocyangehalt betrdgt 25 % (m/m). Diese wasserldslichen Anthocyane ha-
ben zahlreiche biologische Aktivitaten wie beispielsweise die Wirkung als An-
tioxidans, die Inhibierung des Tumorwachstums vor allem im Kolon sowie die
Induzierung der Apoptose. Das antioxidative Potential des HBE wurde mittels
Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie (ESR) untersucht. Mit dieser Methode
kénnen freie Radikale oder paramagnetische Verbindungen detektiert werden
[1]. Der HBE ist ESR-stumm, da er keine Verbindungen mit derartigen Eigen-
schaften enthalt. Durch die Zugabe von ESR-aktiven Molekiilen, sogenannten
Spinsonden, in eine HBE-haltige Losung ist ein Signal detektierbar. Durch die
Anderung dieses Signals kénnen Riickschliisse auf die Aktivitat der Anthocyane
geschlossen werden.

Der HBE wurde in drei Medien mit unterschiedlichen pH-Werten gel6st: 1. HCI
pH 1,5, 2. Trizma®-Puffer pH 7 und 3. Carbonatpuffer pH 10. Der Aufbau des Ex-
perimentes war an den in der Literatur beschriebenen Ascorbinsdureassay an-
gelehnt [2]. Hierzu wurden zu jeder HBE-L6sung 5 mM der Spinsonde TEMPOL
gegeben, um das antioxidative Potential der Anthocyane zu ermitteln. Der An-
thocyangehalt in den jeweiligen Medien wurde mittels HPLC-UV/VIS quantifi-
ziert (s. Tab.1). Die Ergebnisse dieser Studie sind in Abb. 2 dargestellt.
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Tab. 1: Totaler Anthocyangehalt der verwendeten HBE-Losungen

Medien Anthocyangehalt
HClpH 1,5 21%
Trizma® Puffer pH 7 1,7 %
Carbonatpuffer pH 10 0,0039 %

Die Stabilitat der verwendeten Spinsonde bei den unterschiedlichen pH-Milieus
wurde durch die Inkubation der Sonde in dem reinen Inkubationsmedium ohne
HBE-Zusatz sichergestellt (s. Abb. 2 - leere Symbole). Die Signalamplitude blieb
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum konstant. Ein Einfluss des pH-Wertes
auf die Abnahme des Spinsondensignals wurde daher ausgeschlossen. Durch
die Zugabe von HBE in das TEMPOL-haltige Medium nahm die Signalamplitude
Uber den Beobachtungszeitraum ab (s. Abb. 2 - gefiillte Symbole). Der Signalab-
nahme liegt eine Reduktion der Nitroxylgruppe zum ESR-stummen Hydroxyl-
amin durch die Anthocyane zugrunde. Im Vergleich mit den Gehaltsangaben in
Tab. 1 ist ersichtlich, dass der Abfall der Amplitude konzentrationsabhdngig ist.
Der schnellste Abfall der Signalamplitude ist mit dem hochsten Anthocyange-
halt bei pH 1,5 verkniipft. Begriindet ist dies mit der strukturellen Stabilitat der
Anthocyane (Favylium-Kation) im stark sauren pH-Milieu um pH 1 [3].
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Abb. 2: Abfall der relativen Signalamplitude der Spinsonde TEMPOL wéihrend der Inkubation
in drei Medien mit unterschiedlichen pH-Werten.
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Diese Daten zeigen das antioxidative Potential des verwendeten Heidelbeerex-
traktes. Uberraschend wurde in dieser Studie festgestellt, dass der HBE die Puf-
ferkapazitat der Medien ausschopft und teilweise Uberschreitet. Der pH-Wert
einer 10%igen HBE-Losung in Trizma®-Puffer pH 7 bzw. Carbonatpuffer pH 10
sank um etwa 5 Einheiten (s. Tab. 2).

Tab. 2: Anderung des pH-Wertes von verschiedenen Medien mit 10 % HBE-Zusatz

System pH-Wert pH mit 10 % (m/m) HBE
HCL 1,50 1,34
TRIZMA-Puffer 7,00 1,76
Carbonatpuffer 10,00 4,60

Begrlindet wird dies mit dem Herstellungsverfahren des Heidelbeerextraktes.
Dabei wird der Heidelbeertrester mit einer methanolischen Citronensdurel6-
sung pH 1-3 behandelt, um die Anthocyane zu isolieren. Beim Trocknen bleibt
die Citronensdure im Anthocyanextrakt zurtick. Gestiitzt wird diese These durch
das Losen von HBE in destilliertem Wasser. Eine 10 %ige Losung hat einen pH-
Wert von 1,8.

3. Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung (A4F)

In dem zur Verfiigung stehenden Heidelbeerextrakt traten Anthocyanpolymere
auf. In Kooperation mit Teilprojekt 1 (TU Braunschweig) wurde das Molekularge-
wicht einer dort isolierten Polymerfraktion ermittelt.

Die Asymmetrische Fluss-Feldflussfraktionierung (A4F) ist eine Methode, um
Partikelgréen und Molekulargewichte zu bestimmen. Die Proben wurden in
den Trennkanal mit Distanzscheibe (Eclipse-A4F-Trennsystem - Wyatt Technolo-
gy Europe, Dernbach) injiziert und aufgetrennt [4]. Fir die Auftrennung wurde
eine Cellulosemembran (Vortrennung: 10 kDa) (Microdyn-Nadir, Wiesbaden) so-
wie bidestilliertes Wasser als Eluent, konserviert mit 0,02 % (m/v) Natriumazid,
verwendet. Bei der A4F werden zuerst kleine Partikel und am Ende grof3e Partikel
eluiert. Nach der Auftrennung im Trennkanal wurden die Proben mittels eines
18-Winkel-Mehrwinkellichtstreudetektors (MALLS) ,Dawn EOS” (Wyatt Techno-
logy Europe, Dernbach) bei A = 690 nm und einem Brechungsindex (RI)-Detektor
RI-101 (Showa Denko Europe GmbH, Miinchen) vermessen. Die Auswertung der
Proben wurde unter Anwendung der Astra-Software 4.90 (Wyatt Technology
Europe, Dernbach) durchgefiihrt. Hierbei wurde der Debye-Plot zugrunde ge-
legt. Das ermittelte Molekulargewicht der analysierten Polyphenolfraktion lag
bei 68 kDa.
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4. Ubersicht iiber die analysierten Kapselsysteme aus
den Teilprojekten 2, 3,4 und 5

Die in diesem Teilprojekt untersuchten Kapselsysteme anderer Projektpartner
sind in Abb. 3 graphisch dargestellt. Die Zusammensetzung sowie die Angaben
Uber den HBE-Gehalt, die pH-Werte in den Kapseln sowie die mittleren Partikel-
groBen sind in Tab. 3 zusammengefasst. Die Analyse dieser Kapselsysteme ist in
den Kapiteln 5, 6 und 7 beschrieben.

i { J | .
m | : U | E d,

Abb. 3: Schematische und mikroskopische Darstellung der untersuchten Kapselsysteme aus
dem Cluster; A: Teilprojekt 2, B: Teilprojekt 5, C: Teilprojekt 3, D: Teilprojekt 4.

Tab. 3: Detaillierte Ubersicht (iber die Zusammensetzung der untersuchten Kapselsysteme

System Typ Hilfsstoffe HBE [%]  mittlerer pH
@ [um]
PA Kern-Hiille Pektin-Amid?, 10 (m/m) 1500 3 (Stammldsung
CaCly, Glycerol mit HBE)

1 (Quervernetzungs-
16sung mit CaCl,)

MPI  Matrix Molkenproteinisolat 10 (m/m) 180 1,5 (vor der
Verkapselung)
SL Matrix Pektin-Amid®, 20 (m/m) 250-500 2 (vor der
Zitronensaure, Sprithtrocknung)
Maltodextrin, Schellack
DE W,/0/W,- Pflanzendl, 0,12 (m/m) 30 3,5 (Stammldsung
Doppel- Pektin-Amid¢, mit HBE)

emulsion PGPR 90+,
Konjugatemulgator

aVeresterungsgrad: 31,9 %, Amidierungsgrad: 21,1 %
b Veresterungsgrad: 29 %, Amidierungsgrad: 21 %
¢ Veresterungsgrad: 23-27 %, Amidierungsgrad: 23-25 %
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5. Pankreatintest
(In-vitro-Verdau von W;/O/W,-Doppelemulsionen)

In Kooperation mit Teilprojekt 4 (Uni Karlsruhe) wurde der Verdau der dort ent-
wickelten W;/O/W,-Doppelemulsion (s. Abb. 3 D und Tab. 4) in vitro unter An-
wendung des Pankreatintests simuliert. Der Verdau der lipophilen Phase (O) ist
von groBem Interesse, da dadurch die in der inneren hydrophilen Phase (W)
verkapselten Anthocyane freigesetzt werden kénnen.

Tab. 4: Zusammensetzung der W;/O/W,-Doppelemulsion (alle Konzentrationen sind auf das
Gesamtsystem bezogen)

innere Wasserphase (W) Olphase (0) auBere Wasserphase (W,)
24 % (m/m) 56 % (m/m) 20 % (m/m)
bidestilliertes Wasser Pflanzenol bidestilliertes Wasser

1,4 % (m/V) PGPR90+ 0,4 % (m/V) Konjugatemulgator

0,36 % (m/V) Pektin-Amid CB 025-E 0,3 % (m/V) Pektin-Amid CB 025-E

0,12 % (m/V) HBE

Die Emulsion wurde in simulierten Darmmedien vor (fasted state simulated in-
testinal fluid - FaSSIF) und nach der Nahrungsaufnahme (fed state simulated in-
testinal fluid - FeSSIF) inkubiert.

Grundlage der Inkubationsmedien bildete ein Phosphatpuffer nach SORENSEN
pH 6,8 (53.4 % Kaliumdihydrogenphosphat 1/15 M und 46.6 % Dinatriumhydro-
genphosphat-Dihydrat 1/15 M). Dazu wurden 5 mM Gallensalze und 1.25 mM
Phospholipide fiir FaSSIF bzw. 15 mM Gallensalze und 3.75 mM Phospholipi-
de fiir FeSSIF sowie jeweils 150 mM Natriumchlorid, 5 mM Calciumchlorid und
450 U/ml Pankreatin (Enzymquelle) zugegeben.

Der Verdau wurde in einem End-over-End-Mischer, der sich permanent mit 10 U/
min um die eigene, horizontale Achse dreht, bei 37 + 1 °C durchgefiihrt. Die
Emulsionen und die Inkubationsmedien wurden auf 37 °C vorgeheizt. Jeder An-
satz enthielt 1 % (m/V) Lipid.

Zu bestimmten Zeitpunkten (0, 5, 10, 20, 30, 60, 120, 150 min) wurde der pH-
Wert der Anséatze auf den Ausgangswert von pH 6,8 korrigiert. AnschlieBend
wurden 100 pl Probe gezogen und mit 900 pl eines Gemisches aus Chloroform/
Methanol (50/50 V/V) verdiinnt. Dadurch wurde die Enzymreaktion gestoppt
und die Lipidfragmente in die organische Phase extrahiert. Die Aufspaltung der
Lipidfragmente wurde mittels HPTLC (AMD 2, CAMAG, Muttenz, Schweiz) unter
Anwendung eines elfstufigen Gradienten, basierend auf Hexan und Ethylacetat,
durchgefihrt. Fiir die Visualisierung der Lipidfraktionen wurden die Platten mit
einer wassrigen Kupfersulfatlosung behandelt (15 % Kupfersulfat, 8 % Phosphor-
sdure und 5 % Methanol) und anschlieBend fiir 50 Minuten bei 150 °C erhitzt.
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Abb. 4: Ergebnisse des Verdaus der W;/O/W,-Doppelemulsion:
A 1: Triolein FaSSIF, A 2: Olsdure FaSSIF, B 1: Triolein FeSSIF, B 2: Olsciure FeSSIF.

Dargestellt sind die arithmetischen Mittelwerte mit der Streuung der Einzelmesswerte.
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Die Quantifizierung erfolgte mittels eines Plattenscanners bei A = 675 nm (CA-
MAG-TLC-Scanner 3) [5]. Aufgrund des hohen Olsiureanteils im Lipid wurden
alle Lipidfragmente als Olsaurederivate quantifiziert. Alle Versuche wurde drei-
fach (n = 3) durchgefiihrt.

Wahrend des Lipidverdaus in vitro wird Triolein tGber die Zwischenstufen Diolein
und Monoolein zu Olsdure und Glycerin abgebaut. Der Abbau des Trioleins in
vivo geht nur bis zur Stufe des Monoleins. Abb. 4 (A 1 (FaSSIF) und B 1 (FeSSIF))
zeigt den Abfall der Trioleinkonzentration. Innerhalb von 5 Minuten ist der An-
teil des Lipids um mehr als 50 % seines Ausgangswertes reduziert. Nach einer
Inkubation von 60 Minuten bleibt der Gehalt an Triolein nahezu konstant. Dies
zeigt das Ende der Abbaureaktion des Trioleins an. Im FeSSIF-Medium ist dieser
Prozess vollstdndiger, da hier ein hoherer Anteil an Gallensalzen und Phospho-
lipiden vorliegt. Dies liegt darin begriindet, dass die Galle wéhrend der Verdau-
ung mehr Verdauungssekret sezerniert. Durch die erh6hte Konzentration dieser
beiden Mediumsbestandteile werden mehr Mischmizellen, bestehend aus Phos-
pholipiden, Gallensalzen, Monoglyceriden und Fettsauren, gebildet, wodurch
der Lipidverdau beschleunigt wird.

Durch den Abbau des Trioleins entsteht Olsdure. Abb. 4 (A 2 (FaSSIF) und B 2
(FeSSIF)) stellt den Konzentrationsanstieg der Olsiure dar. Im Gegensatz zur Ol-
sdure steigt der Anteil des Trioleins Uber den gesamten Inkubationszeitraum.
Dies liegt an dem fortschreitenden enzymatischen Abbau des Dioleins und des
Monooleins (Daten nicht gezeigt).

Diese Resultate illustrieren den Abbau der Doppelemulsion durch enzymati-
schen Verdau. Der eingeschlossene HBE kann somit freigesetzt werden. Eine
zeitgleiche Analyse des aus der Doppelemulsion freigesetzten HBE wurde nicht
durchgefiihrt. Die Anthocyankonzentration in der internen W,-Phase war fiir das
experimentelle Design zu gering dosiert.

6. Zerfallstests

Zu Beginn der Entwicklungsphase der Teilprojekte 2 (TU Dortmund) und 3 (TU
Miinchen) wurden Zerfallstests von aus den Projekten zur Verfligung gestellten
unbeladenen Kapselsystemen durchgefiihrt. Basierend auf Monographien des
Europédischen Arzneibuches (Ph. Eur.) fiir magensaftresistente Arzneiformen
wurden die Mikrokapseln bei 37 + 1 °Cin Medien mit unterschiedlichen pH-Wer-
ten inkubiert. Nach einer zweistiindigen Inkubation im simulierten Magensaft
(SGF) ohne Enzym folgte eine einstiindige Inkubation in drei unterschiedlichen
Puffersystemen. Die zu untersuchenden Kapseln wurden vom SGF direkt in die
Folgemedien Ubertragen.
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Tab. 5: Ergebnisse der Zerfallstests von verschiedenen Kapselsystemen aus dem Cluster in den
aufgelisteten Medien (+ = nicht zerfallen, - = zerfallen; @ = nicht durchgefiihrt)

Teilprojektnummer 2 3

1 2 3 4 5
Kapselsystem Alginat- Pektin Classic Pektin-Amid MPIpH 1,5 MPI pH 1,5
Inkubationsmedien kapseln AU-L026/09 AU-L027/0 ohne Emulgator* mit Emulgator*

SGF pH 1,2 (USP 2008

- ohne Enzymzusatz) + + *
Acetatpuffer pH 4,5 Ph.Eur. - [%] - + +
Phosphatpuffer pH 6,8 - [%] - + +
Phosphatpuffer pH 7,4 - (%] - + +

*(der Emulgator wurde nur fiir den Produktionsprozess der Kapseln verwendet)

Die Zerfallsdaten sind in Tab. 5 dargestellt. Wahrend der Inkubation in SGF war
nur System 2 instabil. Dieses Kapselsystem wurde nicht weiter untersucht, da die
Kapseln das saure Milieu des Magens passieren missen, um in den Darm zu ge-
langen. Wenn diese schon davor zerfallen, wie Kapselsystem 2, erfiillen sie ihre
Funktion nicht mehr und kénnen nicht in das Kolon gelangen.

Die Kapseln aus Alginat, amidiertem Pektin und Molkenproteinisolat waren im
simulierten Magenmilieu stabil. Bei der anschlieBenden Inkubation in schwach
saurem bis neutralem Milieu waren nur die Kapseln aus Molkenproteinisolat sta-
bil.

Diese Studie zeigt lediglich die Stabilitdt der Kapselsysteme in unterschiedlichen
pH-Milieus. Mit diesen Daten kdnnen keine Aussagen beziiglich der Freisetzung
aus den Kapselsystemen gemacht werden, da die inkorporierten Anthocyane
nicht nur nach dem Mechanismus der Diffusion, sondern auch nach dem des
Zerfalls liberiert werden kénnen.
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7. Freisetzungscharakterisierungen

Das Ziel dieser Studie war die Charakterisierung der Freisetzung von drei mit
HBE beladenen Kapselsystemen. Diese wurden von den Teilprojekten 2, 3 und
5 bereitgestellt. Zwei Systeme basierten auf dem Pektin-Amid (System PA und
System SL). Das dritte System basierte auf Molkenproteinisolat (System MPI) (vgl.
Abb. 3 und Tab. 3).

In Anlehnung an den Zerfallstest fir feste Arzneiformen des Europdischen Arz-
neibuchs wurde ein zweistufiger In-vitro-Freisetzungstest durchgefiihrt. Unver-
kapselter Extrakt (als Referenz) und die Kapselsysteme wurden in simuliertem
Magensaft pH 1,2 (ohne Enzymzusatz) (SGF - USP 2008) und in dem FeSSIF-Me-
dium inkubiert. Dieses Medium wurde fir die Simulation des Diinndarms ausge-
wahlt, da die Kapseln als Nahrungserganzungsmittel mit Nahrung verabreicht
werden sollen.

Die Studie wurde in Anlehnung an den Pankreatintest (siehe Kapitel 4) in einem
End-over-End-Mischer bei permanenter Umdrehung um die eigene horizontale
Achse bei 37 £ 1 °C durchgefiihrt. Die Inkubationszeit betrug 120 Minuten fiir das
SGF-Medium und 150 Minuten fiir das FeSSIF-Medium. Die Messungen wurden
durch die Zugabe vom Inkubationsmedium zu den Kapselsystemen gestartet.
Zu bestimmten Zeitpunkten (SGF: 0, 10, 20, 30, 45, 60, 120 min; FeSSIF: 0, 10, 20,
30, 60, 120, 150 min) wurden die pH-Werte der Ansatze auf den Ausgangs-pH-
Wert 6,8 korrigiert und 100 pl Probe genommen. Diese wurde in einem Gemisch
aus Chloroform, Methanol und bidestilliertem Wasser (10/50/40 v/v/v) verdiinnt,
zentrifugiert, um korpuskuldre Anteile zu separieren, und anschliefend mittels
HPLC-UV/VIS quantifiziert (durchgefihrt in Teilprojekt 7).

Detaillierte Freisetzungsdaten werden im Bericht von Teilprojekt 7 veréffentlicht.
Zusammengefasst bleibt die Konzentration des unverkapselten HBE in SGF kon-
stant. Im FeSSIF-Medium sinkt diese jedoch auf etwa 20 % des Ausgangswertes
ab. Wahrend der Inkubation der Kapselsysteme im SGF zeigen alle Kapselsyste-
me eine Freisetzung innerhalb weniger Minuten. Anschlieend bleibt die Kon-
zentration Giber den Inkubationszeitraum konstant. Im FeSSIF-Medium zeigt sich
eine schnelle Freisetzung der Anthocyane binnen der ersten 20 Minuten. Trotz-
dem ist der Gehalt an freien Anthocyanen am Ende der Inkubationszeit doppelt
so hoch wie bei dem unverkapselten HBE.

Die Resultate wurden jedem Projektpartner zur Verfiigung gestellt, um deren
Kapselsysteme zu optimieren.
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8. Entwicklung und Charakterisierung von Lipid-Mikro-
partikeln

Neben den Versuchen in Kooperation mit den Projektpartnern wurden eigene
Kern-Hille-Lipid-Mikropartikel entwickelt. Die Lipidhille besteht aus Witep-
sol® W 35 (Sasol, Hamburg) und schiitzt die inkorporierte Anthocyanldsung
(pH 2) im Kern (siehe Tab. 6). Der Herstellungsprozess ist in Abb. 5 A beschrie-
ben.

Tab. 6: Zusammensetzung der Lipid-Mikropartikel

Sucroseester S-370 5% (m/m)
Span’ 80 5% (m/m)
Witepsol® W 35 ad 100 % (m/m)
Anthocyanl6ésung (pH 2) 20 % (m/m)

Abb. 5: A: Herstellung der Lipid-Mikrokapseln unter Anwendung der W/O/W-Emulsionsmethode;
B: Lichtmikroskopische Darstellung der entwickelten Lipid-Mikrokapseln.
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Lichtmikroskopische Bilder (Abb. 5 B) zeigen einen erfolgreichen Verkapse-
lungsprozess. Die Anthocyane sind im Kern der Partikel lokalisiert (blau). Der
mittlere Partikeldurchmesser (dsg) liegt bei 180 um (bestimmt mittels Laser-
diffraktometrie). Die Freisetzungsuntersuchungen wurden wie in Kapitel 6 be-
schrieben durchgefiihrt. Abb. 6 zeigt die Freisetzungsprofile der Mikrokapseln
(m) im Vergleich zu unverkapseltem Extrakt (e). Im — den Magen simulierenden
- Medium SGF bleibt der Gehalt des unverkapselten HBE konstant. Der Gehalt
an freigesetzten Anthocyanen steigt bis 60 Minuten an und bleibt konstant bis
zum Ende der Inkubation. Diese Daten sind vergleichbar mit Literaturangaben,
da die Anthocyane bei einem niedrigen pH-Wert ihre gro3te Stabilitat aufweisen
(Flavylium-Kation) [6].

Das Zeit-Konzentrationsprofil von unverkapselten HABE-Anthocyanen in — dem
Dinndarm simulierenden - FeSSIF-Medium ist in Abb. 6 B dargestellt. Zu Be-
ginn werden ca. 60 % der theoretisch eingesetzten Anthocyane detektiert. Die-
ser Gehalt bleibt bis zu einer Inkubationszeit von 30 Minuten nahezu konstant.
Danach sinkt der Anthocyangehalt bis zum Ende der Inkubation auf etwa 19 %.
Dieser Abbau der Anthocyane ist vermutet worden, da Anthocyane bei anna-
hernd neutralen pH-Werten um pH 6,8 instabil sind [3]. Wahrend der Inkubation
im FeSSIF-Medium setzen die Kapseln die Anthocyane zu Beginn der Inkubati-
on frei. Ein Anstieg der Anthocyankonzentration ist die Folge. Nach 10 Minuten
ist ein Maximum der Anthocyankonzentration erreicht. Im weiteren Verlauf der
Inkubation sinkt der Gehalt bis zum Ende der Inkubation auf 33 %. Uberlagerte
Prozesse von Freisetzung und Abbau der Anthocyane missen in Betracht gezo-
gen werden. Trotzdem zeigen die Kapseln einen Schutz fiir die eingeschlossenen
Anthocyane, da am Ende der Inkubationszeit der Anteil an freien, detektierbaren
Anthocyanen etwa 14 % hdher ist als bei unverkapseltem HBE.
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Abb. 6: Freisetzungsprofile der Lipid-Mikrokapseln: A: Inkubation in SGF pH 1,2 (ohne
Enzymzusatz); B: Inkubation in FeSSIF (mit Pankreatin).
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9. Rheologische Charakterisation von
Molkenproteinisolate-Gelen

Molkenproteinisolat (MPI) ist ein wasserloslicher Proteinmix aus Albuminen
und Globulinen. Der Hauptinhaltsstoff (~ 50 %) ist B-Lactoglobulin (B-Ig) (IEP
5,2). Dieses ist fir die Gelbildung verantwortlich. Zur Charakterisierung von
temperaturabhingigen Sol/Gel-Ubergéngen wurden MPI-Sole mit verschiede-
nen Konzentrationen und pH-Werten untersucht. Drei verschiedene Methoden
wurden angewendet: Benchtop-NMR, Oszillierende Rheologie und die GefaR3-
Wasserbad-Methode. Bei allen Methoden wurde eine Temperaturrampe von 2 K
angewendet. Bei der Benchtop-NMR wurden T,-(spin-spin)-Relaxationszeiten
des Wassersignals der Probe bestimmt. T, beruht auf der Mobilitat der in der Pro-
be enthaltenen Molekiile. Die Relaxationszeit sinkt mit steigender Viskositat der
Probe [7]. Durch die Untersuchungen am Rotationsviskosimeter wurden Spei-
cher- (G') und Verlustmodule (G”) der Proben bestimmt. Bei der Anwendung der
GefaB3-Wasserbad-Methode wurden transparente Glasgefafle mit der flissigen
Probe gefiillt. Dieses Gefall wurde im Wasserbad inkubiert und bei bestimmten
Temperaturen entnommen. Dabei wurden die Gefél3e horizontal um 180 ° ge-
dreht und umgekehrt, um den Sol/Gel-Ubergang zu visualisieren.

Tab. 7: Sol/Gel-Ubergangstemperaturen der untersuchten Molkenproteinisolat-Gele

Oszillierende GefaB-Wasserbad-
ESpeliopatE Rheologie Methode
15% (m/m) MPIpH 1,5  74°C 57°C 61°C
15 % (m/m) MPI pH 7 70°C 71°C 69 °C

20% (m/m)MPIpH 1,5  nicht bestimmt*  nicht bestimmt* nicht bestimmt*

20 % (m/m) MPI pH 7 70°C 68 °C 67 °C

*(Probe war bei RT bereits gelartig fest)

Die Ergebnisse der drei verschiedenen Methoden sind vergleichbar (s. Tab. 7).
Die Sol/Gel- Ubergangstemperatur von MPI-Gelen bei pH 7 liegt bei 70 °C. Die
Gelbildung bei Proben mit neutralen pH-Werten lauft nach folgendem Mecha-
nismus ab: Entfaltung und folgend die Aggregation der Proteine. Dabei @ndert
sich die Anzahl der zugéanglichen Sulfhydrylgruppen und damit die Reaktivitat
der Aggregate. Dadurch ist die Tendenz zur Inter-Aggregat-Bindung erhoht [8].

Bei angeséuerten Solen (pH 1,5) liegt der Ubergang darunter. Auffillig ist, dass
der mittels Benchtop-NMR bestimmte Sol/Gel-Ubergang héher liegt als der
durch die anderen beiden Methoden ermittelte. Dies liegt darin begriindet, dass
mit diesem Verfahren Mikroviskositdten bestimmt werden. Das Sol ist optisch
ab ca. 61 °C ein Gel. Die inneren Strukturen, die mit dieser Methode bestimmt
werden, sind jedoch noch nicht vollstandig vom Sol- in den Gelzustand liberge-
gangen. Der Gelbildungsmechanismus der angesduerten Proben unterscheidet
sich von den Proben mit nativen pH-Werten. Die Reaktivitdt der funktionellen
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Gruppen ist verdndert. Daraus resultierend unterscheidet sich die Sol/Gel-Uber-
gangstemperatur zu den Proben mit neutralem pH-Wert von pH 7.

Durch das Ansduern der Gele auf pH 1,5 ist neben der mikrobiellen Stabilitat
auch eine Stabilitat der bei einer Verkapselung inkorporierten Anthocyane ge-
wabhrleistet (s. MPI-Partikel Tab. 3).
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Summary Subproject 6

Non invasive in vitro and in vivo characterisation of mul-
ticapsule systems

Subproject 6 was part of the DFG/AIF cluster “Bioactive ingredients of micro-
structured multicapsule systems”. Aim of subproject 6 was to characterise de-
veloped capsule systems and used excipients of other subprojects with non
invasive methods like Benchtop-NMR (BT-NMR) and electron paramagnetic res-
onance spectroscopy (EPR) as well as pancreatic-assay, high performance thin
layer chromatography (HPTLC) and asymmetrically flow-field-flow fractionation
(A4F). Figure 1 (Abb. 1) shows the networking of our subproject with other sub-
projects. Our subproject was connected with each subproject for cooperation.

In cooperation with subproject 1 we examined a polyphenol fraction isolated
from bilberry extract (BE). By means of A4F we determined the molecular weight
of the isolated polyphenol fraction (s. chapter 2). To simulate in vivo digestion we
performed in vitro pancreatic assay of a W,/O/W, double emulsion provided by
subproject 4. Within the following digestion the lipid fractions were split up and
quantified by HPTLC (s. chapter 4). At the beginning of the project we investi-
gated the disintegration of the formulations according to the European Pharma-
copoeia. Capsules of subprojects 2 and 3 were incubated in media with different
pH-values. Capsules which disintegrated in simulated gastric fluid pH 1.2 (with-
out enzyme) were not subjected for further development (s. chapter 5). Within
release studies of capsule systems of subprojects 2, 3 and 5 the main network of
the project was found. These three groups provided different capsule formula-
tions. Release studies were performed in our lab. Quantification of anthocyanin
content was done by subproject 7 using HPTLC-UV/Vis. The results were dis-
cussed with all partners to optimize the capsule systems. We showed that en-
capsulation of BE compared to not encapsulated anthocyanins protects BE from
early degradation and rises the free anthocyanin concentrations (s. chapter 6).

In addition we examined the anti-oxidative potential of BE by an EPR study (s.
chapter 1). To characterise sol/gel transition temperatures of different concen-
trated WPI sols rheological experiments were investigated (s. chapter 8). Supple-
mentary an own core-shell particle system was developed (s. chapter 7).

This report shows cooperation details and results with all subprojects. It is evi-
dent that our project has a key position in the analysis of the developed capsule
systems. Parts of this work were already presented on international conferences
(s. publications).
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Teilprojekt 7 (AiF)

Biologische Wirksamkeit von Blaubeer-Anthocyanen
im Vergleich zu mikro-/nano-verkapselten Anthocyan-
Praparaten: Modulation von intestinaler Verfiigbarkeit,
Fermentation, antioxidativer Wirksamkeit und Wirkun-
gen auf die DNA-Integritat (AiF 15614 N)
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(ab 01.4.2009 Fortfiihrung des Projektes an der Universitdt Wien)
Universitat Wien

Institut fiir Analytische Chemie und Lebensmittelchemie
Lehrstuhl fir Lebensmittelchemie

Einfiihrung

In den letzten Jahren stieg aufgrund eines erhéhten Erndhrungsbewusstseins
die Frage nach Lebensmitteln mit moglichem chemoprotektiven Potential.
Wildheidelbeeren (Vaccinium myrtillus L.) besitzen aufgrund des hohen Anteils
bioaktiver Inhaltsstoffe eine im Vergleich zu anderen Obst- und Gemdusearten
sehr hohe antioxidative Kapazitdt. Daher sind sie flir den Einsatz in funktionellen
Lebensmitteln besonders geeignet. Den roten Beerenfarbstoffen (Anthocyane)
werden antikanzerogene und antiinflammatorische Eigenschaften zugespro-
chen. Im Organismus wird die Wirksamkeit der Anthocyane wesentlich durch
deren pharmakokinetische Eigenschaften (Bioverfligbarkeit, Stoffwechsel, Aus-
scheidung) beeinflusst. Zusatzlich ist die Stabilitdt der Anthocyane unter phy-
siologischen und Zellkultur-Bedingungen limitiert. In den vergangenen Jahren
hat die Verkapselung von Wirkstoffen — vorwiegend im Pharmabereich - dazu
gefiihrt, dass Substanzen gezielt am Wirkort freigesetzt werden kdnnen. Damit
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konnte auch die Bioverfiigbarkeit von Anthocyanen so moduliert werden, dass
durch die Besténdigkeit der verkapselten Anthocyane bei der Magen-Darm-Pas-
sage das Erreichen des potentiellen Wirkortes und somit auch die biologische
Wirksamkeit im Hinblick auf die Pravention verbessert wird.

Ziel des Teilprojektes 7 im DFG/AiF-Cluster ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mik-
rostrukturierten Multikapselsystemen” war es, mittels In-vitro-Experimenten
an humanen Darmkrebszellen zu priifen, ob die verwendeten Verkapselungs-
systeme einen Einfluss auf die biologische Wirksamkeit der Anthocyane aus-
Uben. Zusatzlich wurde in Zusammenarbeit mit dem Teilprojekt 6 (Universitat
Halle) die Stabilitdt und Freisetzung von Anthocyanen aus Heidelbeerextrakt
(HBE) und den HBE-beladenen Kapselsystemen unter den Bedingungen des
Gastrointestinaltrakts untersucht (siehe Teilprojekt 6).

Fir die Untersuchungen zur biologischen Wirksamkeit wurden von der Techni-
schen Universitat Kaiserslautern (Forschungsstelle 1 dieses Teilprojektes) Bio-
marker ausgewahlt, die in direktem Zusammenhang mit oxidativen Zellschdden
stehen. Um eine Aussage (iber potentielle zytotoxische Effekte des HBE und der
HBE-beladenen Kapselsysteme auf humane Darmkrebszellen treffen zu kénnen,
wurde der Farbreaktionstest,,Alamar blue Assay”, in dem die mitochondriale Ak-
tivitat als Maf fiir die Vitalitat der Zelle bestimmt wird, durchgefiihrt. Die anti-
oxidative Wirksamkeit wurde als Modulation unterschiedlicher Biomarker — wie
die Reduktion oxidativer DNA-Schédden, die Erhéhung des Gehalts an zelluldrem
Glutathion (Antioxidans und Entgiftungsagenz) und die Reduktion intrazellula-
rer reaktiver Sauerstoffspezies (ROS) — in Kurz- und Langzeitinkubationen mit
einem Versuchsprotokoll nach Schafer et al. untersucht [SCHAEFER et al., 2006 a;
SCHAEFER et al., 2006 b].

Der Einsatz des HBE und der HBE-beladenen Kapselsysteme erfolgte im physio-
logisch relevanten Konzentrationsbereich von 1 - 500 pg/ml HBE, welcher im
Gastrointestinaltrakt des Menschen erreicht werden kann. Beriicksichtigt wer-
den muss jedoch, dass die tdgliche Aufnahmemenge an Anthocyanen stark von
den Erndhrungsgewohnheiten abhdngig ist. So kdnnen beispielsweise durch
den Verzehr einer Portion Heidelbeeren 500 mg Anthocyane aufgenommen
werden, wohingegen eine Portion Holunderbeeren 2.000 mg Anthocyane ent-
halten kann [HE et al., 2010]. Es ist weiterhin bekannt, dass 40% der oral aufge-
nommenen Menge an Anthocyanen den Dickdarm unmetabolisiert erreichen
[GONZALEZ-BARRIO et al., 2010]. Bei Untersuchungen des unverkapselten HBE
auf die Modulation der gewahlten Biomarker zeigten sich in Darmkrebszellen
(Caco-2) keine zytotoxischen Effekte auf die Zellen iber den gesamten Konzen-
trationsbereich (1 - 500 pg/ml). Weiterhin wurde eine signifikante Abnahme tert-
Butyhydroperoxid (TBH)-induzierter intrazelluldrer ROS > 50 ug/ml HBE (siehe
Abb. 1), eine tendenzielle Erhéhung des Glutathiongehalts der Zellen und eine
signifikante Reduktion Menadion (Md)-induzierter DNA-Schaden im niedrigen
Konzentrationsbereich (5 pg/ml HBE, siehe Abb. 2) festgestellt [SCHANTZ et al.,
2011]. Dass In-vitro-Untersuchungen auch fiir die In-vivo-Situation relevant sein

92

Teilprojekt 7 (AiF)

kénnen, wurde von WEISEL et al. gezeigt. In dieser Humanstudie konsumierten
gesunde Probanden einen roten anthocyanhaltigen Mehrfruchtsaft (700 ml pro
Tag) Uber einen Zeitraum von vier Wochen. Dabei wurde eine Verringerung der
oxidativen DNA-Schaden und eine signifikante Erh6hung des Glutathiongehalts
im Vergleich zur Kontrollgruppe beobachtet [WEISEL et al., 2006].

Um zusétzlich eine Aussage tber Wirkkomponenten im HBE treffen zu kénnen,
wurden HBE-Subfraktionen — Anthocyan-, Polymer- und Phenolcarbonséure-
fraktionen, die von der TU Braunschweig (Teilprojekt 1) zur Verfligung gestellt
wurden - ihrem mengenmaBigen Anteil im HBE entsprechend eingesetzt. Dabei
zeigte sich, dass bei Inkubationen mit Anthocyan- und Polymerfraktion keine
Effekte auf die untersuchten Biomarker in Caco-2-Zellen beobachtet wurden.
Lediglich fir die Phenolcarbonsdurefraktion wurde ein positiver Einfluss nach-
gewiesen. Dieses Ergebnis war zu erwarten, da aus der Literatur bekannt ist,
dass Quercetin (in der Phenolcarbonsaurefraktion enthalten) schon in geringen
Konzentrationen (30 uM) eine Wirksamkeit auf die untersuchten Biomarker zeigt
[BELLION et al., 2008; SCHAEFER et al., 2006 b]. Die beobachtete Wirksamkeit
entsprach nicht der des unverkapselten HBE. Dies fiihrte zu der Vermutung, dass
flir dessen potente Wirksamkeit vermutlich ein Zusammenspiel der einzelnen
Fraktionen verantwortlich ist.

I unverkapselter HBE
Pektinamidhohlkapsel  (aufgeschlossen)

160 [ Molkenproteinkapsel (intakt)
T 1 Molkenproteinkapsel (aufgeschlossen)
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Abb. 1: Modulation der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS)-Level in Caco-2-Zellen nach 24 h
Inkubation mit unverkapseltem Heidelbeerextrakt (HBE) im Vergleich zu HBE-beladenen
Kapselprdparationen (mechanisch aufgeschlossen bzw. intakt) (Nachbehandlung mit TBH;
250 uM; 40 min); n=3; mean + SD; student’s t-test: *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001.
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Um eine bessere Vergleichbarkeit der In-vitro-Ergebnisse (DNA-Schaden: Comet
Assay, intrazelluldare ROS: DCF Assay) der Inkubationen des HBE mit den ein-
gesetzten HBE-beladenen Kapselsystemen (Pektinamidhohl-, Molkenprotein-,
multidisperse Hill- und Apfelpektinkapseln) zu gewahrleisten, wurden diese in
Abb. 1 und Abb. 2 gegeniibergestellt. Bei den Molkenprotein- und Apfelpek-
tinkapseln sollte zusatzlich untersucht werden, inwieweit ein vor der Inkubation
durchgefiihrter Aufschluss der Kapseln die Wirksamkeit verdandert.

I unverkapselter HBE
Pektinamidhohlkapsel  (aufgeschlossen)
[ Molkenproteinkapsel (intakt)

160 Molkenproteinkapsel (aufgeschlossen)
g I Multidisperse Hiillkapsel (intakt)
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120 I

o
o
=
g ] .
== | 1 |
= 100+ FEE B S aiaiaiite mie o b - TR----s--=-f=-"4r-
=0 2 N ; 7
n .S i
S A
22 * ¢ .
=2 |HE . /
@ 18 A ;
2 t 1
2 Y. y /
= 1M / 4
SRR / i
il o ‘)
0 AT [ | | Il i
0 1 5 10 50

Konzentration [ug/ml HBE] + Md
(verkapselt)

Abb. 2: Modulation Menadion-induzierter oxidativer DNA-Schéden in Caco-2-Zellen nach und
24 h Vorinkubation mit unverkapseltem HBE im Vergleich zu HBE-beladenen Kapselprdparati-
onen (mechanisch aufgeschlossen bzw. intakt) (Nachbehandlung mit Menadion; 6 uM; 1h);
nur Inkubationen mit Formamidopyrimidinglykosylase (FPG) Behandlung; n=3-5; mean + SD;
student’s t-test: *p < 0,05; **p < 0,01.

Es stellte sich heraus, dass die multidispersen Hullkapseln (Teilprojekt 4; Karlsru-
her Institut fiir Technologie) aufgrund der duBeren Olphase in dieser Formulie-
rung nicht fiir die verwendeten In-vitro-Zellkulturexperimente geeignet waren.
Es kam zu einem Aufschwimmen der Kapseln im Zellkulturmedium, wodurch
die Freisetzung der wirksamen Komponenten des HBE verhindert wurde. Die-
ser Effekt muss jedoch nur bei In-vitro-Testsystemen beachtet werden, da in vivo
die Olphase der Kapsel durch unterschiedliche Enzyme (Lipasen) wihrend der
Magen-Darm-Passage abgebaut wird und der enthaltene Wirkstoff freigesetzt
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werden kann. Aus der Literatur ist bekannt, dass solche Wasser-in-Ol-Emulsionen
schon seit langerem verwendet werden, um Substanzen erstens zu stabilisieren
und zweitens deren Transport durch den Magen-Darm-Trakt zu kontrollieren
[SINGH et al., 2011].

In Inkubationen mit den anderen HBE-beladenen Kapselsystemen (Molken-
protein, Pektinamidhohl- und Apfelpektinkapseln) wurde eine Erhéhung des
Glutathiongehalts der Zelle (100 - 500 pg/ml), eine Reduzierung der TBH-indu-
zierten ROS mit steigender Konzentration (100 - 500 pug/ml) und eine Reduzie-
rung TBH-induzierter DNA-Strangbriiche (5 - 10 pg/ml) beobachtet. Des Weite-
ren wurde im Vergleich der Inkubationen mit aufgeschlossenen bzw. intakten
Kapseln gezeigt, dass die Ergebnisse von aufgeschlossenen Kapseln mit denen
der intakten Kapseln vergleichbar waren (siehe Abb. 1 und Abb. 2). Die erzielten
Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass der Einsatz dieser drei Verkapselungs-
techniken zu keiner Reduzierung der biologischen Wirksamkeit der Wirkkompo-
nenten auf die untersuchten Biomarker in vitro fihrte.

In den Untersuchungen der Forschungsstelle 3 (Universitat Wien, ehemals For-
schungsstelle 2 (Karlsruher Institut fiir Technologie)) wurde der Fokus auf die
Modulation der Rezeptortyrosinkinase (RTK)-EGFR (Epidermaler Wachstumsfak-
torrezeptor) im zelluldren System als eines der Schllsselelemente der Regulation
des Tumorzellwachstums gelegt. Der EGFR stellt das erste Signalkettenelement
einer Reihe wichtiger intrazelluldrer Signaltransduktionskaskaden dar und ist so
in der Lage, elementare Funktionen wie Proliferation, Differenzierung und Apop-
tose zu regulieren.

Im zelluldren System der humanen Kolonkarzinomzelllinie HT29 wurde daher
die Modulation der Phosphorylierung des EGFR als Ma@ fiir dessen Aktivitat mit-
tels Western-Blot-Assay untersucht.

« Umeine moégliche Modulation der antiproliferativen Wirkung des HBE durch
die Verkapselungstechniken zu untersuchen, wurde der unverkapselte HBE
im Vergleich zu den von Teilprojekt 4 hergestellten Extrakt in Emulsion so-
wie den von den Teilprojekten 2 und 3 hergestellten Extrakt in Kapselsyste-
men auf Basis von Pektinamid bzw. Molkenprotein untersucht.

+  Des Weiteren wurde die Modulation der RTK-EGFR im zelluldren System
durch unterschiedliche, von Teilprojekt 1 aufgetrennte Subfraktionen des
HBE, ausgewadhlte Einzelsubstanzen (Extraktinhaltsstoffe) sowie den durch
Forschungsstelle 1 mit lleostomaflissigkeit fermentierten HBE untersucht.
Damit konnte der Frage nachgegangen werden, welche Substanzklassen
bzw. welche Einzelsubstanzen fiir eine potente Hemmung der Aktivitdt des
EGFR verantwortlich sein kdnnten und ob metabolische Prozesse im Diinn-
darmlumen zu einer Modulation der Hemmqualitat flihren.
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Beeinflussung der DNA-Integritat

In vorausgegangenen Bearbeitungszeitrdumen wurde von Forschungsstelle 3
(Universitat Wien) als moglicher anwendungslimitierender Effekt die Hemmung
humaner Topoisomerasen und deren Einfluss auf die DNA-Integritdt am isolier-
ten System mittels Relaxations- (Topoisomerase I) und Dekatenierungsassay (To-
poisomerase Il) untersucht. Es soll nun geklart werden, ob durch Verkapselung
des HBE und einer daraus moglicherweise resultierenden Potenzierung der bio-
logischen Aktivitat eine giftende Wirkung hinsichtlich der Topoisomerasen auf-
treten kann. Diese Untersuchungen wurden im ICE-Assay durchgefiihrt, wobei
Verdanderungen der Menge an Topoisomerase erfasst werden, die im Laufe des
katalytischen Zyklus intermedidr kovalent an die DNA gebunden ist. Sogenannte
JTopoisomerasegifte” erhohen den Anteil dieser DNA-Topoisomerasekomplexe,
was nach Kollision mit der Replikationsgabel zu DNA-Strangbriichen fiihren
kann.

Es konnte gezeigt werden, dass der unverkapselte HBE sowie die meisten der
isolierten Subfraktionen (Teilprojekt 1) als potente Inhibitoren der Aktivitat des
EGFR im zellfreien System (ELISA) wie auch in humanen Kolonkarzinomzellen
(Western-Blot-Analyse, sieche Abb. 3 A) wirken. Dabei zeigte sich, dass die bio-
logische Wirksamkeit des Extraktes nicht ausschlieBlich auf die enthaltenen An-
thocyane zurlickzufiihren ist.

Im Vergleich zur EGFR-hemmenden Wirkung des nativen HBE nach Kurzzeitinku-
bation verringerte die Verkapselung, insbesondere in die lipid- und proteinba-
sierten Systeme (Teilprojekte 4 und 3, Abb. 3 B), die biologische Aktivitdt an
diesem Messparameter. Ein Grund fir die Verringerung dieser biologischen Akti-
vitat ist eine mogliche Interaktion des Kapselproteins mit Inhaltsstoffen des HBE.
Dies konnte durch Koinkubationansatze bestatigt werden, bei denen der unver-
kapselte Extrakt sowohl mit unbeladenen Kapseln als auch mit Serumalbumin
inkubiert wurde, was in beiden Anséatzen zu einer deutlichen Unterdriickung der
EFGR-hemmenden Aktivitdt des HBE fihrte. Im Gegensatz zu den Formulierun-
gen auf Lipid- und Proteinbasis verringerte sich die Bioaktivitat des HBEs, der in
Pektinhohlkugeln verkapselt wurde (Teilprojekt 2), nach deren Aufschluss nicht
(Abb. 4 A). Nach Inkubation mit den intakten Kapseln konnte jedoch auch hier
eine Verringerung der biologischen Aktivitat festgestellt werden (Abb. 4).
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Abb. 3: Modulation der EGF-Rezeptorphosphorylierung (Western-Blot-Analyse) durch den
unverkapselten (A) und in Molkenproteinmatrixkapseln eingearbeiteten HBE (B) nach
unterschiedlich langen Inkubationszeiten. Die Konzentration des Proteinkapselmaterials
wurde durch Ausgleich unbeladener Referenzkapseln konstant auf 5 mg/ml gehalten.
HT29-Zellen wurden serumfrei mit unterschiedlichen Konzentrationen an HBE und 100 U/ml
Katalase (zur Unterdriickung artifizieller Bildung von Wasserstoffperoxid im Zellkulturmedi-
um) inkubiert. MW + SD von n = 3 bezogen auf die Negativkontrolle.
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Abb. 4: Modulation der EGF-Rezeptorphosphorylierung (Western-Blot-Analyse) durch
aufgeschlossene (A) und intakte Pektinamidkapseln (B) nach unterschiedlich langen
Inkubationszeiten. Die Konzentration des Pektinamidkapselmaterials wurde durch Ausgleich
unbeladener Referenzkapseln konstant gehalten. HT29-Zellen wurden serumfrei mit
unterschiedlichen Konzentrationen an HBE und 100 U/ml Katalase inkubiert.

MW + SD von n = 3 bezogen auf die Negativkontrolle.
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Langzeituntersuchungen (Sulforhodamin-B-Assay lber 72 h) zur Tumorzell-
wachstumshemmung zeigten, dass die Verkapselung in die Protein- und Lipid-
systeme hinsichtlich dieses Endpunktes zu keiner substanziellen Verringerung
der Bioaktivitdt des HBE fiihrte. Die Ex-vivo-Fermentation mit lleostomainhalt
fuhrte hingegen zu einer Abnahme der biologischen Aktivitdt des HBE hinsicht-
lich der EGFR-Phosphorylierung, die mit der Anthocyanabnahme (gemessen
von Forschungsstelle 1) assoziiert werden konnte.

Obwohl eine Hemmung der katalytischen Topoisomeraseaktivitdt im Relaxations-
und Dekatenierungsassay durch den HBE messbar war, konnte eine Beeintrachti-
gung der DNA-Integritat durch Giftung humaner Topoisomerasen (ICE-Bioassay)
sowohlim unverkapselten als auch in verkapselten Systemen ausgeschlossen wer-
den (ohne Abbildung). Eine Induktion entsprechender anwendungslimitierender
Effekte kann fiir diese untersuchten Endpunkte ausgeschlossen werden.

SchlieB3lich wurde in Abhangigkeit der Verkapselung in den untersuchten Struk-
tursystemen eine unterschiedlich verzégerte Freisetzung und Stabilitdt der Leit-
verbindungen des Extraktes unter Zellkulturbedingungen mittels HPLC-Analyse
erfasst. Hier zeigte sich, dass der Extrakt aus den Proteinmatrixkapseln bereits
nach 5 min nahezu quantitativ freigesetzt wurde. Aus den Pektinamidhohlkap-
seln benotigten die erfassten Anthocyane jedoch ca. 1 h bis zur vollstandigen
Freisetzung. Der Abbau der enthaltenen Anthocyane erfolgte beim Pektinamid-
system deutlich schneller als bei den Proteinkapseln. Beide Systeme konnten
jedoch nicht die hohen Anthocyankonzentrationen erreichen, wie sie nach Inku-
bation mit unverkapseltem Extrakt vorlagen.

Fazit

Die Untersuchungen der beiden Forschungsstellen zeigen, dass die Freisetzung
des HBE und dessen biologische Wirkung durch Verkapselung moduliert werden
kann. Abgesehen von der Wirkung auf den EGFR zeigten die meisten der unter-
suchten Endpunkte, dass die biologische Wirksamkeit des Extraktes durch die
Einbringung in die strukturierten Kapselsysteme nicht substantiell vermindert
wurde. Damit stellen diese Kapselsysteme eine Méglichkeit dar, bioaktive Stoffe
zu verkapseln, um den Zielort zu erreichen, ohne dass die Wirksamkeit mageb-
lich beeinflusst wird.

Da mit diesen In-vitro-Systemen komplexe Mechanismen wie Aufschluss und
Bioverfiigbarkeit im Organismus nicht vollstdndig abgebildet werden koén-
nen, sollten die Ergebnisse zu den Verkapselungssystemen in einer ,Proof of
concept”-Studie an humanen Probanden verifiziert werden.

Ein Nachfolgeprojekt mit dem Titel, Pilotstudie zur Bioverfligbarkeit und biologi-
schen Aktivitdt von anthocyanreichen Heidelbeerextrakten in verkapselter und
unverkapselter Form im Menschen” (AiF 17039 N) wird von beiden Forschungs-
stellen seit Mai 2011 bearbeitet.
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Summary Subproject 7

Biological activity of bilberry anthocyanins in compari-
son to encapsulated anthocyanin preparations:
Modulation of bioavailability, fermentation,
antioxidative and antiproliferative properties as well
as the impact on DNA integrity

The aim of this subproject was to verify in vitro the preventive and adverse ef-
fects of encapsulated BE (bilberry extract) in comparison to not encapsulated
BE. Furthermore the stability, release and bioavailability of BE and different BE
loaded capsule systems were characterized in the gastrointestinal tract.

Research institution 1 (Technische Universitat Kaiserslautern)

The in vitro release and stability studies in cooperation with subproject 6 (Uni-
versitat Halle-Wittenberg) suggest that the present techniques of encapsulation
(pectin amide concave-, whey protein- and apple pectin capsules with shellac
coating) lead to an undesirable release of the anthocyanins during the passage
of the stomach.

Furthermore the results demonstrate that BE loaded capsule systems induce a
continuous release and an increased level of active agent in the simulated mi-
lieu of the small intestine. Additional incubations using content of the human
small intestine (provided by ileostomists) revealed that the encapsulation (pec-
tin amide concave-, whey protein- and apple pectin capsules) compensate the
degradation of anthocyanins due to a delayed release over time.

To investigate the active agent of BE the BE subfractions were used in their quan-
titative proportions. By incubations with anthocyanin- and polymer-fractions no
antioxidative effects were detectable, whereas the phenylcarbonic acid fraction
was identified as the potent one.

Multidisperse cladding capsules were not qualified for the use in in vitro cell
culture assays due to their outer phase of oil. Whereas incubations with other
BE loaded capsule systems, a significant effect on the cell vitality was observed
with whey protein- and apple pectin capsules in concentrations of 50-500 pg/
ml. A tendentious increase of the cellular glutathion levels (100-500 pg/ml), a
compensation of ROS with raising concentrations (100 - 500 pug/ml) and a posi-
tive effect on the formation of DNA strand breaks (5-10 pg/ml) were detected
through incubation with capsule systems (pectin amide concave-, whey protein-
and apple pectin capsules). The biological properties of the BE loaded pectin
amide concave-, whey protein- and apple pectin capsules were comparable to
them of the original BE.
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Research institution 3 (Universitat Wien)

We demonstrated that the unencapsulated BE as well as most of the isolated
subfractions of the BE act as potent inhibitors of the EGFR under cell-free condi-
tions (ELISA) as well as in human colon carcinoma cells (Western blot analysis).
The data indicate that this effect is not exclusively due to anthocyanins. Cyto-
toxic effects of the BE could be excluded by the WST1 assay. Encapsulation in
lipid- (subproject 4) and protein-based systems (subproject 3) completely dimin-
ished the bioactivity regarding the EGFR phosphorylation in vitro, whereas BE
activity was conserved in the pectin-based capsules (subproject 2). The loss of
bioactivity in the matrix capsules appeared to be due to interaction between
BE constituents and proteins. In contrast to the results on EGFR phosphoryla-
tion, the BE from lipid- and protein-based systems did inhibit cell growth after
72 h of incubation comparable to the unencapsulated extract. Therefore it might
be considered that a time delayed release of components with EGFR-inhibiting
properties out of these capsules might occur. However, it cannot be excluded
that the observed growth inhibitory properties are due to the modulation of ad-
ditional cellular targets. Ex vivo ileostomy fermentation of the BE led in a sup-
pression of its bioactivity regarding the EGFR system, associated with a loss of
anthocyanins, measured by research institution 1.

The unencapsulated extract revealed a moderate inhibiting potential on the
catalytic activity of topoisomerases in the cell-free decatenation and relaxation
assays. Furthermore we demonstrated that this inhibiting properties are not due
to topoisomerase poisoning in the ICE bioassay and that encapsulation does not
lead to enhanced levels of DNA/topisomerase intermediates. HPLC analysis after
incubation of BE and encapsulated extract revealed a time-retarded release of
anthocyanins depending on the encapsulation method followed by a fast deg-
radation due to their low stability at neutral pH.

The results of both institutions show that release and bioactivity of the BE can
be modulated by encapsulation. Apart from the effect on the EGFR system most
parameters exhibited that there is no substantial loss of bioactivity after embed-
ding into various capsules. Hence, these systems provide an option to encapsu-
late bioactive compounds in order to reach their site of action without loss of
their activity. Anyhow, these results have to be verified in a human intervention
study because the examined in vitro systems cannot completely reflect the ac-
tual in vivo situation.
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Ziele und Ergebnisse des Clusterprojektes
(Zusammenfassung)

Hintergrund

Zahlreiche Studien zeigen, dass durch die tagliche Auswahl der Lebensmittel
nicht nur alle lebensnotwendigen Stoffwechselvorgange ermdglicht werden,
sondern auch das Risiko fiir die Entstehung von Herz-Kreislauf-Erkrankungen
und von bestimmten Krebsarten beeinflusst werden kann. Da diese Krankheits-
bilder in unserer Gesellschaft die haufigsten Todesursachen darstellen und auch
schon im Vorfeld erheblich zum Verlust von Lebensqualitat und zur Kostenent-
stehung im Gesundheitssystem beitragen, ist das Verstandnis der Krankheitsent-
stehung und deren Pravention von zentraler gesellschaftlicher Bedeutung.

Ein verringertes Krankheitsrisiko wird in erster Linie lber eine Erndhrung er-
reicht, die einen hohen Anteil pflanzlicher Lebensmittel aufweist. Zahlreiche epi-
demiologische Studien mit sowohl retrospektiver als auch prospektiver Anlage
konnten u.a.,Gemise und Obst” als die Lebensmittelgruppe identifizieren, de-
ren Verzehr besonders stark invers mit dem Erkrankungsrisiko korreliert. Bei der
Identifizierung der praventiv wirkenden Inhaltsstoffe dieser Lebensmittelgrup-
pe wurden neben den essenziellen Nahrstoffen und Ballaststoffen vor allem die
sekundaren Pflanzenstoffe, bioaktive Substanzen aus pflanzlichen Rohstoffen
(engl. phytochemicals), als wichtige Substanzklasse erkannt.

Sekunddre Pflanzenstoffe lassen sich aufgrund ihrer chemischen Struktur in un-
terschiedliche Klassen einteilen, wobei Carotinoide und Flavonoide besonders
intensiv untersucht wurden. Die physiologischen Wirkungen der sekundéaren
Pflanzenstoffe, vor allem als komplexe Gemische in Form von Lebensmitteln,
sind bisher nur ansatzweise bekannt. Aus unterschiedlichen experimentellen
Systemen (in vitro, Tierexperiment, Interventionsstudien am Menschen) wurde
fur isolierte sekundare Pflanzenstoffe eine Reihe von Wirkungen beschrieben.
Hierzu zahlen u.a. antioxidative, antikanzerogene, cholesterinsenkende sowie
immunmodulierende Wirkungen. Inwieweit die sekundaren Pflanzenstoffe
durch die Lebensmittelverarbeitung in ihrer praventiven Wirkung (Hitzestabili-
tat, matrixspezifische Bioverfligbarkeit, Bioaktivitat) beeinflusst werden, ist nur
teilweise erforscht.

Ein erhohter Verzehr von Gemiise und Obst wird von der Weltgesundheitsorga-
nisation (WHO) sowie von weiteren internationalen und nationalen Institutionen
im Bereich Gesundheit/Erndhrung an erster Stelle der Erndhrungsempfehlun-
gen genannt. Fiir Deutschland liegt die Empfehlung der Deutschen Gesellschaft
fur Erndhrung (DGE) fiir den tdglichen Verzehr von Gemise und Obst bei etwa
650 g. In der Praxis werden jedoch hochstens 2/3 davon erreicht. Vor diesem
Hintergrund stellt die Formulierung neuer Lebensmittel (konventioneller wie
funktioneller Lebensmittel) auf der Basis von Gemiise und Obst eine aktuelle
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Entwicklung in der Lebensmittelindustrie dar, die zu einer Verbesserung der Er-
nahrungssituation beitragen kann. Dabei stehen Convenience sowie ein nach-
weisbarer gesundheitlicher Zusatznutzen (Health Claim’) im Mittelpunkt der
Produktentwicklung.

Lebensmittel mit Zusatznutzen sind nicht nur aus erndhrungswissenschaftli-
cher Sicht, sondern auch aus 6konomischer Sicht von hoher Bedeutung. In den
USA werden Wachstumsraten von 15-20% pro Jahr veroffentlicht. Die Zahlen in
Deutschland sind vergleichbar.

Ziele und Projektiibersicht

Ziel des Clusterprojektes ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Mul-
tikapselsystemen” war es, in diesem innovativen Umfeld von hoher gesell-
schaftlicher Relevanz grundlegende Fragen zur Wirkung von pflanzenbasierten
Lebensmittelextrakten im Vergleich zu daraus isolierten Inhaltsstoffgruppen
aufzugreifen und ausgewahlte, in der Literatur zurzeit diskutierte grundsétzliche
Fragen zur biologischen Verfiigbarkeit und Wirkung an einem Modell-Pflanzen-
extrakt exemplarisch zu bearbeiten.

Im Rahmen des Clusterprojektes wurde untersucht, ob es mdoglich ist, pflanzenba-
sierte bioaktive Stoffe, die auBerhalb der natiirlichen Milieubedingungen instabil
sind, durch Mikroverkapselung zu stabilisieren und an gewiinschten Stellen im
Magen-Darm-Trakt wieder freizusetzen. Von Interesse war hierbei, ob es moglich
ist, durch die Mikrostruktur des Verkapselungssystems den Freisetzungsort, die
Freisetzungsrate und die Bioaktivitat der Aktivstoffe zu beeinflussen.

Dazu wurde beispielhaft ein anthocyanhaltiger Wildheidelbeerenextrakt aus-
gewahlt, der in vier unterschiedlichen Verkapselungssystemen eingebracht
wurde. Die dafiir entwickelten Formulierungen unterschieden sich im Aggregat-
zustand (fest/fliissig) sowie in der Loslichkeit, in der Gro8e und im Aufbau der
schiitzenden Kompartimente (Hull- bzw. Matrixkapsel, eine oder mehrere Hiil-
len, Hullstruktur). Der darin eingebrachte Wildheidelbeerenextrakt sowie daraus
isolierte biologisch aktive Fraktionen wurden zuvor ausfiihrlich chemisch ana-
lysiert. Einflussfaktoren auf die Zusammensetzung des Extrakts wurden eben-
falls aufgezeigt. Fir jede sich in der Strukturierungsart und Formulierungsform
unterscheidenden Verkapselungstechnik wurde zunéchst das Herstellungsver-
fahren erarbeitet und Strukturierungsmaoglichkeiten aufgezeigt. Die Parameter
zur Steuerung der Stabilitdt und der Auflésung (Ort, Rate) der Hillen und des
Matrixmaterials konnten identifiziert werden. Dariiber hinaus wurden die Po-
tenziale und die Grenzen der jeweiligen Mikroverkapselungssysteme und der
Tragermaterialien aufgezeigt. AnschlieBend wurden die Bioverfiigbarkeit sowie
die biologische Wirkung des eingesetzten Extrakts und der Teilfraktionen - un-
verkapselt sowie unterschiedlich verkapselt — biochemisch, physiologisch und
toxikologisch in vitro untersucht.
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Die Ergebnisse in der Ubersicht

Im Rahmen von Teilprojekt 1 konnten ausgewahlte Teilfraktionen (Anthocyan-,
Polymer- und Copigmentfraktionen) aus dem verwendeten, kommerziell er-
héltlichen Heidelbeerextrakt mittels einer neu entwickelten membranchroma-
tographischen Methode erstmals hochrein isoliert und analytisch mittels HPLC-
DAD-ESI-MS vollstéandig charakterisiert werden. Unbekannte Verbindungen in
diesen Fraktionen wurden mittels HSCCC und praparativer HPLC isoliert und
mittels NMR-Spektroskopie strukturell aufgekldrt. Die Teilfraktionen konnten zu
Verkapselungszwecken sowie fiir biologische Studien und Untersuchungen im
Rahmen der anderen Teilprojekte des Clusters genutzt werden. Ferner konnte
die prozessinduzierte Ausbeutesteigerung wertgebender sekundarer Pflanzen-
inhaltsstoffe bei der Herstellung von Séaften und Extrakten von Wildheidelbee-
ren gezeigt werden. Die Anwendung der Technologien Ultraschall und gepulster
elektrischer Felder fiihrte sowohl bei einer Maischebehandlung als auch bei der
Anwendung zum Aufschluss verbleibender Trester zu einer verbesserten Freiset-
zung sekundarer Pflanzenstoffe in Saften und Extrakten. Ein weiterer Schwer-
punkt war die Untersuchung der Prozess- und Lagerstabilitdt von Anthocyanen
in herkdmmlichen Heidelbeerprodukten. Hierbei wurden insbesondere thermi-
sche Prozessschritte betrachtet und Thermokinetiken fiir den thermisch beding-
ten Abbau der Anthocyane erstellt. Fir die Produkte Heidelbeerkonfitiire und
Heidelbeersaft wurde beispielhaft eine umfassende Prozessanalyse inklusive der
Erstellung von Temperatur-Zeit-Profilen des industriellen Herstellungsprozesses
durchgefihrt. Hierzu arbeiteten eine lebensmittelchemische und eine lebens-
mitteltechnologische Arbeitsgruppe eng mit Industriepartnern zusammen.

Erhaltene Extrakte und Fraktionen wurden in den Teilprojekten 2 bis 5 in unter-
schiedliche Verkapselungssysteme eingebracht.

Hierzu wurden zundchst die kinetischen Parameter der Vernetzung von zur Ver-
kapselung geeigneten, lebensmittelzugelassenen Trager- oder Grenzschicht-
materialien bestimmt. Zudem wurden die daraus resultierenden Strukturen
sowie deren Auflésungsmechanismen und -kinetiken unter gastrointestinalen
Bedingungen mittels moderner, dynamischer, physikalisch/mechanischer und
kolloidchemischer Messmethoden analysiert (Teilprojekt 2). Diese Daten bil-
deten die Basis fir die Auslegung der Verkapselungstechnologien. Stoff- und
Prozessparameter zur Steuerung der Mikrostruktur der Kapselsysteme (Matrix-
und Hillkapseln) wurden von den technologischen/verfahrenstechnischen Ar-
beitsgruppen - basierend auf dem jeweiligen, unterschiedlichen Know-how der
entsprechenden Arbeitsgruppen — erarbeitet (Teilprojekte 2 bis 5).

In Teilprojekt 2 wurde ein speziell fiir die Lebensmittelanwendung zugelasse-
nes Kapselmodellsystem im Gro3enbereich > 500 pm Uber die ionotrope Hyd-
rogelbildung anionischer, natlrlicher Polysaccharide mit Calciumionen mittels
der Methode des Eintropfens entwickelt. Dieses Kapselsystem wurde hinsicht-
lich der mechanischen und elastischen Eigenschaften sowie der Membranper-
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meabilitat intensiv charakterisiert und optimiert. Bei externer Beschichtung mit
Schellack mittels sdureinduzierter Ausfallung bieten die Kapseln die Mdglichkeit
der effektiven Extraktstabilisierung und nachhaltigen Speicherung mit gezielter
Darmfreisetzung durch die vollstéandige Lyse der Kapseln im schwach basischen
pH-Bereich.

Im Rahmen des Teilprojektes 3 wurde das Emulsionsverfahren zur Herstellung
von Matrixkapseln im GréBenbereich von 20-200 pm eingesetzt. Als Verkapse-
lungsmatrix wurden thermisch induzierte, wasserunlsliche Hydrogele auf der
Basis von Molkenproteinen eingesetzt. Zusatzlich wurde die Eignung lipidba-
sierter Matrices untersucht. Durch Ausnutzung des auf der Erzeugung einer
W/O-Emulsion basierenden Herstellungsverfahrens konnte die Herstellung von
Mikrokapseln in einem breiten Gréenbereich gezielt gesteuert werden. Durch
die Mikrokapseln konnte eine zeitabhdngige Anthocyanfreisetzung und damit
-stabilisierung im simulierten Intestinal-Milieu erreicht werden. Der dabei be-
obachtete anthocyanstabilisierende Effekt von nativen Molkenproteinen kann
auch bei anthocyanhaltigen Milchprodukten durch eine gezielte Rezepturan-
passung ausgenutzt werden und daher als Alternative zur Mikroverkapselung
betrachtet werden.

Ein Stabilisierungssystem auf Basis von Doppelemulsionen wurde in Teilpro-
jekt 4 entwickelt. Die dabei entstehenden ,Kapseln” sind zum einen flissig, zum
anderen deutlich kleiner als typische ,Kapseln” und wiirden daher von Verbrau-
chern sensorisch nicht als Kapseln wahrgenommen werden. Der Extrakt wurde
dabei in submikrone Tropfen eingebracht, die durch einen diese umgebenden
und stabilisierenden Oltropfen ,verkapselt” wurden. Gezeigt wurde, unter wel-
chen prozesstechnischen Voraussetzungen die Bioaktivstoffe ohne Verluste in
das Stabilisierungssystem eingebracht und gelagert werden kénnen. Als Para-
meter, die die Freisetzung der Aktivstoffe aus dem Formulierungssystem be-
einflussen, wurde neben der Mikrostruktur (innere und duBBere Tropfengréf3en-
verteilungen) v.a. die Wahl des Emulgatorsystems identifiziert. Gezeigt werden
konnte, dass W1/0/W2-Doppelemulsionen prinzipiell ein geeignetes Tragersys-
tem fir hydrophile bioaktive Substanzen wie Anthocyane darstellen, da diese
Substanzen mittels des Tragersystems stabil bis in den Diinndarm transportiert
und dort gezielt daraus freigesetzt werden kénnen.

Im Rahmen von Teilprojekt 5 wurden Verfahren zur Gewinnung anthocyanrei-
cher Protoplasten als naturliche Farbcontainer entwickelt. Durch den Erhalt des
Protoplasten konnten natiirliche stabilisierende Mechanismen wie die Copige-
mentierung aufrecht erhalten werden. Des Weiteren wurden mikroverkapselte
Carriersysteme fiir Anthocyane durch Spriihtrocknung und Granulation herge-
stellt. Diese festen Formulierungen wurden zum Schutz gegen eine friihzeitige
Freisetzung in vitro und in vivo mit permeablen Coatingsystemen versehen. Die
Stabilisierung der Bioaktivstoffe sowie die Freisetzungskinetik konnte durch eine
Modifikation der Kapselmatrix mit wasserbindenden Hydrokolloiden verbessert
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werden. Dieses Kapselsystem schiitzt die anthocyanhaltigen Extrakte vor einem
vorzeitigen Abbau oder Resorption und erméglicht eine Magenpassage.

Demzufolge war es moglich, einen weiten Bereich an Mikrostrukturen, Zusam-
mensetzungen und Zugabe- bzw. Verabreichungsformen herzustellen, die einen
stabilen Transport der hydrophilen bioaktiven Substanzen in den Darm ermdgli-
chen. Der unterschiedliche Charakter der erzeugten Verkapselungssysteme und
der modellhafte Ansatz erlaubt es, produktspezifische Anforderungen bei der
Auswahl eines geeigneten Kapseltyps zu beriicksichtigen und ermdéglicht den
Einsatz in unterschiedlichen Produktgruppen. Dariiber hinaus bilden diese Sys-
teme eine Grundlage fir die gezielte Untersuchung von Bioverfligbarkeit und
Bioaktivitat hydrophiler, instabiler Bioaktivstoffe, welche eine Voraussetzung
fir chemische, toxikologische und physiologische Untersuchungen oder spéte-
re Zulassungsverfahren ist. Am Beispiel des gewahlten anthocyanhaltigen Ex-
trakts konnte so die biologische Wirkung von in den Diinndarm transportierten
Bioaktivstoffen untersucht werden. Dabei wurden auch die Wechselwirkungen
zwischen dem Verkapselungssystem und den Bioaktivstoffen sowie deren Aus-
wirkung auf die biologische Wirksamkeit betrachtet.

Dazu wurden die Freisetzung (Ort, Mechanismus und Rate) der bioaktiven Sub-
stanzen aus den unterschiedlichen Kapselsystemen sowie die biologische Wir-
kung der bioaktiven Inhaltsstoffe in vitro bestimmt (Teilprojekt 4 (Max-Rubner-
Institut), Teilprojekte 6 und 7). Zur Bestimmung der Freisetzung kamen neben
konventionellen Testverfahren, wie dem Pankreatintest, auch neueste Messme-
thodiken, wie Elektronen-Spin-Resonanzspektroskopie (ESR), die Hochleistungs-
Diinnschichtchromatographie (HPTLC) sowie die Asymmetrische Fluss-Feld-
flussfraktionierung (A4F) zum Einsatz, die bislang nur in der pharmazeutischen
Forschung genutzt wurden (Teilprojekt 6). Basierend auf den Ergebnissen die-
ser Untersuchungen konnten die Projektpartner ihre Kapselsysteme optimieren.

In Teilprojekt 7 konnte die stabilisierende Wirkung der Verkapselungssysteme
nachgewiesen werden. Weitere Daten zur biologischen Wirkung wurden an-
hand ausgewahlter zelluldrer Signalparameter in vitro (oxidative DNA-Schaden,
Glutathion-Status, Gehalt an reaktiven Sauerstoffspezies, Effekte auf Rezeptor-
tyrosinkinasen und Topoisomerasen) gemessen. Die Untersuchungen zeigten,
dass die Freisetzung des Heidelbeerextraktes und dessen biologische Wirkung
durch Verkapselung moduliert werden kann. Abgesehen von der Wirkung auf
den epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (EGFR) zeigten die meisten der un-
tersuchten Endpunkte, dass die biologische Wirksamkeit des Extraktes durch die
Einbringung in die strukturierten Kapselsysteme nicht substantiell vermindert
wurde. Damit stellen diese Kapselsysteme eine Méglichkeit dar, bioaktive Stoffe
zu stabilisieren, diese ohne Verluste durch die Magenpassage zu bringen und
am Zielort — dem Diinndarm — mit gewiinschter Kinetik freizusetzen, ohne dass
die biologische Wirkung durch die Verkapselungsmaterialien ma3geblich beein-
flusst wird.
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Da mit diesen In-vitro-Systemen komplexe Mechanismen, wie Aufschluss und
Bioverfligbarkeit im Organismus, nicht vollstandig abgebildet werden kénnen,
sollen die Ergebnisse zu den Verkapselungssystemen in einer, Proof of concept”-
Studie an humanen Probanden verifiziert werden. Daher wird ein Folgeprojekt
mit dem Titel ,Pilotstudie zur Bioverfligbarkeit und biologischen Aktivitdt von
anthocyanreichen Heidelbeerextrakten in verkapselter und unverkapselter
Form im Menschen” (AiF 17039 N) von den beiden Forschungsgruppen des Teil-
projektes 7 seit Mai 2011 bearbeitet.

Wirtschaftliche Bedeutung

Die entwickelten Modelltrdgersysteme konnen wissenschaftlich dazu dienen,
die Fragen der unterschiedlichen Wirkungen bioaktiver Inhaltsstoffe innerhalb
und auBerhalb natirlicher Umgebung gezielt zu hinterfragen. Ausgewahlt wur-
de hierzu eine Stoffklasse aus dem Bereich der sekunddren Pflanzenstoffe, die
sowohl wegen ihres farbenden Charakters (Farbtdne im rot-blauen Spektralbe-
reich) als auch ihrer bekannten positiven biologischen Wirkung von industriel-
lem Interesse ist. Die grundsatzlichen Fragen, die sich dabei ergaben und die hier
untersucht wurden, sind jedoch von allgemeingiiltiger Natur und kdnnen auch
auf andere hydrophile Bioaktivstoffe ibertragen werden.

Die entwickelten Formulierungen erméglichten es damit erstmals, anthocyan-
haltige Pflanzenextrakte stabil zu formulieren und in den Diinndarm zu bringen,
um dort ihre biologische Wirkung zu untersuchen. So kénnen nicht nur Daten
zur Bioaktivitat solcher Inhaltsstoffe (iberhaupt generiert, sondern auch unter-
schiedliche Formulierungssysteme hinsichtlich ihrer Sinnhaftigkeit beurteilt
werden.

Die zur Beantwortung der wissenschaftlichen Fragen fiir die biologischen
Wirkungsstudien entwickelten Tragersysteme stellen Prototypen von Modell-
tragerstoffen flr bioaktive Inhaltstoffe mit gezielt einstellbarer molekularer
Struktur und modulierbarem Freisetzungsverhalten (smart capsules for triggered
and controlled release’) dar. Alle eingesetzten Hilfsstoffe sind fir den Einsatzin Le-
bensmitteln zugelassen und die technologischen Verfahren sind in der Lebens-
mittelindustrie eingefiihrt. Damit kénnen die Ergebnisse von unterschiedlichen
Branchen vor allem als Basis fiir die Entwicklung von funktionellen Produkten
genutzt werden. Zielgruppen im Lebensmittelbereich sind damit primar die Ent-
wickler von funktionellen Lebensmitteln; insbesondere - flr die hier gewahlten
Inhaltsstoffe — die fruchtverarbeitende Industrie. Sekundére Pflanzenstoffe sind
sehr farbintensiv, so dass sich hier die Chance bietet, neben einem teilweise
schon genutzten koloristischen Effekt auch einen belegbaren Zusatznutzen zu
erzeugen. Vor dem Hintergrund der Diskussion tiber ein Zulassungsverbot fir
Azofarbstoffe ist die hier gewdhlte Stoffklasse von besonderem Interesse. Dane-
ben werden aber auch die Hilfsstoffindustrie, und z. B. die milchverarbeitende
Industrie davon profitieren. Die besondere Bedeutung von minoren Milchbe-
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standteilen — wie Milchproteinen - im Verdauungssystem, die mit diesem Clus-
tervorhaben auch aufgezeigt wurde, bietet hier beispielsweise die Chance, ein
innovatives Nischenprodukt zu erzeugen. Vertreter aller hier genannten Bran-
chen fanden sich entsprechend im Projektbegleitenden Ausschuss.

Die Lebensmittelindustrie ist prinzipiell stark geprdgt von kleinen und mittel-
standischen Unternehmen (KMU). 2010 wurde ein Umsatz von 150 Mrd. € von
5.900 Betrieben mit 544.000 Mitarbeitern erzielt, wobei 55% der Betriebe we-
niger als 50 und 98 % der Betriebe weniger als 500 Mitarbeiter haben [BVE, FEI].
Dabei nimmt der Anteil an KMU bei Herstellern von Massenprodukten aufgrund
der kleinen Deckungsbeitrage stetig ab, da diese nur unzureichend von ,Econo-
mies of Scale’ profitieren kdnnen. Stellvertretend soll hier das Beispiel der Milch-
wirtschaft aufgezeigt werden: Von 360 Unternehmen (1990) ging die Anzahl der
Molkereien auf 135 (1999) bzw. 99 (2010) zuriick. Gerade kleine und mittelstan-
dische Unternehmen sind daher verstarkt auf Nischenmarkte angewiesen. Der
Bereich der funktionellen Lebensmittel mit hoheren Deckungsbeitrédgen und
innovativen, nicht leicht zu kopierbaren Technologien bietet fiir diese Unter-
nehmen eine besondere Chance. Dies spiegelte auch der hohe Anteil an pro-
jektunterstiitzenden KMU im Projektbegleitenden Ausschuss wider. Die neue
Health-Claim-Verordnung zwingt die Hersteller zu sehr aufwandigen Wirkungs-
nachweisen, die ein KMU alleine nicht tragen kann. Dieses Clustervorhaben
konnte damit branchenibergreifend die betroffenen KMU bei den sich daraus
ergebenden Fragestellungen unterstiitzen. Die Ergebnisse konnen den Unter-
nehmen eine Chance geben, Wirkungsstudien zielflihrender und damit 6kono-
misch effizienter anlegen zu kénnen.

Verkapselte bioaktive Inhaltsstoffe finden sich aber nicht nur in Lebensmitteln,
sondern auch in kosmetischen und pharmazeutischen Produkten. Griinde fir
eine Verkapselung und ihre Auswirkung bei der Applikation am Menschen sind
dabei die gleichen wie bei Lebensmitteln. Daher konnte dieses Clustervorhaben
auch Uber die Lebensmittelbranche hinaus zur Wissensmehrung beitragen und
von anderen Branchen im Bereich der Life Sciences genutzt werden. Auch dies
spiegelte sich in der Zusammensetzung des Projektbegleitenden Ausschusses
wider.
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Aims and results of the cluster project (Summary)

Background

Numerous studies show that the selection of foods being consumed daily has a
greatimpact on all essential metabolic processes. Further, it can decrease the risk
for cardiovascular diseases and specific kinds of cancer. Being the most frequent
causes of death, these clinical pictures involve a significant loss of quality of life
and an increase of costs in the health care system. Therefore, the understanding
of the pathogenesis and their prevention are of central social impact.

A reduced risk of illness is predominantly achieved through a diet that is rich
in plant-based foods. Many epidemiological studies with both retrospective
and prospective orientation identified ‘vegetables and fruits’ as a group of food
whose consumption is highly correlated with a reduction of the risk of illness.
Besides essential nutrients and fibers especially phytochemicals, which are bio-
active ingredients from plant-based materials, were indicated as important pre-
ventive ingredients.

Due to their chemical structure phytochemicals can be divided into different
classes in which carotenoids and flavonoids were intensively analyzed. Up to
now, the physiological effects of phytochemicals, especially as complex mixtures
occurring in foods, are only known to some extent. From different experimen-
tal systems (in vitro, animal experiment, human intervention studies) a series of
effects was described. This includes amongst others antioxidative, anticarcino-
genic, cholesterol-lowering as well as immune modulation effects. However, it
is only partially researched to what extent the preventive effects of phytochemi-
cals are influenced during food processing (heat stability, matrix-specific bio-
availability and bioactivity).

An increased consumption of vegetables and fruits is the first priority of dietary
recommendations by the World Health Organization (WHO) as well as by further
international and national institutions in the health/nutrition sector. The Ger-
man Nutrition Society (DGE) recommends a daily intake of 650 g of vegetables
and fruits for Germany. However, in practice only 2/3 is achieved. In this context,
the formulation of new foods (conventional as well as functional foods) based
on vegetables and fruits constitutes a development in the food industry that
can contribute to an improvement of the nutrition situation. Hereby, the focus
of product development is on convenience as well as on a verifiable additional
health benefit (‘health claim’).

Foods with additional health benefits are very important, not only from a nu-
tritional but also from an economical point of view. In the USA, growth rates of
15-20 % per year are published. Figures in Germany are comparable.
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Aims and project overview

In this innovative environment of high social relevance the focus of the cluster
project ‘Bioaktive Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapselsystemen/
Bioactive ingredients from micro-structured multiple capsule-formulations’ was
set on the effects of encapsulated plant-based food extracts in comparison to
isolated/non encapsulated ones. Further, selected issues on the bioavailability
and the biological effect - presently under discussion in literature — were investi-
gated using a model plant extract.

For this purpose the otherwise labile plant-based bioactive substances had to be
first stabilized by microencapsulation in order to allow for their stable incorpora-
tion into foods as well as to enable their triggered release at different locations
in the human gastrointestinal tract. In this part, focus was set on influencing the
release location and rate as well as the bioactivity of the active ingredients by the
microstructure of the capsules.

Therefore, an anthocyanin-containing bilberry extract was chosen as exemplary
active agent. The extract was formulated in four different encapsulation systems.
The formulations evolved differed in their phase state (solid/liquid), solubility
and in the size and composition of the protective compartments (core-shell cap-
sules respectively matrix capsules, one or more cladding layers). Prior to this, the
bilberry extract chosen as model plant extract as well as isolated bioactive frac-
tions out of it were chemically analyzed extensively. Influencing factors on the
extract composition were identified. The manufacturing process and structuring
capabilities were shown for the different encapsulation techniques. Parameters
governing the stability and dissolution (location, rate) of the cladding layers and
the matrix materials could be identified. Moreover, the opportunities and limita-
tions of the particular microencapsulation systems and carriers were shown. Af-
terwards, the bioavailability and biological effects of the non-encapsulated and
differently encapsulated extracts and sub-fractions were analyzed biochemi-
cally, physiologically and toxicologically in vitro.

Overview of the results

In the context of subproject 1, high purity anthocyanin-, polymer- and copig-
ment-fractions could be isolated from the used commercially available bilberry
extract by a newly developed membrane chromatographic method for the first
time. Further, they could be fully characterized by HPLC-DAD-ESI-MS. Unknown
compounds from these fractions were isolated via HSCCC and preparative HPLC
and their structures were elucidated via NMR spectroscopy. The sub-fractions
could be used for encapsulation as well as for biological studies within the other
partial projects of the cluster. In addition, a process induced increase in the yield
of secondary plant metabolites in juices and extracts recovered from bilberry
could be shown by application of ultrasound or pulsed electric field treatment.
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A further focus was the investigation of the process and storage stability of an-
thocyanins in conventional bilberry products such as juice, jam, dried, frozen and
canned fruits. Here, especially thermal processing steps such as cooking or pas-
teurization were evaluated and thermal kinetics for the thermal degradation of
anthocyanins were generated. For the exemplary chosen products bilberry jam
and juice a comprehensive process analysis was conducted, including the deter-
mination of temperature-time-profiles of the industrial production process. For
this, a group of food chemists and food technologists cooperated closely.

Extracts and fractions received from subproject 1 were incorporated into differ-
ent encapsulation systems within subprojects 2 to 5.

Therefore, critical parameters for the cross-linking of food-grade carriers or in-
terfacial materials, which are appropriate for encapsulation purposes, were de-
termined at first. Further, resulting structures as well as their dissolution mecha-
nisms and kinetics in gastrointestinal environment were analyzed by means of
modern, dynamic, physical/mechanic and colloid chemical measuring methods
(subproject 2). These data formed the basis for the design of the encapsulation
technologies. Material and process parameters governing the microstructure of
the capsule systems (matrix and core-shell) were developed by the technologi-
cal/process engineering work groups, based on the individual, different know-
how of the respective groups (subprojects 2 to 5).

In subproject 2 a food-grade capsule model system in the size range > 500 um
was developed by ionic cross-linking of anionic polysaccharides with calcium
ions using the dropping method. These capsule systems were intensively charac-
terized and optimized regarding the mechanical and elastic properties as well as
the membrane permeability. Capsules that were externally coated with shellac
via acid-induced precipitation offer the opportunity of effective extract stabiliza-
tion, long-lasting storage as well as colon targeting by the complete lysis of the
capsules at weakly alkaline pH.

Within the framework of subproject 3 an emulsion method was used to prepare
matrix capsules in the size range of 20-200 pum. As matrix materials thermally
induced water-insoluble whey protein hydrogels were used. Further, the suit-
ability of lipid-based matrices was investigated. By utilization of the manufactur-
ing processes based on the preparation of a W/O-emulsion the production of
microcapsules in a broad size range could be specifically controlled. The micro-
capsules allowed for a time-dependent anthocyanin release and thus stabiliza-
tion in simulated intestinal environment. The observed anthocyanin-stabilizing
effect of native whey proteins can also be used in anthocyanin-containing milk
products via a selected adjustment of recipe parameters. Thus, this can be seen
as an alternative to microencapsulation.

A stabilization system on basis of double emulsions was developed in sub-
project 4. On the one hand the prepared ‘capsules’are liquid, on the other hand
they are considerably smaller than typical ‘capsules. Therefore, the consumer
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wouldn't percept them sensorial. Thereby, the extract was incorporated into sub-
micron droplets which were ‘encapsulated’ by a surrounding and stabilizing oil
droplet. Process conditions were shown under which the bioactive ingredients
can be incorporated into the stabilizing system and be stored without any meas-
urable loss. Next to the microstructure (inner and outer droplet size distribution)
especially the emulsifier systems were identified as parameters influencing the
release of active substances from the formulation. It could be shown that W,/0/
W,-double emulsions represent an appropriate carrier for a stable transport
of hydrophilic bioactive ingredients like anthocyanins into the small intestine
where a targeted release is possible.

In the context of subproject 5 processes for extracting anthoyanin-containing
protoplasts as natural color containers were developed. Via the preservation
of the protoplast natural stabilizing mechanisms like copigmentation could
be maintained. Moreover, microencapsulated carrier systems for anthocyanins
were prepared by means of spray drying and granulation. These solid formula-
tions were covered with a permeable coating system in order to avoid an early
release in vitro and in vivo. The stabilization of bioactive ingredients as well as the
release kinetics could be improved by a modification of the matrix material with
water retaining hydrocolloids. This capsule system protects the anthocyanin-
containing extracts against an early degradation or resorption and enables for
stomach passage.

Consequently, it was possible to prepare a broad range of microstructures, com-
positions and modes of application that allow for a stable transport of the hydro-
philic bioactive substances to the intestine. Due to the different characteristics
of the generated encapsulation systems and the exemplary approach it is pos-
sible to consider product specific requirements when choosing an appropriate
capsule type. That enables the use in different product groups. Moreover, these
systems are a basis for targeted bioavailability and bioactivity studies of hydro-
philic, instable bioactive ingredients, which is a prerequisite for chemical, toxi-
cological and physiological examinations or subsequent approval procedures.
Using the example of the chosen bilberry extract the biological effect of bioac-
tives transported to the small intestine could be analyzed. Thereby, interactions
between the encapsulation system and the bioactive ingredients as well as their
effects on the biological activity were examined. Therefore, the release (location,
mechanism and rate) of the bioactive substance from different capsule systems
as well as the biological effect of the bioactive ingredients in vitro was identified
(subproject 4 (Max-Rubner-Institut), subprojects 6 and 7).

Next to conventional test methods like the pancreatin test the release was deter-
mined by the newest analytical methods such as electron spin resonance (ESR),
high performance thin layer chromatography (HPTLC) as well as asymmetrical
flow field-flow fractionation (A4F) which were only used in pharmaceutical re-
search up to now (subproject 6). Based on the results of these examinations the
project partners could optimize their capsule systems.
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In subproject 7 the stabilizing effect of the encapsulation systems could be
demonstrated. Further data on the biological effect were measured by select-
ed cellular signal parameters in vitro (oxidative DNA damage, glutathione sta-
tus, amount of reactive oxygen species, effect on receptor tyrosine kinases and
topoisomerases). Analyses showed that the release of bilberry extract and its
biological effect can be modulated by encapsulation. Apart from the effect on
the epidermal growth factor receptor (EGFR) most of the analyzed endpoints
showed that the biological effect of the extract is not substantially reduced by
the incorporation into structured capsule systems. Thus, these systems represent
an option to stabilize bioactive substances, transport them through the gastric
passage and release them at the effective location in the small intestine with a
desired kinetic. Herewith, the biological effects are not influenced by the encap-
sulation materials.

Since these in vitro systems cannot fully reflect complex mechanisms like pulp-
ing and bioavailability in the organism the results of the encapsulation systems
are to be verified in a ‘proof of concept’-study at human subjects. Therefore, a
follow-up project entitled ‘Pilotstudie zur Bioverfiigbarkeit und biologischen Aktiv-
itdt von anthocyanreichen Heidelbeerextrakten in verkapselter und unverkapselter
Form im Menschen’ has been carried out by the research groups of subproject 7
since May 2011.

Economic significance

Scientifically the developed model carrier systems can be used to selectively
analyze the different effects of bioactive ingredients within and outside of their
natural environment. In this project, a substance class from the field of phyto-
chemicals was chosen which is of industrial interest due to its coloring character-
istics (colors in the red-blue spectral range) as well as its known positive biologi-
cal effects. However, the basic questions analyzed in the frame of this project are
general and can be adapted to other hydrophilic bioactive substances.

For the first time a stable formulation of anthocyanin-containing plant extracts
and their stable transport to the small intestine was possible by means of the
developed encapsulation systems. This offers the opportunity not only to gener-
ate data on the bioactivity but also to evaluate the different formulation systems
with regard to their reasonability.

The carriers developed to enable systematic studies on the biological activity
are prototypes of model carrier systems for bioactive ingredients with selectively
adjustable molecular structure and modulated release kinetics (‘smart capsules
for triggered and controlled release’). All additives used are food grade and the
technological processes are adapted in the food industry. Thus, the results can
be used as basis for the development of functional products by different indus-
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trial sectors. At first they are certainly interesting for additives used in the field of
beverages and dairy products.

Consequently, potential target groups in the food sector are primarily the de-
velopers of functional food, especially the fruit processing industry for the in-
gredients chosen here. Phytochemicals are very color intensive allowing for the
possibility to generate a provable additional effect next to the coloristic effect,
which is already used. Against the background of a prohibition of azo dyes, the
substance group chosen here is of great interest. Besides, industries produc-
ing additives and e.g. the dairy industry will benefit. The special significance of
minor milk components like whey proteins in the digestive system, which have
also been shown within this cluster project, offers the opportunity to produce an
innovative niche product. Representatives of all named industrial sectors were
part of the cooperating industry board.

The food industry is strongly influenced by small and medium-sized enterprises
(SME). In Germany, 2010 a turnover of 150 billion euros was generated by 5,900
companies with 544,000 employees, at which 55 % of the companies had less
than 50 and 98 % of the companies less than 500 employees [BVE, FEI]. However,
the amount of SME in the field of mass products decreases steadily as they can
insufficiently benefit from the ‘economies of scale’ Here, the example of dairy
farming will be shown. From 360 dairies (1990) the amount decreased to 135
(1999) respectively 99 (2010). Thus, especially SME rely on niche markets. The
field of functional foods with higher profit contributions and innovative and
unique technologies offers a special chance to SME. This is reflected in the high
amount of project-supporting sme in the cooperating industry board. The new
health claims regulation forces the producers to very extensive effect verifica-
tions which a SME cannot bear on its own. Hence, this project can support the
these companies efficiently. It enables them to design product-specific biologi-
cal effect studies more purposeful and therefore economically more efficiently.

However, bioactive ingredients can not only be found in foods but also in cos-
metic or pharmaceutical products. Reasons for an encapsulation and its effects
on the application on humans are the same as for foods. Therefore, this cluster
project could contribute to a knowledge enhancement beyond the food indus-
try and could be used from other branches of life sciences. This can also be seen
in the composition of the cooperating industry board.
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