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1. Einleitung und Problemstellung

1. Einleitung und Problemstellung

Mikrokapseln spielen im taglichen Leben eine immp&if3er werdende Rolle, denn mindestens ebenso
wichtig wie das Produkt ist seine VerpackthgDieses Statement spiegelt sich in vielen
Forschungszweigen der heutigen Wissenschaft wibé. Entwicklung und Verbesserung alter
Technologien zur Verpackung verschiedenster Substan wie z.B. medizinischer Wirkstoffe, Duft-
und Geschmacksstoffe — bliht und gedeiht. Auch wenbeispielsweise in der Pharmazie in den
letzten Jahrzehnten gelungen ist, eine Vielzahhéffizienter Wirkstoffe herzustellen, so kommt nur
ein Bruchteil dieser am Zielort an. Oftmals fuhig¢ &erabreichung ,unverpackter® Wirkstoffe sogar
zu unerwinschten Nebenwirkungen oder bewirkt eine szhnelle Metabolisierung. In der
Lebensmittel- oder Kosmetikindustrie sind solcheerpackungen ebenso notwendig, da viele
Geschmacks- und Duftstoffe nach kurzer Zeit derrtibsierung verfliegeH. Somit will man heute
einen Schritt weiter gehen. Es soll nicht nur nmatvertraglichen, biologisch abbaubaren, natirlichen
ungiftigen Hullmaterialien sinnvoll verkapselt werd sondern es sollen Kapselsysteme geschaffen
werden, die ,erkennen®, wo und wann ihr Inhalt begtéwird. Denn nur wenn die Wirkstoffe zur
richtigen Zeit am richtigen Ort freigesetzt werdkdinnen sie die gewiinschte Wirkung erzi€&n

In Hinblick auf die gezielte Entleerung solcher Kalm haben Biomaterialien wie natirliche
Hydrokolloide (Alginate, Agar, Pektine, Gelatinewse Fette und Wachse bereits in den letzten
Jahren fur die Medizin enorm an Bedeutung gewonurghfinden in vielen Bereichen Anwendung.
Hierzu gehdren die Mikroverkapselung von Arzneiatitf Peptiden und Zellen als kontrollierbare
.Drug-Delivery-Systems" zur verzdgerten Wirkstoéffsetzung sowie die Herstellung von Wund-
verbanden, Zahnimplantaten und kiinstlichem Geli@be

Insbesondere in der Lebensmittelindustrie ergeb@ndurch die einfach umsetzbare grof3technische
Herstellung von gezielt auf die Anwendung abgestiemm Mikrokapseln zahlreiche neue
Anwendungen. So ist es z.B. mdglich, kleine Fligsiigmengen in rieselfahige Pulver umzuwandeln,
um diese ,Flussigkeiten besser in bestimmten teschien Prozessen verarbeiten und vermischen zu
kénnen. Des Weiteren kbnnen verkapselte Inhalfestefwie z.B. Vitamine — vor chemischen
Reaktionen geschitzt oder diese verzodgert werdé@terd und unangenehme Geschmécker von
Mineralstoffen oder Fischolen kénnen maskiert uras dJberleben von Mikroorganismen, wie
Enzymen oder Probiotika, die sehr thermosensilvel, $iei der Einbringung in die Produktion von
Lebensmitteln gesichert werden. Die Lagerstabiktiin deutlich verbessert, der Inhalt ausreichend
vor Sauerstoff geschiitzt und das Kontaminationhgrigesenkt werden.

Zuletzt dient die Mikroverkapselung in der Lebertsahi, ebenso wie in der medizinischen
Anwendung, der kontrollierten Freisetzung biologisaktiver und gesundheitsfordernder Lebens-
mittelzusatzstoffe. Diese ,modernen” Produkte de&bénsmittelindustrie, die auller dem reinen
Néhrwert einen gesundheitlichen, physiologischersafanutzen zeigen, werden heutzutage als

funktionelle Lebensmittel“ bezeichri&.



1. Einleitung und Problemstellung

Mit der Bedeutung der Mikrokapseln nahm in dentétzJahren auch die Zahl der Herstellungs-
verfahren deutlich zu. Hierbei stellt jeder eineeiu verkapselnde Stoff und jeder Anwendungszweck
seine eigenen Anforderungen an die Kapselwand enehdphysikalisch-chemische Eigenschaften
So ist es keine Seltenheit, dass fur die Herstgllund Modifikation eines Mikrokapselsystems
jahrelange Forschungs- und Entwicklungsarbeit notligeist®.

Ziel dieser Arbeit war es, im Rahmen des AiF/DFGg&rprojektes mit dem Titel: ,Biofunktionale
Inhaltsstoffe aus mikrostrukturierten Multikapsat®men®, solch ein speziell fiir die Lebensmittel-
anwendung ausgelegtes Kapselsystem zu entwicketh iminHinblick auf die Bildungskinetik,
rheologischen Eigenschaften, Strukturanalyse undabyk der die Kapseln umgebenden Hull-
schichten zu charakterisieren. Oftmals bestimmesbdsondere die Grenzflaichenstrukturen die
Stabilitat der Kapseln, die dosierte Freisetzung @toffen und die biologische AktivitaHierbei
wurde auf ein einfaches Kapselmodellsystem, daglaufonischen Vernetzung von Polysacchariden
wie Alginat und Pektin mit mehrwertigen lonen basieuriickgegriffen. Bei Verwendung dieses
Kapselsystems sind die Hydrogelbildung unter milde@aaktionsbedingungen sowie die hohe
Biokompatibilitat der verwendeten Polysaccharidel utie mechanische Stabilitdt der gebildeten
Kapseln besonders vorteilHat

Nach einer geeigneten Stoffauswahl fir das Mikrkapselungssystem und der erfolgreichen
Optimierung der Kapselherstellung rickte insbesmnddie Charakterisierung der mechanischen
Stabilitat der Kapselmembranen in den Fokus didsieeit. Denn die in Lebensmitteln verabreichten
Kapseln werden bei Einbringung in das gewinschiedkt, durch den Kauvorgang beim Verzehr der
Mahlzeit und auch wahrend des Verdauungsvorgangegeernh mechanischen Scherbelastungen
ausgesetzt, denen sie standhalten missen. Systemeatintersuchungen der mechanischen Eigen-
schaften hinsichtlich der elastischen und plastiscbeformierbarkeit der Gelmembranen erfolgten
anhand des fur diese Arbeit ausgewéhlten und nzoglfen Kapselmodellsystems mittels so
genannter Squeezing-Capsule- und Spinning-Capsaksivhgen.

Des Weiteren sollte das herzustellende Kapselnsyd#dim der Stabilisierung und Verbesserung der
Lagerstabilitat empfindlicher Inhaltsstoffe, dentBocyanen, extrahiert aus der europaischen Wild-
heidelbeere, dienen. Diese besitzen nachweislioketagen-praventive Eigenschaften und eine hohe
anti-oxidantische Wirkungwodurch zur Zeit ein groRes pharmazeutisches ksgerean ihrem
medizinischen und gesundheitsférdernden Nutzeneb£8t?. Neben dem Verkapselungsziel, die
Stabilitat der Kapselinhaltsstoffe wirkungsvoll ethohen, sollte ein sicherer Transport durch den
Magen gewahrleistet werden, um die gezielte Fraisegt der Aktivstoffe im Darm zu erreicheéba
diese verkapselten Lebensmittelzusatzstoffe naciNderungsaufnahme verschiedene pH-Bereiche
im menschlichen Kdrper durchlaufen, ist es von groBedeutung, dass eine Kapselbeschichtung
gefunden wird, die an diese Bedirfnisse angepatsDie Aufnahme von Freisetzungs- als auch

Magen-Darm-Simulationskinetiken erfolgte mittels AS-Spektroskopie.



2. Grundlagen

2. Grundlagen

2.1. Mikroverkapselung

2.1.1. Definition und Grundlagen

Die Technologie des Verpackens von flussigen, fesider gasformigen Materialien in kleine,
abgedichtete Kapseln, die ihren Inhalt kontrolliend unter Einfluss spezifischer Voraussetzungen
freisetzen, wird als Mikroverkapselung bezeicHriet. Die Entwicklung dieser Technik begann etwa
in der Mitte des letzten Jahrhunderts und brachtdreiche Verkapselungsverfahren hervor. Ganz
allgemein sind Mikrokapseln aus einer semipermerblaeist spharischen, dinnen und festen
Membran bzw. Kapselhille aufgebaut, die einen itjigsy festen oder gasférmigen Kern umschlief3t
(Abb.2.1). Sie kénnen Durchmesser im Bereich emnMgirometer bis hin zu wenigen Millimetern

aufweisef*+1%

fester Kern flussiger Kern gasférmiger Kern

Kapselhille Kapselhille Kapselhille

Abb.2.1Schematische Abbildung unterschiedlich gefilltekidkapseln

Hierbei soll die umhillende Membran die im Innergaspeicherten Wirkstoffe vor &ufReren
Bedingungen schitzen, sicher einschliel3en und lgdmésetzen. Somit spielen insbesondere die
mechanischen und permeablen Eigenschaften der Képsa fir die Anwendung von Mikrokapsein
hinsichtlich der Wirkstofffreisetzung eine bedeuterRollé".

2.1.1.1. Biologische Rohstoffe

Fur die Anwendung in Lebensmitteln und pharmazelés Produkten wird insbesondere nach
biologisch abbaubaren, nicht-toxischen, biokompatitRohstoffen als Hullmaterialien gesucht, um
Verunreinigungen von organischen Lésungsmittelnr adeischen Monomeren auszuschlief&ef.
Diese Voraussetzungen schrénken die Moglichkeitear egeeigneten Stoffauswahl erheblich ein,
eroffnen jedoch auch einen weiteren groRen V8deilSo sind durch den Einsatz natirlicher,
biologisch unbedenklicher Verbindungen zur Hergtejl von Mikrokapseln —im Gegensatz zur
Verwendung synthetischer Polymere — meist niedeig&éemperaturen und mildere Reaktions-

bedingungen erforderli€iy:316:



2. Grundlagen

Zu den lebensmittelunbedenklichen und genie3baratedidlien aus denen stabile Filme und Kapseln
gebildet werden konnen, die auch teilweise in didgbeit verwendet wurden, gehdren Biopolymere
wie beispielsweise Gelatine, Pektin, Alginat so@&rboxymethylcellulodd. In Tab.2.1 erfolgt eine

gesonderte Klassifizierung geeigneter Wandmatenalur biovertraglichen Mikroverkapselung.

Tab.2.1 Klassifizierung biokompatibler Hiillmateigaf:

Pflanzengummis Gummi Arabikum Johannesbrotkernmehl Agar-Agar
Lipide Wachs Palmfett
Proteine Gelatine Milchproteine Sojaproteine
Polysaccharide Starke Pektin, Alginat Guarkernmehl
weitere
Cellulose Methylcellulose Carboxymethylcellulose Cellulosederivate
Mono-, Di- und : N
Oligosaccharide Laktose hydrolysierte Starke

2.1.1.2. Freisetzungsmechanismen
Im Allgemeinen konnen Mikrokapseln die im Kern esghlossenen aktiven Inhaltsstoffe auf
unterschiedlichen Wegen — bedingt durch verschedgnflisse — gezielt und kontrolliert freisetzen.
Dazu gehtren das mechanische Zerbrechen durchiiékedr oder Scherung, die Diffusion durch die
Kapselhlle, das Auflosen der Membran unter Einwagk von Enzymen oder Séuren (pH-abh&ngig)
sowie der osmotische Drugk*®!
Der jeweilige Prozess der Wirkstofffreisetzungsishr kompliziert und wird von vielen verschiedenen
Faktoren beeinflusst, wobei das Hullmaterial urel\dérkapselungsmethode die gro3te Rolle spielen.
Des Weiteren zeigen insbesondere die strukturedcBaffenheit und die mechanische Stabilitat der
umgebenden Hiillen einen maRgeblichen Einfluss muFrkisetzung der Inhaltsstdffé Hierbei ist
die mechanische Stabilitat gegeniiber von auf3enirkimden Kraften gummielastischer, glasartig
starrer oder visko-elastischer Membranen je naakediArt der Vernetzung und Vernetzungsgrad
Uber die Deformierbarkeit und die rheologischereBaghaften charakterisierBar
Die strukturelle Beschaffenheit in Form von Porectimessern oder Leckstellen beeinflusst
insbesondere die diffusive FreisetzlifigHierbei wird die Freisetzungsrate im Allgemeinem der
Partikelgrof3e, Ladung und Loslichkeit als auch dem Molekulargewicht, der Polymerzusammen-
setzung sowie der Dimension und Form der Matrix gedfich beeinflus§2%. Fur die Wirkstoff-
freigabe durch instationare Diffusion gilt geneddk 2. Fick'sche Gesetz:
2

©_pd 2
Es stellt eine Beziehung zwischen zeitlich#a/dt) und ortlicher §c/ox) Konzentrationsdnderung dar.
Prinzipiell existieren fur diese Differentialgleishg zahlreiche analytische und numerische Ldsungs-
ansatze. Diese héngen jedoch stark von den StadtRandbedingungen ab, wodurch eine Lésung
nicht immer méglich i$¥. Weitere bedeutsame Faktoren fiir die Freisetzing sor allem die

chemische Natur, Glasumwandlungstemperagwnd Morphologie des Verkapselungsmatefials
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2. Grundlagen

2.1.1.3. Targeting

Durch den gezielten Transport oral applizierter meigtoffe in den Darm kdnnen zahlreiche
Darmkrankheiten —wie Entzindungen oder Reizungeffizient und spezifisch behandelt oder
Darmkrebs vorgebeugt werden. Jedoch stellt das Dangeting eine besondere Herausforderung fir
die gezielte Freisetzung von Bioaktivstoffen dar.ed generell schwierig ist, die exakte Verweildaue
und die konkreten Umgebungsbedingungen im Maged- inndarmmilieu vorherzusagen. Diese
Faktoren hangen von der Art und Zusammensetzungadigienommenen Nahrung, der Flissig-
keitszufuhr, dem Gesundheitszustand, Alter und fBesht sowie der Intensitéat der Peristaltil¢3b
Aus diesem Grund kann die Verweilzeit wenige Mimubés hin zu 8 Stunden im Magen und weitere
3 bis 5 Stunden im Diinndarm betra@@n

Insgesamt existieren vier FreisetzungsmechanisifiepH-abhangig, (ii) zeitabhangig, (iii) druck-
abhangig und (iv) mikrobiell-gesteué?t Am haufigsten, wie auch hier, wird der pH-Gradien
Magen-Darm-Trakt zur Wirkstofffreisetzung ausgetnuter sich von stark sauer (pHL; Magen) bis
hin zu schwach basisch (pH7,5; Enddarm) &ndert. Um diesen Bedingungen gerachwerden,
finden in pharmazeutischen Produkten oftmals maafamsistente Acrylpolymere Anwendung, die
die Magenpassage unbeschadet Uberstehen, fur deatEin Lebensmitteln jedoch nicht zugelassen
sind”?>#! Fir die hier hergestellten Mikrokapseln aus Blpperen, die fir die darmspezifische
Extraktfreisetzung eingesetzt werden sollen, masedein biologisch vertragliches, fur Lebensmittel
zugelassenes, magensaftresistentes Beschichtumgsihgéefunden werden.

Die Aufbringung einer zusétzlichen Beschichtung delihierbei nicht nur das Targeting steuern,
sondern auch die Kapseln in Hinblick auf die diffes Freisetzung durch die hoch pordsen
Gelmembranen, durch die kleine bis mittelgro3e Ml schnell und einfach hindurch diffundieren
konner??! abdichten. Ohne solch eine Beschichtung wiirdeveasapselte Extrakt wahrend der
Lagerung im Produkt (Wochen bis Monate) und derwéddauer unter sauren Bedingungen im
Magen (O bis 8 h) stetig durch Diffusion aus dendtdgelkapseln freigesetzt werden und die
resultierende Wirkstoffkonzentration, bei gewinsctnkunft im Darm, verschwindend gering sein.
Durch eine geeignete Auswalkibnnen daher die semipermeablen Eigenschaften dendjeschickt
modifiziert werden, so dass neben der chemischieysikalischen und mechanischen Stabilitats-
steigerung die Selektivitat bezlglich der eingesstdnen und umgebenden Substanzen erhdht wird.
Somit kdnnen Beschichtungen helfen, die aktivenalisktoffe geschitzt und unversehrt an den
gewiinschten Zielort zu transportieférf. Hintergrund des Beschichtungsprozesses ist ddiger
Steigerung der Verkapselungseffizienz, die Senkdeg Wirkstofffreisetzungsgeschwindigkeit in
Form einer dauerhafteren Rickhaltung sowie die effeziFreisetzung des verkapselten aktiven
Wirkstoffes in spezifischen Bereichen des Kérpevie in diesem Falle dem Dunnddti?. Die

Verkapselungseffizienz ist hierbei iber die naajgolde Gleichung definift?%:

Wirkstoff in der KapselELOO

Verkapselugseffiziaz (%) = -
zugegebenmawirkstoff

2.2)

11



2. Grundlagen

Verweil-
dauer

Mund
Oh

v
Magen
1-5h

l

Diinndarm
2-4h

!

Dickdarm Dickdarm
5-70h

Rektum l

Rektum
Oh

Pankreas

Diinndarm

Abb.2.2Verdauungstrakt des Menschen geandert nach LitEPatd

Zur genaueren Darstellung der pH-Werte und Versdén, die auf dem Weg von der oralen
Einnahme, dem Passieren der Speiserdohre und detéNeng durch den Magen sowie Dinndarm bis
hin zur Endverdauung im Dickdarm in den spezifisciBereichen des menschlichen Verdauungs-
traktes durchlaufen werden, dient Abb.2.2. Hiededangen die Kapseln zunachst tiber den Mund in
die Speiserohre. Im Magen liegt dann, je nach authgenener Nahrung, ein pH-Wert zwischen 1 und
4 vor, wobei der reine Magensaft pH-Werte zwisc@¢ghund 1,5 aufweist. Im folgenden Dinndarm
steigt der pH-Wert dber 5,8 bis etwa 6,6 mit Zunahder zuriickgelegten Wegstrecke. Saure-
empfindliche Wirkstoffe konnen diesen Darmabschmitt mit einem magensaftresistenten Uberzug
unbeschadet erreichen. Im letzten Abschnitt desldlemgstraktes folgt der Dickdarm. Hier liegt der
pH-Wert tiber 7.

Aus Abb.2.2 wird somit ersichtlich, dass zur Fr&ieeg eines Wirkstoffes im Magen ein
saureloslicher Uberzug ausgewahlt werden musshitgiegen die Entfaltung des Wirkstoffes im
Darmtrakt gewiinscht, so muss ein basenléslicherdiigeausgewahlt werdBri?. Soll der Wirkstoff
jedoch kontinuierlich als Retard-Arzneiform Ubenasi langeren Zeitraum im Korper freigegeben
werden, so kann ein permeabler Uberzug ausgewéhiten, wobei die Dauer der Freigabe durch die
Wahl der Schichtdicke gesteuert witd
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2. Grundlagen

2.1.2. Verkapselungsmethoden

Aufgrund der mittlerweile vorherrschenden Komplékiund reichhaltigen Vielfalt verschiedenster
Verkapselungsmethoden wird im Folgenden nur auf wiehtigsten und géngigsten Formen
eingegangen. Die Herstellungsverfahren, die zudd#on anwendungsorientierter Mikrokapseln
fuhren, lassen sich hierbei grob in vier Kategoriemterteilen: 1) chemische Verfahren,
2) Komplexierungsvorgang®8) physikalische Verfahren untj elektrostatisches Beschichten.

Zu den chemischen Verfahren gehoren die Phasentngnkomplexe oder einfache Koazervierung),
die Polymerisation an der Grenzflache von Emulsiam&l Mikroemulsionstropfchen, die Lésungs-
mittelverdampfung einschlie3lich der Verwendung tiplér Emulsionen sowie das kovalente
Vernetzefi***3¥ Die Komplexierung kann tiber Liposome oder Zykiidee erfolgen, wahrend zu
den bekanntesten und am haufigsten verwendeten phiggikah Mikroverkapselungstechniken die
Sprihtrocknung und Sprihkihlung, das FlieRBbettogattas Extrudieren, das Zerteilen von
Flissigkeiten mit Diisen sowie die Kompaktierungledh”®*®! Elektrostatisches Beschichten kann
mit der so genannten Layer-by-Layer Technik erfo)giie eine geeignete Methode zur Herstellung
von Multischichten darsteff***! Die Technologie der Herstellung bestimmt hiediei chemischen,
physikalischen und biologischen Eigenschaften di&rdkapseln.

Viele dieser genannten Methoden benétigen einemdndigen und zum Teil sehr teuren apparativen
Aufbau, wodurch sich einige dieser Herstellungsu@an fur die Kapselpraparation mit Hilfe von
Hydrokolloiden in unseren Laboren direkt ausscldos®a sich die verwendeten Biopolymere relativ
einfach unter Zugabe mehrwertiger Kationen vermetlassen, erschien das Zerteilen von Flussig-
keiten fur die durchzufihrende Kapselpraparatianestifache und geeignete Methode. Hierbei wird
der zu verkapselnde Wirkstoff im Zuge der Matrixkelpraparation mit dem Hullmaterial in eine
Vernetzerlosung eingetropft, wéahrend hingegen Iei lderstellung fliissig geflllter Kapseln der
Extrakt mit dem Vernetzer in die Polymerlésung eingpft wird”.

Bei dem Zerteilen von Flussigkeiten wird im Allgemen zwischen Zerstiuben, Zertropfen,
Zerwellen, Auslaufen und Abtropfen unterschiedeobe&i nur mit dem Verfahren des Abtropfens und

Zertropfens monodisperse Tropfen und somit Kapsedaugt werden kénnen.

2.1.3. Anwendungen

Mikrokapseln sind in vielen Bereichen flr die Intties und Technik von groBem Interesse. Sie
werden bereits in Lebensmitteln, Kosmetika, Parfilggarchemikalien, Pharmazeutika, Farben und
Lacken sowie vielen anderen Produkten angew&fifet'!

In der kosmetischen Industrie werden beispielswBisistoffe mit Gelatine verkapselt und Badetlen
oder auch Schaummitteln zugesetzt. Die Mikrover&hpgy von pharmazeutischen Verbindungen,
Peptiden oder auch Proteinen mit biologisch abbh@aub&olymeren ist fur die kontrollierte und
gezielte Pharmakotherapie in Form von ,Drug-DelvBystems* sehr interess&nf?®! So wurden
bereits kristalline Formen von Vitaminen, biolodisc Zellen (BakteriumEscherichia Coli und

Erythrozyten) und Insulin mit Polyelektrolytschiehtumgeben, um ihre Freisetzung zu sté(&n

13



2. Grundlagen

Des Weiteren kdnnen lebende, genetisch manipulfetien verkapselt und fir die Immuntherapie als
Transportmittel zur gezielten Wirkstofffreisetzungder als kinstliches Gewebe verwendet
werde?. AuBerdem dient die Verkapselung der Geschmackklasing, Vermeidung von
unvertraglichen Wirkstoffen und Stabilisierung atsiter biologisch aktiver SubstanZ&ri’.

In der Lebensmittelindustrie finden verkapselte t&y® zur Stabilisierung und zum Schutz des
Kernmaterials vor aul3eren Einflissen wie Licht,tLuhd Feuchtigkeit, zur Steuerung oxidativer
Reaktionen, zur zeitlich und ortlich kontrolliertémeisetzung, zur Maskierung von Geschmackern,
Geriichen und Farben sowie zur Verlangerung derbbiddeit vermehrt Anwendung. Die Kapseln
kénnen mit flichtigen oder empfindlichen Substanzewie z.B. Vitaminen, Aromen, Mikro-
organismen oder Mineralien — gefiillt sein, die sostabilen Lebensmittelzutaten werdén® Des
Weiteren erfolgt die Mikroverkapselung probiotiscBakterien zur gezielten Freisetzung im Magen-
Darm-TrakP!,

14



2. Grundlagen

2.2. Verkapselungsmaterialien

Die Substanzklasse der Kohlenhydrate ist in bisidggn Systemen von grofRer Bedeutung. So
Ubernehmen Kohlenhydrate in allen Lebensformerfaligle Funktionen und machen den gréf3ten
Anteil der auf der Erde vorkommenden Biomolekiile®auDie Grundbausteine bilden die Mono-
saccharide, die in den Polysacchariden zumeist filzer oder auch 1,6- glykosidische Bindungen
miteinander verknipft sind. Die Verknipfungen bemtauf der Bindungsbildung unter Wasser-
abspaltung zwischen dem C1-Atom eines Zuckermotekild dem am C4- bzw. C6-Atom eines
weiteren Zuckermolekiils gebundenen Sauerstoffatoorch die Moglichkeit der C4- und C6-
Bindungsbildung kommt es daher zu Verzweigungen Rlellysaccharidketten, wodurch Kohlen-
hydrate mit sehr komplexen Strukturen gebildet wardodnnen. Um hier nur einige vorteilhafte
Eigenschaften zu nennen, erhéhen Polysaccharigitsar geringen Konzentrationen die Viskositat,
bilden Gele und stabilisieren Emulsionen, Suspemsiound Schdume. Diese Eigenschaften machen
sie zu wichtigen Hilfsmitteln bei der Verarbeitutggerung und Zubereitung von Lebensmiftein

In dieser Arbeit fanden die beiden Polysaccharitignat und Pektin Anwendung, da sie aufgraied
einfachen Vernetzung und ihres ausgezeichneteri@etmdgens mit mehrwertigen Kationen fur die
Kapselherstellung als natirliches Hullmaterial Ibelswss geeignet erschienen. lhre chemischen
Strukturen, Eigenschaften und Anwendungsmaoglickkerterden im Folgenden vorgestellt.

Um weiterhin den in diesem Projekt zu verkapselniderdelbeerextrakt (Kapitel 2.4.) geschitzt und
unversehrt durch den Magen, hindurch bis zum geghias Freisetzungsort zu transportieren,
werden bei der Verkapselung kleiner bis mittelgroldelekile durch die ionische Vernetzung von
Polysacchariden stets Beschichtungen zur Diffusiemsnung notwendidJm diesen Anforderungen
unter Verwendung lebensmittelzugelassener Coatitegiaien gerecht zu werden, stellt bereits die
Auswahl einer geeigneten Substanz Schwierigkeiten \diele bereits ausgiebig erprobte und in der
Industrie kommerziell verwendete Materialien wiedBagité”*® oder Chitosaf**? finden durch ihre
nicht vorhandene bzw. stark eingeschrankte ZulassanLebensmitteln lediglich in der Pharma-
industrie Anwendung. Dartber hinaus sollte das i@gataterial ohne grof3en technischen Aufwand
auf das Kapselmodellsystem aufzubringen sein.

Neben dem Versuch, die diffusive Freisetzung dudib Aufbringung von Polyelektrolyt-
Multischichten unter Verwendung von Poly-L-Lysirerd Homopolymer der essentiellen proteino-
genena-Aminosaure L-Lysin, zu verringern, fiel ein besenes Augenmerk auf das natlrliche
Polymer Schellack. Dieses wird bereits in medizhén Anwendungen fir die darmspezifische
Freisetzung verwendet und ist auch fur die Einkbnggin Lebensmittel zugelassen. Die fir die
Entwicklung eines magensaftresistenten Coatingétigiste Eigenschaft ist hierbei die Préazipitation
unter sauren Bedingungefrst bei schwach basischen Umgebungsbedingungennbeich der mit
Saure ausgeféllte Schellack wieder aufzuldsen. dief Struktur, Gewinnung und Anwendung der
Beschichtungsmaterialien Poly-L-Lysin und Schellagkd ebenfalls im nachfolgenden Kapitel

eingegangen.

15



2. Grundlagen

2.2.1. Alginat

2.2.1.1. Chemische Struktur

Natriumalginat ist das Natriumsalz der Alginsaunel lbezeichnet ein natirliches, linear aufgebautes
Polysaccharid, das im industriellen Maf3stab aus delhwanden verschiedener Braunalgenarten
Phaeophyceaalurch alkalische Extraktion gewonnen wird. In ddge stellt die Alginsaure das
strukturgebende Element der Zellwande dar und ineriger interzellularen Gelmatrix der Alge
sowohl Festigkeit, als auch Flexibilitat. Wie in BAB.3 dargestellt, sind die Polysaccharidketten aus

1,4 verkniipfter-D-Mannuronsaure- (M) und-L-Guluronséureeinheiten (G) aufgetd&ft.

Abb.2.3 D-Mannuronsaure und L-Guluronsaiire

Die Abfolge der beiden Uronséuren (Zuckersaureie) zdiischen unterschiedlichen Mischsequenzen
(- MGMGGGM -) immer wieder in homopolymeren und howlekularen Blocken (- GGGG - oder
- MMMM -) vorliegen, bestimmt die physikalischengénschaften der Alginate maRgebfi¢h*"

Die Blocke aus Guluronsaureeinheiten bilden regBlg& Zick-Zack-Strukturen, wahrend die

Mannuronsaureeinheiten linear miteinander verbusiteh (Abb.2.4483943

OH OH
-0 HO -0
W
o} o o}
(a) MOW H/O% W,
M on M M

OH OH
"o OH © OH o
\ O \ O
(b) N o Jro O\ o J o
G OH G G OH G

Abb.2.4 (a) Lineare Verknipfung der M-Einheiten
(b) Zick-Zack-Struktur der verknuipften G-Einheftéh

Die Zusammensetzung der unterschiedlichen Blocki Mischsequenzen der Alginatmolekile ist
stark von der Algenherkunft und dem jeweiligen Aligewebe abhandif*®. Das Molekulargewicht
liegt im Bereich zwischen 20000 und 600000 g/maksprechend einem Polymerisationsgrad von
180-936**.
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2. Grundlagen

2.2.1.2. Vorkommen

Alginat lieferndes braunes Seegras findet man ttetniarmen bis kalten Gewéassern. Die wichtigsten
kommerziell erhaltlichen Spezies simscophyllum Turbinaria, Durvilla, Ecklonig Laminaria,
Lessonia Macrocystisund Sargassumvon denen fur die Alginatproduktidraminaria, Macrocystis
sowieAscophyllumam haufigsten verwendet werdé!,

Laminaria Spezies werden fir gewohnlich in Schottland, tladorwegen, Frankreich, China, Japan
und Korea geerntet, wobei die in den asiatischendeén gewonnenen Algen Uberwiegend zur
Ernahrung und nicht zur Alginatproduktion verwendetrden.Macrocystiswird an der Westkuiste
Nordamerikas geerntet, wahreAdcophyllumin der Gezeitenzone wachst und daher in Schottland

und Irland geerntet wird.

2.2.1.3. Gewinnung
Grundlegend gibt es zwei Prozesse zur GewinnungAlgmat. Beide starten mit einer alkalischen
Extraktion, unterscheiden sich jedoch in der Methddr Ausfallung am Ende des Proze3%¥§ Das
Rohmaterial fur die Extraktion ist das geerntetdhaarbeitete Seegras. Nach dem Zerkleinern wird es
zur Entfernung vernetzungsfahiger lonen, die spdieetnloslichkeit des Alginates bewirken wirden,
mit Saure gewaschen. AnschlieBend wird das GradsHitie einer Base (typischerweise Natrium-
hydroxid) zersetzt und aufgeldst, so dass eineogisk.0sung aus Alginat und Zellwandfaserstiicken
entsteht. Nach Entfernung der Zellwandtrimmer dufdtration wird eine saubere Alginatlésung
erhalten, die dann entweder durch Salz- oder Ségabe ausgefallt werden kann:

* Calcium-Fallung
Nach Zusatz eines Calciumsalzes zu der gefilteigmatiosung kommt es zur Abscheidung eines
feinfaserigen Niederschlages. Anschlie3end folgtBBhandlung mit Sdure, um die Calciumionen aus
dem Calciumalginat freizusetzen und die unloslicAlyinsaurefasern zu erhalten. Abschliel3end kann
durch Mischen mit verschiedenen Alkalisalzen — bagspielsweise Natriumcarbonat — das Natrium-
alginat hergestellt werden.

» Saure-Fallung
Die direktere, jedoch seltener angewandte Methstalie Ausfallung mit Séaure. Diese Methode
macht die Calciumsalzzugabe und anschlieRende riatfg tberfliissig, eignet sich jedoch nur fur
stark gelierende Seegrasarten. So ist beispielewtss mittels S&ure ausgeféllte Niederschlag von
Seegras der Arscophyllum Nodosumu weich und nachgiebig um ihn daraufhin zu pressel zu

entwasseri’

2.2.1.4. Eigenschaften

Die Salze der Alginsaure mit Alkalimetallen, Magiues, Ammoniak und Aminen sind wasserléslich,
wobei die Viskositat der Alginatiésungen unter aede von dem Molekulargewicht und dem
jeweiligen Gegenion abhaffyt In Abwesenheit bivalenter und trivalenter Katiorist die Viskositat

relativ niedrig, steigt jedoch mit zunehmender Kamtzation mehrwertiger Kationen bis hin zur
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2. Grundlagen

Gelbildung an. Hierbei beeinflusst die Zusammensejzund Abfolge der unterschiedlichen Block-
und Mischsequenzen die Gelierfahigkeit und somé flinktionellen Eigenschaften der Alginate
maRgeblich'®%*)! Ein héherer Guluronséureanteil sorgt somit fineestarkere Vernetzung und fiihrt
zur Ausbildung festerer Gele.

Neben der bereits genannten Mdoglichkeit, dreidinmerade Hydrogele durch den Zusatz eines
Calciumsalzes herzustellen, gelingt dies auch ufteyabe von Saure (pH < 4). In saurer Losung
nimmt die elektrostatische Abstol3ung zwischen diggmaAtketten, bedingt durch die sinkende Anzahl
negativ geladener Carboxylgruppen, ab (Kapite)2.Bierdurch kénnen sich die Polymerketten
dichter aneinander lagern und effektivere Wasskisstiwken ausbilden. Anfangs erhoht sich somit
die Viskositat der Losung und bei pH-Werten zwisci3e5-4,0 (dem pkWert der Mannuron- und

Guluronséaure entsprechend), d.h. bei vollstandigetonierung, kommt es dann zur Gelbild6ifity

2.2.1.5. Verwendung

Alginate finden in der Kosmetik-, Pharma-, und Ledmittelindustrie schon seit Langerem
Anwendund®. In der Kosmetikindustrie dienen sie beispielseeils Zusatze in Lippenstiften,
Zahnpasten oder Rasierseifen, werden aber auch autciémes und Salben als Emulgatoren
eingesett”.

In der Medizin werden vielfach Alginatgele verwehdso z.B. in der Zahnmedizin zur Herstellung
von Gebissabdriicken, in der Chirurgie als Wundagefiasowie fur chirurgische Nahfaden, als
Hullmaterial fir medizinische Kapseln und auch Herstellung von Kérperabformungen. In Hinblick
auf die kontrollierte Freisetzung und Anwendundvikrokapselsystemen findet Alginat durch seine
biologische Abbaubarkeit, initiiert durch verscleed Enzyme und bei niedrigen pH-Werten, haufig
Verwendun§®. Des Weiteren wird Alginat zur Immobilisierung &tmler mikrobieller und tierischer
Zellen sowie als Tragermaterial fiir Biokatalysatonge z.B. Enzymen verwendét

In der Lebensmittelindustrie werden Alginate im \Afettichen als Stabilisatoren und Verdickungs-
mittel — meist in Verbindung mit Calciumionen — gasetzt, da sie ahnlich wie Gelatine beim
Aufquellen ein Vielfaches ihrer Masse an Wassenetinen kbnnen. Sie tragen als Lebensmittel-
zusatzstoff die Bezeichnungen E400-E28% Uber die Konzentration der mehrwertigen lonerstlas
sich die Viskositat der sich bildenden Gele Ubeeriweiten Bereich steuern, wodurch die Konsistenz
der Lebensmittelprodukte wie gewiinscht eingestelirden kann. Alginate verbessern und
stabilisieren in Konzentrationen von 0,25-0,5 Geétvdie Konsistenz von Fillungen fir Backwaren,
SalatsoR3en, Baisers, Schokoladenmilch und verhinder der Lagerung von Eiscreme die Bildung
groRRer Eiskristallé”. Sie dienen weiterhin der Herstellung verschiedeédelees wie Marmeladen,

Geleefriichten und Puddings sowie der Stabilisieftisgher Fruchtsafte und Bierschatim
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2. Grundlagen

2.2.2. Pektin

2.2.2.1. Chemische Struktur

Pektin ist ein Naturstoff, der in vielen pflanzle@hNahrungsmitteln wie Obst und Gemuse vorkommt.
Es handelt sich hierbei um ein lineares, heterag@&utysaccharid, das Uberwiegend (zu mindestens
65%) aus 1,4-glykosidisch verkniipfterD-Galakturonsaureeinheiten best&Hf! Diese monomeren
Bausteine, die zur Polygalakturonsaure verknipftl jAbb.2.5), besitzen Carboxylgruppen, von
denen einige als Methylester und andere durch disdizung mit Ammoniak als Carboxamidgruppen

vorliegen konnef”.

1 4 Rzo

1 4 R0
@) >0 0 g
OR, OR;
OR2 ORZ
o) ) O
\‘\‘J 4 0 ] 4 0 ] Vl’z’l
R20 R,0

R,=-OH oder -OCH, Pektin
R,=-OH oder -NH, Pektinamid R,= -H oder -COCH, Acetylpektin

Abb.2.5 Struktureller Aufbau von Polygalakturongur

Der Grad der Veresterung, als auch der Grad derditming sind besondere GréRRen zur
Klassifizierung von Pektinét®°*! Liegt der Anteil der mit Methanol veresterten &alironsauren
Uber 50%, so spricht man von hochveresterten, ineire Anteil unter 50% von niederveresterten
Pektinen. Zusatzlich kénnen die sekundaren Alkatupigen in geringem Umfang acetyliert sein.

Der molekulare Aufbau des Pektingeriistes ist jedomth wesentlich komplizierter, da das lineare
Polymerriickgrat vereinzelt durch neutrale Zuckerie-z.B. a-1,2-glykosidisch gebundene L-Rham-
nosebausteine — unterbrochen sein kann. An diesanfRtseeinheiten kdnnen dann wiederum in
Seitenketten Galaktane, Arabinane, Xylofukane oalech Galaktoxylane gebunden $&ln Die
mittlere Molmasse eines Pektinmolekules liegt zhest40000 und 150000 g/mol.

2.2.2.2. Vorkommen

Pektine sind in hdheren Landpflanzen weit verbreitel konnen in allen festeren Pflanzenteilen wie
Stangeln, Blattern und Bliten gefunden wel#&f. Sie kommen hauptséchlich in den Zellwénden
und Mittellamellen vor, wo sie den Wasserhaushait Bflanze regulieren und wichtige Stitz- und
Festigungsfunktionen (ibernehrfi®h Die Pektinzusammensetzung ist von Pflanze zunBéla
unterschiedlich und variiert ebenfalls mit Typ uliter des Pflanzengewebes. Je fester bzw. harer di
Pflanzenteile sind, wie z.B. die Schalen von Ziniishten, desto pektinreicher sind sie. Weiche

Friichte wie Erdbeeren oder Kirschen sind dagegktinaent*.
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2.2.2.3. Gewinnung

Pektine werden aus pflanzlichen Rohstoffen mit nhohBektingehalt —wie den Schalen von

Zitrusfrichten oder aus Apfel- und Rubentrestebei-saurem pH (1,5-3) und hohen Temperaturen
(60-100°C) durch saure Hydrolyse extrahiert. Hiersieeine sorgféltige Prozesskontrolle wegen der
Gefahr der moglichen Hydrolyse der Glykosid- undeBsndungen und somit dem Verlust der

Gelierfahigkeit unverzichtbar. Das gewonnene Extrakd entweder getrocknet (Walzen- oder

Spruhverfahren) oder zu flissigen Pektinpraparatékonzentriert. Sind reinere Praparate gewunscht,
kann das extrahierte Pektin entweder mit Alkohds (Ethanol oder Isopropanol) oder mit lonen (z.B.

Aluminiumionen) geféllt und in unlésliche Salze ifitart werden. Im Falle der ionischen Ausfallung

sind anschlielende Waschvorgange mit angesauererhd zur Entfernung der zugesetzten lonen
notig®*®. Eine Ubersicht der meistgenutzten Quellen zur iBewng von Pektinen ist in Tab.2.2

gezeigt.

Tab.2.2Pektingewinnungsquellen und daraus extrahierbanégilbezogen auf das Frischgewl@ht

Quelle extrahierbarer Anteil >
Apfeltrester 10-15
Rubenschnitzel 10-20
Sonnenblumenfruchtstande 15-25
Zitrusschalen 20-35

2.2.2.4. Eigenschaften

Pektine sind bei pH-Werten zwischen 3 und 4 amilstah und relativ gut wasserldslich. Die Ursache
hierfir liegt in dem Vorhandensein der freien Cadiuregruppen der Galakturonsaurebausteine
begriindet. Durch die Dissoziation der Sauregrupipemvasseriger Ldsung entstehen anionische
Saurereste, die mehr oder weniger gleichmalig déemMakromolekdl verteilt sind. Diese negativen
Ladungen fiihren zu einer elektrostatischen Abstglider Pektinmolekile. Im stark sauren pH-
Bereich erfolgt die Hydrolyse der Glykosidbindungeriihrend im alkalischen pH-Bereich sowohl
Glykosid- als auch Esterbindungen gespalten wé e

In Gegenwart von Calciumionen bilden Pektine Gelebei das Gelbildungsvermogen proportional
zum Molekulargewicht und umgekehrt proportional Aderesterungsgrad ist. Denn sind die Galakto-
pyranuronsaureeinheiten unverestert, konnen diggeetinktionen mit Calciumionen unlgsliche
hochmolekulare Komplexe ausbild&h Die teilweise Veresterung der Carboxylgruppen mesomit

die Ausbildung von Wasserstoffbriicken und damitRhAeallellagerung der Polymerketten.
Hochveresterte Pektine bilden in Anwesenheit vook&r, Saure und einem Trockensubstanzgehalt
von mindestens 55% Gele, wahrend hingegen niedsstezte Pektine relativ unabhéngig vom
Zucker- und Sauregehalt mit zweiwertigen KationeeleGbildeff*°. Die Einfilhrung von Amid-
gruppen in niederveresterte Pektinmolektle fuhreimer Absenkung der hydrophilen Eigenschaften,
wodurch die Tendenz, mit bivalenten Kationen f&tde zu bilden, steigt. Aul3erdem kommen festere
Gele dadurch zustande, dass zusatzliche Verkniigpumdste fir Wasserstoffbriicken entstéfiéfi.
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2.2.2.5. Verwendung

Pektine zeigen — wie auch Alginate — ein gutesébatrmogen (Kapitel 2.3.), wodurch sie in groRem
Umfang bei der Herstellung von Marmeladen und Gekiegesetzt werd&f. Bei diesen zucker-
reichen Produkten ist ein Pektingehalt unter 1 @éwnd ein pH-Wert im Bereich von 2,8-3,5 fir
die Ausbildung eines stabilen Gels ausreichend.zEtkerarmere Erzeugnisse (Zuckergehalt < 55%)
werden niedrig veresterte Pektine in Gegenwart @afciumionen verwendet. Zusatzlich dienen
Pektine als Stabilisatoren in Joghurts, Eiscrenmesangesauerten MilchgetranKefl. In der EU ist
Pektin als Lebensmittelzusatzstoff mit der E-NumA®d gekennzeichnet und kann ohne Héchst-
mengenbeschrankung eingesetzt werden. Aber audtomFood-Sektor, etwa in der Kosmetik oder
Pharmaindustrie, findet Pektin als universell dirtsa&res Gelier- und Stabilisierungsmittel zahlreich

Anwendunge®.
2.2.3. Schellack

2.2.3.1. Chemische Struktur

Als Schellack wird die aufbereitete und gereinigtgm vonLac bezeichnet, bei welcher es sich um
das einzige kommerziell genutzte tierische Naturtmandelf”. Insgesamt ist das Schellackharz eine
komplizierte Mischung aus aliphatischen (ca. 60%) alizyklischen S&uren (ca. 32%) sowie ihren
Polyestern. Schellack enthalt ca. 68% Kohlens&#% Sauerstoff und 9% Wasserstoff. Daraus ergibt
sich die empirische Formel 8:0. Aus einem Molekulargewicht von etwa 1000 g/mahtk die
empirische Formel §HqyqOs5 flr ein durchschnittliches Schellackmolekiil ab'getewerdeﬁs'sgl. Bei

den im Schellack enthaltenen Carbonsauren handefioh um Hydroxymonodicarbonsauren, die
entweder als intermolekulare Ester, Laktone odektila vorliegen konnen.Aleuritinsdure,
Schellolsdure und Jalarinsaure, dargestellt in 2Bb.machen den Hauptbestandteil im Schellack
au$®®. Sie veranschaulichen die zuvor genannten viigéit Strukturkomponenten und verdeutlichen

den hohen Anteil funktioneller Gruppen, die untederem die Loslichkeit stark beeinflussen.

Aleuritinsaure Jalarinsaure Schellolsaure
\/\/\/>H></\/\/\/ " T

H S
HaC

Abb.2.6 Hauptkomponenten von Schell&tk

2.2.3.2. Vorkommen
Lac ist das harzartige Sekret des kleinen, paraséisd¢hsektKerria Laccg das auf verschiedenen
Baumen und Strauchern in Burma, China, Banglad&dshiland und Indien heimisch %! Fiir die

Harzerzeugung sind hauptsachlich die weiblicheeKte verantwortlich, die nach der Befruchtung
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durch Anstechen der Zweigspitzen den jungen Trigbmr Wirtsbdume den Pflanzensaft entziehen
und in ihrem Korper umwandeln. Das von ihnen audgedene harzartige Exkrement erstarrt
langsam zu Krusten, innerhalb derer das Tier zaremit roter Flissigkeit und bis zu 1000 Larven
gefillten Nahrblase anschwillt und stirbt. Aufgruddr hohen Anzahl von Insekten bilden sich auf
den Baumrinden und Zweigen dicke Harzschichtenddrma Schutz der Brut vor natirlichen Feinden
und extremen Temperaturen dienen sollen. Aus difiesigen Blasen schlipfen dann die Larven,
die sich durch die Harzkruste durchbohren und aighdenselben Zweigen festsetzen. Obwohl mehr
als 65 Untergruppen dekac-Insektes allein in Indien bekannt sind, sind nwreiz dieser
Insektenstamme von wirtschaftlicher Bedeutung. dilige der wichtigsten Wirtsbdume in Indien,

von insgesamt 113 bekannten Baum- und Strauchaeem hiePalas Berund Kusumgenanrﬁsl.

2.2.3.3. Gewinnung

Der Lebenszyklus des Insektes betragt sechs Mosatelass die Ernte zweimal im Jahr erfolgen

kann. Die ausgeschlipften Larven setzen sich aokaleen Zweigen fest, wodurch ein einmal

besiedelter Baum seine Kolonien behalt. Bei dertecEmierden zunachst die umkrusteten Zweige
(Stocklack) und Rinden abgekratzt oder abgeschnittel in einer Kornerlackfabrik in einem Brecher

zerkleinert. Anschlieend werden in einem Rittédlemen Harz und Holz voneinander getrennt. In

dem nachfolgenden Schritt wird der rote, wassedis|Farbstoff (Lakkainsaure) ausgewaschen und
das als Kornerlack bezeichnete Harz an der Lufiogkhet. Bei diesem Waschprozess werden auch
andere wasserlosliche Stoffe wie z.B. Zucker, Saimd Eiweil3stoffe entfernt. Der gewonnene

Kdrnerlack bildet den Rohstoff fur die Schellacldtelung und kann hierzu in drei verschiedenen
Verfahren umgesetzt werd&r®:

* Bei der so genannten Schmelzfiltration wird der ¢ei 140°C aufgeschmolzene Koérnerlack
unter hohem Druck durch einen Filter gepresst. ddiiterte, flissige Schellack wird dann
auf einem Abrollband zu einem diinnen Film gezogen,beim Abkihlen bricht. Bei diesem
Verfahren verbleibt ein Wachsanteil von etwa 3-B%&Schellack.

* In einem weiteren Verfahren lasst sich gebleicl8ehellack herstellen. Hierbei wird der
Kdrnerlack wasserig-alkalisch geldst, entwachdtridrt und anschlieend mit Natrium-
hypochlorit gebleicht. Bei diesem Prozess werdele aoch vorhandenen Farbstoffe
vollstandig zerstort und es wird eine nahezu fadlhosung zurtckbehalten. Nach dem
Auswaschen des Bleichmittels erfolgt das Ausfaliess Schellackes mit Schwefelsaure als
weil3es Pulver.

* Bei dem dritten Verfahren handelt es sich um disun@smittelextraktion. Hierbei wird der
Kdrnerlack in Alkohol geldst und von Verunreinigamysowie Wachsen durch verschiedene
Filtrationsschritte befreit. AnschlieBend wird den Kornerlack verbliebene Farbstoff
Erythrolakkin durch Einwirkung von Aktivkohle redert. Es folgt die Verdampfung und
somit Ruckgewinnung des Alkohols, wahrend der wizeles Schellack auf einem Abrollband

zu einem Film gezogen und getrocknet wird.
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In allen drei Fallen wird ein hartes, festes une@hes Harz erhalten, das in verschiedenen Losungs-

mitteln geldst und anschlieRend verwendet werden ka

2.2.3.4. Eigenschaften

Trotz seines geringen Molekulargewichtes weist Batie ausgezeichnete filmbildende Eigenschaften
auf®. Dies ist durch die Ausbildung starker Wasserbtéitkenbindungen erklarbar. Er haftet an
vielen Oberflachen und besitzt eine hohe Abrielgksit. Schellack ist nicht toxisch und
physiologisch unbedenklich, zudem geruch- und geacklos. Aus diesen Griinden ist er fir Pharma-
und Lebensmittelanwendungen entsprechend der ZtstitZulassungsverordnung zugelas€éa.

In niederen Alkoholen (Methanol, Ethanol), GlykoléDiethylenglykol), Glykolethern, organischen
Sauren (Essigsaure, Ameisensaure) und verschiedenaren ist Schellack gut bis sehr gut 16slich.
In Wasser, Olen, Toluol und Benzin ist Schellack fiewohnlich nicht I6slich. Eine gute
Wasserloslichkeit kann jedoch durch Alkalizugabel leichtes Erwarmen erreicht wer&&h zur
Deprotonierung der Carbonsauren des Harzes, wodi@rchuvor unpolare und hydrophobe Schellack
polarer und wasserl6slich wird, eignen sich schwadasen wie beispielsweise Ammoniak,
Ammoniumcarbonat oder Triethanolaffii?. Die Hydrolysedauer hangt von der Partikelgroe de
Schellackes, der Wassertemperatur und der eingesddase ab. Aus dieser besonderen Eigenschaft
geht auch unmittelbar das magensaftresistente tZirshalten hervor: Im sauren Magenmedium ist
Schellack wasserunldslich und weist eine festek&truauf, im schwach basischen Darmmedium geht
Schellack jedoch in Losung und kann verkapseltek$tffe gezielt freigeben. Der pH-Wert
wasseriger Schellacklésungen liegt bei etwa 7,4. IBigerung sollte vor Licht geschutzt und nicht

Uber 15°C in gut verschlossenen Behdltern erfolgen.

2.2.3.5. Verwendung

Schellack war das erste industriell genutzte Haitzbmdeutsamen Anwendungen in der Farben-,
Lack- und Elektroindustrie. Als bekannteste Anwerglsei hier der Einsatz von Schellack als
Bindemittel in Schallplatten zu nen®h In der Kosmetikindustrie dienen Schellacke odir d
Schellackwachse beispielsweise als Zusatze furdgeays, Haarfestiger, Shampoos, Nagellacke und
Mascaras. Des Weiteren wird Schellack zur Mikroaeselung von Duftstoffen einges&tzt

In der Pharmazie dienen wachsfreie und gebleichbelfacke zur Beschichtung von Tabletten und
Gelkapseln fur die magensaftresistente Anwenlti#fly Tabletten mit verzogerter Aufldsung sowie
wasserloslichen Wirkstoffé. Der Erfolg des Einsatzes von Schellack in dies®mkreten
Beschichtungsbeispielen hangt jedoch maRgeblich den aufgebrachten Schichtdicke und der
verwendeten Formulierung (Additive, Weichmacher)@im hier das gewiinschte Aufléseverhalten zu
erzielen, bleibt nur ein kleiner Spielraum der gessdens spezifiziert werden muss.

Im Lebensmittelbereich (E904) wird Schellack zus&schtung von Kaugummis, Dragees, Konfekt
und Marzipan, als Verdunstungsschutz auf Zitrusfiéie und Apfeln sowie als Bindemittel fir

Eierfarben verwendet. Des Weiteren dient er derdigrkapselung von Aromgh®!
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2.2.4. Poly-L-Lysin

2.2.4.1. Chemische Struktur

Bei e-Poly-L-Lysin (kurz: PLL) handelt es sich um dasritipolymer der essentiellen proteinogenen
a-Aminosaure L-Lysifi®. Dieses Polypeptid besteht meist aus 25 bis 30 Molekiileinheitéf. Im
Gegensatz zu der Ublichen Peptidbindungsbildung diee-Aminogruppe erfolgt bei demPLL die
molekulare Verlinkung tber dieAminogruppe und die Carboxylgruppe (Abb.2.7).

Diese unubliche Verknupfung lasst sich dadurch lnedgn, dass dieAminogruppe starkere basische
Eigenschaften aufweist als dieAminogruppe. Aus diesem Grund wandert das ProenCarboxyl-

gruppe bevorzugt zum freien Elektronenpaarsdgtckstoffatoms.

ZT

Abb.2.7 Chemische Struktur des lineateoly-L-Lysind®®!

In Abhangigkeit vom Polymerisationsgrad variiertsddolekulargewicht zwischen 3900 und
4700 g/mol.

2.2.4.2. Vorkommen
e-Poly-L-Lysin kommt als natirliches Polypeptid ierschiedenen Bakterienstammen der Gattung
Streptomyces/or®™. Die meistenStreptomycetersind Sporenbildner und daher hauptséchlich in

Waldboden aufzufinden.

2.2.4.3. Gewinnung

Industriell wird e-Poly-L-Lysin trotz diverser bekannter, jedoch meaishr aufwendiger, chemischer
Syntheserouten fast ausschlieBlich Uber die aehmiaerielle Fermentation mit Mutanten des
StammesStreptomyces Albulugewonneli”®®. Eine erste Syntheseroute zur direkten Herstelamy
PLL aus L-Lysin — ohne die Verwendung von Schutpgan — wurde erst im Jahr 2008 von C.H. Ho
und Mitarbeitern vorgestéfit.

2.2.4.4. Eigenschaften

e-Poly-L-Lysin ist biokompatibel sowie biologisch leubar und besitzt viele reaktive Amino-
gruppeff®. In wésseriger Lésung liegen diese protoniertwad weisen somit eine positive Ladung
auf. Ganz allgemein lasst sieRPoly-L-Lysin daher zur Gruppe der kationischen Sida z&ahlen.
Durch den linearen Molekilaufbau bietet es dab& dtoglichkeiten, stabile Netzwerkstrukturen mit

anionischen Partnern — wie z.B. Alginaten — ausdabf®.
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2.2.4.5. Verwendung

Im asiatischen Raum wird PLL schon seit Ldngeresrkammerzielles, natirliches, anti-mikrobielles
Konservierungsmittel fir Lebensmittel verweddef. Es dient hierbei der Konservierung von
Suppen, gekochtem Reis, Nudeln und Gemiise sowti@uPes Weiteren erhielt es im Jahr 2004
den ,GRAS"-Status Generally FRecognized_#A Sife, GRN-Nr.: 000135) von der amerikanischen
Bundesbehorde zur Uberwachung von Nahrungs- unchedritteln und damit auch die dortige
offizielle Freigabe als Lebensmittelzusatzstoff.

Neben dem Einsatz im Lebensmittelbereich firdBbly-L-Lysin ebenfalls im kosmetischen Bereich
Anwendung. Aufgrund seiner bereits erwahnten aiktirabiellen Wirkung wird es als Hilfsstoff in

verschiedene Kosmetika eingearb&itet
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2.3. lonotrope Gelbildung

Bei Gelen handelt es sich ganz allgemein um dispBysteme aus mindestens zwei Komponenten, in
denen die disperse Phase im Dispersionsmittel@hédives Netzwerk bildet. Sie zeichnen sich durch
fehlende Fluiditat und elastische Deformierbarkeif’?. Eine Untergruppe dieser Kategorie sind die
so genannten ionotropen Gele. Diese Reaktionsptedwkrden im Allgemeinen durch ionische
Wechselwirkungen zwischen Polyelektrolyten und eretblekularen mehrwertigen Gegenionen
gebildet. Sie bestehen aus ionotrop geordnetennRaalekilen, wobei die Hohlrdume mit Lésungs-
mittel ausgefillt sin@®.

Diese Gele sind nicht thermoreversibel, sonderselasich nur durch lonenaustausch wieder zum Sol

W47 So filhren hohe Konzentrationen einwertiger Katigrwie beispielsweise Natriumionen,

l6se
nach anfanglicher Gelquellung zur Auflésung der nétzungen durch eine Gleichgewichts-
verschiebung nach dem Prinzip von Le ChatéileMeiterhin sind die Gele wasserunléslich und
hochgequollen, wobei die Gelstarke durch die Anwbei# chelatbildender Verbindungen wie
Lactaten, Phosphaten oder Citraten deutlich hesastgewird®***! |m Folgenden werden der
Mechanismus der ionotropen Gelbildung und die mdbaien Strukturen der sich bildenden Gele am
Beispiel von Alginat beschrieben.

So kann Alginat als anionisches Biopolymer in Anerggeit multivalenter Kationen unter milden
Reaktionsbedingungen Hydrogele ausbifttéfi*® Hierbei induzieren mehrwertige Kationen Kette-
Kette-Assoziationen, die zur Bildung eines dreidisienalen Netzwerkes fiihtéh Diese Gelierung
wird im Wesentlichen durch die Einlagerung zweivget Kationen in die Zick-Zack-Struktur der G-
Blocke verursacht, wahrend hingegen einwertige dd&tn, wie z.B. Natriumionen, die Hydrathtille
nicht abstreifen, weiterhin hydratisiert in Loswwyliegen und daher nicht zur Vernetzung beitragen
(Abb.2.8). Ein héherer Guluronsaureanteil bewiding die Ausbildung eines mechanisch stabileren
Netzwerke§?3%4%]

Abb.2.8 Schematische Darstellung des Vernetzungaps:
(a) unvernetztes Natriumalginatsol und (b) vermast&alciumalginatgéf’
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Der Sol-Gel-Ubergang erfolgt also durch Diffusioehmwertiger Kationen in die Zwischenraume der
Alginatmakromolekutle, wodurch die Natriumgegeniosehrittweise ausgetauscht werden und es zur
Bildung so genannter ,Egg-Box“-Strukturen korfifit*>*8! Die Stéchiometrie dieser Gelbildungs-
reaktion kann durch die nachfolgende Gleichung edisigkt werdelf?"*:

2 Alginat-Na + — Alginat-M + 2 Na’
Sol Elektrolyt Gel Elektrolyt

Hierbei steht M' fir ein bivalentes Metallion und Alginat-Na und giklat-M bezeichnen das

Natriumalginatsol sowie das Metallalginatgel. AbB.&) veranschaulicht die Gelbildung auf
makromolekularer Ebene, wahrend Abb.2.9 (b) dieiGalionenkoordination auf molekularer Ebene
verdeutlicht. Hierbei ist zu erwéhnen, dass eirzaimes Calciumion von je zehn Sauerstoffatomen

komplexiert und somit koordiniert wird.

(@) (b)
O PV s
—~oLeee e e
e

N

Abb.2.9 Schematische Darstellung der (a) Calciumatgelbildun§* sowie
(b) Calciumionenkoordination nach dem ,Egg-Box“-Miff !
Im Allgemeinen ist die Gelstruktur von der Konzeivn, dem Guluronsdureanteil und dem
Molekulargewicht des Natriumalginates in Losung mowon der Calciumionenkonzentration, der
Temperatur, dem pH-Wert, dem Druck und der Eleitkonzentration abhandf§’”. Wie Abb.2.10
zeigt, fuhrt die ionotrope Gelbildung auf morphadsmiper Strukturebene durch die Ordnung und
ionische Vernetzung der Polymerketten zur Ausbitpeiner Vielzahl organisierter Struktufer.
So ist bekannt, dass sich an der Phasengrenzeohlpmétlésung und niedermolekularem Elektrolyt

sofort eine dichte und feste Membran mit winzigemeitlichen Poren ausbild&t*’!
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Sol

Streifen

Linsen

— Kapillaren

L—tropf. Entmischung
dichte Membran

R

Gegenionen

Abb.2.10 Verschiedene morphologische

Strukturebenen in einem Alginat§él
Durch die eindiffundierenden Gegenionen kommt esAusbildung eines elektrischen Feldes, das zur
Orientierung und Ordnung der Polymermolekiile fiht. Diese entladen sich partiell durch
Coulomb’sche Wechselwirkungen bei gleichzeitigerhjakatisierung. Das freiwerdende Wasser
erscheint zunachst in feinen Tropfchen und veresiich zum Teil und 6rtlich begrenzt zu grol3eren
Tropfen, die durch das Verschieben an der Zone @elbildung dem Gel eine vollkommen
gleichmaRige Kapillarstruktur aufprad®h Sinkt die Diffusionsgeschwindigkeit der lonenemginen
bestimmten Wert, vereinigen sich die Tropfchen @if3gren Linsen und bei weiterer Verlangsamung
zu Banderft”. Dieses komplizierte Zusammenspiel aus Stromumjfysions- und Entmischungs-
vorgangen ist fur die resultierende Membranstrukeurantwortlich.
Die PorengroRe bzw. Kapillarstruktur der vernetdtiyrogele kann in einem weiten Gréf3enbereich
— zwischen 5-200 nm — variieren und hangt von e¥fielzahl von Parametern 4B, Neben der Art
und dem Losungszustand des Polyanions, seiner Ktatien, der Zugabe weiterer Additive sowie
der Art und Konzentration der Elektrolyte ist autdr pH-Wert entscheidend. So flhren beispiels-
weise eine hohere Alginatkonzentration, ein geriegpH-Wert sowie ein héherer Guluronsaureanteil
zur Bildung kleinerer Kapillaren und somit zu einéerringerung der Diffusionsgeschwindigkeit
eingebauter Molekit€*”. In den meisten Fallen ist das Gel jedoch fiirevideine bis mittelgroRe
Proteine gut durchlassig. Lediglich Enzyme hohenleiaargewichtes oder ganze Zellen kdnnen
nicht durch Alginatgele diffundier&f*-*!
Bei Pektinen verlauft die Gelierung ebenfalls Uber ionotrope Gelbildung in Analogie zum ,Egg-
Box“-Modell®***. Auch hier muss die Barriere aus elektrostatisohlestoRungen und Hydrathiillen
fur die Gelbildung Uberwunden werden. Zum einentdfgsdie Mdoglichkeit der Vernetzung der
Galakturonsaureketten durch Zugabe zweiwertigeci@aionen und zum anderen durch Zugabe von

Séure. Beide Méglichkeiten fithren zur Ausbildungesi dreidimensionalen GelnetzwefRe$ "8
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2.4. Anthocyane

Die umfangreiche Farbenvielfalt in der Natur witghwvenigen unterschiedlichen Pflanzenfarbstoffen
verursacht. Die bekanntesten sind die fir die geib orangefarbenen Bluten und Fruchte
verantwortlichen Karotinoide. Neben diesen und darsschliel3lich in nelkenartigen Pflanzen
vorkommenden roten Betalainen bilden die Anthocyale dritte grof3e Gruppe pflanzlicher
Farbstoffe.

Das grol3e Interesse, Anthocyane in Lebensmittelubeien, wurde neben der variablen Farbigkeit
insbesondere durch die Erforschung der krebsprisseenEigenschaften enorm gesteigert. So hemmen
Anthocyane nachgewiesenermalfien verschiedene Steliefellzyklus durch die Einflussnahme auf
regulatorische Enzyme. Hierdurch unterdrickenisigitro die Zellproliferation in vielen Krebs-

W98 Auch wenn der Wirkungsmechanismus noch unaufgekss, wirken Anthocyane

zellarte
nachweislich selektiv auf das Wachstum der Krelszelnd nicht bzw. nur sehr schwach auf normal
wachsende Zelléi®? AuRerdem zeigen Anthocyane eine pro-apoptotisnhétro Wirksamkeit
gegen verschiedene Zelltyp@i® und induzieren den programmierten Zelltod sowohif a
mitochondrialer (intrinsischer) als auch auf enzijsther (extrinsischer) Ebefiéd Des Weiteren
beeinflussen sie eine Vielzahl weiterer zellreguriather Prozesse, die Mechanismen auslésen, die
ebenfalls Kanzerogenen entgegen wirken, wie z.B. daranlassen der Zelldifferenzierung, die
Wachstumshemmung von BlutgefaRen, die Membranpdiingbkrebsauslosender Substanzen sowie
anti-inflammatorische Effekt&.

Neben ihrer anti-oxidativen Wirkung, d.h. der Fédeit reaktive Sauerstoffspezies abzufangen, regen
sie anti-oxidative und detoxifizierende Enzyme dany betroffene Zellen gegen oxidativen Stress zu
verteidige”. In dem nachfolgenden Kapitel wird die chemischeul@ur, Gewinnung und

Anwendung der Anthocyane vorgestellt.

2.4.1. Chemische Struktur

Das Grundgerist aller Anthocyane besteht aus deerstaffhaltigen Heterozyklus Pyran (C-Ring)
mit einem ankondensierten Benzolring (A-Ring), wiotler Pyranring auRerdem an Position 2 mit
einem Phenylrest (B-Ring) verbunden ist, der sellesschiedene Substituenten wie beispielsweise
Methoxy- oder Hydroxylgruppen tragen kann. Die kgibit der Anthocyanverbindungen wird somit
durch die konjugierten Doppelbindungen und den atwhen Grundkorper bedifigt Aufgrund
mehrerer an den aromatischen Ring gebundener Hyldroppen, zahlen die Anthocyane zu den
Polyphenolen und sekundaren Pflanzenstoffen.

Verbindungen mit dieser Grundstruktur werden hawigch als Benzopyryliumsalze bezeichnet,
wobei der Ladungsausgleich des kationischen Saffestim Pyranring meist Gber Chloridionen
erreicht wird. Abhéngig von dem Rest an Positidés3t sich die Stoffgruppe der Anthocyane in die
zuckerfreien Anthocyanidine (Aglykone) und die Amtlgane (Glykoside) unterteilen. Das Molekular-

gewicht der meisten Anthocyane liegt zwischen 46® 1200 g/mdf®.
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Heute sind 17 Anthocyanidine, d.h. Aglykone, bekaribie haufigsten sechs, deren chemische

Strukturen sich allein durch die Reste am B-Rintgrstheiden, sind in Abb.2.11 dargestellt.

Anthocyanidin Rl R2 R3

Pelargonidin(Pg) H OH H
Cyanidin (Cy) OH OH H

Delphinidin (Dp)| OH OH OH
Peonidin (Pn) OMe OH H
Petunidin (Pt) | OMe OH OH
Malvidin (Mv) | OMe OH OMe

Abb.2.11 Chemische Strukturen der sechs haufigsténocyanidin€®°!

In ihrer natdrlichen Form, d.h. in frischen Pflanzeterialien, liegen die Anthocyane in erster Linie
in der Glykosidform vor (iiber 600 bekafitl), wahrend hingegen die zuckerfreien Anthocyanidine
der Natur eher selten anzutreffen &fdDie Glykoside weisen zumeist an Position 3 deRir@ys,
manchmal aber auch an Position 5 oder 7 des A-Rifgskermolekile auf. Diese Zuckermolekile
sind Uber eine O-glykosidische Bindung an diesdtiBasgebunden. Hierbei handelt es sich haufig
um Glukose, Galaktose, Arabinose, Rhamnose und s¥ylm Form von Mono-, Di- oder
Trisacchariden. Eine Glykosylierung an den Pos#tio®',4’ und 5’ ist zwar sehr selten, wurde jedoch
schon beobachf?. Generell verleihnt die Glykosidform den Molekiil&ine erhdhte Wasser-
I6slichkeit. Die Zuckerreste ihrerseits konnen Hdueine Reihe verschiedener aromatischer oder

aliphatischer Sauren, wie z.B. Zimtsaure, acyliertderf®.

2.4.2. Vorkommen

Als eine der bedeutendsten und grof3ten Untergrdepdlavonéhnlichen Stoffe, den Flavonoiden,
handelt es sich bei den Anthocyanen um wasseftéslsekundare Pflanzenfarbstoffe die im Zellsaft
nahezu aller Landpflanzen vorkommen. Sie verlettem Frichten und Bliten die rote, violette, blaue
oder blauschwarze Farbung. In Wasserpflanzen komhméinocyane hingegen nicht vor, da die fur
die Anthocyan-Biosynthese bendétigten Photosyntheslefate unter Wasser nur in unzureichender
Menge gebildet werden konnen. In Tab.2.3 sind eimdgnthocyanquellen in Hinblick auf ihren

Pigmentgehalt aufgelist&t®®]

Tab.2.3 Anthocyanquellen und ihr Pigmentgehaltischen Friichteff!:

Pigmentgehalt Pigmentgehalt
Quelle (mg/100g Frichte) Quelle (mg/100g Friichte)
Apfel 10 rote Zwiebel 7-21
Heidelbeere 300-320 Zwetschge 2-25
Brombeere 83-326 schwarze Himbeere 300-400
Rotkohl 25 rote Himbeere 20-60
Preiselbeere 60-200 Erdbeere 15-35
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In den jeweiligen Friichten und Pflanzenteilen sitid Anthocyane vor allem in den &aufR3eren
Zellschichten wie den Epidermiszellen zu finden,dort ihre fir die Pflanzen wichtigen Aufgaben zu
erfullen. Dazu zahlt der Schutz vor UV-Licht um eiSchadigung des Zellkerns zu verhindern, die
Bindung freier Radikale bei Pflanzenstress sowis dalocken von Insekten und Tieren zur

gesteigerten Pflanzenvermehrung.

2.4.3. Gewinnung

Anthocyane kdnnen zum einen durch Extraktion mifitertem Wasser oder mittels chromato-
graphischer Verfahren aus den Bestandteilen veadehier Pflanzen gewonnen werden. Aufgrund des
Uberwiegenden Vorkommens in den dufReren Zells@mnohird die Ausbeute durch Verwendung von
Fruchtschalen und Bluten maximal gesteigert.

Wie Abb.2.12 zeigt, kbnnen Anthocyanidine auch Bgtisch Uber eine Robinson-Anellierung
zuganglich gemacht werden. Hierbei wird zunéchstSailizylaldehyd miti-Methoxyacetophenon in
Form einer Knoevenagel-Kondensation umgesetzt, wiloira anschlielend das Primarprodukt unter
Ringschluss zum-Flavenol oxo-zyklo tautomerisiert. Durch Zugabe \®aure ergibt sich dann unter

Wasserabspaltung das Flavyliumsalz.

MeO

Aldehyd

o-Methoxy-
OMe acetophenon

OMe

OH MeO OH O
0 + OMe O
—_—
OMe H OMe H20 OMe H

Carbinol- “ OMe

OMe
. . Cl@ OM OMe
Flavyliumkation e Pseudobase
®
MeO + HCI MeO
-
- H,0

Abb.2.12 Synthesemechanismus der Anthocyanhenstetitn Beispiel eines Cyanidinderivatds

2.4.4. Eigenschaften

Anthocyane absorbieren Licht im Wellenlangenbereiehultravioletten Strahlung zwischen 270 und
290 nm sowie im sichtbaren Bereich zwischen 465 5®@ nm. Das Farbspektrum reicht hierbei,
abhangig vom pH-Wert, von blau bis rot. Wird diesariiert, durchlaufen die Anthocyane in
wasserigen Loésungen hauptséchlich fiinf miteinander chemischen Gleichgewicht stehende
molekulare Strukturen. Wie aus Abb.2.13 ersichtlahd, ist in saurer Losung (pH-Bereich 1-3) das

rote Flavyliumkation stabil.
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Flavyliumkation — on Carbinol-Pseudobase oH
(pH < 3, rot) OH (pH = 4-5, farblos) OH

HO HO
-H'/+H,0
+H"/-H0

OH OH
+H,0 \\ - H,0
Chalkon Chinoidale Base (Anion) oH Chinoidale Base OH

(pH > 8, gelb) (pH = 7-8, blau) o (pH = 6-7, violett) o
HO O. HO
O OH O “H'/- _HU-HO oHt
+ H /+H,0 -Ht
OH OH

Abb.2.13 pH-abhangige reversible Strukturumwandémgon Cyanidin
in wasseriger Losut§’

Eine Erhdohung des pH-Wertes geht mit Abnahme dawyklmkationenkonzentration sowie der
Farbintensitat einher. Nach einem nukleophilen #hdes Wassers auf die Position 2 des Pyranrings
entsteht, durch Unterbrechung des konjugierten r2z8gyriliumsystems, eine farblose Carbinol-
Pseudobase. Bei weiterer pH-Steigerung kommt ear iRriotonenverlust des Flavyliumkations zur
Bildung der blau bis violett farbenen chinoidaleasB und ihres Anions. Sobald der pH-Wert von 8
uberschritten wird, bildet sich das gelbe Chalkeneu Offnung des zentralen Pyranrings. Durch
Ansauern alkalischer Anthocyanlésungen kann dasci@ewicht erneut auf die Seite des roten
Flavyliumkations verschoben werden. Diese Regeiograst jedoch im stark basischen, d.h. nach
Spaltung des Chalkons, welches sich durch Keto-Eaatomerie in eirn-Diketon umlagern kann

(Abb.2.14), nicht mehr moglich. Es kommt zur Bildueiner substituierten Benzoesaure und eines

Hydroxyaldehyds.

Chalkon o—Diketon Aldehyd Carbon-

saure
HO OH oH OH HO @ HO OH
o @ + Hzo \(/\

Abb.2.14Cyanidin-Abbau in stark alkalischem Medilith

Des Weiteren bilden viele Anthocyane Metallkomplexgiufig mit Eisen-, Magnesium- oder
Aluminiumionen, was zu einer Verschiebung des Apsonsmaximums zu kirzeren Wellenlangen
fuhrt®. Weitere Eigenschaften sind die hohe Temperatmd Lichtempfindlichkeit sowie die

Anfalligkeit gegeniiber hohen pH-Werten. Oxidatioitghsind in der Lage Anthocyane vollstandig

zu entfarben.
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Zudem wurden Anthocyanen auf physiologischer Ebegesundheitsfordernde Eigenschaften
nachgewiesen. So sollen sie der Vorbeugung von Krell Diabetes dienen, chronische Herz-
Kreislauf-Erkrankungen vermindern, die Sehschéarierbessern sowie entziindungshemmende,
gefaRschiitzende und stark anti-oxidative Wirkungweiser'®**¥”%% Die Bioverfiigbarkeit der

Anthocyane nach Aufnahme frischer Friichte odereSAfsammen mit normaler Nahrung liegt jedoch
nur bei etwa 1%. Dies bedeutet, dass die dem Kdapgefihrten Anthocyane nur in sehr geringem
MaRe aufgenommen und/oder schnell metabolisiertieverSomit konnen unverkapselte Anthocyane

ihre oxidative Wirkung bei oraler Aufnahme kaumfahén.

2.4.5. Verwendung

Schon langer werden Anthocyane als effektive, s&hend natiurliche Farbstoffe in der

Lebensmittelindustrie eingesetzt und sind als Zssaff unter der E-Nummer 163 fur Lebensmittel
zugelassen. So dienen sie beispielsweise der Fgrbom SURwaren, Speiseeis, Backmitteln und
Fruchtgelees. Aufgrund ihrer geringen Stabilitét hmhen pH-Werten und unter Lichteinfluss finden
sie nur in sauren Produkten Anwendung, um eine fusge Uber einen langeren Zeitraum zu
Uberstehef’!. Neben dem gewiinschten Effekt der Farbigkeit dies® Gemisegéartnern und

Lebensmitteltechnologen zusatzlich zur Qualitatsghétzung roher und verarbeiteter Nahrungs-
mittel*#%]

Seitdem zusatzlich vermutet wird, dass Anthocyane wichtige Rolle in der Gesundheitsforderung
spielen, ist das industrielle Interesse am Einsaiz Anthocyanen in ,Functional Food* enorm

gestiegen.
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2.5. Kapselmodellsystem

Prinzipiell lassen sich aus Hydrokolloiden mittelsischer Vernetzung zwei unterschiedliche Arten
von Mikrokapseln herstellen (Abb.2.15). Zum einémmken Matrixkapseln (Mikrokugeln) und zum
anderen Kern-Hiille-Kapseln erzeugt wefdfénDer Unterschied besteht darin, dass in den so
genannten Mikrokugeln der Wirkstoff homogen in eiMatrix verteilt vorliegt, wahrend hingegen
Kern-Hiille-Kapseln aus einer festen Hiille und eirféilssigen Kern besteh@h Fliissig gefiillte
Mikrokapseln sind in Bezug auf den Massetransfer lidaltsstoffe vorteilhafter und etwaige
Wechselwirkungen der Fillstoffe mit dem Verkapsghmaterial werden minimiert. Mikrokugeln
weisen hingegen eine bessere mechanische Festiggkgie Haltbarkeit gegeniber vergleichbaren
flussig gefllliten Kapseln auf, wobei es jedoch murarhersehbaren, oftmals unerwiinschten Matrix-
Wirkstoff-Wechselwirkungen kommen kdfinUm den Verbrauch von Trager- bzw. Wandmaterial
deutlich zu verringern und somit das Fillvolumemzximieren, eignen sich daher insbesondere die

flussig gefulliten Kern-Hille-Kapseln mit méglichkdiinner umschlieRender Gelmembran.

HuIImaterlaI erkstoff

Matrixkapsel Hohlkapsel

Abb.2.15 Schematische Darstellung der Herstellung

von Matrix- sowie fliissig gefillten Kern-Hulle-Kagla

In diesem Projekt wurden beide Kapselarten hertifiested in Hinblick auf das mechanische
Deformations- sowie Diffusionsverhalten untersucHierbei wurden Alginate und Pektine als
Hullmaterialien ausgewéhlt, die unter Zugabe vortciGmionen zur ionotropen Gelbildung neigen.
Ein Anthocyanextrakt, gewonnen aus Wildheidelbeestallt den zu verkapselnden Wirkstoff dar.

Da die Porositat bzw. Porengréf3e von Gelen in Beaufgden Stofftransport der diffundierenden
Substrate und Reaktionsprodukte einen enormenuSmfhat, erlauben die Polysaccharidgele eine
schnelle und einfache Diffusion von Wasser sowig@bauten niedermolekularen Wirkstoffen durch
die komplexe Porenstruktur der PolymermemBfarso kann fiir die Immobilisierung lebender Zellen
eine hohe Diffusionsrate von Vorteil sein, wahreles fir den Schutz vor der Umgebung oder fir
eine langere Haltbarkeit verkapselter Stoffe elmereNachteil darstellen kafth**“®! Die Diffusion
durch ein Alginatgel entspricht firr niedermolekel@ubstanzerM < 210" g/mol) der ungehinderten

Diffusion in Wassét". Erst fiir hdhermolekulare Substanzen, wie beispieisey-Globulin oder
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Albumin, unterscheiden sich die Diffusionskoeffizier’?**®. Daher wird es in vielen Falleawie
auch hier — notwendig, zur Stabilisierung und Reztung der Durchlassigkeit, d.h. zur Erhdhung des
Diffusionswiderstandes des ionischen Gelnetzwerkis, Polysaccharidkapseln zu beschickien
Weiterhin kdnnen die Umgebungsbedingungen (hohek&azentrationen) im menschlichen Korper
zur schnellen Quellung und anschlieRenden Auflosdeg unstabilisierten, mit Calciumionen
vernetzten Hydrogele fiihrén.

Im Allgemeinen kann die Diffusionshemmung, Kapsdigdisierung und gezielte Freigabe Uber
verschiedene Beschichtungsformen erreicht werdeagichi® der im Folgenden beschriebenen Formen
hierbei die wirkungsvollste ist, lasst sich im Viokin nicht sagen. Letztendlich hat jedes einzelne
System seine eigenen Anspriche und benétigt gezilodifizierungen um das gewinschte
Freisetzungs- und Wirkungsverhalten zu zeigen. 216. stellt die drei verschiedenen Beschichtungs-
formen vor, die in diesem Projekt in Hinblick até amechanische Stabilitat, die Freisetzungskinetik

und das Drug-Targeting getestet wurden.

Kompositkapsel extern beschichtete Multilayerkapsel
Kapsel

Abb.2.16 Schematische Darstellung der unterscluieelfi Beschichtungsformen

Zum einen kénnen so genannte Kompositkapseln hettjegerden. Hierzu wird dem urspriinglichen
Hullmaterial ein weiteres Additiv hinzugesetzt, das eine Verstopfung der Poren unter Ausbildung
eines neuen Kompositmaterials sorgen soll. Zum remdkénnen Kapseln durch Aufbringung eines
externen Coatings eine zusatzliche dufRere Besahighrur Abdichtung erhalten. In dieser Arbeit
wurde zur Umsetzung dieser beiden erst genanntenhigdétungsformen neben Poly-L-Lysin auch
Schellack eingesetzt (Kapitel 2.2.4. und Kapit2l3).

Eine weitere, insbesondere bei polyanionischenrihikrialien haufig verwendete Beschichtungs-
form ist die Bildung von Multischichten durch diéektrostatische Anziehung zwischen entgegen-
gesetzt geladenen Polyionen. Dies fuihrt zur Bildeings Polyelektrolytkomplexes, der zum einen das
ionische Gelnetzwerk stabilisieren und zum anddieurchlassigkeit reduzieren $61f2. Eines der
gangigsten Beschichtungsmaterialien fir polyanires Alginatkapseln ist das polykationische,
natiirliche Polysaccharid Chito$&it®! Weiterhin finden Poly-L-Lysin, Poly-Vinylamin odeuch
Serum Albumift’**4 Anwendung. Oftmals werden sogar mehrere Schichteer Verwendung
unterschiedlicher Beschichtungsmaterialien aufggiffd. In dieser Arbeit wurde Poly-L-Lysin in

Kombination mit Alginat zur Herstellung von AlgifBt.L/Alginat-Multilayerkapseln verwend&t®2.
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2.6. Grenzflachenphanomene

In dem nachfolgenden Kapitel sollen insbesonderei zGrenzflachenph&nomene ausfuhrlicher
beschrieben werden. Zur Charakterisierung der @éamtenaktivitat geldster, wasseriger Substanzen
in Hinblick auf etwaige Verunreinigungen oder Grézhenladungen eignen sich Oberflachen-
spannungs- und Oberflachenpotentialmessungen. NbsbarBegriff der Oberflachenaktivitat ist auch
der Begriff der Grenzflachenaktivitat gebrauchlialgbei nur dann von einer Oberflache gesprochen
wird, wenn ein Festkdrper oder eine Flussigkeitemem Gas im Gleichgewicht steht.

Zu den Erscheinungen bzw. kolloidchemischen Phdnemedie ganz allgemein an der Oberflache
flussig/gasférmig zu beobachten sind, gehéren dauBg von Schaumen, Entstehung von Aerosolen,
Oberflachenspannung von Flissigkeiten, Bildung Adsorptionsschichten auf wasserigen Substraten
sowie die Entstehung von Blasen und Flussigkejiftra Die tatsachlich auftretenden Erscheinungen
hangen von den wirksamen Oberflachenkraften algehdn somit von den Oberflacheneigenschaften

des betrachteten Systems&is

2.6.1. Oberflachenspannung

Prinzipiell zeichnet sich die OberflachenschicieeiFllssigkeit oder eines Festkdrpers im Gegensatz
zu der Volumenphase durch besondere EigenschafteWe Abb.2.17 zeigt, erfahren die Molekile
an der Oberflache eine einseitige Anziehung in Plaaseninnere und befinden sich somit in einem
spezifischen, hoher energetischen Zustand. Sierhsith daher bevorzugt im Inneren der FlUssigkeit

auf, wodurch eine Verkleinerung der Oberflacheinem Energiegewinn fihrt.

Oberflache

Bulk-Phase

Abb.2.17 Schematische Darstellung der
einseitigen Anziehung ins Phaseninféte

Die thermodynamische GroRe der Ober- oder Grer®l#gpannung ist definiert als diejenige
reversible ArbeitW, die unter isothermen und isobaren Bedingungenttiggnwird, um die
GrenzflacheAs um 1 nf zu vergroRern:

dW = o [dA . (2.3)
Das Vorhandensein von oberflachenaktiven Molekuféhrt durch Adsorption dieser an die

Grenzflache zu einer Verminderung der Ober- oden@ftachenspannufig.
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Eine Theorie, die von Young und Laplace unabhéngigeinander aufgestellt wurde, liefert einen
Zusammenhang zwischen der OberflachenspannungPdeck und der Oberflachenkrimmung. Fur
eine sphérisch gekriimmte Oberflache gilt die ndgbfale Gleichurff’:

P = IO2+2—U- (2.4)

rsph

Hierbei beschreibts,, den Radius der Sphane, den Uberdruck im Inneren des Flissigkeitstropfen
undp, den molekularen Druck. Die Druckverhéltnisse filneebeliebig gekriimmte Oberflache werden
in Abb.2.18 anschaulich dargestellt. Am Punkt Rdan Grenzflache eines Tropfens herrscht auf der

konvexen Seite der Drugk und auf der konkaven Seite der Drysgk

P

P>

P

Abb.2.18 Graphische Darstellung der Kriimmungsrddien

Die DruckdifferenzAp = p; - p. steht mit der Oberflachenspannung in nachfolgeBéerehung:
Ap:J[El +£J. (2.5)
r1 r2
Hierbei bezeichneip den hydrostatischen Druck umg sowie r, die Hauptkrimmungsradien des

Tropfens.

2.6.2. Oberflachenpotential

Mit dem Oberflachenpotential ist eine relative Rtanderung\Ve gemeintderen Bezugspunkt die
filmfreie, unbedeckte Wasseroberflache darstelltdh Auftragung eines Oberflachenfilmes kann die
Messung der Potentialanderung erfolgen. MolekiutereMonoschicht sorgen durch ihre Dipole fur
eine Oberflachenpotentialanderung. Das Oberflaabtenpal gibt also Auskunft tber die elektrischen
Eigenschaften einer Monoschicht, verursacht dusesh\¢brliegen permanenter elektrischer Ladungen
und/oder permanenter Dipolmomente der an der Giotydl adsorbierten Molekile. Grundsétzlich ist
das Oberflachenpotential von reinem Wasser niclht d& an jeder elektrisch leitenden Phasengrenze
Oberflachenpotentiale entstehen und messbar sied. dBr Durchfihrung der Messungen zur
Bestimmung des Oberflachenpotentials wird dieses kMessstartpunkt=0 auf null gesetzt. Die
Anderung des Oberflachenpotentialgs ist dann, abgeleitet aus der Helmholtz-Gleickihdgiber die

nachstehende Formel beschreibbar:
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1
AV, = n . 2.6
P £t b My (2.6)

Hierbei bezeichneny die Molekildichte an der Oberflache, die Dielektrizitatskonstante des
Vakuums,e_ die lokale Dielektrizitatskonstante upd die Normalkomponente des Dipolmomentes
pro Molekul. Da wedegy noche, direkt messbar sind, wird das effektive Dipolmomedefiniert:
NZ{:—T' 2.7)
Nach Einsetzen von Gleichung (2.7) in Gleichun@)2rgibt sich fir die Oberflachenpotential-
anderung nachstehender Zusammenfi#ng
AV, :ginD/J. (2.8)

0
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2.7. Rheologie

Die Rheologie beschaftigt sich mit dem FlieRBvesralzon Flissigkeiten und dem Deformations-
verhalten von Festkdrpern infolge der Aufwendungeeiexternen Kraft. Somit ist Rheologie,
abgeleitet aus dem Griechischeineos— der Fluss, die Lehre von der Deformation und éief3en
der Substanzé&f. Bei der Beanspruchung eines Materials wird zvésctien drei Grundarten Schub-,
Zug- und Druckbeanspruchung unterschieden. Diesgrk®n Deformationen in Form von Scherung,
Dehnung und Kompression (Abb.2.19). Bei der ScHerdetion bleibt die Flache unter Gestalts-
anderung konstant und die Schubspannung wirkt gueOberflichennormalen, wahrend hingegen
bei der Dehnung oder Kompression die Form unteshigiéanderung konstant bleibt und die Zug- oder
Druckspannungen senkrecht zur Probenoberflacheemirkm Allgemeinen werden diese drei

Deformationsformen in die Dehn- und Scherrheologiterteilt.

Scherung Dehnung Kompression

——ppm———

[N —

Abb.2.19 Unterschied zwischen Dehn- und Scherrlgg®lo

In dieser Arbeit wurden neben scherrheologischessMiegen an Gelscheiben, Messungen dehn-
rheologischer GrofRen an Kapseln in Form so genai8gmning-Capsule- und Squeezing-Capsule-
Experimente durchgefihrt. Zunachst werden die dagethden scherrheologischen Grdfen und
Experimente beschrieben und anschlieRend Bezudialfapseldeformation in einer sich rotierenden

Kapillare sowie zwischen zwei parallelen Plattenayemen.

2.7.1. Begriffsdefinitionen

Einige grundlegende scherrheologische Grofen wendiérHilfe des Zwei-Platten-Modells nach
Newton definiert. Dieses Modell ist in Abb.2.20 eokatisch dargestellt und zeigt eine untere
unbewegliche (Auslenkung= 0) sowie eine obere Platte mit der Scherfladgedie durch eine

ScherkraftF mit der Schergeschwindigkeitum den Betrag ausgelenkt wird.

v=0 2= 5=0

Abb.2.20 Darstellung der Scherung nach dem Zwettétaviodell®”!
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Zwischen den beiden Platten mit dem Abstdgpdntsteht eine laminare Schichtenstromung, wodurch
die Messprobe geschert wird. In Tab.2.4 sind diendiegenden scherrheologischen Grof3en
aufgefuhrt, wobei die ersten drei direkt aus diestrdellbetrachtung resultieren und wie folgt

definiert sind”.

Tab.2.4 Aus dem Zwei-Platten-Modell abgeleiteteesdieologische GrundgréfZen:

F

Schubspannung r=—
A

. _V

Scherratey y=—
dP

. S
Scherdeformatiops Vs = 4
P

T

SchermoduG G=—
Vs

. , T
Scherviskositégs ne = T/

Bei dem Schermodul und der Scherviskositat haregekich um zusammengesetzte Grélien. Hierbei
ist die Scherviskositays ein Mal3 fur die Zahigkeit einer Substanz. GroResamenmolekulare
Reibungskréfte fuhren in einer Flissigkeit odeerinGas zu einer Erhdhung des FlieRBwiderstandes
und somit zur Erhéhung der Viskositéat.
Der SchermoduG beschreibt die elastischen Eigenschaften einesef&iiqder einer Flissigkeit, unter
Krafteinwirkung in Form einer Scherung seine Gestal verandern und bei Wegfall dieser in die
Ausgangsform zuriickzukehren. Somit ist der Scheuineith Mald fur die Steifigkeit bzw. Elastizitat
eines Materials, da gréRere zwischenmolekulare &iohékrafte die Festigkeit und somit die
Scherelastizitat erhohen.
Fir den einfachen Fall eines idealelastischen iuneiasionalen Korpers stehen bei kleinen
Deformationen nach Giltigkeit des Hook’'schen Gesetter Schermodub und der DehnmoduE
sowie der KompressionsmodkilgemaR nachfolgender Gleichung in Beziefilthg
E=3KQ-2v)=2G([1+Vv). (2.9
Hierbei bezeichnet die dreidimensionale Querkontraktionszahl, die Washaltnis von Quer- zu
Langsdehnung aus der Anderung der urspriinglicheitely, und Léngd, der Probebeschreibit™:

_ Ab/b,

= . 2.10
A, (2.10)

v

Im dreidimensionalen Fall gilt Gblicherweise<® <0,5.
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2.7.2. MessgrofRen dynamischer Oszillationsversuche

Mittels dynamischer Oszillationsversuche lasserh sadle Arten visko-elastischer Substanzen,
angefangen bei niederviskosen Flussigkeiten tUbsteRaund Gele bis hin zu Elastomeren sowie
starren Festkorpern, untersuchen. Anschaulichriasisé Oszillationsversuche unter Verwendung des
Zwei-Platten-Modells erklaren. In dieser Arbeit werdie Couette-Methode, d.h. ein oszillierender
Messbecher, verwendet. Hierbei wird die unteret®lati periodisch oszillierenden Schwingungen
angeregt, die zur Scherung der Messprobe fuhrenidealelastische Substanzen, d.h. vollstandig

steife Korper, gilt nach dem Hook’schen Ge'$étz

r(t) =G "/ (t). (2.11)
Hierbei ist G der komplexe Schubmodul, der die Steifigkeit deesksubstanz und somit den
Widerstand gegen die Verformung bei Oszillatiortste®prasentiert. Bei Rotation der unteren
Messeinheit entspricht jeweils eine Umdrehung (Biekel = 360°) der Dauer einer vollstandigen
Schwingungsperiode der Deformationss(f)) und Schubspannungsfunktioat]). Bei den Dreh-
winkeln 0° und 180° ist die bewegliche Platte inlpsition und sowohjs = 0 als auch = 0. Bei 90°
und 270° ist die maximale Auslenkung nach rechts. binks erreicht, so dass Schubspannung und
Deformation maximal werden. Entspricht die in Gheing (2.12) dargestellte Sinusfunktion der
Deformationsfunktion mit der Deformationsamplitugleund der Kreisfrequena, so ergibt sich bei
idealelastischem Verhalten keine Phasenverschiebuig, Deformation und Schubspannung

verlaufen in Form von Sinuskurven in Phase.
Ys(t) =y, Sin(at +0) . (2.12)
Fir idealviskose Probensubstanzen gilt nach dentdieschen Gesetz:

r(t) =n"0pt) . (2.13)
Hierbei beschreibty” die komplexe Viskositat und reprasentiert bei (minstests den
FlieRwiderstand der Messsubstanz. Im linear vid&stischen Bereich verlauft die Schubspannung in
Form einer Kosinusfunktion gegeniber der Defornmstkoirve um einen Phasenverschiebungswinkel
5 von 90° verzodgelt’:

Ys(t) =y $in(at —907) . (2.14)
Bei visko-elastischen Stoffen erfolgt eine Verzagegy mit Phasenverschiebungswinkeln im Bereich
von —90° <9 <0. Die dynamischen Berechnungen werden bei K@Baitsversuchen stets mit

komplexen GréRen durchgefiihrt. Der komplexe Schuhii@ beschreibt das Verhaltnis aus Schub-

spannung und Scherdeformation:

cr=10 (2.15)
Ys(t)
Arithmetisch folgt der Schubmodul der Beziehung:
G"'=G'+iG", (2.16)
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und besteht somit aus einem Realteil und einemiléagil. Der Realteil wird als Speichermodsil
bezeichnet und charakterisiert die elastischenriSigeaften einer Messsubstanz. Er ist ein Mal3 &ir di
wahrend eines Scherprozesses in der Substanz gespeiDeformationsenergie, die nach Entlastung
wieder vollstandig zur Verfigung steht. Der Imagie# wird als VerlustmodulG” bezeichnet und
charakterisiert die viskosen Eigenschaften einesddigbstanz. Er ist ein Mal3 fur die wahrend des
Scherprozesses in der Messprobe ,verbrauchte* andath fiir die Substanz verlorene Deformations-
energie. Der Quotient aus Verlust- und Speicheriattd zur Definition eines Verlustfaktors heran-
gezogen, der das Verhaltnis zwischen viskosem lastigchem Anteil des Deformationsverhaltens
angibt:
tand = ¢ : (2.17)
G

Auch die komplexe Viskositaf', die dem Verhaltnis aus Schubspannung und Schegrdspricht,
wird durch einen Realteil und einen Imaginéartegdigieben:

n=n-in". (2.18)
Hierbei wird der Realteiy " als Wirkviskositat und der Imaginarteil als Blindviskositat bezeichnet.
Die Blindviskositat beschreibt das elastische uraWirkviskositat das viskose Verhalten, so dass
gilt®s:

(2.19)
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2.7.3. Kapseldeformation in einer rotierenden Kapiare
Die Methode beruht auf der Ausmessung einer eiereliapsel und wird schon seit Ladngerem
routinemafig zur Bestimmung extrem niedriger Gréehienspannungen zwischen zwei Fluiden
eingesetzt. Ahnlich wie bei der Pendant-Drop-Methafolgt die Messung auch hier tiber eine
Konturanalyse, wobei jedoch der Flussigkeitstropfesht durch die Gravitation, sondern durch ein
externes Zentrifugalfeld elliptisch deformiert wigdlbb.2.21).
Zur Messung wird ein Flussigkeitstropfen in eineizuntal rotierende, mit Flussigkeit hoherer Dichte
beflllite Glaskapillare appliziert. Liegt nach kurZéeit das Gleichgewicht zwischen Grenzflachen-
und Zentrifugalkraft vor, kann die Grenzflachenspargy im Bereich von 18 mN/m bis 10 mN/m,
Uber die Ermittlung des Tropfenradiugber die nachfolgenden Gleichung bestimmt wettlen
_ =DNpawrr?
=

Hierbei beschreibtAp die Dichtedifferenz zwischen innerer und auRRerévase undw die

(2.20)

Winkelgeschwindigkeit der rotierenden Kapillaree8& von Vonnegl?! bereits 1942 aufgestellte
Gleichung gilt jedoch nur unter der Voraussetzudass eine zylindrische Form mit einem Lange zu
Durchmesser Verhéltnis > 1:4 eingenommen wird. déindahre spater konkretisierten Princen et
al 1% sowie Rosenthdf? das Tropfenkonturproblem und prasentierten einailtertere Analyse

fur zylindrische und ellipsoidale Tropfenformen, duoch es heute mdglich ist, auch héhere Grenz-

flachenspannungen zu messen.

ORY (b) 1]

Fsph /2

b/2

Abb.2.21Tropfenkonturen bei der Spinning-Drop-MethBde
(a) undeformierte, kreisférmige und (b) deformiget#iptische Kontur

Neben der Bestimmung von Grenzflachenspannungeretegich die Spinning-Drop-Tensiometrie
ebenfalls zur Charakterisierung mechanischer Deftianseigenschaften einzelner Kapseln unter
Einwirkung einer externen Kraft. Je nach Umdrehgegshwindigkeit der Kapillare und dem daraus
resultierenden Zentrifugalfeld wird die Kapselmearbrabhangig vom Ort unterschiedlich stark
gedehnt und somit unterschiedlich stark deformi&vird fir die Kapselhille ein Hook'sches
Verhalten vorausgesetzt, so kann mit Hilfe der wismhen Lésung von Barthés-BidS8l das
mechanische Verhalten einzelner Kapseln fir ki&eéormationsverhéltnisse eingehend untersucht

und charakterisiert werdéf.
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Durch die Steigerung der Winkelgeschwindigkeitvird die urspringlich spharische Kapsel zu einem
Rotationsellipsoid deformiert. Damit sich die Kapséolge der Rotation in der LAngsachse zentriert,
mussen die Zentrifugalkrafte wesentlich gré3er caés Gravitationskrafte o(/ rspm)z« 1) und die
Dichte der &uReren grolRer als die der inneren PkaBe pa>p;). Im Falle kleiner Kapsel-
deformationen kann die lineare Membrantheorie flmstssche Drehschalen von Fligg8

angenommen werden.

Abb.2.22 Darstellung der Kapselgeometrie in denBipig-Drop-Apparatdt”

Die Belastungq ist ausschlie3lich ein Resultat der Druckdifferepg: zwischen der inneren und

aulReren Phase und wirkt entlang der Kapselmeibtan

T, +7g
r

qhe = (p, +1Apw’ry, sin’ @) = (2.21)

sph
ne beschreibt hierbei den aufReren Einheitsvektor, stmkrecht zur Kapselgrenzflache stefat,
beschreibt den Meridianwinkel der jeweiligen Paositian der Grenzflacheyp die Dichtedifferenz
zwischen innerer und &uBerer Phase,die Kreisfrequenz der rotierenden Kapsel,, den
urspriinglichen sphérischen Radius paden inneren Uberdruck an der Rotationsachse. Anthder
Achsensymmetrie der Kapselgeometrie kdnnen dieegaftden Spannungen in der Kapselmembran
in Hauptspannungen fir die Azimutaty,X und Meridianrichtungz) aufgeteilt werden (Abb.2.22).
Die Berechnung der Hauptspannungen erfolgt Uberndiehfolgende Differentialgleichung unter
Beriicksichtigung der Gleichgewichtsbedingungén

%(rsphre Sin®) =y, I, oSO = 0. (2.22)

Um einen Ausdruck flr die beiden Hauptspannungenethalten, erfolgt die Integration von
Gleichung (2.22) in Kombination mit Gleichung (2021

r Apcrr sin* ©
T. = sphpl + Y sph , (223)
° 2 8

_TonPr 3Npwrg, sin® © |

* 2 8

(2.24)
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Da die Hauptkomponenten des Deformationstensang denen des Spannungstensors sowie mit der
zweidimensionalen Querkontraktionszald und dem zweidimensionalen Young-Mod#s in

Zusammenhang stehen, kdnnen diese uber die naehftdg Gleichungen miteinander verknupft

werden:
£y = (7o ~VsTo) ’ (2.25)
EES
£ :M. (2.26)
EES

Unter Einbeziehung aller vorangegangener Uberlegingrgibt sich laut Barthés-Biesel fiir den
Druckp an der Kapselspit?&:

CrE EES
B

p= (2.27)

Hierbei beschreibt: das Verhaltnis zwischen den wirkenden Zentrifugitlen und den elastischen
Spannungen und muss im Falle von Gleichung (2.28%=a<< 1 definiert sein. Der Einfachheit halber

stehtag fiir den Ausdruck:

- Apawr
ag = ZOPYTon (2.28)
EES
Mit Hilfe des Radiusvektorg ®) kann die Kontur der Kapsel wiedergegeben werden:
r®) _.. .
=1+ ;a0 (5+vs)(1+3cosRO)). (2.29)
rsph

Die beiden Hauptradiem undr, sind fur die Bestimmung der Gesamtdeformatibpron Interesse

und stehen mike undvs in folgender Beziehu§®:

_ 4 _ O
D= =——=(0B+ . 2.30
ST 166" (2.30)

Anhand von Gleichung (2.30) wird deutlich, dass digidimensionale Querkontraktionszahl nicht
unabhangig von dem Young-Modul bestimmt werden k&hn somit diese Gleichung eindeutig zu
l6sen, muisste entweder die Bestimmung der Quewrktidnszahl Uber rheologische zwei-
dimensionale Scherversuche im linear visko-eldstisBereich erfolgen oder eine Annahme gemacht
werden, die in diesem Falle relativ kleine Abweitgen bedingen wirde. Die Umrechnung in den
zweidimensionalen Schermod@s kann Uber die nachfolgende Gleichung aus zweidiinealer

Querkontraktionszahl und Young-Modul erfol§&n

Eo = 2G(L+Vy). (2.31)
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2.7.4. Kapseldeformation zwischen zwei parallelenl&tten

Um die mechanischen Eigenschaften von Kapselmerabran studieren, kann neben der Spinning-
Capsule- auch die im Folgenden vorgestellte Sqnge2apsule-Methode verwendet werden. Da alle
biologischen Membranen gemeinsam haben, dass e Emwirkung von Biege- oder Scherkraften
deformieren, sollen mit so genannten Force/GapsTaisse Einwirkungen nachgestellt werden, indem
auf die Kapselhille eine definierte Kraft wirktedsie eindruckt und damit deformiert. Generell lgtfo
diese Deformation bis zu einer bestimmten Kraft@&kuwng linear-elastisch, so dass sich die Kapsel
nach Wegnahme der Belastung analog dem Hook’scleset& wieder in ihre Ausgangsform zurick
bewegen kann. Wird Uber diesen Bereich hinaus kionignt, erfolgen plastische irreversible
Deformationen der Kapsel, die bis hin zum Kapseabrdihren kénnen. Insgesamt existieren
zahlreiche numerische Ldsungsansatze fir die Adangrsolcher Kapselkompressionskurven, die
zur Berechnung verschiedener Materialkonstantenangezogen werden kond&h°?  Die
Ermittlung der Membranelastizitdtsmoduln kann inrddeh kleiner, d.h. elastischer Deformationen
jedoch auch analytisch erfolgen und wird im Weitevergestelft'®.

Die ersten Messungen der Kompression einzelner diapsvischen zwei parallelen Platten wurden
von Cole durchgefuiHtt!. Hierbei wurde die Kraft als Funktion der Kompiessaufgenommen und

in Hinblick auf den zweidimensionalen Elastizitatsiul ausgewertet. Da diinnwandige Hohlkapseln
gebogene Oberflachenstrukturen aufweisen, konreralsi Schalen betrachtet und somit nach der
Schalentheorie ausgewertet werden. Die sich daemgsbenden mathematischen Uberlegungen
werden mit Krimmungskoordinaten statt kartesiscKeordinaten berechnet. Der Schalentheorie
folgend wird das Wandmaterial als Kontinuum bettachnd fiillt somit den Raum liickenlos atfs
Unter der zusatzlichen Annahme, dass die Schidtedier Kapselhulle sehr viel kleiner als die beiden
anderen Raumdimensionen ist, in die sich die Kapsteckt, kann das Problem weiter vereinfacht
und eine Dimensionsreduktion erlaubt werden. Dasmats dreidimensionale Problem wird als
Deformation einer zweidimensionalen Membran verfésdigbarer Dicke betrachtet. Weiterhin geht
die klassische Plattentheorie nach Kirchhoff-Loewah aus, dass die Oberflachennormalen (also die
dritte Dimension) auch nach der Deformation unveednbleiben, wodurch Scherdeformationen an

der Kapselhiille vernachlassigt werden kafneh?

V-

Abb.2.23 Kapselkompression zwischen zwei parall@ltet"!
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2. Grundlagen

Abb.2.23 veranschaulicht das Prinzip der Kapseldedition zwischen zwei parallelen Platten. Hierbei
wird eine anfangs sphérische, undeformierte Kapsietlem Durchmessat durch das Absenken der
oberen Platte mittels einer definierten Platteraaing/Zeit-Funktion deformiert und die bendtigte
KompressionskraftF aufgezeichnet. Mit abnehmendem Plattenabstdgnd d.h. zunehmender
Auslenkungs, wird die Kapsel stetig starker komprimiert, biei binem Plattenabstand entsprechend
dr = 2h nur noch die gegeniberliegenden Membranen — natadfen der im Inneren der Kapsel
anfangs eingeschlossenen Flissigkeit — aufeinayeggesst werden. Fir diesen Fall werden material-
spezifische Moduln erhalten, die hier nicht weiten Interesse sind. Bei kleinen Deformationen, im
linear visko-elastischen Bereich, kann eine quatidge Auswertung zur Ermittlung des Young-
ModulsE unter Annahme der Einwirkung einer PunktladungdiefKapsel erfolgeh?.

Zu den charakteristischen Gréf3en, die dieses Deatwnsproblem beschreiben, zahlt zum einen die
Dehnsteifigkeityp sowie zum anderen die Biegesteifigkeit Beide Grolien stehen im direkten

Zusammenhang mit der Membrandi¢kedem Elastizitdtsmodi sowie der Querkontraktionszahl

Eh
To=r— s (2.32)
3
K :iz. (2.33)
121-v7)

Es ist zu beachten, dass die als infinitesimal dimgenommene Membrandicke mit unterschiedlichen
Exponenten in die zuvor genannten mechanischemi@éeaeingeht, die die Standhatftigkeit der Hulle
gegenuber Dehnung und Biegung charakterisieren.

Unter Annahme des einfachsten Falls, der homogé&wsdehnung einer Kugel durch Auslenkung
aller Punkte, wurde die Deformation dem Quotienténg,, entsprechen. Da die Dimension der
Dehnsteifigkeit 75 Energie pro Flache ist, kann durch Multiplikationit dem Quadrat der
Deformation und anschlieRender Integration Gbegdsamte Oberflache die Dehnenergie pro Flache

erhalten werdéh:

sph

E, D/]D[ij . (2.34)

Die Biegeenergie kann durch Multiplikation vanmit dem Quadrat der Krimmungsanderung und

ebenfalls gefolgter Integration Uber die Flachegadsiickt werden. Da die Krimmungsanderung
proportional zu dem Quotienteﬂqﬁrszph ist, kann die reine Biegeenergie durch nachfolge@teichung
veranschaulicht werden:

2
E, O K(%] . (2.35)

sph

Der Quotient aus beiden Energiebeitragen ist faihgliir dinne Membranen recht grof3:
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2. Grundlagen

2

I

% O (Tp“] . (2.36)
B

Fur einfache Hullgeometrien unter einfachen Belagdbedingungen, d.h. fur sphéarische Kapseln

unter Einwirkung einer Punktladurfg, kann nach der klassischen Schalentheorie eingtiache

Lésung erhalten werdB#. Firr die Auslenkung des Kapselpoles gilt Gleichung (2.37):
\3L-v?) ry,F
d-v7) BT (2.37)
4 Eh

Durch Division des Elastizitatsmodus mit der Membrandickenh lasst sich Uber nachfolgende

Gleichung der zweidimensionale Young-Modidlberechnen:

s= V 3(1_ VS) r.sphF (238)

4 Eh

Zwischen der Auslenkungund der KraftF ergibt sich somit im Bereich kleiner Deformationsin
linearer Zusammenhang, der unter Bericksichtigueg Querkontraktionszahl und unter Ein-
beziehung des Kapselradius sowie der Membrandicke Bestimmung des zweidimensionalen

Elastizitatsmoduls nach Reissner verwendet werdar&*1*°!

2.7.5. Bedeutung der zweidimensionalen Querkontrakinszahl

Im Gegensatz zu dreidimensionalen Netzwerken kaen ziweidimensionalen Netzwerken die
Querkontraktionszahl, oft auch als Poisson-Verlgilhezeichnet, theoretische Werte zwischen -1 und
+1 annehmen. Eine positive QuerkontraktionszahldatBedeutung, dass durch eine Streckung der
Membran in longitudinaler Richtung eine transves&tauchung hervorgerufen wird. Solch ein
Verhalten wird haufig bei kautschukelastischen f8tobeobachtet, bei denen — ausgelést durch die
Deformation — zuvor statistisch ungeordnete Kettgntente entknduelt werden. Diese Orientierung
in longitudinaler Richtung bewirkt dabei eine Sehpifung in transversaler Richtung.

Eine negative Querkontraktionszahl sagt hingeges) dass fUr eine Ausbreitung in longitudinaler
Richtung auch eine Ausbreitung in transversalehfiog erfolgt. Dies sei nach Boal et'af bei
geknitterten zweidimensionalen Membranen der Fadl ist auf Entfaltungsprozesse zurtickzufihren.
Bei einem Poisson-Verhaltnis von null zeigt einagitudinale Dehnung keinerlei Einfluss auf die

transversale Ausdehnufig.
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2.8. NMR-Mikroskopie

Die Kernspinresonanz-Spektroskopie, auch bezeicdiadiMR-Spektroskopie, findet insbesondere in
der chemischen, zerstérungsfreien StrukturaufkirBnwendung und gehort seit Jahrzehnten zum
gangigen Handwerkszeug eines jeden Chemikers wzh&mikerS'”. Durch die Weiterentwicklung
dieser Methode hat sie in den letzten Jahren aiuctBiblogen und Mediziner mehr und mehr an
Bedeutung gewonnen. Hierbei bieten insbesondere NMfersuchungen mittels der so genannten
ortsaufgelosten NMR (MRI #Magnetic _Resonance_rhaging bzw. MRS =Magnetic _Rsonance
Spectroscopyganz neue Moglichkeiten. Aufgrund der Tatsaclassdiologisches Gewebe sehr viele
Protonen in Form von Wasser oder aber auch Fettsdemthalt, eignet sich diese Methode zum
Einsatz an lebenden Organismen, d.h. iniderivo Diagnostik, zur Darstellung der Struktur und
Funktion von Geweben und Organen. Hierbei sind wlierschiedlichen Relaxationszeiten der
Protonen, neben der Dichte der Wasserstoffkerernverschiedenen Gewebearten, fir den Kontrast
in der bildgebenden NMR maf3gebend.

In dieser Arbeit wird die NMR-Mikroskopie als Bildgungsverfahren zur Bestimmung der Grol3e,
Schichtdicke, Struktur und Membranwachstumsaufkigrtliissig geflillter Hydrogelkapseln heran-
gezogen. Die Messungen und Auswertungen wurderoim Feiner Kooperationsarbeit von Diplom
Physiker S. Henning im Rahmen seiner Doktorarlieipérimentellen Physik 11l , Prof. Dr. D. Suter,
TU Dortmund) durchgefuhrt. In den nachfolgendenddkapiteln werden die Grundlagen der NMR-

sowie der ortsaufgeldsten Spektroskopie kurz estéut

2.8.1. Grundlagen der NMR-Spektroskopie

Wie bereits erwahnt, findet die in den 1940er Jaheatwickelte NMR-SpektroskopieN(clear
Magnetic _Resonanck insbesondere in der chemischen Strukturaufklardmgvendung, da die
elektronische Umgebung der zu untersuchenden Kaufgrund der chemischen Verschiebung und
der Spin-Spin-Kopplung genau aufgelost werden kaBie basiert auf Ubergangen zwischen
Energieniveaus von Atomkernen, die bei Abwesergiaigs Magnetfeldes entartet sind. Hierzu muss
der zu untersuchende Atomkern einen nicht versateviden Kernspih aufweisen I(# 0), damit sich
die entarteten Zustdnde durch die Wechselwirkungpgemanenten magnetischen Kerndipole mit
einem &uReren MagnetfeBl in 2 + 1 Energieniveaus aufspaltéfl. Dieser Effekt ist bekannt als

Zeeman-Aufspaltung. An den Kernspirst ein magnetisches Momept gekoppelt, das proportional

zum Kerndrehimpuls ist%:
[=y,P. (2.39)

Hierbei beschreibt die Proportionalititskonstaptedas gyromagnetische Verhéltnis urkl den
Kerndrehimpuls. Aus quantenmechanischen Rechnunfggeleitet, ergibt sich fiir den Betrag des

Kerndrehimpulses ein Vielfaches vbndem Planck’schen Wirkungsquanttit
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\ﬁ\ =[l (I +1)]%. (2.40)

Somit weisen alle Atomkerne mit der Kernspinquapadahl # 0 einen Kerndrehimpul@ auf und

rufen daher auch ein magnetisches Dipolmomgnthervor. Auf dieses Dipolmoment wirkt im

Magnetfeld ein Drehmoment, welches eine Prazesstsnmagnetischen Momentes um die Magnet-
feldachse zur Folge hat. Da die in dieser Arbeitersuchten Kapselmembranen aus Hydrogelen
aufgebaut sind, wird in den durchgefiihrten Expenit®e der Wasserstoffkern miit= %2 untersucht.

Aufgrund dieses Spins ergibt sich eine Zeeman-Aalfspg der Kernenergiezustande in 2 Niveaus

mit der EnergiedifferenaE;:
AE, =y, h B. (2.41)
Durch Anlegen eines elektromagnetischen Wechsele{Radiofrequenzpuls) lassen sich Ubergange

zwischen den Energieniveaus induzieren, soferrEdiergie der eingestrahlten elektromagnetischen

Quantemw der EnergiedifferenaE; der Zustande entspricht:
AE, =h w. (2.42)

Die hierzu notige Frequenz wird im Allgemeinen aathLamorfrequena, bezeichnet.

2.8.2. Anregung und Relaxation

Die Gesamtmagnetisieruri@ einer Probe, die der Summe aller Dipolmomefiteentspricht, richtet

sich im Gleichgewichtszustand parallel zum &uR@dreld aus, das nun wahlweise entlang der z-
Achse wirkt. Bei Einstrahlung eines RF-Pulses wied Magnetisierungsvektor — in Abh&ngigkeit von
der Dauer und Starke des Pulses — durch die Angegon Ubergéangen der Kernenergieniveaus aus
der Gleichgewichtsposition ausgelenitd préazediert mit der Lamorfrequeng um die z-Achs&'.

Die sich aus der Auslenkung ergebenden transverdédenponenten des Magnetisierungsvektors
induzieren durch ihre Prazession einen Wechselsimaginer Detektionsspule. Dieses Signal wird als
FID (Free Induction_Becay bezeichnet. Aus dem FID kann mit Hilfe einer ReuiTransformation
das Spektrum der Resonanzfrequenzen erzeugt weilldander Magnetisierungsvektor nach
Abschalten des Pulses wieder exponentiell in se@leithgewichtszustand relaxiert, zerfallt auch der
FID exponentieff?!.

Bei der Relaxation des Magnetisierungsvektors soleidet man zwischen longitudinaler und
transversaler Relaxation. Hierbei ist die longihadé Relaxation mit der Ruckkehr der
Kernmagnetisierung in ihre Gleichgewichtsposition z-Richtung verknipft. Sie wird durch die
ZeitkonstanteT; charakterisiert und von den Dipol-Dipol-Wechsekuimgen der Kerne und deBt
Feld beeinflussiDie transversale Relaxation beinhaltet hingegerPdizesse, die zum Verschwinden
der Transversalkomponente der Magnetisierung fuhkgar wirken homogene und inhomogene

Relaxationsbeitrdge auf die transversale Magnetisge die ebenfalls durch die Dipol-Dipol-
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Wechselwirkungen bzw. durch Magnetfeldinhomogeeitdhervorgerufen werden. Diese Einflisse
werden durch die Zeitkonstarfewieder gegebeh®*?!

2.8.3. Grundlagen der bildgebenden NMR

Zur Bestimmung der Grol3e, Schichtdicke und Struldowie zur Membranwachstumsaufklarung
flussig gefuliter Hydrogelkapseln eignet sich digddebende NMR besonders, da man aufgrund
unterschiedlicher transversaler Relaxationszeitater Kapselmembran und dem umgebenden Wasser
einen Kontrast zwischen diesen Bereicheigewichteten NMR-Bildern erhélt. Di€,-Zeit hangt
hierbei vom Probenmaterial ab und spiegelt die Mébider untersuchten Molekile wieder. Bei
weichen oder nur schwach vernetzten Materialiedeimen sich die Molekiile leicht bewegen kénnen,
werden somit langd,-Zeiten gemessen, wahrend hingegen in harten augnaschig vernetzten
Materialien kurzeT,-Zeiten messbar siHtd”. Abb.2.24 zeigt den Signalverlauf einer Zeile sine

aufgenommenen NMR-Bildes fiir eine mit Schellacleaxbeschichtete Calciumpektinatkapsel.
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Abb.2.24 Signalprofil der im NMR-Bild einer schealkbeschichteten
Pektinatkapsel rot markierten Zeile
Allgemein qilt, je starker die Beweglichkeit der Mkile in einem Material eingeschrankt ist, desto
kirzer wird dieT,-Zeit und desto starker der Kontrast zum umgeberitidan Wasser. So ist der
Kontrast der umgebenden Schellackhiille (schwarzag)Rm NMR-Bild am starksten, wahrend der
Kontrast der Calciumpektinatmembran (dunkelgrauegRdeutlich schwécher ist. Das Signalprofil
verdeutlicht diese Beobachtung und zeigt im Bereigh Position 3,2 mm eine signifikante
Verringerung des Wassersignals in der Schellac&halhschlieend einen Anstieg der sich in Form
einer Schulter um Position 3,5 mm auRert. Diese sgn der inneren Calciumpektinatkapsel her. Der

flussige Kern sowie das umgebende Medium (hellgrBeeciche) weisen hierbei die maximale
Signalintensitét auf.
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Solche Aufnahmen gelingen durch die Verwendungreinggenannten Spinwarp-Pulssequenz, die es
moglich macht, die Dichte von Wasserstoffkernerg dnhhand ihrer Relaxationszeiten gewichtet
werden, ortsaufgeldst in einer ausgewahlten Schaghit Messprobe als zweidimensionales Bild
darzustellefy*?.

Verglichen mit friheren TechnikBR®Y, die darauf beruhten, eine Kapsel in zwei Hélf@n
zerschneiden und diese am Mikroskop zu untersuclsndie NMR-Mikroskopie eine sehr
zuverlassige und zerstorungsfreie Methode zur &tdickenbestimmung. Aus diesen Grunden wurde
sie insbesondere in den letzten Jahren erfolgreiahliert und bereits zur Strukturaufklarung von
Alginatbead$?**#! als auch zur Schichtdickenbestimmung Poly-L-Lyséschichteter Kapsdif'®!

verwendet.
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2.9. UV/VIS-Spektroskopie

Wie in Kapitel 2.4. erlautert, durchlaufen Anthoogaolekile pH-abhangige, reversible Struktur-
umwandlungen, die sich in der Farbigkeit ihrer wigesm Losungen &uf3ern. Aus diesem Grund ist
insbesondere die UV/VIS-Spektroskopie zur quamgat Bestimmung des monomeren Anthocyan-
gehaltes sowie des Polymeranteils geeignet undirsalem folgenden Kapitel in Hinblick auf die

theoretischen Grundlagen behandelt werden.

2.9.1. Grundlagen der UV/VIS-Spektroskopie

Die Grundlage aller spektroskopischen Methoden,asoh der UV/VIS-Spektroskopie, ist die
Wechselwirkung elektromagnetischer Strahlung mitévla. Im Frequenzbereich des ultravioletten
sowie sichtbaren Lichtesf ¥ 10"-10">s") lassen sich die Valenzelektronen zu elektronische
Ubergédngen in antibindende Orbitale anregen, ditel®iUV/VIS-Absorption charakterisiert werden
kénned?>*?"l Innere Elektronen kénnen nur mittels wesentlishdrenergetischer Réntgenstrahlung

angeregt werden. Die Ursache hierfir liegt in deetlappung der Atomorbitale begriindet.

*
(a) c (b)
| n— Tt* (Konj. Systeme)
*
o *
n—+171
n [ 7T 7T* (Konj. Systeme)
n-7*
T oo
c—~c*
[0}
1 T T
200 400 800 nm

Abb.2.25 (a) Molekulorbitale und mdgliche Elektraibergange

(b) typische Absorptionsbereiche verschiedenertieknibergangé®
Wie Abb.2.25 (a) zeigt, nehmen die Energieaufspgkm zwischen bindendem und antibindendem
Orbital mit dem UberlappungsausmaR der AtomorbitaleDadurch bedingt liefers-Orbitale eine
erheblich groRere Aufspaltung aisOrbitale und die Absorption fur die > o*-Ubergéange liegt im
Vakuum-UV-Bereich {< 190 nm), wahrend die = n*-Ubergange im ,normalen* UV-Bereich
liegen und insbesondere fiir konjugierte Systemenbien sichtbaren Bereich hinein ragen kénnen.
Des Weiteren kénnen auch nichtbindende Elektroniém,Elektronen der freien Elektronenpaare,
sowohl int* als auchoe*-Orbitale angeregt werden (Abb.2.25 (b)). Auchrbé wird fir den > c*-
Ubergang mehr Energie bendétigt, wahrend> m*-Ubergange im UV- und insbesondere fir
konjugierte Systeme imsichtbaren Bereich liegen. Die Molekllbestandtalle,fir die Absorption im
UV/VIS-Spektralgebiet verantwortlich sind, nenntm@hromophore (= Farbgebend@)**"!
Fur das angeregte Elektron gibt es prinzipiell reefiMoglichkeiten zurick in den Grundzustand zu

gelangen. So kann die Ruckkehr strahlungslos dumeére Konversion (IC fnternal Conversion)
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oder unter Strahlungsabgabe erfolgen. Hierbei d@ddirekte Ricksprung in den Grundzustand als
Fluoreszenz und die Rickkehr tber den unter Spieimguantenmechanisch verbotenen Triplett-

Zustand als Phosphoreszenz bezeichnet.

2.9.2. Lambert-Beersche-Gesetz

Durchquert monochromatisches Licht der Wellenlahgéne absorbierende Flussigkeit der Schicht-
dicke d, so tritt eine Schwachung der Lichtintensiigfh) ein. Fur die Intensitdt des transmittierten
Lichtes nach Durchgang durch die Prok&) gilt:

IP(/‘) = IO(A)_Iabs' (243)
Diese Intensitatsschwéchung des auf die Probellemfi@n Lichtes nimmt mit dem zurtickgelegten

Weg in der Probe exponentiell zu. Mathematischt lsish dies wie folgt ausdruicken:
[o(A) =1,(A) &, (2.44)
Hierbei beschreibk die Wegléange des Lichtes durch die Probe uneinen materialspezifischen

Absorptionskoeffizienten, der fur verdiinnte Lésumgder nachfolgenden Ausdruck ersetzt werden
kann:

a = 2303, [¢. (2.45)
&, beschreibt demolaren dekadischen Extinktionskoeffizienten, der idald flir das Absorptions-
vermbgen eines Chromophores darstellt. Somit lief8teichung (2.46) nach Einsetzen von
Gleichung (2.45) in Gleichung (2.44) einen Zusaminagry zwischen Intensitatsschwachung und
Konzentrationc der absorbierenden Substanz. Dieses Gesetzgetrain als das Lambert-Beersche-

Gesetz bekanfit®*?"

lo(A)=1,(A1)[0* E, =I9M=£A [e[X. (2.46)
lp(A)
Durch Auftragung des molaren dekadischen Extinidioeffizientene, oder der ExtinktionE;
(Summe aller Abschwachungen) gegen die Wellenlangied dann das Absorptionsspektrum der zu
untersuchenden Substanz erhalten. Die Lage deelsérz Absorptionsbanden hangt somit, wie aus
Abb.2.25 hervorgeht, von der Natur des Elektronengdngs ab.

2.9.3. Diffusionsgesetz fur die Anthocyanfreisetzun

Nach der Theorie von M.M. Giusti ist es mdoglich,saden gemessenen Absorptionen des
Umgebungsmediums die freigesetzte Anthocyankoragmir zu berechnen (Kapitel 3.7/%)
Werden die nach Gleichung (3.15) berechneten Agtrdmnzentrationen gegen die Diffusionszeit
aufgetragen, so werden die jeweiligen Freisetzungsken erhalten. In einer ersten Naherung
kdnnen die experimentellen Ergebnisse uber einetiirerster Ordnung beschrieben werden. Es gilt

der einfache Reaktionsmechanismus:
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c O - c,. (2.47)

Hierbei beschreibtck die Anthocyankonzentration in der Kapsek die Konzentration im
wasserigen Umgebungsmedium ukgl die Geschwindigkeitskonstante. Aus dieser Gleichun
lasst sich die nachfolgende Differentialgleichung Bestimmung der Anthocyankonzentration in

der Kapsel ableiten:

d
—%%z@%. (2.48)

Die Integration von Gleichung (2.48) fuhrt zu:
C (t) = c, [exp(kyt), (2.49)

wobei ¢, die urspriingliche Anthocyankonzentration in deps&l beschreibt. Uber das Massen-

erhaltungsgesetz kann dann wie folgt bilanziertdear
C, =C¢ +C5. (2.50)
Die Kombination aus Gleichung (2.49) und (2.50)rfidnschlieRend zu:
Cs(t) = co[l— exp(—th)]. (2.51)

Wird die urspringliche Farbstoffkonzentration durdie Farbstoffkonzentration im Bulk unter
Gleichgewichtsbedingungen ersetzt, kdnnen die eémxmartellen Daten der Extraktfreisetzung
angefittet werden. Ahnliche Anpassungen wurden Femreira et al. fur die Freisetzung von
Anthocyanen, isoliert aus Brombeeren, die in PektiNatriumalginat- und Kurdlankapseln
verkapselt wurden, zur Auswertung angewelideEs wurde beobachtet, dass bis zu 20% der
verkapselten Anthocyane in den Kapseln immobil agein und gespeichert blieben. Dennoch ist
es erstaunlich, dass die Daten mit einer einfadlimetik erster Ordnung erfolgreich angefittet
werden kdnnen.

Fur eine eingehendere Darlegung des komplizierteshdnismus der Anthocyanfreisetzung muss
die in den Kapseln gespeicherte Menge beriucksichigrden. Da sich der Konzentrations-
gradient in Abhangigkeit von der Zeit andert, missée Prozesse auf Basis des 2. Fick’schen
Diffusionsgesetzes flr die instationare Diffusionsgewertet werden. Um die auftretenden
Probleme, bedingt durch die Adsorption oder Polysaion der Anthocyanmolekile, nicht
weiter zu verkomplizieren, werden die flissig g##il Kapseln als homogene Gelkugeln
angenommeéit!. Die aus dieser Vereinfachung resultierenden Wotéede kdnnen durch die
Einfihrung eines mittleren Diffusionskoeffizientey, der die Diffusionsprozesse in der
Kapselmembran und dem fliissigen Kern beschreitstgeglichen werdé?®. Nun kann das fiir
die Diffusion aus homogenen Kugeln entwickelte Dsibnsgesetz fir den instationaren Transport

herangezogen werd&H. Es besteht aus einer Serie von Exponentialfunknid:
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Cg (t) =Gy (eq)(l_ i% @XF{_% [ﬂjj . (2.52)

S beschreibt das effektive Volumenverhaltnis,den Radius der als homogene Kugeln an-

genommenen Kapseln undlie Diffusionszeit. Der Paramtey, stellt die von null verschiedenen,

positiven Wurzeln aus Gleichung (2.52) daist hierbei eine natirliche zdH*3*+3

3
tan@,) = 3+%q2 : (2.53)

Das effektive Volumenverhaltnfg wie in Gleichung (2.52) und (2.53) dargesteldingt von dem

Nernst'schen Verteilungskoeffizientdfy, ab, der die relative Verteilung der Anthocyanmaiek

zwischen Bulkphase und Kapselinneren im Diffusidesngewicht widerspiegéeit*3%
V Vg

B=K, B =K .

(2.54)

Vg ist das Bulkvolumen un®/. das Kapselvolumen. Der Verteilungskoeffizidfg kann Uber

nachfolgende Gleichung berechnet weftféh

= G (eq) .
cz(eq)

v (2.55)

cx beschreibt hierbei die Farbstoffkonzentration endKaspeln undz in der Bulkphase im
Diffusionsgleichgewicht. In Abwesenheit von Adsoopis- oder Assoziationsprozessen der
diffusiven Substanzen mit den Gelmembranen werdertelungskoeffizienten < 1 erhalt&.
Werte > 1 sprechen fir das Auftreten dieser Prazessl eine Speicherung der verkapselten
Substanzen im Kapselinneren. Sind die Werte deumehverhaltnisse grol3, so wird fiy aus

Gleichung (2.53) ndherungsweise:

g, = n0r. (2.56)

erhalten. Aufgrund der quadratischen Beziehung @wds f und g, kdnnen die weiteren Terme

der Reihe in Gleichung (2.52) vernachlassigt urel Ddfusionsgesetz stark vereinfacht werden:

_ __68A+p) _Dy7
cB(t)—cB(eq)(l 9+ 95+ For7 [&x 2 Eﬂ]) (2.57)

So wird erneut eine mono-exponentielle Freisetzfumddion erhalten, die im Vergleich zu der

ersten vereinfachten Annahme (Gleichugn (2.51)p¢hdauf Diffusionsgesetzen beruht.
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3. Experimentelles und Auswerteverfahren

3.1. Verwendete Chemikalien

3.1.1. Heidelbeerextrakt

Bei dem fur alle Diffusions- und Freisetzungveraislerwendeten Extrakt handelt es sich um den
Heidelbeerextrakt von Kaden Biochemicals HamburgdBkt-Nr.: 600761). Dieser Extrakt wird aus
dem Trester, dem beim Pressen von Frichten Ubegodriden Rlckstand, der Europaischen
WildheidelbeereVaccinium Myrtillus mittels methanolischer Extraktion gewonnen. Anis@dnd
erfolgen eine Filtration sowie eine Chromatographie Anreicherung (Saulenfiltration) und ein
abschlieRender Trocknungsschritt nach vorangegang&indampfen.

Der erhaltene Extrakt ist auf 25% Anthocyangeh@&ifiykone und Anthocyanidine) eingestellt, wobei
die Bestimmung durch HPLC und Aufsummierung derf flueitverbindungen - Delphinidin,

Cyanidin, Petunidin, Peonidin und Malvidin — erfielg Die Hauptbestandteile sind in Tab.3.1 auf-
gelistet.

Tab.3.1 Hauptbestandteile des Heidelbeerextraktes v
Kaden Biochemicals pro 100 g Anthocyanglykoside:

Anthocyanglykosid Anteil [g/100qg]
Cy-3-glc 10,4
Dp-3-glc 5,8
Mv-3-gal 5,5
Cy-3-gal 54
Dp-3-gal 4.4
Mv-3-glc 4.2
Dp-3-ara 4,1
Cy-3-ara 3,1
Pn-3-glc 3,1
Pt-3-glc 3,1
Pt-3-ara 2,6
Pt-3-gal 2,1
Summe 53,8

Der Extrakt besteht neben den Anthocyanen aus mggitBolyphenolen, Gerbstoffen (Tanninen),
Kohlenhydraten (0,84% Fruktose, 0,71% Glukose)laBtdtoffen (28,8% nicht naher spezifiziert) und
einem Restgehalt Methanol (20 ppm). Der Gesamtpgehalt liegt bei 46%.

3.1.2. Sonstige Chemikalien

Alle neben dem Anthocyanextrakt verwendeten Chelmikaowie zugehdrige Spezifikationen finden

sich in der nachfolgenden Tab.3.2. Die dort aufgeg@in Chemikalien wurden ohne weitere
Aufreinigung verwendet.
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Tab.3.2 Verwendete Chemikalien und Spezifikationen:

Chemikalien Hersteller Spezifikation
Alginat ISP Pulver, Manucol DM,
Guluronsaureanteil G39
Alginat ISP Pulver, Manugel DMB,
Guluronsaureanteil G63
Pektinamid Herbstreith & Pulver, Apfelpektin AU-L
Fox Veresterungsgrad: 27,8%
Amidierungsgrad: 21,9%
Galakturonséuregehalt: 87%
Calciumchlorid-Dihydrat Merck Pulver, zur Analyse
Glycerin Merck Losung, wasserfrei, zur Synthese
Schellack SSB Stroever wasserige Losung, Aquagold
Ammonimschellacktat, 25% Schellack
Poly-L-Lysin Sigma-Aldrich wasserige Losung, 0,186
Polyvinylpyrrolidon Harke Pharma Pulver, K17
Polyethylenglykol AppliChem Pulver, PEG 8000
Fluorinert ABCR Losung, FC-70
Kaliumchlorid Merck Pulver, zur Analyse
Natriumacetat Merck Pulver, zur Analyse, wasserfrei
Kaliumdisulfit VWR Pulver, zur Analyse
Salzsaure VWR wasserige Losung, 37 Gew.-%
Natriumchlorid Sigma-Aldrich Pulver, zur Analyse
Natriumhydroxid Merck Pulver, zur Analyse
Kaliumdihydrogenphosphat Merck Pulver, zur Analyse
Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat Merck Pulver, Znalyse
Calciumcarbonat Merck Pulver, zur Analyse
D(+)-Glukonsaure>-Lakton Merck Pulver, zur Synthese

3.1.3. Losungen

3.1.3.1. Polysaccharidldsungen

Da Alginate und Pektine zu der Gruppe der hydraphKolloide gehdren, bilden sie in Wasser keine
echten Lésungen, sondern hochviskose Sole bzwoi#tale Lésungen. Die Molekile stabilisieren

sich durch die Umhullung mit Wassermolekilen (Hyidiarung), wobei die gelésten Partikel in der

dispersen Phase Durchmesser zwischen 10 und 1@@fweisef®*'%

Um die zur Kapselherstellung bendtigten Alginat-d uRektinldsungen herzustellen, wurde die
gewiinschte Menge abgewogen und in Wasser untereRitir 24 h gel6st. Die frisch préaparierten

Losungen wurden nur fur Versuche innerhalb derefoiten 48 h verwendet. So konnten Einflisse
durch Alterungserscheinungen, hervorgerufen duren 8iologischen Abbau der Biopolymere,

ausgeschlossen werden.

3.1.3.2. Extraktlésungen

Zur Herstellung der zu verkapselnden Extraktlosongeurde jeweils die gewlinschte Menge
abgewogen und in Wasser unter Ruhren und Lichtalusscfir 1 h geldst. AnschlieRend wurde die
Lésung fur 30 Minuten bei 4400 U/min und 20°C ziémgriert. Das erhaltene Zentrifugat wurde dann

im Weiteren fur die Verkapselungsversuche verwendet durch Einwaage von Calciumchlorid und
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Zugabe von Glycerin zur Vernetzerldsung modifizidder Rickstand, bestehend aus unldslichen

Extraktbestandteilen, wurde verworfen.

3.1.3.3. UV/VIS-Pufferlésungen

a) Kaliumchlorid-Puffer (25 mM; pH 1):

1,86 g Kaliumchlorid wurden in 980 ml destilliertaiasser geldst. Anschliel3end wurde der pH-Wert
mit konzentrierter Salzs&ure auf 1 eingestellt died_0sung auf 1 | aufgefullt.

b) Natriumacetat-Puffer (400 mM; pH 4,5):

54,43 g Natriumacetat-Trihydrat wurden in 960 métdiéertem Wasser geldst. AnschlieRend wurde

der pH-Wert mit konzentrierter Salzsaure auf 4rigestellt und die Losung auf 1 | aufgefillt.

c) Disulfitlésung:

1 g Kaliummetabisulfit wurde in 5 ml destilliertedvasser geldst. Diese Losung musste vor jeder
Verwendung frisch hergestellt werden, wahrend dieldn Pufferlosungen unter Aufbewahrung bei

Raumtemperatur mehrere Monate stabil und somit esedivar blieben. Lediglich der pH-Wert wurde

vor jedem Gebrauch Uberprift und falls nétig nachgelt.

3.1.3.4. Simulationsmedien

Um das Darm-Targeting der Kapseimvitro zu testen, wurden zur Nachstellung des humanen
Gastrointestinaltraktes vier unterschiedliche Satahsmedien hergestellt.

a) pH 1,2 simulierter Magensaft ohne Enzym (USP 2@8stric Fluid, simulated, T%)

In 11 gereinigtem Wasser wurden unter Rihren 2agriddnchlorid geldst und 7 ml konzentrierte
Salzsaure hinzugegeben. AnschlieRend wurde der pH-Viberprift und bei Bedarf mit 0,1 M
NaOH-Ldsung eingestellt.

b) pH 4,5 Natriumacetat-Pufferlosung pH 4,5 (Ph. BW7):

63 g wasserfreies Natriumacetat wurden in geranigiVasser geldst. Nach Zusatz von 90 ml Essig-
saure wurde der pH-Wert auf 4,5 eingestellt und_d®ung auf 1 | aufgeflillt.

c) pH 6,8 simuliertes Diinndarmmedium ohne Enzym (Sie, Phosphat-Pufféff 1}

Zunachst wurden zwei wasserige Losungen angesetzt:

- Lésung 1: Kaliumdihydrogenphosphat 1/15 M [#@,: 9,073 g/l]

- Lésung 2: Dinatriumhydrogenphosphat 1/15 MJNRG,- 2 H0: 11,87 g/l]

Daraufhin wurden 53,4 Teile von Losung 1 und 46g8eTvon Lésung 2 zusammengegeben, der pH-
Wert Uberprift und gegebenenfalls mittels 0,1 M Nal@sung oder 0,1 M Salzséure eingestellt.

d) pH 7,4 simuliertes Darmmedium ohne Enzym (SérerBkasphat-Puffep):

Zunachst wurden zwei wasserige LOsungen angesetzt:

- Losung 1: Kaliumdihydrogenphosphat 1/15 M [}@,: 9,073 g/lI]

- Losung 2: Dinatriumhydrogenphosphat 1/15 M NRO,- 2 H,0: 11,87 g/l]

Daraufhin wurden 19,7 Teile von Lésung 1 und 80e8eTvon Losung 2 zusammengegeben, der pH-

Wert Uberprift und gegebenenfalls mittels 0,1 M Nal®sung oder 0,1 M Salzsaure eingestellt.
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Intensivere Freisetzungsuntersuchungen — unter &fmung von Verdauungsenzymen und in
Hinblick auf die nach der Verkapselung vorhandenelobische Aktivitat— wurden von den
Projektgruppen in Halle und Wien durchgefiihrt. Bréaltenen Ergebnisse werden in Kapitel 4.5.5.

und 4.2.3. vorgestellt.
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3.2. Kapselpraparation

Wie bereits in Kapitel 2.5. erwéhnt, wurden im \Agifie dieser Arbeit sowohl Matrix- als auch Kern-
Hulle-Kapseln hergestellt, physikalisch-chemischarakterisiert und modifiziert. Im Folgenden

werden die Gelbildungsmechanismen, die zur Bildo@igler Arten ionisch vernetzter Polysaccharid-
kapseln fuhren, vorgestellt. In beiden Fallen weargmlyanionische Mikrokapseln erhalten, die
anschlielend extern beschichtet oder durch Zugattersehiedlicher Additive wéahrend der

Gelbildung in Hinblick auf die Diffusionseigenscteaf und mechanische Stabilitat modifiziert werden
konnerf>*2. Die Herstellung erfolgte mittels der Methode @éstropfens und wird in den folgenden

Abbildungen am Beispiel von Natriumalginat als Hidkerial und Schellack als Komposit- bzw.

Coatingmaterial verdeutlicht.

3.2.1. Gelbildungsmechanismen

Zum einen kann die Losung, die den Vernetzer enth@# den meisten Fallen eine kationische
Calciumchloridldsung — in eine anionische Natriugnatlosung eingetropft werden (Abb.3.1 (a)).
Hierbei bildet sich sofort ein Netzwerk um den @alechloridtropfen aus, da die Calciumionen
umgehend in das umgebende Natriumalginat eindifewad und es somit zur ionotropen Gelbildung
(Kapitel 2.3) komnit>"". Die Wandstarke der Kapselhiille wachst daher emitZe:it immer weiter an,
wahrend das Innere des Tropfens flissig bleibtatatig an Calciumionen verarmt (Abb.3.1 (b)). Bei

den entstandenen Kapseln handelt es sich dahdtissigfgefillite Calciumalginatkapseln.

Natriumalginatlésung Natriumalginatldsung
[ Calciumchloridlésung 71 Calciumchloridlésung
Calciumalginatgel Calciumalginatgel
Ca® Ca* Ca” Ca® ca”
(b) (@) N Sguboor /v
Id Ca el |dz I Ca’
/7 RY ca”
2 Ca™ Ca" ] 4
Ca” ca / - 1
Caz'\c Ca"car Ca' gy i -~ Co
R Ca* o Ca* /(':a’ = ca BB ‘
-« Ca* a ca a = Ca™
. Ca”cCa’ y ca B
5 e | e BN [V = o
/ Ca” X ca ~
‘ /7 P’ ’ ‘ \ ca* ™\
ca® Ca'f ca® ' o ‘ ca W, Ca”
ca™ ca” ca* ca™

Abb.3.1 Schematische Darstellung der Gelbildung
(a) + (b) flussig gefiilite Alginatkapseln und (cfd) Alginatbeads
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Zum anderen, wie in Abb.3.1 (c) dargestellt, bdstdie Mdglichkeit, die Alginatldsung in die
Vernetzerlosung einzutropfen, woraufhin das Kapselie durch Diffusion der Calciumionen in den
Alginattropfen ebenfalls polymerisiert wird (Abbl3d)y***¢. Auf diese Weise entstehen Matrix-
kapseln mit festen Kernen, die haufig auch — dgligthen Terminologie folgend — als Gelbeads
bezeichnet werden.

In beiden Fallen werden GrofRe und Gestalt der Hapse Wesentlichen von der Viskositat der
Natriumalginatldsung, der Dichte der eintropfentdlésung, der Eintropfhohe, dem Nadeldurchmesser
sowie, im Falle der Herstellung flissig geflllteapéeln, von der Rihrergeschwindigkeit beeinflusst.
Weitere EinflussgroéBen in Hinblick auf die Gels#irlder Kapseln sind die eingesetzten
Konzentrationen der Polymer- und Vernetzerlosungiesalie Reaktionszeit. In den Gelbeads bildet
sich ein Alginatkonzentrationsgradient, der sicleimer sehr festen, etwa 10 mal hdher konzentrierte

aulReren Membran und einem weicheren, gelartigem Keeff*!

. Hinsichtlich der Polymer-
konzentration sind die Beads daher inhom83é&h Durch die Zugabe nicht vernetzender Natrium-

ionen zu der Vernetzerlésung kénnen jedoch auctoheme Matrixkapseln hergestellt werti&n

3.2.2. Herstellungsverfahren

3.2.2.1. Matrix- und Kern-Hulle-Kapseln

Der Herstellungsprozess einfacher Alginatbeadsl&@auch fllissig geflllter Alginatkapseln (b) ist i
Abb.3.2 schematisch dargestellt. Zur Herstellung Bieads wird eine Natriumalginatldsung in eine
Calciumchloridlésung, hier pH 2, eingetropft. MérdGelierdauets diffundieren die Calciumionen in

die Alginattropfen und filhren zur vollstandigen yoerisation diesé&f3>"%

Natriumalginatlésung Mit der Zeit ¢,
in CaCl,-Lsg. (pH2) gelieren die Alginat-
eintropfen. Tropfen vollstandig.

CaCl,-Lsg. (pH2) Unter Riihren fiir AbgieRen und In CaCl,-Lsg. (pH2)
unter Riihren in Natrium-  eine bestimmte Zeit mit Wasser Uberfihren und
alginatlésung eintropfen. gelieren lassen. waschen. aufbewahren.

— Natriumalginatlésung == Calciumchloridlésung pH2 = Calciumalginatgel

Abb.3.2Schematische Darstellung der (a) Alginatbead- bydliginat-Hohlkapsel-Herstellung
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Die Praparation der Kern-Hulle-Kapseln erfolgt gemangekehrt. Hierbei wird eine Calciumchlorid-
I6sung unter Ruhren in eine Natriumalginatidsumygeiropft und mit der Gelierzeit wachsen die
sofortig gebildeten Calciumalginatgelmembranen nacifen hin an, wodurch die Schichtdicke
zunimmt, wahrend der innere Kern fliissig bléiBf" Nach gewiinschter Polymerisationszeit kénnen
die Kapseln Uber einem Sieb abgegossen, gewasciteinuCalciumchloridlésung zur Nachpoly-
merisation aufbewahrt werd&i. Somit ist die GroRe der entstehenden fliissigligefiKapseln, im

Unterschied zu den Beads, von der Polymerisatidtresziangi§™.

3.2.2.2. Kompositkapseln

Die Herstellung von Schellack-Kompositkapseln istAbb.3.3 schematisch dargestellt. Damit der
Schellack mit in die Membran eingebaut werden kanuss dieser zusammen mit dem Alginat in
Lésung vorliegen. Erfolgt anschlieBend das Eineopginer angesauerten Calciumchloridldsung, hier
pH 2, kommt es zur saureinduzierten Schellackdusi@wahrend der Membranbildung. Die aus dem
Tropfen nach auf3en diffundierenden Calciumionenitkenw die Alginatgelbildung und simultan
sorgen die Wasserstoffionen fur die Ausfallung deschellackpartikel, die in die Gelmembran
eingeschlossen werden. Im Anschluss werden dieddajisoliert, gewaschen und in Calciumchlorid-

l6sung mit analogem pH-Wert zur Aufbewahrung undghéirtung tiberfiHre.

>
RSO
CaCl,-Lsg. (pH2) unter Unter Rihren flr Abgief3en und In CaCl,-Lsg. (pH2)
Rihren in Natriumalginat-/  eine bestimmte Zeit ¢, mit Wasser Uberfiihren und
Schellackldsung eintropfen. gelieren lassen. waschen. aufbewahren.
== Natriumalginat-/Schellacklésung Calciumchloridlésung pH2

m Alginat-/Schellackkompositgel

Abb.3.3Schematische Darstellung der Herstellung von Koritiegsseln

Im Falle der gewlnschten Bildung von PLL-Alginati{positkapseln wird das PLL gemeinsam mit
der Calciumchloridldsung in die Natriumalginatlogueingetropft. In diesem Fall kbnnen die in der
Zutropflosung zusatzlich vorhandenen PLL-Molekile Alginatvernetzung und somit zur Membran-

bildung beitragen.

3.2.2.3. Extern beschichtete Kapseln
Die externe Kapselbeschichtung erfolgt ebenfalleriden Mechanismus der saureinduzierten
Schellackausfallung (Abb.3.4). Die in einem ersk&rfahrensschritt hergestellten Alginatkapseln

werden in einem zweiten Schritt flr eine bestim@ed t,y unter Ruhren in ein pH-Bad, d.h. in eine
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Calciumchloridlésung, eingestellt auf einen saupéhitWert zwischen 1 und 3, gegeben. Nach der
gewunschten Ansauerung des Kapselinneren erfagBitlilung der externen Schellackhille in einem
Beschichtungsbad mit der Beschichtungsddgieebenfalls unter Rihren. AbschlieRend werden die

Kapseln isoliert, gewaschen und in Calciumchlogdldg aufbewahrt.

0,0
;.‘-.A.J.\‘..

CaCl,-Lsg. (pH2) unter Unter Riihren fur Abgielen und In CaCl,-Lsg. (pH2)
Rihren in Natriumalginat- eine bestimmte Zeit { mit Wasser Uberflihren und fur
I6sung eintropfen. gelieren lasser waschen. eine bestimmte Zeit t,
aufbewahren.

In CaCl,-Lsg. (pH2) AbgieRen und In Schellacklésung Uber- Uber einem Sieb
Uiberfiihren und mit Wasser fiihren und fiir eine bestimmte abgielen.
aufbewahren. waschen. Zeit t, aufbewahren.

Natriumalginatlésung Calciumchloridlédsung pH2 = Calciumalginatgel
= Schellackldsung Schellackcoating

Abb.3.4Schematische Darstellung der Herstellung externHielsteter Kapseln

Im Falle der externen Beschichtung mit PLL kann hnater Herstellung der reinen Calcium-
alginatkapseln der Beschichtungsschritt direkt aoglssen werden. Hierzu werden die Kapseln
gewaschen und direkt in die PLL-L6sung uberfuhrd Gir eine Beschichtungszeg unter Ruhren
aufbewahrt. Anschlie3end erfolgt erneut der Waduftsaind die Kapseln kdnnen isoliert oder erneut
mit Alginat (Layer-by-Layer Verfahren zur Multisahitenbildung) beschichtet werd®h
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3.3. Gelscheibenpraparation

Zur Herstellung dreidimensionaler Gelscheiben wardeei verschiedene Methoden herangezogen.
Zum einen wurde die Gelbildungsreaktion mit Calammen kinstlich zeitverzogert, um eine
homogene Verteilung des Vernetzers in der zu geliden Lésung zu gewahrleisté®. Zum anderen

erfolgte der Mechanismus der Gelbildung durch eiméaEindiffusion.

3.3.1. Homogene Gelscheiben

Um homogene Gelscheiben zu erhalten ist es notgemadnéachst den Vernetzer in der Losung zu
verteilen und anschliel3end eine intern gesteuedkil@ung zu initiieren. Hierzu eignet sich ein
System, bestehend aus Calciumcarbonat und Gldkakton (GDLJ***'%® Abb.3.5 zeigt den

schematischen Versuchsaufbau.

8 ] -

—_—
unter Rihren unter Ruhren
~1 Natriumalginatlésung 1 Gluco-8-Lactonlésung
@ Calciumcarbonatlésung mm  Calciumalginatgel

Abb.3.5 Schematische Darstellung der Herstellungdgener Alginatgele

In einem ersten Schritt wird das Calciumcarbonattetsi Ultraschall in Wasser fein dispergiert,
woraufhin die Zugabe und Verteilung des Calciumogdts in die vorgelegte Alginatldsung unter
Ruhren erfolgt. AnschlielRend wird eine frisch amget® Glukos-Lakton-LOosung im molaren
Verhaltnis von 2:1 zum Calciumcarbonat, ebenfatieeuRUhren, hinzugefiigt. Erst jetzt werden die
verbrickenden Calciumionen langsam und kontrollfegigesetzt, wodurch sie zur Ausbildung
weitestgehend isotroper Gelstrukturen beitr8g2n Die Gelbildung erfolgt —je nach gewahlter
Calcium- sowie Alginatkonzentration — im Zeitrauremger Minuten bis hin zu einigen Stunden. Um
moglichst gleichformige Gelscheiben fir die rheadoben Messzwecke zu erhalten, wurden jeweils
8 ml der anfangs noch flissigen Losung in rundedtsinffgefalle zur Gelierung eingeflllt. Die so
hergestellten Gelscheiben wiesen Durchmesser woa 86 mm und Schichtdicken von rund 4 mm

auf. Die Aufbewahrung erfolgte in einer entsprechkonzentrierten Calciumchloridlésung.

3.3.2. Inhomogene Gelscheiben

Im Falle der Gelscheibenpréparation unter starkeren pH-Bedingungen eignet sich die zuvor
vorgestellte Methode nicht, da eine zeitlich veerig Calciumionenfreigabe nicht mehr gewéhrleistet
wird. Aus diesem Grund wurde nach einer weitererglMbkeit gesucht, dennoch die rheologischen
Eigenschaften dreidimensionaler Gele mit denen eiinfapselmembranen &hnlicher Zusammen-

setzung vergleichen zu kdnnen.
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Abb.3.6 zeigt das experimentelle Vorgehen. Hieritd veunachst ein Plastikgefald mit 2 ml einer
Calciumchloridldsung — eingestellt auf den gewureschpH-Wert — beflllt, so dass der gesamte
Boden benetzt ist. Es folgt die Applikation der fahalginatldsung (7 ml) und die anschliel3ende
Aufbringung weiterer angeséauerter Calciumchloridtis (2 ml) mit Hilfe einer handelsiblichen

Pump-Spray Flasche. Hintergrund dieses Uberschigbtorganges mittels Spriihung ist die sofortige
Gelbildung an der Oberflache der Alginatldsunggdass das einfache Einfullen der Calciumchlorid-

I6sung zu einer ungleichmafigen Oberflachenbildihgen wirde.

Natriumalginatlésung Calciumalginatgel
Calciumchloridlésung (pH1-4)

Abb.3.6 Schematische Darstellung der Préaparatioonmgener
Alginatgelscheiben per Eindiffusion

Mit zunehmender Gelierzetig diffundieren die Calciumionen in die Alginatschiaind fiihren zu der
gewiinschten Ausbildung des Hydrodéfs Durch diesen diffusionsbedingten Gelbildungsvarga
werden inhomogene Schichten erhalten, da die Kdratéon der vernetzenden Calciumionen und
somit die Alginatkonzentration im Inneren der Algischicht geringer ist als in nachster Nahe zur
Calciumchloridlosung (Kapitel 3.2.£%*! Nach einer Gelierzeit von 15 Minuten kénnen dieeits
stabilen Gelscheiben aus den GefalRen entnommerahsahlielend in der zugehdrigen Calcium-
chloridlésung aufbewahrt werden. Nach einer Getigrzvon 30 Minuten &andern sich die
mechanischen Eigenschaften der Gele nicht Wi8hiDie so hergestellten Gelscheiben wiesen die
gleichen Abmessungen wie die im zuvor beschriebétgitel hergestellten homogenen Gelscheiben

auf.
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3.4. Oberflachenaktivitat

Zur Charakterisierung der oberflachenaktiven Eigkaften der Ausgangsmaterialien wurden die
Oberflachenspannungen und Oberflachenpotentialsasiger Polysaccharid- und Extraktlosungen an
der Wasser/Luft-Grenzflache vermessen. Bei den erdeten Methoden handelte es sich zum einen
um die Pendant-Drop-Methode, die auf der optischesmessung eines hangenden Tropfens basiert
und zum anderen um die Schwingplatten-Methode. @3iddessverfahren wird als Parallel-Platten-

Kondensator-Modell interpretiert und beruht auf Biessung der Oberflachenpotentialanderung.

3.4.1. Pendant-Drop-Methode

3.4.1.1. Messgerat
Mittels dem Profile Analysis Tensiometer PAT1 demia Sinterface wurden sowohl Extrakt- als
auch Alginat- und Pektinlosungen unterschiedlidienzentration zur Ermittlung der Oberflachen-

spannung gemessen. Der genaue Aufbau des Getédtedlib.3.7 wiedergegeben.

Motor
Injektions- coo °
spritze Computer —=]

Gﬁ@ Q) Frame
grabber

Lichtquelle Messzelle CCD-Kamera

Abb.3.7Aufbau des ,Profile Analysis Tensiometer* PAT1 diéma Sinterfacé®”!

Uber eine motorbetriebene Injektionsspritze wircdar Messzelle ein Tropfen gebildet. Dieser wird
von einer Lichtquelle zur besseren Konturenerkegrammgestrahlt und die optische Geometrie von
einer CCD-Kamera erfasst. Die Kamera ist mit denrm@ater verbunden, der dann mit Hilfe einer
Software die Auswertung durchfihrt. Der Motor dejektionsspritze wird ebenfalls von dem

Computer angesteuert. Nach vorangegangener Trdfafent und Fokussierung erfolgt die optische
Beurteilung des Tropfens, woraus die Oberflachemsypag nach Young und Laplace (Kapitel 2.6.1.)

berechnet werden kafitt*!!

3.4.1.2. Messprinzip
Bei der hier angewandten Methode zur Messung dearflabhenspannung handelt es sich um ein

statisches Verfahren. Bei der Messung wird die dtgik®it durch eine Nadel injiziert, so dass siah ei
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Tropfen am Ende der Kapillare bildet (Abb.3.8). [Erakte Form des Tropfens wird durch sein
Gewicht, seine Benetzungseigenschaften und durehOtherflachenspannung bestimmt, wobei die
Oberflachenspannung bewirkt, dass der Tropfen eidglichst kleine Oberflache und folglich eine
sphéarische Kontur anstrebt, wahrend die Gravitagioe Streckung des Tropfens bewirkt.

X

Abb.3.8Tropfenkontur eines hangenden Tropf&hs

Um die Grenzflachenspannung mit den Koordinaten agrsensymmetrischen Kontur mit y als
Symmetrieachse zu verkniipfen, werden hydrostati§tahgewichtsbedingungen betrachtetAn
dem Punkt A in Abb.3.8 herrscht ein Drugk, der sich von dem Drucks an dem Punkt B
unterscheidet. Der Druckunterschigd wird durch nachfolgende Gleichung wiedergegeben:

Ap=p,—ps =Dpgr,, (3.1)
wobeir, die Hohe bezuglich der Tropfenspitzg, die Dichtedifferenz zwischen auf3erer und innerer
Phase undy die Erdbeschleunigung beschreibt. Da die Symnsathise y durch den Punkt A und
somit die Spitze des Tropfens verlauft, sind datleiden Hauptkrimmungsradien gleich grof3:

T (3.2)

I"A
Unter Beriicksichtigung des Tropfenradiysind des Tangentenwinketskann der Radiugs; an dem
Punkt B wie folgt beschrieben werden:

'
Mo, = —2%—. 3.3
® sine (3:3)

Mit Hilfe der Krimmungslinies¢ wird der Radiusg, definiert:

d
= %. (3.4)
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Fur die geometrischen Dimensionen eines hangendepfehs in Beziehung zur Ober- bzw.

Grenzflachenspannung ergibt sich zusammenfassan@laichung (3.2), (3.3) und (34}

I'.B 2 I'.Bl I'.A

Apgr, = i+i—£j. (3.5

3.4.1.3. Probenpraparation und Durchflhrung

Zum Nachweis der Oberflachenaktivitat oder zur Besiung der kritischen Mizellkonzentration
(CMC =Critical Micelle Goncentration eignet sich insbesondere die Messung der Obédtic
spannung bei Variation der Konzentration der amplép Komponente. Fir die Messungen wurden
somit unterschiedlich konzentrierte wasserige Ralglaridlosungen im Bereich von 0,025 Gew.-%
bis 1,25 Gew.-% und Extraktldsungen im Bereich Ogiil Gew.-% bis 7,5 Gew.-% an der Wasser/-

Luft-Grenzflache Uber einen Zeitraum von mehrerem&en vermessen.

3.4.1.4. Auswertung der Konturanalyse

Die Oberflachenspannungen wurden durch Integration Gleichung (3.5) ermittelt. Durch ein
automatisches Angleichen der Tropfenkoordinaterdas theoretisch integrierte Profil per Kontur-
analyse werden sehr genaue Grenz- bzw. Oberflaghenangswerte erhalten. Die Berechnungen und
das Fitting der Ergebnisse erfolgten mit dem PATllautomatisch. Die ausgegebenen Dateien
enthielten die dynamischen Oberflachenspannungém. ADftragung der Oberflachenspannungen

gegen die Zeit erfolgte mit OriginPro 7,5.

3.4.2. Schwingplatten-Methode

3.4.2.1. Messgerat

Die Messungen des Oberflachenpotentials wurdemlsiidier so genannten Schwingplatten- oder auch
Schwingkondensator-Methd&*¥ mit dem Kelvin Probe SP1 der Firma Nanofilm Teclogi
GmbH durchgefuhrt. Die schematische Darstellung\éasuchsaufbaus findet sich in der folgenden

Abbildung wieder.

bewegliche
Elektrode

feste
Gegen-
elektrode

i

Abb.3.9Schematische Darstellung der Schwingplatten-Methode
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In der Subphase der Messlésung befindet sich eiste,f unbewegliche Kondensatorplatte, wahrend
ca. 2 mm oberhalb der Grenzflache eine zweite éPlait einer Frequenz von 330 Hz sinusférmig
schwingt (Abb.3.9). Durch Auftragung eines Obetiiéiefiimes kann die Messung der Potential-

anderung erfolgen.

3.4.2.2. Messprinzip
Das Messverfahren wird als Parallel-Platten-KondemwsModell von Lord Kelvin (1898) interpretiert
und beruht auf der Messung der Oberflachenpoténti@rung AVp), auch bezeichnet als Kontakt-
Potential-Differenz CPD Gontact Potential Dfferencg. Diese Differenz ist eine Funktion der
Adsorption, Orientierung, Anderung der Zusammensezund Wechselwirkung der Molekiile des
dunnen Oberflachenfilmes, der sich zwischen deddmeElektroden ausbildet. Anfangs wurde zur
Messung der CPD der Kondensatorplattenabstand ped Werdndert und Uber die resultierende
Kapazitatsdnderung\C die Ladungsanderung\Q berechnet. Dann verbesserte Zismann diese
Technik, indem die obere Platte zu Schwingungererayy und der resultierende Strdyngemessen
wurdéd™#?:
dc(
dt

Hierbei bezeichnet die Zeit, V, die externe Spannungy die StromstarkeAVe die Oberflachen-

L = (BV, +V,) (3.6)

potentialanderung undagt) die zeitliche Kapazitatsdnderung. Durch dievolgung der beweglichen
Elektrode im elektrischen Feld der Grenzflache wirddlem Kondensator ein Strom induziert. Das
resultierende Signal wird durch Kompensation derntidktpotentialdifferenz mit einer extern
angelegten Spannung, aufgehoben, indem der Strom vorzeicheninvertiartcll eine Regel-
elektronik als Gegenspannung auf die unbewegliclhedénsatorplatte in der Subphase geleitet
wird®*. Hierdurch bleibt der Raum zwischen beiden Kondwnplatten feldlos und die Gegen-
spannung bildet das eigentliche Messsignal:

=0 2> AVp=V,.
Sinn dieser feldlosen Messung ist die DurchfUhrbirkler Versuche unabhéngig vom genauen
Abstand der Elektroden. Die Einstellung eines Atdés im Bereich von 1-3 mm zwischen

beweglicher Elektrode und Grenzflache ist dadurcreichend*”.,

3.4.2.3. Probenpraparation und Durchflihrung

Bei Durchfihrung der Messungen werden keine Abed@de erhalten, d.h., dass zunéchst die
Messung des Oberflachenpotentials der reinen ucktie Wasseroberflache erfolgen muss, um ein
ReferenzsignaMy, zu ermitteln. Hierzu wurde die Messschale mit darin befindlichen festen
Gegenelektrode mit 50 ml destilliertem Wasser dietiiid die bewegliche Elektrode mittig Gber der
Gegenelektrode platziert. Der Abstand zwischen \afaberflache und beweglicher Elektrode betrug
hierbei nicht mehr als 3 mm. Wenn sich dann dasr®ial auf einen konstanten Wert eingependelt

hatte, wurde dieser als Referenzwert fiir die figefr unbedeckte Oberflache verwendet.
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3. Experimentelles und Auswerteverfahren

AnschlieRend wurde die filmbildende Substanz zugespnd aus der sich ergebenen Oberflachen-
potentialanderung/Ve und dem Referenzsignal das eigentliche Potengal @berflachenfiime¥y
erhalte*?:

AV, =V,, V. (3.7)
Die Messungen erfolgten fir die in dieser Arbeitwendeten Polysaccharid- und Extraktldsungen
unter Variation der Konzentration. Es wurden jesveihterschiedliche Volumina einer 4 Gew.-%igen
Stammldsung der zu charakterisierenden Substanisgzen 0,25-1 ml) mit einer Spritze in die
Messschale eingespritzt und der zeitliche Verlae$ &otentials aufgezeichnet. Damit jeweils die
gleiche Volumenanderung erfolgte, wurde die Spristets auf 1 ml mit destilliertem Wasser

aufgefullt.

3.4.2.4. Auswertung der Potentialkurven
Die Auswertung der gemessenen Potentialkurvengtefoh Form einer Auftragung des Oberflachen-
potentials gegen die Zeit mit OriginPro 7.5. Dieeru bendtigten Daten wurden direkt von der

Software als Textdateien ausgegeben.
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3.5. Rheologische Messungen

Die rheologische Charakterisierung der Deformagayenschaften von Mikrokapseln ist insbesondere
dann von grofBer Bedeutung, wenn flussig gefullte,inrer Stabilitat limitierte Kapseln in der
Lebensmittelanwendung zum Einsatz kommen sollemebDaurden in dieser Arbeit verschiedene
rheologische Methoden angewandt, mit denen das alterh der Kapseln unter Einwirkung
mechanischer Krafte untersucht werden kann.

Unter Verwendung der Spinning-Capsule-Methode,zdreCharakterisierung der dehnrheologischen
Eigenschaften der Kapselmembranen herangezogerewanfdlgt die Deformation einzelner Kapseln
durch Einwirkung eines auRReren Zentrifugalfeldes. \#ergleichszwecken wurde die mechanische
Stabilitat zusatzlich mit Squeezing-Capsule-Experitan, durch Kompression einzelner Kapseln
zwischen zwei parallelen Platten, bestimmt.

Des Weiteren erfolgte die scherrheologische Chari¢rung dreidimensionaler Gelschichten mit
vergleichbarer Zusammensetzung wie die KapselmemehraHierbei war insbesondere von grof3em
Interesse, inwieweit sich Beobachtungen an dreid@omalen Gelen auf die Eigenschaften zwei-
dimensionaler gekrimmter Membranen Ubertragen hasgeletzt wird in diesem Kapitel auf die
rheologischen Messungen viskoser Flussigkeiten egaiggen. Zur Charakterisierung der Hull-
materialien und Optimierung der Kapselherstelluagameter erfolgten Viskositatsuntersuchungen

der verwendeten Polysaccharid- und Vernetzerlosu(igapitel 4.1.5.).

3.5.1. Spinning-Capsule-Methode

3.5.1.1. Messgerat
Mittels eines kommerziell erhaltlichen Spinning-prdensiometers der Firma Dataphysics lassen
sich schon seit langerer Zeit routinemafig extreednge Grenzflachenspannungen zwischen zwei

nicht miteinander mischbaren Flussigkeiten md&8éfp4¢!

schwere
Phase

Beleuchtun ;
Temperiermedium 9 rotierende
Kapillare

Abb.3.10Schematischer Aufbau der Spinning-Drop-AppatHttir
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In dieser Arbeit wurden statt Tropfen einzelne Kaipsn die Kapillare eingebracht und in dem durch
die Rotation entstehenden Zentrifugalfeld deforimiédie Ergebnisse dieser dehnrheologischen
Untersuchungen wurden anschlieRend zur Berechneingveeidimensionalen Elastizitdtsmoduln der
Kapselmembranen herangezogen.

Der schematische Aufbau einer tblichen SpinningsGEpApparatur ist in Abb.3.10 dargestellt. Das
Verfahren gestattet die Durchfuhrung zeit- und terapurabhangiger Messungen. Den Kern der
Apparatur bildet eine sich hochtourig drehende kalp#lare, die durch ein Glasfenster in der Mitte
beobachtbar und von einem Temperiermedium umgedietni der Messkammer befindet sich eine
auRere Flissigkeit hoherer Dichte(FC-70,p = 1,94 g/cm) und die zu vermessende Kapsel mit einer
inneren Kernflissigkeit geringerer DichtgWasserp = 1,0 g/cm), so dasga > p;. Die Kapselkontur
wird wahrend der Rotation mit einer Beleuchtungseinangestrahlt und Uber ein Mikroskop auf der
gegenuberliegenden Seite, verbunden mit einer Kagidreit, aufgenommen. Sowohl der Messtisch
als auch die Kamera sind unabhéngig voneinandeieijusind kippbar, so dass die Kapsel wie

gewiinscht beobachtbar ist.

3.5.1.2. Messprinzip

Die applizierte Kapsel stabilisiert sich infolger deirch die Rotation resultierenden Zentrifugalkiaf
der Langsachse der Kapillare. Da durch den Angdéfr &uReren Kraft an die Kapsel ein
Rotationsellipsoid erzeugt wird, erfolgt die Messnoele quasidynamisch. Durch Steigerung der
Rotationsgeschwindigkeit wirken zunehmende Zergafirafte auf die Kapsel, die demzufolge
starker deformiert wird. Als Vorteil dieses Messgips sei die kontaktlose Messung ohne

Randeffekte, verursacht durch Berthrpunkte mit @ehen, zu nennen.

3.5.1.3. Probenpraparation und Durchfiihrung

Fur die Messungen wurde jeweils eine zuvor herfjestgapsel, die aus ihrem Aufbewahrungs-
medium mit einem Spatel vorsichtig entnommen wuydenvendet. Nach Applikation der Kapsel in
die Kapillare war stets darauf zu achten, dassed@®se Einschluss von Luftblasen verschlossen
wurde. Luftblasen und auch sonstige Verunreinigaonggirden den Messprozess stéren und der
Befill- sowie Messvorgang musste wiederholt werden.

AnschlieBend wurde die in der Kapillare positiotéeKapsel bei unterschiedlichen Umdrehungs-
zahlen in Hinblick auf ihre Gestalt und Grol3e systisch vermessen. Mittels Bildanalyse konnte
dann der Kapseldurchmesser und die Kapsellangdtetmverden. Aufgrund der Linsenwirkung der
zylindrischen Glaskapillare traten optische Vemegen der zu beobachtenden Kapseln auf, wobei
die Starke der Verzerrung von dem Brechungsindexe&®vendeten aulieren Phase abhing. Vor jeder
Messung wurde daher eine Grol3enkalibrierung mittatematischer Kalibrierfunktion durchgefuhrt.

Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von 2hi€hgefihrt.
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3.5.1.4. Auswertung der Deformationstests

Zur Auswertung der Messungen erfolgte die Auftragaer mittels Gleichung (2.30) berechneten
DeformationAD gegen die auf die Kapsel wirkende Zentrifugalkpalpwzre’sph Um Schwankungen,
verursacht durch Kapselasymmetrien, auszuschliefgarden von jedem Kapseltyp zwischen 5-7
Kapseln untersucht. Durch eine lineare Anpassungli@angemittelten Kurvenverlaufe konnte tber
Gleichung (3.8) unter Annahme einer Querkontralszalvs aus der Geradensteigung (8§ 16Es)

der zweidimensionale Young-Modas fur jedes Kapselsystem bestimmt werden:

s O+Vs)

AD = -Apaf’t, T6E
S

(3.8)

Im Falle nicht-spharischer, d.h. bereits elliptisciideformierter Kapseln, wurde zur Auswertung die

Grol3ea anstelle des sphéarischen Radiggfur die Berechnungen nach Gleichung (3.8) verwéhitle

a=3/r? &, . (3.9)

Es war jedoch bei denen in dieser Arbeit vermesséhglrogelkapseln stets darauf zu achten, dass
die Auswertung lediglich im Bereich vollstéandig eesibler Deformationen vorgenommen wurde.
Abb.3.11 zeigt einen typischen Deformationsverkiufeine Alginatkapsel in Abhéngigkeit von der
Rotationsgeschwindigkeit. Die griinen Balken zeidiengemessene Deformatibnder Kapsel fur die
auf der x-Achse angegebene Rotationsgeschwindjgkeitirend die blauen Balken die gemessene

Deformation nach Rickkehr auf die urspriinglicheakigisgeschwindigkeit (1500 U/min) darstellen.

CNC YD
U\

5 1500 U/min 3500 U/min 6500 U/min 8500 U/min

| ! | ! | ! | ! | ! I ! | ! | ! I

| [ Deformation bei ansteigender Rotationsgeschwindigkeit
Il Deformation bei urspriinglicher Rotationsgeschwindigkeit

5
© 44 1 e
Q afhe
4 -
I i
= |
£
S 21 7
)
o

R ]

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000 8000 9000
Rotationsgeschwindigkeit U [U/min]

Abb.3.11 Reversible und irreversible Kapseldeforoman im Spinning-Capsule-Experiment
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So ist abzulesen, dass die Deformation bis hiniaar eRotationsgeschwindigkeit von 6000 U/min
vollstéandig reversibel erfolgt)(= 0 bei Rickkehr au) = 1500 U/min, blaue Balken). Bei weiterer
Erhdhung der Geschwindigkeit 6500 U/min) kann hingegen bei Ruckkehr auf 150@i0/die
urspringliche Ausgangsdeformation nicht mehr geeressverden D >0 bei Ruckkehr auf

U = 1500 U/min, blaue Balken). Ab diesem Messzeikpuwird die Kapsel somit irreversibel
deformiert, wodurch bei urspriinglicher Belastuklg=(1500 U/min) bereits erhthte Deformationen
gemessen werden. Dies auf3ert sich insbesondesmrzgeiten, signifikant steileren Geradenanstieg
der Deformationswerte, der jedoch nicht auf eireffdéin des Kapselmaterials, sondern auf das
Austreten der inneren Phase aus den grobporigeroblgitkapseln zuriickzufuhren ist (Vgl. Abb.3.11,
U = 8500 U/min). So kann bei ausreichend hoher Bliyg$astung die wasserige Flussigkeit durch die
Poren nach auf3en austreten, wodurch es somit nichinem wirklichen Kapselbruch der Kapseln,
sondern stets zu einer FlUssigkeitsverarmung inerem kommt. Unter welchen Belastungen der
Bereich vollstandig reversibler Deformationen vssken wird, ist insbesondere von der Membran-
zusammensetzung, Schichtdicke und den Porengrd®&mgig.

Des Weiteren sei an dieser Stelle erwéhnt, dasMdeserfolg dieser Methode malR3geblich von dem
hergestellten Kapselmaterial abhdngt. Weisen dievemmessenden Kapseln Oberflachenunregel-
magigkeiten in Form von ,Zipfeln* (Kapitel 4.1.) ed Membrandefekten auf, kbnnen diese flir die

hier vorgestellten Spinning-Capsule-Experiment&inierwendet werden.

3.5.2. Squeezing-Capsule-Methode

3.5.2.1. Messgerat

Zur Charakterisierung der mechanischen Kapselgtthivurde ein Advanced Rheometric Expansion
System (ARES) von TA Instruments mit einer PlatettB-Geometrie herangezogen (Abb.3.12).
Hierbei wies die obere Titanplatte einen Durchmesea 25 mm auf. Die resultierende Normalkraft
wurde mit einem Force Rebalance Transducer mit ldbfRorce (FRTN1) in einem Messbereich

zwischen 2 mN und 20 N aufgenommen.

Motor
Kraft: 91,210 g

1

Abb.3.12 ARES Rheometer mit parallelem Platte/BIatesssystem zur Kapselkompression
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3.5.2.2. Messprinzip

Durch Absenken der oberen Platte erfolgt die Miriming des Plattenabstanaiswodurch es nach
weiterer Verringerung des Abstandes auf den Dureberel der Kapsel zur achsensymmetrischen
Kompression dieser kommt. Abb.3.13 verdeutlicht ddsssprinzip fir unterschiedliche Kom-

pressionszustande.

Abb.3.13Kapselkompression zwischen zwei parallelen PI&ftén

Durch die Auslenkung der oberen Platte und somit der stetigen Mininmgrdes Plattenabstandes

erfolgt die zunehmende Quetschung der Kapsel. Binen Messaufnehmer an der oberen Platte wird
wahrend des zeitlich definierten KompressionstdgsKraft gemessen, die die Kapsel der oberen
Platte entgegensetzt. Der Test ist beendet, weenbdiden anfangs gegeniberliegenden Pole
aufeinander gepresst werden und somit lediglicherr@$pezifische Parameter erhalten werden

kdénnen.

3.5.2.3. Probenpraparation und Durchflhrung

Jeweils eine einzelne der zuvor hergestellten Kapserde mittig auf der unteren Platte positioniert
Durch herunterfahren des oberen Messstempels vaderdelattenabstand fir den Start der Messung so
eingestellt, dass die Kapsel noch nicht berihrdeuber angezeigte Plattenabstdpgvurde dann als
Startpunkt in das Messprogramm eingegeben und derpkessionsversuch erfolgte unmittelbar im
Anschluss. Der jeweils verwendete Kraft/Abstandstef®Igte meist im Bereich von 2,5 mm hinunter
auf 0,05 mm innerhalb von 360s mit einer logaridunen Kompressionsrate. Von jedem

Kapselsystem wurden mindestens 5-7 Kapseln gemesskrur Auswertung herangezogen.

3.5.2.4. Auswertung der Kompressionstests

Aus den Messungen resultierten typische Kraft/Amséunktionen F/de-Funktioneni %! die tiber
den urspringlichen Durchmesst#y der Kapseln di-dr =9) in Kraft/AuslenkungsfunktionenF(s-
Funktionen) umgerechnet werden konnten.

Zwischen der Auslenkung und der aufgewendeten lergfib sich im linear visko-elastischen Bereich
und somit im Bereich kleiner Deformationen ein éirer Zusammenhang, der unter Berlcksichtigung

der Querkontraktionszahl und Einbeziehung des HKegmias sowie der Membrandicke zur
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Bestimmung des zweidimensionalen Elastizitatsmodettaiendet werden konité***! Somit war es
moglich, aus den Daten des kleinen Deformationstis#e quantitative Informationen uber die
Elastizitatseigenschaften der umhillenden Gelmengorain Form des zweidimensionalen
Elastizitatsmodul&s (auch Young-Modul) Gber nachfolgende Gleichungthalten:
4E.h

—F—S
r.sph V 3(1_ Vé)

Hierbei wurde der Elastizitatsmodul Uber die graphiermittelte Steigung-(s) berechnet. In der

F= (3.10)

Literatur finden sich weitere mdgliche Losungsamsérur quantitativen Auswertung der Kom-
pressionskurvétf” 1% Es sei jedoch darauf hingewiesen, dass unter &whang eines empfind-
licheren Messaufnehmers wesentlich genauere Erggbeizielt werden kdnnten. Im Falle der flissig
geflllten Kapseln erfolgt die Auswertung am Ran@s chdglichen Messbereiches. Insgesamt sind
daher festere bzw. starker vernetzte und groRepsda fur die hier vorgestellten Squeezing-Capsule-
Experimente besser geeignet, da grofRere Kraftdhomerer Genauigkeit gemessen werden kdnnen.
Des Weiteren ist es wegen der vordefinierten ZegtAndsfunktion nicht moglich, mit dem ARES
Rheometer eine hohere Anzahl von Messpunkten iri@ekleiner Deformation zu erhalten. Die zur
Verfugung stehenden Daten fir die quantitative Aerssng nach Gleichung (3.10) beschranken sich

daher — in Abhéngigkeit von der Festigkeit der Meanb- oftmals auf nur wenige Messpunkte.

3.5.3. Gelrheologie

3.5.3.1. Messgerat

Die im Folgenden vorgestellten Experimente sindestteologischer Natur und wurden an drei-

dimensionalen Gelscheiben durchgefiihrt, die inritdesammensetzung denen der verschiedenen
Kapselmembranen entsprachen. Fir die Messungenewaird deformationsgesteuertes Rheometer
RFS Il der Firma Rheometrics Scientific mit einematfe/Platte-Messsystem verwendet (Abb.3.14).

Es bestand aus zwei Platten mit ebenen Oberfladtienparallel zueinander angeordnet waren.

Hierbei war die untere Platte beweglich, wahrendotbere Messkoérper fest fixiert war.

R

Abb.3.14Geometrie des Platte/Platte-Messsystems
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Die Geometrie dieses Messsystems wurde hierbehdign Plattenradius festgelegt, der bei allen
Messungen 12,5 mm betrug. Bei der Messung war tlataachten, dass der Plattenabstdpndehr

viel kleiner war alsp.

3.5.3.2. Messprinzip

Zur Untersuchung visko-elastischer Gele in Hinbbei das elastische FlieR- und das visko-elastische
Deformationsverhalten eignen sich so genannte l@saiistests. Hierbei oszilliert die untere Platte
dem verwendeten Platte/Platte-Messsystem, woduecRrdbe, wie in diesem Fall ein Gel, durch das
Hin- und Herschieben der unteren Platte gescher. Wierbei ist stets darauf zu achten, dass die
Probe im gesamten Scherspalt homogen verteiltegirlind eine gewisse Wandhaftung aufweist, um
nicht zwischen den Platten abzugleiten. Zur Erkigrder Oszillationsversuche wird das bereits in

Kapitel 2.7.1. vorgestellte Zwei-Platten-Modell &gezogen.

3.5.3.3. Probenpraparation und Durchflhrung

Die hergestellten Gelscheiben (Kapitel 3.3.) wurdenjeder Messung aus der Aufbewahrungslosung
entnommen und auf die untere Messplatte gelegthieBend wurde die obere Platte auf die Probe
abgesenkt. Dann erfolgte die Durchfihrung von Atogdentests (Variation der Amplitude unter
Konstanthaltung der Frequenz) zur Bestimmung debdPicharakters und des linear visko-elastischen
(LVE-) Bereiches sowie Frequenztests (Variationfl@guenz unter Konstanthaltung der Amplitude)

zur Untersuchung des zeitabhéngigen Scherverhaltens

3.5.3.4. Auswertung der Oszillationstests

Diese scherrheologischen Messungen lieferten tettdl Informationen Uber die Gelstabilitat und
Gelstarke sowie das Fliel3verhalten der dreidimeasém Gelscheiben, die dann auf die Membranen
der verschiedenen Kapseln Ubertragen wurden. Dieethmung der erhaltenen Messdaten in die
rheologischen GroRRen erfolgte mit der Software G&hestrator der Firma Rheometrics Scientific, so
dass die Speicher- und Verlustmoduln direkt gederAdhplitude oder Frequenz aufgetragen werden
konnten. Anhand der Kurvenverlaufe lieBen sich damrgleichende Aussagen Uber das visko-

elastische Deformationsverhalten machen.

3.5.4. Scherviskositatsmessungen

3.5.4.1. Messgerat

Um das FlieRverhalten der in diesem Projekt vensterdPolysaccharidlésungen zu charakterisieren,
erfolgte die Aufnahme von Viskositatskurven mitezm deformationsgesteuerten Rheometer RFS |l
der Firma Rheometrics Scientific. Hierzu wurde keamzentrisches Zylinder-Messsystem, bestehend

aus einem Messkorper und einem Messbecher, verivende
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Abb.3.15 Geometrie des Zylinder-Messsystéths

Wie Abb.3.15 zeigt, handelt es sich bei der vervetenl Betriebsart des Messsystems um die Couette-
Methode. Hierbei rotiert der mit einem Drehtellerbundene Messbecher, wobei der Messkdrper still
steht. Der Radiug, des umgebenden Messbechers betrug 17,0 mm, deusRadies inneren
Messzylinders 16,0 mm und die Langiedes inneren Messzylinders 16,7 mm. Die verwendete
Geometrie legte hierbei die Umdrehungszatdum Erreichen der gewiinschten Scherrate fest:

WY

y= : (3.11)
ra—h

3.5.4.2. Messprinzip

Um hydrodynamische Strukturen und strukturbildeRdezesse zu erforschen, kénnen so genannte
Scherraten-Tests durchgefuhrt werden. Diese laufeter Vorgabe variierender Scherraten ab
(Controlled Shear Rate Tekt®as Vorgabeprofil ist somit eine Scherraten/Eeibhktion.

Q)

Abb.3.16 Querschnitt durch ein Couette-Messsystem
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Befindet sich in dem Zwischenraum der beiden Zyindine inkompressible viskose Flussigkeit
und wird der aul3ere Zylinder durch eine definiebleehbewegung in Rotation versetzt, kann
durch Variation der Scherrate das Stromungsvenhaltgersucht werden. Abb.3.16 verdeutlicht
die Entstehung eines Stromungs- bzw. Scherfeldégrénd des Rotationsversuches wird von der
Probe am oberen Teil des Messsystems ein Drehmomduotiert und das Signal tber einen

Messwertaufnehmer an die Kontrolleinheit weiterdege

3.5.4.3. Probenpraparation und Durchfiihrung

Zur Aufzeichnung der Viskositatskurven und Ermittu der dynamischen Viskositat wurden
Polysaccharidlésungen zwischen 0,1 und 4 Gew.-%s dtesch angesetzt und direkt vermessen.
Hierzu wurde eine ausreichende Probenmenge in dBarén Messbecher eingeflillt und der innere
Messzylinder soweit in die Probe abgesenkt, bisZgimmder und der Meniskus der Messflissigkeit
eine planare Ebene ergaben. Die Rotationsversufiiigten anschlieend in einem Scherratenbereich

von 0,1 bis 900°5und bei einer Temperatur von 25°C.

3.5.4.4. Auswertung der Viskositatskurven
Die unter Vorgabe der Scherrate und in Abhangigieit Geometrie gemessenen Drehmoméhmte

dienten tber nachfolgende Gleichung der Berechdenglynamischen Viskositéten:

M (r,—r
S=—D(A3 '). (3.12)
2mr Ul

Die Umrechnung erfolgte mit der Software RSI Oreteger der Firma Rheometrics Scientific. Nach
Auftragung der Scherviskositat gegen die Schemaisste zur Bestimmung der Nullviskositat, die
den Grenzwert der Viskositatsfunktion fir unendlrekedrige Scherraten darstellt, die Extrapolation

der Scherviskositéts auf y = 0 erfolgen:

N =lim,_ns(y) . (3.13)
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3.6. MRI-Messungen

Messungen der polymerisationszeitabhangigen Schadenanderung sowie der Schichtdicke bei
Variation der Vernetzer- als auch der Polymerkotrzgion, wie sie von Diplom Physiker S. Henning
(Experimentelle Physik IIl, Prof. Dr. D. Suter, Tbrtmund) durchgefuhrt und ausgewertet wurden,
machen es mdoglich, Informationen tber den Polyragossprozess und die Gelstruktur zu erhalten.
Diese Ergebnisse erlauben es, in Kombination miteSging- und Spinning-Capsule-Messungen das
Membranwachstum und die Kinetik der Kapselbildundgzaklaren sowie den zweidimensionalen
Elastizitatsmodul (Young-Modul) fir die verschiedanKapseln zu berechnen. Des Weiteren ist es
mdglich, mittels Relaxationszeitmessungen die Rbirsshmesser der umhillenden Gelmembranen zu
bestimmen. In den nachfolgenden Abschnitten siedpdiiparativen Arbeitsschritte, das Messsystem

sowie die Durchfiihrung und Auswertung naher erlaute

3.6.1. Messgerat

Alle Messungen wurden mit einem 14,1 Tesla ,Cheretigs Infinity Plus 600“ NMR-Spektrometer
durchgefihrt. Dieses Messgeréat ist zusatzlich mereXYZ-Gradienteneinheit (Resonance Research
BFG-73/45-100 MK2) ausgestattet, mit der sich inrb#edung mit den Gradientenverstarkern
,TECHRON 8300“ (x- und y-Gradienten) und ,TECHRONOD" (z-Gradient) Gradientenfelder mit
einer maximalen Starke von etwa 1 T/m erzeugeretads der Gradienteneinheit befindet sich der
Nachbau eines Microimaging-Probenkopfes der Firmak& mit einer original Bruker-Spule (PH
Micro 2.5).

Zur Bestimmung der Schichtdicken verschiedenesitjigefullter Kapseln wurde die in Kapitel 3.6.2.
beschriebene Spinwarp-Pulssequenz verwéfflletDas FOV Field Of View) hatte dabei Ab-
messungen von (6x6) niriir Proben in 5 mm Réhrchen bzw. (12x12) frfiir Proben in 10 mm
Roéhrchen. Die Anzahl der Phasenschritte und ddtathg Datenpunkte (Akquisitionslange) betrug
256 (512 bei 10 mm Réhrchen), woraus sich jewsite éufldsung von (23x23um?® ergab. Die
Repetitionszeit bzw. Echozeit wurde fir jede Prabdividuell so eingestellt, dass der Kontrast
optimiert wurde. Die Aufnahme der Bilder dauertageh Qualitat (Signal zu Rausch Verhaltnis) und

Auflésung einige Minuten bis Stunden.

3.6.2. Messprinzip

Um ein NMR-Bild (ein Abbild defT;- bzw. T,-gewichteten Spindichte) zu erhalten, bedarf esrein
Serie von zeitlich regelmafig aufeinander folgenderAnregungsimpulsen, die in genau festgelegter
Abfolge mit Magnetfeldgradienten kombiniert werd&me zur Schichtdickenbestimmung verwendete

Spinwarp-Pulssequenz ist in Abb.3.17 dargestellt.
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Abb.3.17 Spinwarp-Pulssequenz (Gradientenldngen und
Amplituden sind nicht maRRstabsgetreu)

Zunachst erfolgt die schichtselektive Anregung Hureinen initialen 90°-sinc-Puls, der in
Anwesenheit eines z-Gradienten transversale Magertng in einer bestimmten Schicht entlang der
z-Achse erzeugt. Um die durch den Schichtselelgi@enten dephasierte Magnetisierung zu
rephasieren, wird anschlielend ein Kompensatiodsgramit umgekehrtem Vorzeichen gegeniber
dem Schichtselektionsgradienten geschaltet. Zuichige Zeit werden Gradienten in x- und y-
Richtung geschaltet, wobei der x-Gradient als Rsighangsgradient fur die erste Halfte des
Lesegradienten dient, der zur Ortsauflésung in chRing wahrend der Datenaufnahme geschaltet
wird. Der y-Gradient fungiert als Phasenkodiergeatliund wird zwischen zwei aufeinander
folgenden Durchlaufen der Pulssequenz inkrementient somit die Ortsauflésung in y-Richtung zu
gewabhrleisten.
Nachfolgend wird in dem AbstanbE/2 zum 90°-Puls die transversale Magnetisierungld@nen
schichtselektiven 180°-Puls refokussiert. Daralgebsich dann in dem AbstafidE zum 90°-Puls ein
Echo, das in Anwesenheit des Frequenzkodiergraghesisgelesen wird. Durch eine geeignete Wahl
der EchozeitTE/2 ist der Kontrast zwischen Bereichen unterschibdl T.-Zeit einstellbar. Eine
zweidimensionale Fourier-Transformation der ausgrien Daten liefert dann das Abbild der

gewichteten Spindichte.

3.6.3. Probenpréaparation und Durchfuhrung

Fur die Messung wurde eine einzelne Kapsel in eimboder mehrere Kapseln in ein 10 mm NMR-

Roéhrchengegeben. Dieses Réhrchen beinhaltete ein Zwei-RHa#ssigkeitssystem, bestehend aus
einer unteren, etwa 2 cm dicken Flussigkeitsschacist Tetrachlorethylen und einer oberen, ebenfalls
etwa 2 cm dicken Schicht, die aus der Aufbewahrdsgeg der jeweiligen Kapselprobe (wasserige
Calciumchloridlésung) bestand.

Das Zwei-Phasen-Flussigkeitssystem sorgte hietlvegihe stabile Positionierung der Kapsel an der
Phasengrenze an dem nach oben gewdlbten Meniskdsyeh sie wahrend des Messverlaufes an der
Glaswand des NMR-Ro6hrchens fixiert blieb (Abb.3.18)e Verwendung von Tetrachlorethylen als

zweite Phase begrindete sich in seiner hohen Digeténgen Ldslichkeit in Wasser und der Tat-

82



3. Experimentelles und Auswerteverfahren

sache, dass es durch das Fehlen von Wasserstaéfatoen Signal intH-NMR-Spektrum erzeugt,

wodurch sich die Probe besser ,shimmen*“ liel3.

<«—— Calciumchloridlésung
| le—— flussig gefilllte Kapsel

<+—— Tetrachlorethylen

~—"

Abb.3.18 Schematische Darstellung der NMR-Réhrchéiilung

Grund fur die Positionierung der Kapsel an der @Gfténhe zwischen zwei Flissigkeitsphasen war die
Vermeidung von moglicherweise auftretenden Meskddten durch die Woélbung des Rdéhrchen-
bodens in Kombination mit der Verzerrung der lokaldomogenitat des Magnetfeldes durch die
Diskontinuitat der Suszeptibilitat an der Grenzeaseiven Flissigkeit, Glas und Luft. Nach Beflllung
des NMR-Rdéhrchens mit dem Zweiphasen-Flussigkeitesy und der zu vermessenden Kapsel wurde
das Rohrchen in den Probenkopf des NMR-Spektrometargefihrt, dieser in die im Magneten

befindliche Gradienteneinheit eingebaut und anefklnd vermessen.

3.6.4. Auswertung der NMR-Bilder

Zwei exemplarische NMR-Bilder flr extern mit Sclaek beschichtete flissig gefillte Pektinat-
Kapseln, hergestellt mit einer Gelierzeit von 3 Man und einer Beschichtungszeit von 10 Minuten,
sind fur zwei unterschiedliche pH-Werte in Abb.3d#&gestellt. Der duRere umgebende Ring stellt
hierbei das NMR-Rohrchen dar, wahrend der inneite Heing die Schellackhille und der darin
eingeschlossene hellgraue Ring die Calciumpektapetid abbildet.

(a) (b)

Abb.3.19 NMR-Bilder extern mit Schellack beschidbtePektinat-Kapseln
(Gelierzeit = 3 min, Beschichtungszeit = 10 minj (@@ pH 1 und (b) pH 2
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Die Schellackhdlle liefert aufgrund ihres gering&fasseranteils und der schnellen Relaxation der in
ihr enthaltenen Protonen eine geringe Signalsténké weist somit einen hohen Kontrast zum
umgebenden freien Wasser auf. Der Kontrast zwisatem freien Wasser und der Calcium-
pektinatschicht, welche zu annahernd 100% aus Wassteht, lasst sich durch eine eingeschréankte
Mobilitat der Wassermolekile im Hydrogel erklaren.

Die Membrandicke kann jeweils anhand eines Ausdrsictter NMR-Bilder durch Ausmessen an
unterschiedlichen Positionen durch das bekannte FEDMittelt werden. Um moglichst genau
Ergebnisse zu erhalten, wurde die Membrandicke iadestens finf unterschiedlichen Kapseln einer

Herstellungsreihe ermittelt und in einen Endwertt $tandardabweichung zusammengefasst.
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3.7. UV/VIS-Spektroskopie

3.7.1. Messgerat
UV/VIS-Messungen lassen sich sowohl mit Einstradills,auch Zweistrahl-Absorptionsspektrometern
durchfuhren. Abb.3.20 zeigt den schematischen Aufiaes wie auch in dieser Arbeit verwendeten

Zweistrahl-Absorptionsspektrometers.

“ i
N v — 1 A ]

51"

Abb.3.20 Schematischer Aufbau eines UV/VIS-ZwelsspektrometeF&e:
UV: UV-Lampe, VIS: Lampe fiir den sichtbaren Bergivth Monochromator, S: Strahlenteiler,
P: Probenkivette, R: Referenzkiivette, D: Detekfok/erstarker, A: Ausgabegerat

&0 =
'w - [

VIS L,(%)

L)

C
<
TEEC) Py

Ublicherweise gibt es fiir den VIS- und den UV-Beheje eine Lichtquelle. Bei einer Wellenlange
von 4 =325 nm erfolgt der Lampenwechsel automatischs Dan der Lichtquelle kommende
polychromatische Licht mit der Intensitgtwird zunachst mit einem Monochromator spektralezgy

so dass anschlieRend monochromatisches Licht temsitétly(A) mit Hilfe eines Strahlenteilers in
einen Proben- und einen Referenzstrahl aufgespadteten kann. Nach Einfallen des Lichtes in die
Referenz- und Messprobe wird ein Teil des Lichtesdem Weg der Lange durch die Kivetten
(Standardkuvettenschichtdicke =1 cm) bei bestimnieguenzen absorbiert, so dass die Intensitét
nach dem Durchgang durch die Referenzprobe Ig)) bzw. durch die Messprobe alif(})
geschwacht wird. Das transmittierte Licht fallt emg3end auf jeweils einen Detektor, der die
Intensitatenz(A) undlp()) als Funktion der Wellenlange aufzeichnet. DieeR&ren sind Uber einen
Verstarker an das Ausgabegeréat gekoppelt. Das ié&edArbeit verwendete UV/VIS-Absorptions-
spektrometer CarylE von Varian gibt die Extinktigp als Funktion der Wellenlange aus. Die
Verwendung eines Zweistrahl- statt eines Einstpgisometers ist bedingt durch die automatische
Eliminierung von Lésungsmitteleffekten und andesefieren Einfliissen vorteilhatf.

Um zuverlassige Messergebnisse zu erzielen, mwsstd der lineare Messbereich des UV/VIS-
Spektrometers mithilfe einer Verdlinnungsreihe, dfe=mtd aus unterschiedlich konzentrierten
wasserigen Extraktlésungen, ermittelt werden. Wb 8.21 zeigt, musste der Verdinnungsfakibr
stets so gewdahlt werden, dass das Absorptionsmaxib®i A,is max= 510 nm unterhalb von 1,2 lag.
Nur dann war eine Auswertung tiber die Theorie vaustset al*? in Hinblick auf die Berechnung

des Anthocyangehaltes mit dem angegebenen molaterkonskoeffizientere sinnvoll.
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Abb.3.21 Bestimmung des linearen Messbereiches

3.7.2. Messprinzip

In Abhangigkeit von dem pH-Wert durchlaufen die Waotyane reversible Strukturumwandlungen
(Kapitel 2.4.4.), die mittels optischer Spektroskopufgrund unterschiedlicher Absorptionsspektren
charakterisiert werden konnen. Hierbei bietet sith pH-Differentialmethode nach Giusti und
Wrolstad? als einfache, schnelle und prazise Méglichkeit guantitativen Anthocyangehalts-
bestimmung an.

Des Weiteren lasst sich mit dieser Methode das Alsder Polymerisation, d.h. der Anthocyanabbau
bestimmen, wodurch ein Abgleich des Monomer- unigrRergehaltes aussagekraftige Informationen
tber Umwandlungs- und Aggregationsreaktionen in Besben liefern kann. Diese Bestimmungen
sind notwendig, da Anthocyane relativ instabil sindd bei der Verarbeitung in Lebensmittel-
produkten sowie bei der Lagerung haufig Abbaurealin durchlaufen.

Die im Folgenden vorgestellte Messmethode basigdrtdar pH-induzierten Farbreaktion von dem
intensiv rot gefarbten Flavyliumkation bei pH 1 fim der farblosen Carbinol-Pseudobase bei pH 4,5.
Abb.3.22 zeigt, wie ein typisches quantitatives ddpsionsspektrum fiur das verwendete Kaden-
Extrakt in den in Kapitel 3.1.3.3. beschriebenerffd?ldsungen mit pH 1 und pH 4,5 aussieht.
Deutlich erkennbar entfarben sich die Anthocyanell¥erschiebung des Gleichgewichtes von dem
bei pH 1 stark farbigen Flavyliumkation mit dem Abstionsmaximum bei einer Wellenlange von
510 nm hin zu der bei pH 4,5 stabilen farbloserb®®at-Pseudobase.

Ein besonderer Vorteil dieser Charakterisierunghou liegt darin begriindet, dass der monomere
Anthocyangehalt selbst unter Anwesenheit polymentisi und bereits abgebauter Anthocyanmolekile

und Aggregate oder auch anderer stérender Kompendastimmt werden kann.
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Abb.3.22 Absorptionsspektrum des Kaden-ExtraktgsHriL und pH 4,5 Puffer

Um eine Mal3zahl fir den Anthocyanabbau zu ermittisihes lediglich notwendig, die wasserige
Messprobe mit Kaliumbisulfitibsung zu behandeln ueith Absorptionsspektrum aufzunehmen.
Monomere Anthocyanpigmente bilden mit dem zugefiuigbesulfit farblose Sulfonséure-Addukte
(Abb.3.23), wahrend hingegen polymerisierte Antlaocyannin-Komplexe gegen das Bleichen mit
Disulfit unempfindlich sind und daher nicht entftivterderf’. Die Absorption bei einer Wellenléange
von 4 =420 nm der mit Disulfit behandelten Proben dtaanschlielend die Berechnung der
Farbdichte und daraus die Bestimmung des prozemtldrbanteils, der auf das Vorhandensein von

Polymeren zurtickzufihren ist.

Flavyliumkation o Sulfonséure-Addukt o
(farblos)

Abb.3.23 Bildung des farblosen Anthocyan-Sulfonsa&ddukt

3.7.3. Probenpraparation und Durchfuhrung

Nach erfolgter Herstellung der Pufferlosungen unessteagenzien erfolgte vorab die Bestimmung
der Wartezeit bis zur GleichgewichtseinstellungrdbuVerdinnung der anthocyanhaltigen Proben
mit der jeweiligen Pufferldsung, unter Verwenduriges experimentell bestimmten Verdinnungs-
faktors DF, lie3en sich die Messproben herstellen. Damit sldse bei der spektroskopischen

Messung im Gleichgewicht befinden, wurden zeitaligan Mehrfachmessungen durchgefihrt, um
die Absorptionsdnderung bis zur Gleichgewichtselhstg zu beobachten. Aus Abb.3.24 wird

ersichtlich, dass die Messproben in der pH 1-Plii$eng keine Absorptionsanderung mit der Zeit

zeigen. Hier erfolgt die Gleichgewichtseinstellugsreichend schnell, um die Proben direkt nach der
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Herstellung vermessen zu kdnnen. Diese Beobachtinguf die Durchfiihrung der Freisetzungs-
versuche in saurer Losung (pH <3) zurlickzufuhreninddiesem pH-Bereich die Anthocyane bereits
Uberwiegend in der stark farbigen und stabilen @xaform vorliegen. Somit wird bei Verdinnung
der Proben mit der pH 1-Pufferlésunge keine stmalter Umwandlung induziert, wodurch die

Gleichgewichtseinstellung unmittelbar erfolgt.

1,00 T T T T T T T T T T T T T
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0,997 e Puffer pH4,5 ]
0,98 i
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< | |
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Abb.3.24 Bestimmung der Wartezeit bis zur Gleichigatgeinstellung

Anders sieht es hingegen bei der zeitabhdngigem®&sung der pH 4,5-Messproben aus. Der Prozess
des Entfarbens, d.h. die Umwandlung von der vosebanden Oxoniumform hin zur farblosen
Carbinol-Pseudobase, scheint etwa 10 Minuten bis&aichgewichtseinstellung in Anspruch zu
nehmen. Messungen, die vor dieser Einstellung wditsvor einer Wartezeit von 10 Minuten
durchgefuhrt wirden, wirden zu einer um 2,5% natbruverfalschten Gesamtabsorption und daraus
resultierend zu einem 2,5% geringeren Monomergetiddten. Aus diesem Grund wurde nach
Herstellung der Messproben in den Kivetten vornal#//VIS-Messungen eine Wartezeit von

10 Minuten eingehalten.

3.7.4. Bestimmung des monomeren Anthocyangehaltes

¢ Messung

1) Nach Einschalten und einer kurzen AufwarmphaseG#eates erfolgte zunachst die Messung
von Wasser zur Basislinienkorrektur im relevanteglléhlangenbereich.

2) AnschlieRend wurde getestet, ob mit der gewinschemliinnung der zu verkapselnden
Messprobe in dem Kaliumchlorid-Puffer (pH 1) einsébptionsspektrum erhalten wird, das
beiAvis-max (hier: 510 nm) im linearen Bereich des Spektronsef&bsorption < 1,2) liegt.

3) Durch Division des Endvolumens in der Kivette (3 miit dem Volumen der in der

Pufferldsung verdiinnten Probenmenge (20&onnte dann der VerdinnungsfakioF zu 15
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4)

5)

6)

7

1)

2)

3.7.5.

1)
6)

7

bestimmt werden. Damit die Pufferkapazitat nichergbhritten wird, sollte hierbei die
Probenmenge weniger als 20% des Gesamtvolumensielism

Danach erfolgte die Kapselherstellung mittels dextidde des Eintropfens analog dem in
Kapitel 3.2.2. vorgestellten Verfahren.

Dann wurden je zwei der frisch synthetisierten Keypsn ein mit 1 ml Calciumchloridlésung
gefllltes Praparationsglas gegeben und die Zeitmgsder diffusionsbedingten Freisetzung
gestartet. Die Probenglaschen wurden anschlie®emlinkeln bis zur Messung aufbewahrt.
Fir die Messungen wurde dann in 20-minltigen Zsttalmlen je ein Glas aus der
~Dunkelkammer* entnommen und jeweils 200(DF = 15) der zu vermessenden Probe den
zwei in UV-Kivetten eingefillten Pufferlosungen esgtzt.

Nach einer Wartezeit von 10 min befanden sich d&dunnungen im Gleichgewicht und
konnten UV/VIS-spektroskopisch gegen eine mit destem Wasser gefillite Kivette im

relevanten Wellenlangenbereich nacheinander veenegsrden.

Auswertung
Zunachst wurde die Absorptighfir jede gemessene Probe Uber die nachfolgendehGie

berechnet:

A= (A vis-max ~ Aroo) pH10 — (A vis—max ~ Avroo) pH 45 - (3.14)
A; vismaxmeint hierbei die Wellenlange des Uberwiegenderhdaytans in der Probe. Da der
Hauptbestandteil des verwendeten Kaden-ExtrakteCganidin-3-Glukosid bestand, wurde
Mit A; vis-max= 510 nm ausgewert&t.
Der monomere Anthocyangeh®8HAG konnte dann nach Gleichung (3.14) bestimmt werden:
MAG(mg/l) = (AIM [DF [1000/¢. (3.15)

Hierbei beziehen sich der molare Absorptionskoigffize und das Molekulargewichi
erneut auf die Hauptkomponente des Extraktes. B&fede kénnen fir Cyanidin-3-Glukosid
der Literatuf*” entnommen werdem € 26900 M =449,2 g/mol).

Bestimmung des Polymeranteils

Messung

— 5) wie in Kapitel 3.7.4. beschrieben

Fur die Messung wurde dann in 20-mindtigen Zeitaln je ein Glas aus der
.Dunkelkammer” entnommen und jeweils 200(DF = 15) der zu vermessenden Probe in
zwei UV-Klvetten eingeflllt. Eine der Kivetten bedftete hierbei als Vergleichsprobe
2,8 ml destilliertes Wasser, wahrend hingegen dieite Klivette neben 2,6 ml destilliertem
Wasser zusatzlich 2Q0 der frisch hergestellten Kaliummetabisulfitlosusmgthielt.

Nach einer Wartezeit von 10 min befanden sich d&dunnungen im Gleichgewicht und

konnten UV/VIS-spektroskopisch gegen eine mit destem Wasser gefilllte Kivette im

relevanten Wellenlangenbereich nacheinander veemessrden.
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e Auswertung
1) Zunachst wurde die Farbdichi® fir jede gemessene Vergleichsprobe (Extrakt in3&ds

Uber die nachfolgende Gleichung berechnet:

FD = [( A420 - A7OO) + (A/i vis-max A700)] E[)F ' (316)

A; vismaxmeint hierbei die Wellenlange des Uberwiegenderhdaytans in der Probe. Da der
Hauptbestandteil des verwendeten Kaden-Extrakte<Cganidin-3-Glukosid bestand, wurde
Mit A; vis-max= 510 Nnm ausgewert&.

2) Der polymere FarbanteitFA der gebleichten Proben (Extrakt in Wasser versaitzDisulfit)

konnte dann nach Gleichung (3.16) bestimmt werden:

PFA: [(A420 - A7OO) + (A/i vis-max A7OO)] EDF . (317)
3) AbschlieRend lieR sich nach Gleichung (3.17) deoz@ntuale Anteil des polymeren

Farbanteils bestimmen:
PFA(%) = (PFA/ FD) [100. (3.18)

3.7.6. Quantitative Auswertung der Freisetzungskingken
Zur quantitativen Auswertung der erhaltenen Freisegskinetiken, durch Auftragung der
freigesetzten Anthocyanmenge gegen die Diffusiomszeurde das von Dembczynski et al.

vorgestellte Diffusionsgesetz herangezdtféh

_ __68a+p) _Dy
cB(t)—cB(eq)(l 9+ 98+ o [ex 2 [ﬂD (3.19)

An die experimentell ermittelten Daten wurde datlierfolgende Exponentialfunktion angefittet:

Co (t) = G (eqh )L~ K, Bxp(k, [t ~t,))], (3.20)

68U+8) g Kk =DPu’
9+9p+p 7

mitK, = (3.21)

Die AmplitudeK; konnte aus den Kapsel- und Bulkvolumina sowie d&arteilungskoeffizienten

Ky berechnet werden. Da die erhaltenen VolumenveidggrgroRe Werte annahmen, da jeweils
zwei Kapseln in 1 ml Bulklésung zur Diffusionsmesgugegeben wurden, konnikg ndherungs-
weise als 6 = 0,61 angenommen werden. Die zeitliche Verschielykgrrigiert die Kurven in
Hinblick auf den zeitlichen Beginn der Diffusionallie Zeitmessung gestartet wurde, nachdem
die Kapseln jeweils in die Aufbewahrungsglaschererfithrt wurden, die Diffusion jedoch
unmittelbar nach dem Kontakt mit dem Umgebungsnmadheginnt, wurden die Messungen
etwas zeitverzogert. Fur die Auswertung der migtheDiffusionskoeffizienten wurden die Zeit-

konstantd, und der exponentielle Vorfaktég mittels Origin 7,5 gefittet.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Optimierung der Kapselherstellung

Bei der Kapselherstellung mittels der Methode diesr@pfens werden die Tropfchenformen, bedingt
durch die sofortige Ausbildung einer anfangs ultiamnen Gelmembran, quasi eingefroren. Aufgrund
dieser sehr schnellen Polymerisation entstehen rdaftenals nicht-sphérische, tropfenformige,
deformierte Kapselform&i®! Insbesondere bei der Herstellung der fliissigliefiiPolysaccharid-
kapseln fuhrt dieses Problem zu groRen Schwietighei Durch die hohen Viskositaten der
vorgelegten Polymerlésungen wird das Einsinken @espfen und somit die homogene Poly-
merisation sowie die Ausbildung sphérischer Kapseleén besonders erschwert.

Da die meisten Theorien jedoch nur das Deformatenmslten von im Ruhezustand kugelformigen
oder leicht elliptisch deformierten Kapseln besdier, mussten die Prozessparameter zunachst so
eingestellt und optimiert werden, dass sphériscrepskKIn reproduzierbar hergestellt werden
konntef?. Im Allgemeinen héngt die erhaltene Kapselform u@bRe in erster Linie von den
nachfolgenden EinflussgroRends™:

* Ruhrergeschwindigkeit

» Eintropfhohe

» Oberflachenspannung und -potential
» Dichte

* Viskositat

+ Nadelinnendurchmesser

Bei der Matrixkapselherstellung sind unter relainfachen Bedingungen bereits spharische Kapseln
reproduzierbar herzustellen. Es ist lediglich dhraw achten, dass die eingetropfte Polymerlésung
eine ausreichend hohe Konzentration und somit \disko aufweist (> 30 mPgf**®. Ist die
Konzentration zu niedrig, diffundiert das Losungsehi nach dem Eintropfen zu schnell in das
Calciumchloridfallungsbad, wodurch die Tropfen ie@n werden. Erst bei einer hohen Viskositat
bleibt der Tropfen nach dem Vorgang des Eintropfeabil und erstafft. Unter Verwendung einer
Eintropfhhe von etwa 5cm lassen sich dann anstaformierter, ,zipfelférmiger* Kapseln
(Abb.4.1 (a)) zuverlassig spharische Matrixkap&iten (Abb.4.1 (bfj*.

Abb.4.1 (a) ,zipfelférmige*, deformierte und (b)tsirische Matrixkapseéf”

91



4. Ergebnisse und Diskussion

Im Falle der flissig geflillten Kapseln hangt dedifarationserfolg wesentlich starker von den zuvor
genannten Prozessparametern und ihren Variatioriehkgiten ab. Aus diesem Grund wurden diese
Parameter im Folgenden fir die verwendeten LoOsungmgehend charakterisiert und unter

Umstanden gegebenenfalls optimiert.

4.1.1. Ruhrergeschwindigkeit

Im Unterschied zur Matrixkapselherstellung ist &giparation flissig gefullter Kapseln nur unter
Anlegen einer Stromung in der Polymerldsung mdogli€hes liegt darin begriindet, dass die
hochviskosen Polysaccharidtropfen problemlos inwdienetzende Calciumchloridlésung einsinken,
wahrend umgekehrt jedoch die eingetropfte Calcidaraliosung nur auf die Polymerlésung auftrifft
und nicht in die Subphase eindringen kann. Dadochmt es zur Bildung flacher und unférmiger
Gelaggregate an der Oberflache der Polymerlésung. desem Grund wurde die Geschwindigkeit
des Ruhrers stets so eingestellt, dass der engstaridchterférmige Wirbel (Vortex) ausreichendlsta
war, um die applizierten Tropfen mdglichst schngiter die Flissigkeitsoberflache zu ziehen. Somit
wurde ein schnelles Einsinken gewahrleistet, wddugine homogene Polymerisation unter
Ausbildung spharischer Kapseln erfolgen konntehdbie Ruhrergeschwindigkeiten fiihrten hingegen

zur Zerstorung der anfangs sehr diinnen und emjfivedi Gelmembranen.

4.1.2. Eintropfhohe

Zahlreiche Variationen der Eintropfhohe haben eggeldlass die Tropfen durch die Wahl zu hoher
Abstédnde zwischen Nadelausgang und Oberflache bsilftreffen zerreiBen und somit keine
geschlossenen Kapseln hervorgebracht werden karttiigte das Eintropfen aus nachster Nahe zur
Oberflache, wurden stark deformierte, langlichepfienférmige Kapseln mit Oberflachenunregel-
méaRigkeiten in Form von ,Zipfeln“ (analog Abb.4 @dhalte*®. Da sich die gleichférmigsten und
reproduzierbarsten Kapselformen unter Verwendungretintropfhéhe im Bereich zwischen 4 und

5 cm herstellen lieRBen, wurde diese Hohe fir alehfolgenden Praparationsversuche verwendet.

4.1.3. Charakterisierung der Oberflachenaktivitat

Um die Reinheit und die oberflachenaktiven Eigeafieim der zur Verfugung stehenden Biopolymer-

und Heidelbeerextraktlésungen zu charakterisiesemgen Oberflachenspannungs- und Oberflachen-
potentialmessungen mit der Pendant-Drop- und déwibgkondensator-Methode an der Wasser/-
Luft-Grenzflache durchgefuihrt. Durch Anwendung diesempfindlichen Messmethoden ist es

mdglich, bereits geringe Mengen grenzflachenaktiVedekile — wie beispielsweise Tenside oder

Proteine — zu detektieren.

In Bezug auf die Kapselherstellung kommen der QéelEnspannung gleich zwei Bedeutungen zu.
Zum einen sollte die Oberflachenspannung der vanN#alel abtropfenden Phase mdglichst hoch
sein, damit der am Kapillarende gebildete Tropfamehs eine mdglichst kugelférmige Gestalt

annimmt?. Zum anderen ware eine niedrige Oberflachenspanuen vorgelegten Polysaccharid-
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I6sung winschenswert, da hierdurch das Einsinkeohddie Flissigkeit/Luft-Grenzflache deutlich

erleichtert wurde. Zur gezielten Einstellung der e@kchenspannung kommen verschiedene
Moglichkeiten in Frage: Zur Verminderung dieser hki@m beispielsweise geringe Mengen biologisch
unbedenklicher Tenside hinzugesetzt werden, watren&rhéhung der Oberflachenspannung polare
Substanzen —wie beispielsweise Salze — verwendetlewekonnten. Im Folgenden werden die
erhaltenen konzentrationsabhéangigen dynamischerfl@dfenspannungen und -potentiale vorgestellt

und diskutiert.

4.1.3.1. Polysaccharidldsungen

* Oberflachenspannung
Oberflachenspannungsuntersuchungen wasserigerafdgind Pektinamidldsungen wurden mit dem
Pendant-Drop-Tensiometer PAT1 von Sinterface béC28n Konzentrationsbereich von 0,025 bis
1,25 Gew.-% durchgefiihrt. Wie Abb.4.2 am Beispiateuschiedlich konzentrierter Alginat G63-
Losungen zeigt, sinkt mit zunehmender Polysacckanizentration die Oberflachenspannungon
72 mN/m bei einer Konzentration von 0,025 Gew.-%etwa 50 mN/m bei einer Konzentration von
1,25 Gew.-%.
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Abb.4.2 Dynamische Oberflachenspannungen fir

unterschiedlich konzentrierte Alginat G63-Losungen
Diese Beobachtung ist auf das Vorhandensein géstehaktiver Moleklle zurtickzufiihren. Da die
in dieser Arbeit verwendeten Polysaccharide nidigriden fur grenzflachenaktive Stoffe typischen
amphiphilen Molekilaufbau verflgen, der sich duethen polaren und einen unpolaren Teil aus-
zeichnet®, scheint zunachst unklar, wodurch die Grenzflaakevitat bedingt sein konnte. Der
langsame Kurvenabfall, die relativ schwach ausggpréOberflachenaktivitdt, sowie das spate
Erreichen des Plateauwertds>(5 Stunden) lassen darauf schlieRen, dass esh&dbei um hoch-

molekulare Substanzen handeln muss, die nur langgeatie Oberflache adsorbieren.
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Im Falle der vermessenen Biopolymere, die aus Bdiagquellen gewonnen werden und in ihrer
naturlichen Flora Bakterien und Enzyme aufweisdmniten geringe Mengen dieser in den Proben
vorhanden und daher fir das in Abb.4.2 beobacht&tehalten verantwortlich sein. Sie sind
bekanntermalRen fir die zeitabhangige biologischeeZaung und Viskositatsverminderung der Sole
verantwortlick*. Aufgrund ihres Aufbaus aus polaren Gruppen urgblaren Ketten sind Proteine
und Enzyme nachweislich grenzflachenaktiv, wodwgiehsich in wasserigen Losungen im Laufe der
Zeit an die Luft/Wasser-Grenzflache anlagern unehisdir eine Verminderung der Oberflachen-
spannung sorgén”. Im Gegensatz zu den stark amphiphilen und sotaik grenzflachenaktiven
Tensiden verfiigen sie jedoch Uber wesentlich scher&oberflachenaktive Eigenschaften.

Als weitere Moglichkeit konnten die hochmolekulafolysaccharidmolekile selbst die Abnahme der
Oberflachenspannung verursachen. Nicht umsonsgtifdginate und Pektine als Suspensions- und
Emulsionsstabilisatoren Anwenddiiy Dafiir sind insbesondere zwei Effekte verantwantliZzum
einen erhéhen sie die Viskositat der wasserigersé’hend verzogern somit die Phasenseparation
(kinetischer Effekt). Zum anderen erzeugen sie ramfg) ihres polyanionischen Charakters elektrisch
geladene Filme an Wasser/Ol-Grenzflachen, wodlothdie Oltropfen gegenseitig abstoRen und die
Phasentrennung verhind€fl. Die Entstehung dieser elektrisch geladenen Fibemuht auf der
partiellen Ausrichtung der Molekile an der Phasenge, wobei die negativ geladenen Carboxylat-
gruppen den polaren und die tendenziell hydrophdtmysaccharidketten den unpolaren Teil bilden.
Durch die Orientierung der Carboxylatgruppen in HRing des Wassers und der unpolareren
Polysaccharidriickgrater in Richtung der unpolardph@se kann der im Vergleich zu Tensiden
geringe Abfall der Oberflachenspannung ebenfaltarsacht werder*.

Unabhangig von der die Grenzflachenaktivitat vexcnenden Stoffklasse sinken die Oberflachen-
spannungen mit zunehmender Probenkonzentratidkestab, da sich groliere Mengen der relevanten
Molekile in Lésung befinden. Die dynamischen Olgetienspannungsverlaufe fur die Alginat G39-

und Pektinamidlésungen (analog Abb.4.2) finden sitAnhang wieder.
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In Abb.4.3 sind die gemessenen OberflachenspannumgeAbhangigkeit von der Polysaccharid-
konzentration fur alle drei Biopolymere dargestelin direkten Vergleich lassen sich keine
signifikanten Unterschiede feststellen.

Diese Beobachtung wirde vermutlich eher fur einecldudie Polysaccharidmolekiile selbst
verursachte Oberflachenaktivitat sprechen, da latiweinwahrscheinlich ist, dass die verschiedenen
Proben einander ahnliche Konzentrationen der sdnwberflachenaktiven Inhaltsstoffe aufweisen.
Eine zuséatzliche Bestarkung dieses Verdachtegtlieiie Vergleich mit Literaturdaten. So zeigen eine
Reihe weiterer, von C. Schwinger untersuchter Alggn- von verschiedenen Firmen bezogen — sehr

ghnliche dynamische OberflachenspannungsveH&tife

e Oberflachenpotential
Die Messungen des Oberflachenpotentials bestatigtenErgebnisse der Oberflachenspannungs-
messungen. Als Stammldsung wurde jeweils eine 4.8&ge Polysaccharidlésung verwendet. Die
mittels der Schwingkondensator-Methode erhalteneteri®iale sind am Beispiel unterschiedlich
konzentrierter Alginat G63-Ldsungen (0,02 bis 0G8v.-%) in Abb.4.4 dargestellt. Die Verwendung
einer starker konzentrierten PolysaccharidlosurgEznstellung héherer Konzentrationen im Mess-
gefall war aufgrund der enormen Viskositaten deultresenden LOosungen experimentell nicht

moglich.
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Abb.4.4 Dynamisches Oberflachenpotential fur
unterschiedlich konzentrierte Alginat G63-Losungen
Im Allgemeinen sind Oberflachenpotentiale dann mmasswenn die an der Oberflache adsorbierten
Molekile permanente elektrische Ladungen und/odemanente Dipolmomente aufweisen. Dies ist
bei amphiphilen Molekilen wie beispielsweise Teasidiblich. Da — wie aus der Literatur bekannt
ist — Alginat- und Pektinatmoleklle zur Ausbilduetektrisch geladener Filme durch die partielle
Ausrichtung der Molekile an Grenzflachen neigemdsiauch hier Oberflachenpotentiald

messbdr****% Unmittelbar nach dem Zuspritzen der Polysacclimithgen steigt das Potential steil
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an. Mit zunehmender Alginatkonzentration werden @réhOberflachenpotentiale erhalten, da die
Konzentration der grenzflachenaktiven Molekule @th@ird und mehr Molekile an der Oberflache

adsorbieren konnen, wodurch die elektrischen Edefsen der Grenzschicht verstarkt werden.

Des Weiteren wird anhand von Abb.4.4 deutlich, dasm®its geringe Polysaccharidkonzentrationen
(c< 0,1 Gew.-%) fur eine merkliche Beeinflussung @dserflachenpotentials sorgen, wahrend sich
die Oberflachenspannung bei vergleichbarer Konagatr noch nicht signifikant andert. Ahnliches

wurde schon an Langmuir-Filmen beobacHiet

Die dynamischen Oberflachenpotentialverlaufe flgikt G39- und Pektinamidldsungen (analog
Abb.4.4) finden sich im Anhang wieder. Sie zeigerer einander sehr ahnlichen Verlauf. Insgesamt
betrachtet, verfigen die zur Kapselherstellung eedeten Biopolymerldsungen uber ein geringes
oberflachenaktives Verhalten, wodurch das Eintnogfegebenenfalls positiv beeinflusst wirde. Der
zusatzliche Einsatz von Tensiden zur Erhéhung deriGichenaktivitat wurde in dieser Arbeit jedoch

vermieden, da das Kapselsystem speziell auf die efwwng in gesundheitlichen Lebensmitteln

ausgerichtet werden soll, weshalb die Anzahl deaZstoffe méglichst gering gehalten wurde.

4.1.3.2. Anthocyanlésungen

* Oberflachenspannung
Analog zu den Oberflachenspannungsmessungen dersaeoharidlosungen wurden ebenfalls
wasserige Heidelbeerextraktlosungen (nativer pk¥4¥ 3m Konzentrationsbereich von 0,01 bis

7,5 Gew.-% auf ihre oberflachenaktiven Eigenschatfitatersucht.
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Abb.4.5 Dynamische Oberflachenspannung fur
unterschiedlich konzentrierte Extraktlésungen

Wie in Abb.4.5 gezeigt, bewirken bereits kleine Extraktkonzentra¢n eine Verringerung der
Oberflachenspannung. Im Gegensatz zu den Polysédidisangen werden hier die Plateauwerte
jedoch wesentlich schneller erreicht. Dies deutatadf hin, dass es sich um niedermolekulare

Substanzen handelt, die diese Oberflachenaktikigétorrufen. Da die Anthocyane zur Stoffgruppe
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der Polyphenole gehéren und meist als Glykosidéegmn, ist es dulRerst unwahrscheinlich, dass sie
selbst die grenzflachenaktiven Eigenschaften henfent®.

Um somit weiter auszuschlieen, dass die Grenaléaktivitat nicht etwa durch polymerisierte
Anthocyane oder die Anthocyanmolekile selbst vewhs wird, wurden zusatzliche Messungen in
Abhéngigkeit von dem pH-Wert und der Alterung defisgerigen Extraktldsungen durchgefihrt.
Abb.4.6 (a) zeigt, dass die Oberflachenspannangnabhangig von dem pH-Wert und somit
unabhéngig von der chemischen Struktur der Anthoeymst (Kapitel 2.4.4.). Daher kann aus-
geschlossen werden, dass bei einem konkreten phi-Waspielsweise durch beglinstigte Wechsel-
wirkungen der Anthocyane untereinander, Molekulkimx@ mit besonderen grenzflachenaktiven

Eigenschaften gebildet werden.
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Abb.4.6 Oberflachenspannung in Abhangigkeit vord@h pH-Wert und (b) der Zeit € 2 Gew.-%)

Auch die Bildung von Anthocyanpolymeren, bedingtaiudie Oxidation durch Luftsauerstoff sowie
Lichteinfall, fiihrt wahrend einer Beobachtungsdatar knapp 30 Tagen nicht zu einer Anderung der
Oberflachenspannung (Abb.4.6 (b)). Somit kann eldEnfiusgeschlossen werden, dass die mit der
Zeit vermehrt gebildeten Polymé&rfédie Grenzflachenaktivitat herbeifiihren.

Anhand der bekannten und in Kapitel 3.1.1. auftgh® Zusammensetzung des vermessenen
Extraktes ist ein besonderes Augenmerk auf die aratbnen Gerbstoffe zu richten. Zu dieser
Stoffklasse gehoéren beispielsweise die hydrolysienb Tannine aber auch die Saponine, abgeleitet
von den Triterpenen. Insbesondere die Saponinderivian Speziellen die Oleanolsaure, die nach-
weislich in Heidelbeeren vorkomMt, sind fiir ihre grenzflachenaktiven Eigenschaftekemnt>”.
Anders als fur die Polysaccharide zeigt sich beftrAgung der Oberflachenspannung gegen die
Konzentration ein fur Tenside typischer sigmoidAerlauf (Abb.4.7). Dieser spricht fiir die Bildung
von Mizellen und somit fir das Vorhandensein eiger genannten kritischen Mizellbildungs-
konzentration (CMC). Diese Beobachtungen deckem sigt den in der Literatur bekannten

Eigenschaften der Saponine, explizit am Beispiel@leanolsaur&”.
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Abb.4.7 Oberflachenspannungen in Abhangigkeit ven d
Konzentratiorfiir den Anthocyanextrakt
Bedingt durch die vermehrte Anzahl von Fremdstoffedem Extraktgemisch wurde ein solch idealer
konzentrationsabhéngiger Oberflachenspannungsv¥edamie fur ein in Reinform vorliegendes
Tensid — nicht erwartet. Auf weitere eingehende ednichungen (z.B. DLS, Leitfahigkeit), um
aufzuklaren ob wirklich Mizellen gebildet werdenungte im Rahmen dieser Arbeit verzichtet. Unter
Verwendung des reinen Extraktes mit den hier vdeljg=n und charakterisierten Oberflachen-
spannungseigenschaften lieRen sich problemlos isphér Kapseln herstellen, so dass weitere
Modifikation nicht notwendig waren.
* Oberflachenpotential

Analog zu den Oberflachenpotentialmessungen deysBotharidlosungen (Kapitel 4.1.3.1.) wurden
ebenfalls wasserige Extraktlosungen mit dem KeRiobe SP1 der Firma Nanofilm Technologie
GmbH untersucht. Als Stammlésung wurde eine nathv@ew.-%ige Extraktldésung verwendet.

Abb.4.8 zeigt die erhaltenen Kurvenverlaufe fr vieterschiedliche Konzentrationen.
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Abb.4.8 Dynamisches Oberflachenpotential fur
unterschiedlich konzentrierte Anthocyanextraktlégm
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Erwartungsgemal steigt auch hier unmittelbar nasbaBe der Extraktlosung das Oberflachen-
potential steil an und findet sich nach erfolgtetsérption der Molekile auf einem Plateauwert ein.
Der auf den ersten steilen Anstieg folgende kurk&iist hierbei auf den Vorgang des Einspritzens
zurickzufuhren, der zu starken Bewegungen der @loed fuhrt. Die Erhohung der Extrakt-
konzentration, die mit einer Zunahme der grenzi#elktiven Molekille einhergeht, fihrt zu einer
stetigen Zunahme der gemessenen Potentiale, wodliecklektrischen Eigenschaften der Grenz-
schicht verstéarkt werden.

Auch hier sind die gemessenen Oberflachenspannumgenpotentiale im Vergleich zu typischen
Tensiden relativ gering, so dass das Vorhandemgzigrenzflachenaktiven Molekile in Hinblick auf
die Kapselform vernachlassigt werden kann. Furediesisgewahlte Stoffsystem kann der Parameter
der Grenzflachenaktivitat als einflussarm eingestwkerden und findet im Weiteren fir die
Optimierung der Kapselpraparation keine Berlckgidmy. Auch die Zugabe von 1,5 Gew.-%
Calciumchlorid zur Extraktlésung, die zur Herstetjuflissig gefullter Kapseln notwendig ist, zeigt

keinen Einfluss auf die gemessenen Oberflachensipagemn.

4.1.4. Dichtemessungen

Die Messungen der Dichten unterschiedlich konzeri&i Polysaccharid- und Zutropflosungen
erfolgten mit einem handelsiblichen Pyknometer P&C. Die Messungen wurden mehrfach
wiederholt und die Ergebnisse gemittelt. Einandetliéhe Dichten beider fir die Kapselherstellung
bendtigter Phasen wirden die Zugabe eines geeigriétisatzes erforderlich machen, der zur
Einstellung einer Dichtedifferenz fihren und somh#s Einsinken der Tropfen erleichtern wirde.
Hierbei sollte die Dichte der eintropfenden Phaseeingestellt werden, dass sie grol3er ist als die

Dichte der vorgelegten Polymerlésung.

4.1.4.1. Polysaccharidldsungen

Es wurden Alginat- und Pektinamidldsungen im Bdraion 0,1 bis 1,0 Gew.-% frisch angesetzt und
direkt vermessen. Anhand der in Tab.4.1 dargesieliferte ist zu erkennen, dass sich die Dichten der
Polymerldésungen erwartungsgemafl mit Erhdhung dérs&charidkonzentration nur geringfligig
andern und im Bereich der Dichte von reinem Wag607 g/cr bei 25°C) liegen.

Tab.4.1 Dichten der verschiedenen Polysaccharidlijesubei 25°C:

Konzentration ¢ Dichte p [g/cm]
[Gew.-%] Alginat G39  Alginat G63  Pektinamid
0,1 0,997 0,997 0,997
0,25 0,998 0,998 0,998
0,5 0,999 0,999 0,999
0,75 1,001 1,001 1,000
1,0 1,002 1,002 1,001

Entsprechen die Dichten der Zutropflosungen ebksntaindhernd der Dichte von reinem Wasser,
muss entweder die Dichte der Zutropflésung erhddér odie Dichte der Polymerlésung durch

geeignete Zusatze verringert werden, damit dasrikieis der applizierten Tropfen erleichtert wird.
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4.1.4.2. Zutropflésungen

Messungen unterschiedlich konzentrierter Calciuoratiibsungen (0,5-1,5 Gew.-%, ohne Extrakt)
ergaben Dichten im Bereich von reinem Wasser (:10000 g/cr). Auch die zusatzliche Einwaage
des zu verkapselnden Heidelbeerextraktes (1-10-@gwn die Calciumchloridlésung bewirkte nur
eine geringe Dichtezunahme der entstandenen Ziisapigen (1,001-1,020 g/émDa eine Dichte-
verringerung der wasserigen Polysaccharidlésungerdarch den Zusatz verschiedener organischer
Losungsmittel umsetzbar ware —so zum Beispiel ldudie Zugabe verschiedener Alkohole wie
Methanol oder Ethanol — wurde bevorzugt nach eigesigneten Zusatz fur die Erhéhung der Dichte
der Zutropflésung gesucht.

Hierbei kommen neben verschiedenen hochmolekulduekern wie beispielsweise Cellulosen auch
verschiedene Polyole in Fragé®". So findet schon seit langem insbesondere Glycggmeinsam
mit einigen anderen Polyolen, aufgrund seiner hskppischen Eigenschaften als Feuchthaltungs-
mittel und Weichmacher in Lebensmittelprodukten &ngund’. Somit ist der Einsatz unbedenklich
und das Glycerin dient nebenbei — im Falle der Biebtungen mit Schellack — als Plastiziermittel,
um die spréden leicht brichigen Schellackkapsethitieschmeidig zu halten. Um nachzuweisen,
dass das Glycerin in der Zutropflosung jedoch kemegativen Wechselwirkungen mit den
Anthocyanen eingeht, wurde der Einfluss mittels \U-Spektroskopie untersucht. Die Ergebnisse
sind in Kapitel 4.2.2. dargestellt. Der Einflusstarschiedlicher Glycerinvolumina auf die Dichten

wasseriger Losungen ist in Tab.4.2 dargestellt.

Tab.4.2 Dichten unterschiedlich konzentrierter \eéiger
Glycerinlésungen bei 25°C:

Konzentration ¢ Dichtep
[Vol.-%] [g/cm]

0 0,997

10 1,030

20 1,059

30 1,086

40 1,115

50 1,141

Je hoher der Volumenanteil des zugesetzten Glycgewahlt wurde, desto grol3er war die gemessene
Dichte der wasserigen Losung. In Bezug auf die Kiyesstellung bewirkten diese Erhéhungen, dass
das Eintropfen mit zunehmender Glycerinkonzentmatioinsbesondere ab 25 Vol.-% — deutlich
erleichtert wurde und anstatt tropfenférmiger ammétl spharische Kapseln erhalten werden konnten.
Zu hohe Glycerinkonzentrationen (> 50 Vol.-%) fi@mrjedoch zur Penetration und Aufweichung der

Membranen.
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4.1.5. Viskositatsmessungen

Die Viskositatsmessungen der Polysaccharididsumgeden im Scherratenbereich von 1 bis 960 s

und bei einer Temperatur von 25°C an einem defoomsgesteuerten Rheometer RFS Il der Firma
Rheometrics Scientific durchgefihrt. Im Falle dertrdpflosungen erfolgten die Messungen mit

einem handelsublichen Schwingplatten-Viskosimeté18/SV-100 von A&DCompany.

4.1.5.1. Polysaccharidldsungen

Zur Bestimmung der dynamischen Viskositat wurdegtssfrisch angesetzte Polysaccharidlésungen
zwischen 0,1 und 4 Gew.-% vermessen. So konntechd@iterungserscheinungen hervorgerufene
Viskositatsabnahmen — bedingt durch den biologiscAbbau der Biopolymere — ausgeschlossen
werden. Wie Abb.4.9 beispielhaft fur die beiden iAlde zeigt, lasst sich flr die vermessenen
Polysaccharidlésungen ein nicht-Newtonsches, struigkoses Verhalten nachweisen, das durch den
Abfall der dynamischen Viskositat mit Zunahme deh&rate gekennzeichnet ist. Die Scherviskositét

ns ist somit abhéangig von der Hohe der Scherbelastung

T T T T T T T T
0.2+ n, Alginat G63 ]

Scherviskositéat 7, [Pa s]
o
1
1

1 Gew.-% Alginat G63
—— 1 Gew.-% Alginat G39
0,1 1 10 100 1000
Scherratey [1/s]

Abb.4.9 Vergleich des scherratenabhangigen Flidaens

Wird der Kurvenverlauf in Abb.4.9 betrachtet, sigeaich bei kleinen Scherraten ein Plateaubereich,
der auch Newton’scher Bereich genannt wird undNldlviskositéts, entspricht. Dieser ergibt sich
daraus, dass die Makromolekuile ohne duRRere Betagium in Ruhe, den Zustand einnehmen, der mit
dem geringsten Energieaufwand verbunden ist: edididnensionales Knauel. Dieses kann in Lésung
auch unter Einwirkung geringer Belastungen beindei Scherraten bestehen, wobei die Summe aller
partieller Orientierungen und Ruckverknduelungen Eietschlaufungen und Widerverschlaufungen
fur das gesamte Volumenelement konstant ist. Mitgehder Scherbelastung werden die Molekiile
dann in Scherrichtung sowie in Schergradienteruinfptausgerichtet und entschlaufen sich dabei
teilweise. Dies filhrt zu einer Verringerung deeBliderstandes und dem Absinken der Viskd¥itat

An den Newton’schen Bereich schlief3t sich somitStgrerverdiinnungsbereich an.
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4. Ergebnisse und Diskussion

Abb.4.10 zeigt den Graphen der gemessenen Schesitésienys in Abhangigkeit von der Scharrate
in Form einer Konzentrationsreihe am Beispiel digiat G63-Losungen. Die analogen Abbildungen

fur Pektinamid- und Alginat G39-Ldsungen finderhsim Anhang.

T T ———— T —

0,14 .

0,014 e ——a—e 3

Scherviskositat 7 [Pa s]

1E-3 5 E
i—=—0,1 Gew.-% 0,5 Gew.-% 1 Gew.-% 3 Gew.-% 3
1—=—0,25Gew.-% —=—0,75 Gew.-% —=—2Gew.-% —=—4 Gew.-% ]

1 10 100 1000
Scherrate 7 [1/s]

Abb.4.10 Scherratenabhangiger Viskositatsverlauf
unterschiedlich konzentrierter Alginat G63-L&sungen
Fir einen direkten Vergleich der Viskositaten detewschiedlichen Polysaccharidldsungen wurden
die Nullscherviskositaten, fur die verschiedenen Konzentrationen einer jeBesbe in Abb.4.11
vergleichend aufgetragen. Die Viskositét bei ei@eherrate von 0'swurde durch Extrapolation der

dynamischen Viskositafs erhalten.

18 , ‘ . — . .
T 200] 7 T T ]
— 180 ]

16 {7 4
1 & 1604 ]
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40 .
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8 . 0 -/n/
6 ] 0,00 025 0,50 075 1,00
Konzentration ¢ [Gew.-%)]

P.

12+

10 +

Nullscherviskositét

Nullscherviskositét 7, [Pa s]

] \ —=—Alginat G63 |
0d ! e—— 1 —=— Alginat G39 -
{ Ittt Pektinamid 1
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00 05 10 15 20 25 30 35 40
Konzentration ¢ [Gew.-%]

Abb.4.11 Nullscherviskositaten in Abhangigkeit \agr Konzentration
(Markierter Bereich findet sich in vergroRertemdailisschnitt mioin mPa- svieder)

Mit der Erhéhung der Polysaccharidkonzentratiorerhalb einer jeden Konzentrationsreihe ist eine
deutliche nicht-lineare, exponentielle Zunahme Weskositdt zu verzeichnen. Werden die unter-

schiedlichen Biopolymere miteinander verglichenzemen die Alginat G63-Losungen die hochsten
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Viskositaten, wahrend das Pektinamid den gering¥iskositatsanstieg mit zunehmender Polymer-
Konzentration aufweist. Diese deutlichen Untersgdikonnen zum einen auf unterschiedliche
Molekulargewichtsverteilungen oder zum anderenuatérschiedliche Primarstrukturen der Polymere
zuriickzufiihren seffi®. Geringere Molekulargewichte, d.h. kiirzere Ketiegen, wiirden das

Entschlaufen der Polymermolekile unter Scherbetgstienerell erleichtern, wodurch geringere Null-
scherviskositdten gemessen wirden. Des Weiteredewiim Gegensatz zu linearen Molekilketten
unregelmalig aufgebaute Kettenstrukturen mit vighemicken®, wie sie beispielsweise durch den

vermehrten Einbau von Guluronsaureeinheiten im ndlgiverursacht werden, das aneinander
Vorbeigleiten unter Scherung erschweren und somi ¥iskositatszunahme bewirken. Um diese
Beobachtung genauer erklaren zu kénnen, wurden aitevén die mittleren Molekilmassen der drei

Polysaccharide bestimmt.

4.1.5.2. Mittlere Molmassenbestimmung
Werden Pektine oder Alginate in Wasser gel6st, rstehen polydisperse Sole mit einer breiten
Molmassenverteilulg’. Dennoch kann tber die intrinsische Viskositattetstder Mark-Houwink-
Sakurada Gleichung die mittlere Molmaség der Polysaccharide bestimmt werd&h

[7] = KMy, (4.1)
Hierbei beschreil,, eine empirisch ermittelte Konstante und der Expbaedie hydrodynamischen
Wechselwirkungen zwischen Losungsmittel und Makrekidl. Diese beiden Konstanten konnten
sowohl fiir ein Alginat mit geringem als auch mithkm G-Anteif****” sowie fiir ein niedrig
verestertes Pekffi® in der Literatur gefunden werden (Tab.4.3). Digifisische Viskositat]] wurde

aus den Viskositatsmessungen tber die nachfolgéhalehung bestimmt:

Mo mit: 77, =12 ~1. (4.2)

[7]=1lim
c-0 C un

Fur das Lésungsmittel Wasser wurde bei 25°C eirskodsitat vory,. = 0,891 mPas zur Berechnung

herangezogen. Die Viskositdten der jeweiligen Pmobge entsprachen denen in Kapitel.5.1.

gemessenen Nullscherviskositatgnpund dienen gemeinsam mit der Ldsungsmittelviskbsier

Berechnung der spezifischen Viskosijgf Nach Auftragung und anschlieBender Extrapolagimmie

Einsetzen der intrinsischen Viskositat in Gleichihgd.) wurden die in Tab.4.3 dargestellten mitthere

Molmassen erhalten.

Tab.4.3 Bestimmung der mittleren Molmassen:

Alginat G39  Alginat G63  Pektinamid
K 7,310 6,9-1¢° 2,2-10
a 0,92 1,13 0,79
(] [V/g] 0,523 0,685 0,110
Mw [kDa] 189,4 202,7 48,1
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Anhand der berechneten mittleren Molmassen wirdlidau dass bei direktem Vergleich der beiden
Alginate nur ein geringer Molmassenunterschiedeielmet werden kann. Dieser geringe Unterschied
wird jedoch nicht der ausschlaggebende Grund fig signifikant hoheren Viskositaten der
Alginat G63-Losungen bei hoheren Konzentrationen.seomit macht sich scheinbar, je nach Wahl
der Alginates, ein steigender Guluronsaureanteilvbegleichbarem Molekulargewicht durch einen
Anstieg der Nullscherviskositdt bemerkbar. Bedidigtch den hoheren G-Anteil liegen die Molekiil-
ketten vermehrt in Zick-Zack-Strukturen vor (KapRe?2.1.1.), woraus ein schlechteres aneinander
Vorbeigleiten der Polysaccharidketten bei zunehraeSaherbelastung resultiert.

Dieser Unterschied wirkt sich im Bereich geringemientrationen weniger stark aus als bei héheren
Polymerkonzentrationen. Die mittlere Molmasse deltiRamids unterscheidet sich jedoch stark von
denen der beiden Alginatproben. Hier kann die dgutferingere Viskositat auf die signifikant

kirzeren Polysaccharidketten zurtickgefuhrt werden.

4.1.5.3. Zutropflésungen

Die Viskositatsmessungen der unterschiedlich myic&iin versetzten Zutropflosungen erfolgten mit
einem handelstiblichen Schwingplatten-Viskosimetgr18/SV-100 von der A&D Company bei
25°C. Die erhaltenen Ergebnisse sind in Tab.4.dedtdgen.

Tab.4.4 Vergleich der Viskositaten verschiedener
Glycerin/Wasser-Mischungen:

Konzentration c Viskositat »
[Vol.-%)] [mPas]
0 0,887
10 1,09
20 1,63
30 2,49
40 4,04
50 6,93

Es ist zu erkennen, dass die Zugabe von Glycefieméer Erhohung der Dichte ebenfalls zu einem
signifikanten Anstieg der Viskositat fuhrt. Hierdbrwird das Einsinken der Zutropflésung in die
relativ viskosen Polysaccharidlésungen (Kapitdl5.1.) deutlich beglnstigt, wodurch es moglich

wird, annahernd spharische Kapseln zu produziéten

4.1.6. Nadelinnendurchmesser

Bei allen durchgefihrten Kapselpréaparationen wutele Nadelinnendurchmesser konstant gehalten.
Der vom Hersteller GLT angegebene Nadelinnendurskareder Prézisionsdosiernadeln, die zur
Herstellung aller Kapselsysteme verwendet wurdaniert zwischen 0,09 und 0,12 mm.

Um die daraus resultierenden Volumenabweichungequantifizieren und somit die Nadeln auf ihre
Dosiergenauigkeit zu prufen, wurde eine mit Anilab eingefarbte 0,5 Gew.-%ige Calciumchlorid-
I6sung, versetzt mit 25 Vol.-% Glycerin, in eind Gew.-%ige Alginatldsung (G39) unter Rihren

eingetropft. Nach einer Polymerisationszeit von izMénuten wurden die entstandenen Kapseln
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isoliert und anschlielBend in eine mit 1 Gew.-%idealciumchloridliésung beflllte Petrischale
Uberfuhrt. Zur Bestimmung der Kapselinnendurchnresisel daraus resultierend der Kapselinnen-
volumina wurde einlaminiertes Millimeterpapier untdie Glasschale gelegt und die Kapseln
fotografiert (Abb.4.12).
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Abb.4.12 Charakterisierung der TropfengroRenventgjl

Da Anilinblau Uber die besondere Eigenschaft verfing Vergleich zu vielen anderen wasserléslichen
Farbstoffen, im Inneren der Kapseln gespeichemleiben, I&sst sich durch seine Verkapselung ein
deutlicher Kontrast zwischen innerer Kapselvolunage und Membran einstellen. Der Farbstoff
dringt nicht in die Membran ein und diffundiert @ashauch nicht in das Umgebungsmedium.
Hierdurch ist es moglich, gezielt den Kapselinnegodmesser zu bestimmen. Denn im Gegensatz zum
Gesamtdurchmesser der Kapseln gibt nur der Innehchasser die gewinschte Auskunft Gber die
TropfengroRenverteilung, da bekanntermalRen — irke FEr Herstellung flissig gefullter Kapseln —
die Membran mit der Zeit nach auen hin anw&thsind die Ergebnisse in Abhangigkeit von der
Membrandicke verfélscht wirden.

Uber die Haupt- und Langsachsen der Kapseln, diehddie innere Membran begrenzt werden,
konnten somit gemittelte Innendurchmesser erhalterden, die naherungsweise dem Durchmesser

einer Sphére entsprecfféh

d, =% 2. (4.3)

AnschlieRend erfolgte die Berechnung der Kapsetinokimina tber die nachfolgende Gleichung:
V, = gnr,s. (4.4)

Zum Ausmessen der beiden Hauptachsen wurde dadeBiloeitungsprogramm Image J heran-
gezogen. Die anhand von Abb.4.12 erhaltenen Kaps®ivolumina sowie -durchmesser sind in
Abb.4.13 vergleichend aufgetragen.
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. 3
Kapselinnenvolumen V, [mm-]

10,0

9,5—-
9,0—-
8,5
8,0—-
751
7,0—-

6,5

6,0

10

T T T T T T T T 1

T
15 20 25 30 35 40
Kapselzahl k [1]

Abb.4.13 Genéaherte Kapselinnenvolumina und Kapsefidurchmesser

Der mittlere Kapselinnendurchmessktiegt bei 2,54 + 0,04 mm. Die Standardabweichumgicht

etwa 1,6% und kann im Rahmen der Messungenauigkeienachlassigt werden. Fir die daraus

berechneten Innenvoluming ergibt sich ein Wert von 8,63 + 0,28 mm

4.1.7. Ausgewahlte Prozessparameter

Um die Einflusse der zuvor untersuchten HersteBpagameter zusammenzufassen, wurden die

Praparationsvarianten in Abb.4.14 gegenibergedtgiitbeide Herstellungsvarianten, d.h. sowohl fur

die flissig geflllten Kapseln als auch fir die Beaglurden die Prazisionsdosiernadeln von GLT mit

Innendurchmessern im Bereich von 0,09 bis 0,12 rmmvendet. Die Abweichungen der Tropfen-

gréfen, die durch den variierenden Bereich derndaechmesser entstanden, lagen mit 1,6% im zu

vernachlassigbaren Bereich.

p11.>p\’1. le_%Pw.
T]Zl_<n\'[. n/.[.>n\’l_
¢>25 Vol.-% —  ¢>0,5 Gew.-%
Glycerin __ Polysaccharid
T—/ — _
4=0,09-0,12mm ~———— [ d=0,09-0,12mm
H=4,5cm H=5cm

|
\O_O/

o trichterformige M keine
" O Strémung w Strémung

Natriumalginatlésung Calciumchloridlésung B Calciumalginatgel

Abb.4.14 Darstellung der optimierten Prozesspareneir Herstellung
(a) flussig gefilllter Kern-Hiille- sowie (b) Matriagseln
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Die aus jedem Herstellungsprozess resultierendesédgfRe hing jedoch nicht nur von dem
Nadelinnendurchmesser, sondern ebenfalls von d&ko¥itat der vertropften Lésung sowie bei der
Herstellung flussig gefillter Kapseln auch von Betymerisationszeit ab. Des Weiteren haben die bei
der Herstellung und wéhrend der Lagerung ausgegratifarameter wie lonenstarke und pH-Wert
einen deutlichen Einfluss auf das Quellungsverhaltr Hydrogelkapseln gezeigt (Kapitel 4.3.1.).

Fur die Herstellung sphérischer, flissig gefiullRatysaccharidkapseln (Abb.4.14 (a)) war das Ein-
tropfen der Zutropflésung in eine trichterférmigé&rd®nung notwendig. Des Weiteren wurde der
Zutropfphase, d.h. der mit Calciumchlorid versetZixtraktlosung, zur Erleichterung des Einsinkens
Glycerin zugesetzt. Dadurch lie3en sich Dichte Mmkositat der Zutropflosung deutlich erhéhen.
Die Zugabe von 25-50 Vol.-% und die Wahl einer Eipthohe vorH = 4,5 cm wurden experimentell
als optimale Herstellungsbedingungen ermittelt.

Die Untersuchungen der Oberflachenspannungen widmniale zeigten, dass sowohl die Extrakt- als
auch die Polysaccharidlésungen grenzflachenaktigernischaften aufweisen. Im Falle der Poly-
saccharidlosungen war dies fur die Kapselpraparatmgar von Vorteil. Da sich jedoch insgesamt
durch Eintropfen der mit Calciumchlorid und Glyeeviersetzten Extraktldsung erfolgreich annahernd
spharische Kapseln herstellen lieRen, wurden ke@ieren Systemvariationen notwendig.

Im Gegensatz zu den Kern-Hulle-Kapseln erfordeigeHirstellung der Matrixkapseln (Abb.4.14 (b))
keinerlei Zusatze. Die hohen Viskositaten der diagdten Polysaccharidldsungen (Kapitel 4.1.5.1))
reichten aus, um trotz der einander ahnlichen Kjkegsdichten ein schnelles Einsinken und die
Bildung sphérischer Matrixkapseln bei einer kontarkintropfh6he von 5 cm zu gewéhrleisten.
Unter Berticksichtigung dieser Parameter wurdenirdié-olgenden charakterisierten Kapseln unter
Variation des pH-Wertes, der Polymerisationsdawmwies der Konzentration von Polymer- und

Zutropflésung hergestellt.
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4.2. Anthocyanstabilitdt im Verkapselungssystem

Wie in Kapitel 4.1.4.2. beschrieben, musste denveakapselnden Extrakt zur Herstellung flussig
gefullter Polysaccharidkapseln neben den fiir ditbiBeng benétigten vernetzenden Calciumionen
zusatzlich Glycerin hinzugefligt werden. Um auszlisBkn, dass weder das Calciumsalz noch das
Glycerin einen negativen Effekt auf die Anthocyabditat ausiben und beispielsweise den
Anthocyanabbau fordern, wurden UV/VIS-MessungenQuantifizierung des Monomergehaltes und
Polymeranteils (Kapitel 3.7.) durchgefiltit

Diese Versuche wurden auf mehrere Monate ausgeyaeite ebenfalls die Langzeitstabilitat des
Extraktes in wasserigen Losungen unter dem Einflwem Licht und Luftsauerstoff zu
charakterisieren. In dem letzten Unterkapitel dieAeschnitts finden sich Ergebnisse von Diplom
Lebensmittelchemiker C. Kropat (Institut fir Lebmmiselchemie und Toxikologie, Prof. Dr. D.
Marko, Universitat Wien) wieder. Er untersuchte Hielogische Wirksamkeit des verkapselten und

unverkapselten Heidelbeerextraktes auf humane Kkalamomzellen (Kapitel 4.2.3.).

4.2.1. Salzzugabe

Eine 10 Gew.-%ige wasserige Extraktlosung wurdevéerf verschiedene pH-Werte eingestellt und
jeweils mit 1,5 Gew.-% Calciumchlorid versetzt. Zdargleich wurden die analogen Proben ohne die
zusatzliche Beigabe von Calciumchlorid hergestBik Aufbewahrung der acht Losungen erfolgte in
farblosen Laborgldschen auf dem Labortisch bei 253€ unter Lichteinfluss. Zum einen wurden die
pH-Werte 1-3 ausgewahlt, bei denen der Extrakeines stabilsten Struktur — dem positiv geladenen
Flavyliumkation — vorliegen sollt&. Des Weiteren wurde pH 6 ausgewahlt, um den vietigereise
schnellen Strukturabbau und daraus resultieren®ittieing der Anthocyanpolymere zu erfassen. Die
Einstellung der pH-Werte erfolgte durch die Zugaeedinnter Salzsaure. Die Proben wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten mittels UV/VIS-Spektrgakaund dem in Kapitel 3.7. vorgestellten Ver-

fahren zur Bestimmung des Monomer- und Polymersnf@F = 60) vermessen.
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Abb.4.15 Zeitlicher Abbau des relativen Monomerdisa
unter Einfluss von Calciumchlorid
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In Abb.4.15 ist zunadchst der relative Monomergetlibdt Hauptkomponente des Extraktes, dem
quantifizierten Cyanidin-3-Glukosid (Cyd-3-Glu), Abhangigkeit von der Lagerzeit dargestellt. Es ist
festzustellen, dass die fur die Kapselmembranbgdoenétigten vernetzenden Calciumionen keinen
signifikanten Einfluss auf den gemessenen Mononmalgezeigen. Somit fuhrt die Zugabe von
Calciumchlorid zu den wasserigen Extraktlosungehtrau einem erhdhten Abbau der Anthocyane.
Deutliche Unterschiede zeigen sich jedoch bei Vianades pH-Wertes. Erwartungsgemaf ist der
Cyanidin-3-Glukosid-Gehalt bereits nach wenigenefag < 10 Tage) in den pH 6-Proben auf unter
10% gesunken. Der relativ starke Abbau bei pH 3 hisigegen erstaunlich. Auch wenn das
Flavyliumkation bei pH-Werten < 3 gebildet wird, scheint das Gleichgewicht dennoch erst bei pH-
Werten < 2 deutlich auf Seiten der stabilen Flawgkationform zu liegen. Diese Beobachtung macht
deutlich, dass eine langzeitlich effiziente Extvakkapselung nur bei pH-Werten unter 2 erreicht
werden kann.

Des Weiteren geben diese Untersuchungen Aufscliesden erforderlichen Produkt-pH. Denn fir
ein ionendurchlassiges Kapselsystem muss der pH-Wés Produktes ebenfalls im stabilen pH-
Bereich der Anthocyane liegen, um die biologischdivitat der Wirkstoffe nicht zu gefahrden.
Bezogen auf die Anwendung in sauren Produkten wb@ispielsweise an Fruchtséfte zu denken.
Sicherlich kann durch Kihlung der Endprodukte sosiech Licht- und Luftsauerstoffausschluss die
Lager- und somit Langzeitstabilitat gesteigert veerd

Solche Lagerversuche, wie sie hier erfolgten, wardereits flr einige verwandte Stoffgruppen der
Anthocyane, wie zum Beispiel den Flavonolen undgeim anderen Polyphenolen durchgefiihrt und
verbffentlicht. Die Stabilitatsergebnisse stimmein den hier gezeigten Daten gut tibef'éth Neben
dem zeitlichen Abbau der Monomere wurde ebenfatsrelative Polymerfarbanteil aus den UV/VIS-
Spektren berechnet. Abb.4.16 bestétigt die Beobagen aus Abb.4.15.

I —l—'pH6 olhne ' pH3! ohne' le2 ohr'1e I pH1 c')hne 1
100 4 —o—pH6 mit —v—pH3 mit —<«—pH2 mit —e— pH1 mit

relativer Polymerfarbanteil [%]

T T T T T T T
0 50 100 150 200 250
Zeit t [Tagen]

Abb.4.16 Zeitlicher Anstieg des relativen Polymedtmnteils
unter Einfluss von Calciumchlorid
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Lediglich bei pH 6 scheint die Zugabe des Calcidmesazu einer erhdhten Polymerbildung zu fihren.
Fir die ubrigen pH-Werte lasst sich keine vers&iBestabilisierung feststellen. Erwartungsgemar
fuhrt die schnelle Polymerisation in den pH 6-Prolze einem deutlichen Anstieg des gemessenen
relativen Polymerfarbanteils. Auch in den pH 1-Rolbilden sich mit der Zeit Anthocyanpolymere,
die bei den UV/VIS-Messungen erfasst werden. Diidung ist jedoch insbesondere auf die Licht-
einstrahlung zuruckzufuhren. Ist die Wand der Pnglisschen erst einmal mit einem Polymerfilm
bedeckt, scheint sich im Rahmen der MessungenatigjkePlateau einzustellen.

Eine fotografische Aufnahme der acht Proben fagstethaltenen Ergebnisse aus Abb.4.15 und
Abb.4.16 zusammen. Noch am Tag der Probenprapanatirschieden sich die Proben farblich nicht
und entsprachen den in Abb.4.17 gezeigten pH l1dProBie zeichneten sich durch eine tiefrote,
durchsichtige Farbung aus.

Abb.4.17 Fotografische Aufnahme des Stabilithtaveiies nach 8 Monaten

Nach etwa 8 Monaten lassen sich deutliche Anderuwgezeichnen. Wahrend die pH 1- und pH 2-
Proben rein optisch noch den Ursprungslésungerpreaisen, sind die pH 3-Proben bereits deutlich
heller und lichtdurchlassiger, da die anfangs getésmonomeren Anthocyane stark abgebaut wurden.
Insbesondere bei pH 6 weisen die Proben laut Abb.Keine monomeren Anthocyane mehr auf, die
fur die tiefrote Farbung verantwortlich sind. Ofe&lzzugabe erscheint die Probe aufgrund des hohen
Polymeranteils dunkelbraun statt rot. In der ur8alzzugabe hergestellten pH 6-Probe sind bereits
alle Anthocyanmolekile in Form polymerer Bestandteiusgeflockt und die tberstehende Ldsung
erscheint gelb.
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4.2.2. Glycerinzugabe

Nachdem die Calciumsalzzugabe in dem unter Verkapgsbedingungen relevanten pH-Bereich
keinen negativen Einfluss bewirkte, wurde in eiwerteren Versuchsreihe der Einfluss von Glycerin
untersucht. Der Zusatz eines Plastiziermittels B&@ichmachers ist insbesondere fur die Ausbildung
externer Schellackschichten notwerddif und sollte nach Méglichkeit die Anthocyanstabiliticht
beeinflussen. Des Weiteren wurde getestet, ob dgaZe von Calciumionen in Kombination mit
Glycerin verstarkende, synergetische Effekte inbhok auf die Anthocyanstabilitat ausubt.

Hierzu wurde ein Teil der 10 Gew.-%igen Extraktligubei pH 1 —ohne die Zugabe von
Calciumchlorid — aus der Versuchsreihe in Kapitl4 nach 100 Tagen auf vier Probenglaschen
aufgeteilt. Zwei der Glaschen wurden mit 50 Vol.Wasser und die anderen zwei mit 50 Vol.-%
Glycerin befullt, wobei jeweils eins der zwei Glisa zusatzlich mit 1,5 Gew.-% Calciumchlorid
Dihydrat versetzt wurde. Die resultierende Extrakiéentration in den vier Messproben betrug somit
5 Gew.-%. Die Probennahme erfolgte Uber einen &itr von knapp 6 Monaten, wobei der
gemessene zeitliche Abbau des relativen Monomeltgshim Abb.4.18 sowie der zeitliche Anstieg
des relativen Polymergehaltes in Abb.4.19 dardestel
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| —m—ohne Ca* & ohne Glycerin —m— ohne Ca®" & mit Glycerin |
0 T T T T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
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Abb.4.18 Zeitlicher Abbau des relativen Monomerdisa
unter Einfluss von Glycerin und CaCl

Erwartungsgemafld nimmt der relative Monomergehatt dar Zeit langsam und stetig ab. Dieser
geringe Abbau, wurde bereits fur die pH 1 ProbeAbb.4.15 beobachtet und entspricht auch dem zu
vergleichenden Abbau nach den ersten 100 Tagegedamt lasst sich feststellen, dass weder das
Vorhandensein des Glycerins noch die Kombinatia@lycerin und Calciumsalz einen signifikanten
Einfluss auf die Extraktstabilitat austben. Demgrshend zeigt Abb.4.19 den, wenn auch geringen,
Anstieg des Polymerfarbanteils. Auch hier lassh $ein negativer Einfluss durch die Zugabe des

Weichmachers Glycerin oder das Zusammenspiel viziudachlorid und Glycerin feststellen.
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Abb.4.19 Zeitlicher Anstieg des relativen Polymedstmteils
unter Einfluss von Glycerin und CaCl

Abb.4.20 zeigt eine fotografische Aufnahme der ®esben nach Ende der Versuchsreihe. Insgesamt
sind keine deutlichen Unterschiede festzustellenkéinem der Félle kam es zur Ausflockung
polymerer Bestandteile oder Farbveréanderungen wdhder Versuchsdauer von knapp 6 Monaten.
Es ist lediglich zu erkennen, dass die Proben ufugabe von Glycerin ein wenig durchsichtiger und
heller erscheinen. In Summe beinhalten sie jedéelyléiche Menge des charakterisierten Cyanidin-

3-Glukosids wie die Vergleichsproben ohne Glycargatz.

pH1 pH1 pHI pHI
mit Ca?* ohne Ca®" mit Ca” Qhﬂf Ca ‘
mit Glycerin ohne Glycerin ohne Glycerin mit Glycerin

Abb.4.20 Fotografische Aufnahme des Stabilititaveies nach 6 Monaten

Die durchgefuhrten Langzeitbeobachtungen zeigtess dlie fur die Herstellung flussig gefullter
Kapseln notwendigen Zusatze keinerlei negativeekefuf die Extraktstabilitat austiben. Somit kann
die Extraktverkapselung unter Verwendung des ausbken Kapselsystems ohne Einbul3e grofRer
Wirkstoffmengen erfolgen. Inwieweit die verkapselté\nthocyane noch biologisch aktiv und
wirksam sind, wird in dem nachfolgenden Kapitelgestellt.
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4.2.3. Modulation der EGFR-Phosphorylierung

Da Anthocyane nachweislich krebspréventive Eigeaseh aufweiséf*%"*°! wurde im Folgenden
der Einfluss des reinen und des verkapselten Beisakuf humane Kolonkarzinomzellen getestet. In
verschiedenen Tumorarten wird der EGF-Rezedipidermal Gowth Factor), ein zellwachstums-
stimulierendes Protein, das in den Membranen aflenschlichen Zellarten vorkommt und den
apoptotischen Zelltod verhindert, hochreguliert /odér in mutierter Form gefunden. Diese
hochregulierten oder mutierten Formen sind fur dagontrollierte Wachstum und die starke
Vermehrung von Tumorzellen verantwortlich, wodueh zu einer verstarkten Metastasenbildung
kommen kann. Aus diesem Grund zielen viele innvedkirebstherapien darauf ab, das EGFR-Signal,
d.h. die Adenosintriphosphat(ATP)-Bindungsstelle,biockieren, um somit das Tumorwachstum zu
hemmen. Um zu untersuchen, ob es zu einer potétéemmung der Rezeptoraktivitat im intakten
Zellsystem, bedingt durch die Hemmung der Phospileomyng des EGF-Rezeptors durch den Einfluss
des unverkapselten und verkapselten Heidelbeektatr&kommt, wurde der Western Blot Assay am
Modell humaner Kolonkarzinomzellen (HT29) angewarMtie bereits erwdhnt, wurden die im
Folgenden vorgestellten Daten von dem Kooperat@niser C. Kropat im Rahmen seiner Doktor-
arbeit (Institut fir Lebensmittelchemie und Toxibgie, Prof. Dr. D. Marko, Universitat Wien)

erarbeitet und ausgewertet.

4.2.3.1. Unverkapselter Heidelbeerextrakt

Wie in Abb.4.21 gezeigt, bewirkt der unverkapsek@e Heidelbeerextrakt eine konzentrations-
abhangige Verminderung des EGFR-Phosphorylieruatyssin den HT29-Zellen. Die Hemmung der
Rezeptoraktivitat wurde Uber eine verminderte Phosgierung intrazellularer Tyrosinreste des
Rezeptors ersichtlich.
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Abb.4.21 Modulation der EGF-Rezeptorphosphoryligrdarch den unverkapselten HBE
nach unterschiedlichen Inkubationszeiten. HT29eteWurden serumfrei mit
unterschiedlichen Konzentrationen an HBE und 10@IWatalase inkubiert
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Insbesondere ab Konzentrationen > ug0nl und Inkubationszeiten >2h kam es zu einer
signifikanten Hemmung der Aktivitat (mehr als 50¢gggeniber der Kontrolle (1% DMSO). Der
endogene Status des Rezeptors wurde hingegen digréhkubation mit dem Heidelbeerextrakt nur
geringfugig beeinflusst. Erst bei einer Konzentnativon 20Qug/ml und Inkubationszeiten von 120
und 180 Minuten schien die Gesamtmenge des Rezeptoedingt durch zytotoxische Effekte oder
Rezeptorcycling — abzunehmen. Es wird jedoch deytldass der Heidelbeerextrakt (HBE) mit
zunehmender Konzentration und Inkubationszeit ntemqgen Hemmung der EGFR-Phosphorylierung
geeignet ist.

4.2.3.2. Verkapselter Heidelbeerextrakt

Im Vergleich zu der Modulation der EGFR-Phospheryling, bewirkt durch den reinen Heidelbeer-
extrakt, wurden die Untersuchungen mit verkapselsinakt durchgefuhrt. Um diesen den Zellen zur
Verfligung zu stellen, wurden die flissig gefullfeektinatkapseln (0,5 Gew.-% Pektinamid, Zutropf-
[6sung: 10 Gew.-% Extrakt, 1,5 Gew.-% Ca@0 Vol.-% Glycerin, Gelierzeit: 30 s) mechanisch
aufgeschlossen und die freigesetzte Extraktlosungjdhtlich ihrer EGFR-hemmenden Wirkung im
Western Blot Assay untersucht. Wie Abb.4.22 zeggtder Heidelbeerextrakt aus den Pektinatkapseln
mindestens genauso potent, die EGFR-Aktivitat kotvationsabhangig zu unterdriicken, wie der

reine Extrakt.
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Abb.4.22 Modulation der EGF-Rezeptorphosphoryligrdarch den HBE aus aufgeschlossenen
Pektinamidhohlkapseln nach unterschiedlichen Inkabszeiten. HT29-Zellen wurden
serumfrei mit unterschiedlichen KonzentrationetH&8E und 100 U/ml Katalase inkubiert
Analog zum unverkapselten Extrakt wurde auch detogene Status, d.h. die Gesamtmenge des
Rezeptors, ab einer Heidelbeerextraktkonzentratmm 200ug/ml reduziert. Somit ist abschlielend
Zu sagen, dass die biologische Aktivitdt des Ex¢rmklurch den Verkapselungsprozess, die Zugabe
verschiedener Additive sowie die Lagerung und dean3port der Kapseln nach Wien nicht
beeinflusst wird und hinsichtlich der EGFR-Phosptierung mit dem unverkapselten Extrakt

verglichen werden kann.
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4.3. Geleigenschaften

Bevor die Polysaccharide zur Kapselbildung verwemwdarden, erfolgte die Charakterisierung der
ionisch vernetzten Gele. So finden Hydrogele bermitvielen biologischen und biomedizinischen
Feldern wie zum Beispiel in Biomembranen und -sesrsgowie als Carrier in kontrollierten ,Drug-
Delivery-Systems* fur Medikamente, Proteine, Enzyunmd Zellen aller Art Anwendung. Sie bestehen
aus dreidimensionalen Netzwerken, die aus hydrephifolymeren aufgebaut sind und wéasserige
Flissigkeiten in hohem MaRe absorbieren und speidtisnef?.

Diese besondere Eigenschaft basiert auf dem QugsNenhalten der Gele. Neben der Bestimmung
des pH-abhangigen Quellungsverhaltens wurden rpisoloe Messungen zur Ermittlung des Proben-

charakters, der Gelstérke und der FlieReigenschdéie Hydrogele durchgefiihrt.

4.3.1. Quellungs- und Schrumpfungsverhalten der Hywgele

Grundsatzlich kann das Quellen eines Geles mit ldésen eines Feststoffes verglichen werden. Das
Bestreben des Netzwerkes, Losungsmittel aufzunehbenht auf der Erhdhung der Freiheitsgrade
der Polymerketten im gequollenen (geldsten) Zust@idses Phanomen der Hydrogelquellung ist
somit entropiegetrieben. Mit der zunehmenden Eévagg von Wassermolekilen werden die
Polymerketten gestreckt und zunehmend gedehntatiieresultieren steigende elastische Ruckstell-
krafte und eine Erhéhung des Quellungsgrades. Tddymamisch betrachtet sinkt das Bestreben,
Losungsmittelmolekile aufzunehmen, mit steigendastischer Rickstellkraft bis zur Einstellung
eines Kraftegleichgewichte®!. Im Falle geladener Polymere, wie den hier venesen Alginaten
und Pektinen, spielen insbesondere der pH-Wert die lonenstdrke in Hinblick auf das
Quellungsverhalten eine groRe RBME?. Dies ist nicht nur fiir die KapselgréRe, sonderchafir die
Beschichtung von Kapseln von grol3er Bedeutung.a®m keispielsweise — ausgelést durch eine pH-
Wertanderung des Umgebungsmediums — eine Volumeahmus der Gelmembranen zum Aufplatzen
einer extern aufgebrachten Coating-Hulle fihrea,ddinn ihren Zweck nicht mehr erfillen kann.

Um zu zeigen, welchen Einfluss die Anderung desvpéttes auf die Hydrogele ausiibt, wurde das
Schrumpfungsverhalten fur Pektinamid-, Alginat G&&d Alginat G39-Gele Uber den masse-
bezogenen Quellungsgr&y, in Abhangigkeit von dem pH-Wert und der Schrumpidegier analog
der nachfolgenden Gleichung (4.5) quantifiZt&¥t

QM =—. (4-5)

Hierbei beschreibtn, die Masse des gequollenen Geles umdie Masse des ungequollenen bzw.
geschrumpften Geles. Um diese Untersuchungen néém dem Gesichtspunkt der pH-Wert Anderung
durchzufiihren, wurden analog zur Liter8fiPufferldsungen fiir die pH-Werte im Bereich voni® b
5 hergestellt und die lonenstarke mit Natriumchlauf 0,1 M eingestellt. Die Messungen erfolgten
fur die pH-Werte 4 und 5 in einem Acetatpuffer diiddie pH-Werte 2 und 3 in einem Glycinpuffer.

Fir die Messungen bei pH 1 (lonenstérke 1 M) wdrdlé Salzsaure verwendet.
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Zunachst wurden inhomogene Gelscheiben aus ein@Bj&ew.-%igen Polysaccharidlosung sowie
einer 1 Gew.-%igen Calciumchloridlosung analog ofeKapitel 3.3.2. vorgestellten Praparations-
beschreibung hergestellt und fiir 24 h in einer v@éigen Calciumchloridlésung zur vollstandigen
Gelierung aufbewahrt. Anschliel3end wurden die Gelden mehrfach mit Wasser gewaschen und in
die pH 5-L6sung zur vollstandigen Gelquellung tblerf. Nach 72 h wurden die Gelscheiben zur
Feststellung der Masse des gequollenen Gajesnzeln gewogen und in die jeweiligen pH-Lésungen
zur Gelschrumpfung gegeben. Aus préaparativer updragiver Sicht sind solche Gelquellungs- bzw.
Schrumpfungsmessungen relativ einfach durchfuhibedtiglich in Hinblick auf den Zeitfaktor sind
die Messungen aufwendig, da es bei Hydrogelen mefirage dauern kann, bis sich das Quellungs-
bzw. Schrumpfungsgleichgewicht eingestellt"f8t Die Feststellung der Massenanderung erfolgte
daher nach 1 h, 6 h, 24 h, 48 h, 72 h und einerh&.oc

Abb.4.23 zeigt das zeitabhangige Schrumpfungsuvertihahm Beispiel der Alginat G63-Gele. Da
bereits nach 48 Stunden der vom pH-Wert abhéangigerugpfungsgleichgewichtswert nahezu
erreicht wurde, sind aus Griinden der Ubersichtéithkur die gemessenen Daten fiir 1 Stunde,

6 Stunden, 24 Stunden sowie 1 Woche aufgetragen.

IAceta’EpufferI IGlycin‘pufferI

1,14

1,0 1
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massenbezogener Quellungsgrad Q,, [1]

1 Stunde
0,7 - e 6 Stunden n
A 1Tag i
v 1 Woche :
0:6 T T T T T T T T
5 4 3 2 1

pH-Wert
Abb.4.23 pH-abhangiges Schrumpfungsverhalten arspBeider Alginat G63-Gele

Die Zeit bis zur Gleichgewichtseinstellung betrfigtdie drei vermessenen Hydrogeltypen somit rund
2 Tage und stimmt gut mit der Literatur iibeféh Die analogen Abbildungen fiir die Alginat G39-
und Pektinamidgele finden sich im Anhang wieder. Karvenverlauf in Abb.4.23 ist zu erkennen,
dass sich das Volumen der Gelzylinder fur pH-Wertedrastisch dndert und im stark sauren pH-
Bereich (1-2) konstante Werte annimmt. Diese Bebheng ist damit zu begriinden, dass bei
Annaherung bzw. Unterschreiten derspierte der Guluronséaure- (g 3,65) und Mannuronsaure-
gruppen (pk=3,38) zunéchst die freien Carboxylgruppen naod wmach protoniert und auch
vernetzende Calciumionen partiell durch Wasseistoéh ausgetauscht werd@éh Der Calcium-

gehalt im Gel sinkt, wobei die verbleibenden Catinen insbesondere in den ,egg-box“-Kafigen
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der G-Einheiten gebunden sind, weil dort stabilk@mplexe — bedingt durch starkere ionische
Wechselwirkungen — ausgebildet werld&n

Im Zuge der pH-Senkung nehmen somit die elektnsstatabsto3enden Kréfte zwischen den
Polymerketten ab, wodurch sich diese unter Verdrdggund Verlust des Losungsmittels naher
aneinander lagern kénnen. Die Gele verlieren amivieh und schrumpfen zusamifgf. Im stark
sauren Bereich (pH 1-2) werden die Calciumionenndaallstdndig ausgetauscht und aus dem
Gelnetzwerk entfernt. Das resultierende ,saure @effalt seine mechanische Stabilitdt somit rein
durch die ionische Vernetzung mit Wasserstoffiéfén'®4

Ein Vergleich des Schrumpfungsverhaltens fur des Hydrogele ist in Abb.4.24 dargestellt. Es zeigt
sich, dass die Alginat G63-Gele die geringsten Waoanderung aufweisen, wahrend hingegen die
Pektinamidgele am starksten in der pH 5-Losung walfgn bzw. bei geringen pH-Werten am

starksten zusammenschrumpfen.
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Abb.4.24 Vergleich des Quellungsverhaltens der ldyeirogele

Das starkere Quellungsverhalten der Alginat G3%@dlim Vergleich zu den Alginat G63-Gelen auf
die starken kooperativen Wechselwirkungen zwisci@aiciumionen und Guluronsaureeinheiten
zurlckzufuhren. So bedingt ein hoéherer Guluronsiued die Ausbildung festerer Vernetzungs-
punkte, wodurch Gele mit hohem G-Anteil wenigerristguellen als M-reiche G&f&'®*% |m
Pektinatgel sind die Wechselwirkungen zwischen eenden Calciumionen und Galakturonséaure-
gruppen insgesamt schwécher als in vergleichbalgmatgelen, wodurch das Quellungsverhalten
und die Einlagerung gréRerer Lésungsmittelmengegiimstigt wird">?. Dies spiegelt sich auch in

Abb.4.24 in Form des starksten Quellungs- bzw. @opfungsverhaltens wider.
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4.3.2. Probencharakter und LVE-Bereich

Zur Durchfuhrung gelrheologischer Amplitudentestgr@en verschiedene Konzentrationsvariationen
zur Gelbildung ausgetestet. Die im Folgenden ezhalt Kurven wurden durch die Vermessung
homogener Gelscheiben (Kapitel 3.3.1.) erhalten.

Die Herstellung erfolgte unter Verwendung einergdsv0,75 Gew.-%igen Polysaccharidlésung und
einer 0,51 Gew.-%igen CaG@uspension, die unter Rihren im Verhaltnis 1:m#nder vermischt
wurden (100 ml). AnschlieRend wurden 0,91 g Glakaakton (GDL) in 5 ml Wasser geldst und in
die vorgelegte Natriumalginat/Calciumcarbonat-Sasf: unter intensivem RUhren eingetropft.
Durch die Wahl dieser Konzentrationen lieBen sigfobmationstests aufzeichnen, bei denen die
linear visko-elastische Bereiche noch innerhalbzileerldassigen Messbereiches lagen. Abb.4.25 zeigt

die drei unterschiedlichen Polysaccharidgele ingiégch.
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Abb.4.25 Deformationstests zur Ermittlung

des linear visko-elastischen Bereiches<2 rad/s)
Amplitudentests werden im Allgemeinen zur Untersughdes Charakters einer Messprobe sowie zur
Bestimmung des linear visko-elastischen Bereichemrigezogen. Sofern das elastische Uber das
viskose Verhalten dominiert, zeigen die Proben gjpaisse Steifigkeit und weisen somit einen
Gelcharakter auf. Dies ist, wie aus Abb.4.25 delthvird, fir alle drei unterschiedlichen Poly-
saccharidgele der Fall. Die Grenze des linear videtischen Bereiches ist in der Abbildung fle all
drei gemittelten Amplitudentests eingetragen. Sggadie Amplitudeny unter diesen Grenzwerten
bleiben, verlaufen Speicher- und Verlustmodul dnée konstant hohen Plateauwert, d.h., dass die
Struktur der untersuchten Substanz bei geringeorBeitionen stabil iSt'.
Das Pektinamidgel zeigt mit rund 2% fiir die gew&hflusammensetzung der Gelscheiben den
hochsten Grenzwert, wahrend das Alginat G63-Gel ehita 0,3% den kirzesten LVE-Bereich
aufweist. Nach Uberschreiten des LVE-Bereiches, mihdem Abfall des Speichermoduls, kann die

Substanz irreversibel verandert oder gar vollsgirmirstort seff’. Damit also die rheologischen
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Grundgesetze zur Auswertung herangezogen werdenek{mussen alle weiteren rheologischen
Messungen im LVE-Bereich durchgefiihrt werden.

Ein kurzerer LVE-Bereich spricht im Allgemeinen fdas Vorliegen eines starker vernetzten, eng-
maschigeren Gelnetzwerk85 so dass anhand dieser Tests davon ausgeganggemvkann, dass das
Pektinamidgel weniger stark und deutlich weitmagehvernetzt ist als die beiden Alginatgele, wobei
auch hier — bedingt durch den G-Anteil — noch deh! Unterschiede zu verzeichnen sind. Dieses
Ergebnis stimmt mit rheologischen Messungen anhemsichiedener Alginat- und Pektinatgele aus
der Literatur gut tiberefi.

4.3.3. Gelstarke

Um das zeitabhangige Scherverhalten, die Gelstadvee die Art der Vernetzung fir die drei
Polysaccharidgele vergleichend untersuchen zu kinwerden so genannte Frequenztests durch-
gefuhrt. Hierbei handelt es sich um Oszillationstedie unter Konstanthaltung der Amplitude und
Variation der Frequenz erfolgen. Abb.4.26 zeigt gemessenen Speicher- und Verlustmoduln in
Abhangigkeit von der Winkelfrequenz. Die Herstefuder Gele erfolgte unter Verwendung einer
jeweils 1 Gew.-% Polysaccharidldsung und einer G6&.-%igen CaC@Suspension, die im
Verhaltnis 1:1 miteinander vermischt wurden (100. Ahschlieend wurden 1,21 g Glukd-akton

in 5ml Wasser gelést und in die vorgelegte Natdlgimat/Calciumcarbonat-Suspension unter
intensivem Rihren eingetropft. Durch die langsamesEtzung der Calciumionen, bedingt durch die
Zugabe der schwach hydrolysierenden Saure GDL, Komsnzur zeitverzdgerten, homogenen
Calciumalginatgelbildurftf®*”!
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Abb.4.26 Frequenztests zur Ermittlung der Gelst§rke 0,1%)

Erwartungsgemal lberwiegen auch hier die elastisdiimer die viskosen Eigenschaften. Der
schwache Anstieg des Speichermoduls sowie derggedbfall des Verlustmoduls als Funktion der

Frequenz sprechen fir tempordre Vernetzungen dde. Gesbesondere bei sehr langsamen
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Beanspruchungen, d.h. bei kleinen FrequenzenntiRedaxationsvorgange — wie beispielsweise die
Auflosung verstrickter Verschlaufungen oder dierffg ionischer Vernetzungspunkte — auf. Diese
Phanomene sind zwar nur relativ schwach ausgepatégten jedoch auf ein flexibles Gel hin. Die
Gelstarke, oft auch als Strukturstarke oder ,Sikéit* der Messprobe bezeichnet, entspricht dem
Grenzwert des Speichermodd@s fur kleine Frequenzen. Zwischen den drei Prolssdn sich auch
hier deutliche Unterschiede ausmachen. So zeighldmsat G63-Gel die hochsten Moduln und somit
die hochste Gel- bzw. Strukturstarke. Das offeriBathschwach vernetzte Pektinamidgel weist somit

erwartungsgemar die niedrigsten Moduln auf.

4.3.4. Scherbelastungsabhéngiges Fliel3verhalten

Um zu dberprufen, ob und unter welchen Belasturdjsgengen die Gele plastisch und irreversibel
deformiert werden und somit den elastischen Deftamsbereich verlassen, wurden so genannte
Schubspannungstests durchgefihrt. Hierbei wurdeSdieerbelastung als Schubspannungsrampe
vorgegeben und die Scherdeformatign gemessen. Die Gelscheiben wurden aus einer jeweils
0,8 Gew.-%igen Polysaccharidlésung sowie einer W.8&igen Calciumchloridldsung analog der in
Kapitel 3.3.2. vorgestellten Praparationsbeschrgbiergestellt und fir 24 h in einer 1 Gew.-%igen
Calciumchloridldsung zur vollstandigen Gelierundbewahrt. Abb.4.27 zeigt die erhaltenen Kurven

fur die drei unterschiedlichen Gelproben.
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Abb.4.27 Schubspannungstests zur Ermittlung defirhaltens

Es zeigt sich, dass die Steigungen der Messkurbenden gesamten Schubspannungsbereich nahezu
linear verlaufen und somit im detektierbaren Megsiloa fur keines der Hydrogele eine Flie3grenze
nachweisbar ist. Diese wirde sich nach anfanglichnmalen Deformationen durch einen deutlichen
Knick in den Kurve und einen steilen Deformatiorsteay auflern, da im Falle einer vorhandenen
FlieRgrenze die ab einer bestimmten Schubspannufiggl@achte Scherkraft ausreichend hoch waére,

um das Gel zum FlieRen zu bringen. Im Falle solgedtheologischer Messungen ist stets darauf zu
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achten, dass die Gele unter Aufwendung héherert&ritht zwischen den Platten abgleiten. Dies
konnte unter Umstanden zur Ermittlung einer sclai@ib FlieRgrenze fihren. Dieses Abgleiten ist
beispielsweise fur das Pektinamidgel bei einer Bspannung von 60 Pa in Abb.4.27 zu erkennen.
Aus diesem Grund wurden fir die hier vorgestellessungen zur Erhéhung der Wandhaftung
Klebepflaster auf das Platte/Platte-Messsystemedunéght.

Die konstanten Steigungen der in Abb.4.27 abgefeild&urven zeigen somit, dass die Messproben
Uber den gesamten Bereich ein elastisches Defansagrhalten aufweisen und daher das Hook’sche
Gesetz giltig ist (Schubspannung proportional zefioBnation). Die Proben verhalten sich wie steife
Festkorpd”. Im Vergleich der Proben untereinander werdenMdgisat G39- und das Pektinamidgel

unter Einwirkung vergleichbarer Schubspannungetkestéleformiert als das Alginat G63-Gel.
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4.4. Matrixkapseln

Neben der Herstellung und Charakterisierung fligmfillter Polysaccharidkapseln (Kapitel 4.5.)
wurden ebenfalls ionisch vernetzte Polysaccharidré@pseln hinsichtlich ihrer mechanischen
Eigenschaften und Freisetzungskinetiken unterswdbtBiopolymere wurden in den nachfolgenden
Unterkapiteln die Alginate G39 und G63 verwendeebdh der Charakterisierung reiner Calcium-
alginatbeads wurden diese zur Diffusionsvermindgrumt Schellack (Kapitel 2.2.3.), einem im
Gegensatz zu vielen anderen synthetischen Polynférefie Lebensmittelanwendung zugelassenem

Coatingmateri&”, beschichtet und mit den unbehandelten Alginatbeadglichen.

4.4.1. Alginatbeads

4.4.1.1. Mechanische Stabilitat

» Variation der vernetzenden lonen
Einzelne Alginatbeads wurden zunéchst unter Vamatier vernetzenden lonen fFeFe”, Cc&*
sowie Mischungen dieser mehrwertigen lonen) in Beauf die mechanische Stabilitat in Squeezing-
Capsule-Experimenten zunachst qualitativ unter§iéht
Hierzu wurde eine 2 Gew.-%ige Natriumalginatlés@R9 in eine 0,1 M wasserige Salzlésung der
vernetzenden lonen oder in 1 M Mischungen (1:1}alieingetropft. Abb.4.28 zeigt die erhaltenen
typischen Kraft/-AbstandskurvBf*°® Es ist zu erkennen, dass die Vernetzung der aflgatten mit

den zweiwertigen Calciumionen sowie den dreiwenti§gsenionen zur Bildung der stabilsten Gele

fuhrt (Abb.4.28 ().
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Abb.4.28 Einfluss der vernetzenden lonen auf dgnstbeadstabilitat:
(a) reine Salze und (b) 1:1 Mischungé

Im Falle der Calciumsalzmischungen zeigt die ZugadeEisen(lll)-lonen erwartungsgeman keinen
merklichen destabilisierenden Einfluss auf die Koespionskurven, wéhrend hingegen die Zugabe

der Eisen(ll)-lonen zu einer deutlichen Vermindeyder Gelstabilitt fithrt (Abb.4.28 (Bf)".
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Die durchgefiihrten Squeezing-Capsule-Messungerafiest damit die Theorie, dass insbhesondere
Calciumionen, aufgrund ihrer passenden Grof3e djg-hox“-Strukturen am besten stabilisieren und

die ionischen Wechselwirkungen maximiéf@nEin deutlicher Kapselbruch in Form eines sprung-
haften Abfalls der Kompressionskurven lasst sichdee verwendeten Plattenabstands/Zeit-Funktion
nicht aufzeichnen. Dies liegt vermutlich darin hiegtet, dass bei hohen Deformationen kontinuierlich
Flussigkeit aus den Gelbeads gepresst wird, wodsiathkein ausreichend hoher Druck im Inneren
aufbauen kann.

Anhand der gezeigten Kompressionstests wird desevéeai deutlich, dass sich die Alginatbeads nicht
zu Messungen in der Spinning-Capsule-Apparatur esigibie zur Kapseldeformation benétigten

Krafte sind so hoch, dass sich diese in SpinningsGle-Experimenten nicht aufbringen lassen

wirden.

* Variation des Alginates
Zu Vergleichszwecken wurde Uberprift, ob das AlgB&3 mit einem hohen G-Anteil festere und

schwerer komprimierbare Matrixkapseln ausbildeterii wurde eine 1 Gew.-%ige Alginatldsung
(G39 bzw. G63) in eine auf pH 4 eingestellte 1,5vG¥ige Calciumchloridlésung eingetropft. Nach
vollstandiger Gelierungt{ = 48 Stunden) wurden jeweils 5-7 Kapseln vermesfsa erhaltenen

Ergebnisse sind in Abb.4.29 dargestellt.
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Abb.4.29 Vergleich der Matrixkapselstabilitat unté&riation des Alginates

Erwartungsgemall fuhrt die Vernetzung des Alginad,Géntsprechend dem hoheren Guluron-
saureanteil, zu signifikant festeren und mechanis@énker belastbaren Gelen. Diese Ergebnisse

stimmen gut mit der Literatur tberein, da bekastitdass ein hoherer Guluronséureanteil zur Bildung

starkerer Gelnetzwerke fuHft:®3!
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* Variation des pH-Wertes
Da es sich bei den Gelbeads um Hydrogele handefjewdes Weiteren der Einfluss des pH-Wertes
und somit des Quellungszustandes in Hinblick aafMatrixkapselkompression untersucht. Abb.4.30

zeigt das unterschiedliche Kompressionsverhalte®dads in Abhangigkeit vom pH-Wert.
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Abb.4.30 Einfluss des pH-Wertes auf die Matrixkdgisdilitat

Sowohl fur die Alginat G39- als auch die Alginat3sapseln lassen sich bei niedrigerem pH-Wert
hohere Kompressionskrafte messen. Diese Beobachtertgutlicht, dass die Zunahme des pH-
Wertes mit einer verstarkten Quellung der Hydrogeiée einer erhéhten Wasseradsorption einhergeht.
Bei Kompression der pH 7-Gele, die die gleiche Pwigkonzentration wie die pH 4-Kapseln
aufweisen, wird somit in erhbhtem Mal3e das versiarkas weitmaschige Gelnetzwerk eingelagerte

Wasser aus den Beads heraus gepresst.

4.4.1.2. Schermoduln

Neben der rein qualitativen Auswertung der Kompoeskurven anhand der vergleichbaren
aufgebrachten Kréfte erfolgte die quantitative Aegwng und Berechnung der dreidimensionalen
SchermodulrG nach Rodriguez et & fiir die in Kapitel 4.4.1.1. vorgestellten Kapselgyne. In
Anlehnung an dieses Modell ist die KompressionskFafin y-Richtung mit der Anderung des
aquatorialen Kapseldurchmessers in x-Richtung vigrknDie Umrechnung der relativen Radien am
Aquator der Kapsel wahrend der Kompression erfolgtéer Verwendung einer numerischen
Integrationsmethode. Hieraus konnte eine relatifaehe Beziehung zwischen den aquatorialen und
transpolaren radialen Deformationen abgeleitet rerdin der vorgestellten Theorie wurde gezeigt,
dass aus dem Anstieg des relativen Radius am Kapsabr /rspe als Funktion der aufgebrachten
Kraft, der dreidimensionale Schermodul im Bereidbirier Deformationen direkt und zuverlassig
erhalten werden kann. Dies hadngt damit zusammess, die@ zur Deformationsbeanspruchung auf die

Kapselpole einwirkende Kraft durch jede zum Aquatarallele Schicht Gibertragen wird.
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Gleichung (4.6) liefert den zur Berechnung herangemen Zusammenhang zwischen Kompressions-

kraft und Anderung des aquatorialen Rafftls

F Yo,y
r s
o-c=m2 =G (r_j -(Tp“] . (4.6)

sph sph e

Hierbei beschreibt, die Kompressionskraft pro urspriinglicher, unbekast Querschnittsflachen-
einheit, rg,n den urspriinglichen Kapselradius undden vom Kompressionszustand abhangigen
aquatorialen Radius. Da mit der am ARES durchgéfithMessmethode jedoch nur die Kraft in
Abhangigkeit vom vertikalen Radius in Form des tel@bstandes simultan erhalten werden kann,
miissen die Anderungen des vertikalen Radius iiberreimerische Integration mit dem Schermodul
G in Verbindung gebracht werd&fl. Die erhaltenen Ergebnisse fiir die jeweiligen Adégbeads in

Abhangigkeit der vernetzenden lonen sind in Talddsgestellt.

Tab.4.5 Nach Rodriguez et'd® berechnete dreidimensionale Schermodailn

vernetzende Schermodul G vernetzende Schermodul G
lonen [kPa] lonen [kPa]
Calcium 3,38+0,1 Calcium 3,38+0,1
Eisen(ll) 1,38+0,1 Calcium/Eisen(ll) 1,49+0,1
Eisen(lll) 3,46+0,1 Calcium/Eisen(lll) 3,26 +0,1

Wie zuvor aus den Kraft/Abstandskurven ersichtlicr, weisen die Gele mittels Vernetzung durch
Calcium- und Eisen(lll)-lonen die jeweils héchst&chermoduln auf. Diese Werte liefern eine
Aussage Uber die Materialsteifigkeit. Im Falle gridd zwischenmolekularer Kohasionskrafte wird die
innere Festigkeit des Gels erhoht, woraus héheMo@uln resultierei”. Das bedeutet, dass die
anionischen Alginatketten unter Zugabe der Eisgighen im Vergleich zu den Calciumalginatbeads
wesentlich schwécher vernetzt werden und somithieic deformierbare Gele gebildet werden.
Analoge Berechnungen nach Gleichung (4.6) wurdendfé pH-abhéangigen Squeezing-Capsule-
Untersuchungen durchgefiihrt. Die erhaltenen Ergsbrsind in Tab.4.6 dargestellt.

Tab.4.6 Nach Rodriguez et'#® berechnete dreidimensionale Schermodaiin
unter Variation des Alginates und dem pH-Wert:

K Schermodul G [kPa]
apseltyp

pH 4 pH 7
Calciumalginat G39 -Beads 2,45 1,36
Calciumalginat G63 -Beads 9,46 6,85

Es wird deutlich, dass sich die Schermoduln in Algigkeit vom G-Anteil des Alginates signifikant
unterscheiden. So betragen die Moduln der Calcigimati G63-Matrixkapseln ein Vielfaches der
Moduln der Alginat G39-Bea!s. Auch die Wahl eines niedrigeren pH-Wertes filhwagtungs-

gemal zu festeren, weniger flexibleren Gelen.
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Insgesamt stehen die erhaltenen Ergebnisse in glifereinstimmung miteinander. Die in einem
parallelen Projekt berechneten und bereits publezieSchermoduln — fiir mit magnetischen Partikeln
versetzte Calciumalginatgelbeads — liefern ebenfaltgleichbare Ergebnis$e.

4.4.1.3. Gelstruktur

Auch wenn die Kapseloberflachen ideal spharisclaci@malginatbeads sehr glatt und bedingt durch
die Flussigkeitsbenetzung glanzend aussehen (Aib(d)), so zeigen mikroskopische Aufnahmen
dieser Matrixkapseln deutlich strukturierte, fadti@berflachen (Abb.4.31 (b)).

Abb.4.31 Fotografische Aufnahme einer Calciumalgivarixkapsel (a)
sowie mikroskopische Aufnahme der Matrixkapseldketfe (b}*”
Diese rillenartigen Vertiefungen in der Oberflacheistruktur kbnnten auf den Herstellungsprozess
des Eintropfens zurtickzufiihren sein. Es ist mogladss durch das Auftreffen der Tropfen auf die
Oberflache der Vernetzerlosung die sofort gebildetpiasi ,eingefrorenen* und diinnen Gelhillen
Knitterungen bekommen und diese im zeitlichen \Wdrter Gelbildung ins Tropfeninnere nicht mehr
aufgehoben werden. Des Weiteren haben Untersuchugeeeigt, dass die hergestellten Calcium-
alginatgelbeads eine inhomogene Alginatkonzentratierteilung aufweisen. Abb.4.32 (a) zeigt die
fotografische Aufnahme eines Calciumalginatbeads.Zbr Herstellung eingetropfte Natriumalginat-
I6sung wurde aus Grunden der besseren Visualigiamindem wasserldslichen Farbstoff Anilinblau

eingefarbt.

Abb.4.32 (a) Fotografische Aufnahmen und (b) NMAaBi?
von Calciumalginatmatrixkapseln

Es ist deutlich zu erkennen, dass die vollstandiliege und anschlieRend halbierte Gelkugel im
auRReren Bereich der Kapsel eine wesentlich dunkiemifarbung aufweist. Dies ist damit zu
begriinden, dass die Ordnung und ionische Vernetaisrg Polymerketten bei der ionotropen
Gelbildung auf morphologischer Ebene zur Ausbildeiter Vielzahl organisierter Strukturen fihrt
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(Kapitel 2.3.§°4% So ist bekannt, dass sich an der Phasengrenzéetymerlosung und nieder-
molekularem Elektrolyt sofort eine dichte und fesfiembran mit winzigen einheitlichen Poren
ausbildet, wahrend der innere Kern weicher und gemstark vernetzt #§t**l Gasergd et al. fanden
hierbei heraus, dass die Alginatkonzentration ifdeiien Bereich der Kapselhille um mehr als 10-mal
groRer ist als im Inneren der BeBdsDer Polymerkonzentrationsgradient wurde am Belsginer
eingetropften 2 Gew.-%igen Alginatlbsung von Masén et al. mittels Transmissionsmikroskopie
visualisiert”®. Es konnte gezeigt werden, dass bei Eintropfesedialginatlésung im duReren Bereich
der Matrixkapsel eine Alginatkonzentration > 10 Géwdetektiert werden konnte, wahrend hingegen
im Inneren lediglich eine Konzentration von 0,2 G8w vorlag. Diese Inhomogenitéat der Gelbeads
lasst sich, wie Abb.4.32 (a) zeigt, mit bloRem Aege=nnen.

Weitestgehend homogene Alginatbeads lassen siémwesenheit nicht vernetzender, ungelierender
lonen ausbilden. Dies wiirde beispielsweise untegaBa von Natriumchlorid gelingé®. In dem Fall
der hier durchgefihrten Arbeit ist die Herstellinpomogener Beads vorteilhafter. So hangen die
PorengroRen der vernetzten Hydrogele, die in einegiten GroRRenbereich zwischen 5-200 nm
variieren kénnen, unter anderem von der Oberflaoblgmerkonzentration &3. Ein dichteres
Netzwerk fuhrt somit zu kleineren Porendurchmessern

Neben der Transmissionsmikroskopie kann auch, wieAbb.4.32 (b) dargestellt, die NMR-
Mikroskopie zur Visualisierung des Polymerkonzetiorasgradienten herangezogen weft#én Je
kleiner die Porendurchmesser im Gel sind, dest&estavird die Beweglichkeit der Wassermolekile
in einem Material eingeschrankt und desto kirzediesT,-Zeit der Wasserstoffkerne. Messungen der
transversalen Relaxationszelp) im Inneren sowie am Rand der Matrixkapseln undén Membran
flissig gefillter Kapseln erfolgten in Kooperationt dem Lehrstuhl der Experimentellen Physik 111
der TU Dortmund (AK Prof. Dr. D. Suter) und wurdem Diplom Physiker S. Henning durchgefiihrt
und in Hinblick auf die Porendurchmesser ausgewer.4.7 zeigt die erhaltenen Ergebnisse. Es
wird deutlich, dass das Wasser in der Hohlkapselonemdeutlich schneller relaxiert als das Wasser
innerhalb der Beads. Die Gelinhomogenitat in deriridieapseln spiegelt sich erwartungsgemaf in

den signifikant unterschiedlichen transversaleraialionszeiten wieder.

Tab.4.7 Mittels bildgebender NMR bestimniieZeiten und berechnete Porendurchmed<$&¥:

Ort Transversale Relaxationszeit] Porendurchmesser
T, [ms] d [nm]
Rand der Beads 32 9-19
Mitte der Beads 106 29-74
Hohlkapselmembran 12 2-6

Ein Vergleich der ermittelten Porendurchmesser tzeaigss das Gelnetzwerk in der Mitte der
Matrixkapseln wesentlich pordser und weitmaschiglsr im &uReren Bereich der Beads ist. Die
geringsten Porendurchmesser lassen sich fur die dvéaran der flussig gefillten Calcium-
alginatkapseln feststellen, die somit die dicht&stdstruktur aufweisen. In Hinblick auf die diffusi

Freisetzung des zu verkapselnden Anthocyanextradd#éten sich daher insbesondere die fliissig
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geflllten Kapseln eignen. Die DimensionsanderungRigendurchmesser durch Variation des pH-

Wertes ist nachgewiesenermafen nicht signifiiant

4.4.2. Extern beschichtete Alginatmatrixkapseln

Um die Diffusion des Extraktes aus den grobporigeaitmaschigen Calciumalginatgelbeads zu
vermindern bzw. zu verhindern, erfolgte die Besctung der Beads mittels s&ureinduzierter
Schellackausfallung (Kapitel 2.2.3.4.). So ist Helok nachweislich bekannt als magensaftresistentes
Material, das bioaktive Substanzen schiitzend diechMagentrakt beférdern kdi.

Fur diese Versuchsreihe wurden unbeschichtete baddginatgelbeads als Vergleichssystem heran-
gezogen, wahrend im Weiteren ein- und zweifach &ahellack beschichtete Kapseln untersucht
wurden. Die Kapselpraparation erfolgte analog deKapitel 3.2.2.3. vorgestellten Methode. Hierzu
wurde eine 10 Gew.-%ige Extraktlésung (pH 5) mitegil Gew.-%igen Natriumalginatldsung (G63)
im Verhéltnis 1:2 gemischt und in eine auf pH 3 gestellte CaGlLosung eingetropft. Zur
Beschichtung wurden die Matrixkapseln nach einelie@eit t; von 2 Minuten in eine wasserige
Schellacklésung (Wasser zu Schellack: 1:1) fir &eschichtungszeig von 2 Minuten Uberflhrt. Im
Falle einer zweiten Beschichtung wurden die bergitfach beschichteten Matrixkapseln erneut nach
2 Minuten der angesauerten Calciumchloridldsungn@nimen und nochmals 2 Minuten in der
wasserigen Schellacklosung gebadet. Neben der Kbaszerung der mechanischen Stabilitat der

Beads erfolgte die Quantifizierung der diffusivextrgktfreigabe mittels UV/VIS-Spektroskopie.

4.4.2.1. Mechanische Stabilitat
Aufgrund der hohen Festigkeit der Kapseln, hervariga durch die Aufbringung einer mechanisch
stabilen und festen Schellackschicht, erfolgtenStabilitatsuntersuchungen ausschlief3lich mittets d

Squeezing-Capsule-Methode. In Abb.4.33 sind dialerhen Kraft/Abstandskurven aufgetragen.
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Abb.4.33 Vergleich der Matrixkapselstabilitat
unter Variation der Beschichtungsanzahl
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Unter Variation der gewahlten Beschichtungsanzaddtli sich ein deutlicher Trend ablesen. So zeigen
die Vergleichskapseln ohne externe Beschichtunghidrigsten Kréfte bei vergleichbaren Platten-
abstéanden. Diese Kapseln sind im Gegensatz zu derschellack beschichteten Kapseln somit
signifikant weicher und leichter deformierbar. Miinehmender Beschichtungsanzahl steigt dann die
Steifigkeit stark an, so dass zur Kompression darifach beschichteten Kapseln die héchsten Kréfte
aufgebracht werden mussen. Diese Beobachtung gemutlich mit einer Zunahme der Schellack-
schichtdicke einher. Um dies aufzuklaren, wurdesamzlich MRI-Messungen zur Bestimmung der
Schichtdicke der applizierten Coatings von S. Hegndurchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in
Kapitel 4.4.2.3. dargestellt und geben Auskunftrigden Mechanismus der Schellackschichtbildung.

4.4.2.2. Schermoduln
Die anhand der Theorie von Rodriguez ét®8iberechneten dreidimensionalen Schermoduln sind fiir
die drei unterschiedlichen Kapselsysteme in Taldérgestellt.

Tab.4.8 Nach Rodriguez et'#® berechnete Schermoduth
unter Variation der Beschichtungsanzahl:

Schichten Schermodul G [kPa]
0 1,99
1 6,85
2 22,16

Es zeigt sich, dass die Kapseln ohne externesrigpatvartungsgeman nur tber eine vergleichsweise
geringe Materialsteifigkeit verfiigen. Unter Auflgimg einer ersten Schicht steigt der Schermodul
bereits um mehr als das Dreifache an, wobei eitevess Coating einen erneuten Anstieg um ebenfalls
mehr als das Dreifache bewirkt. Uber die Wahl desdhichtungsanzahl als auch der Beschichtungs-

dauer lassen sich somit die mechanischen Eigerieahdér Matrixkapseln gezielt einstellen.

4.4.2.3. Schellackschichtbildung

In Abb.4.34 sind die NMR-Bilder einfach sowie zvasih mit Schellack extern beschichteter
Calciumalginatgelbeads dargestellt. Die aufgebeactBchellackschichten heben sich durch einen
starken Kontrast vom auf3eren wasserigen Mediumdamdim Inneren als Templat fungierenden
Alginatgelkernen deutlich ab. Auch hier ist die dntogenitat der Gelbeads durch einen schwacheren
Kontrast, d.h. eine geringere Signalamplitude, impgelinneren erkennbar (Kapitel 4.4.1.3.). Des
Weiteren wird ersichtlich, dass die Schellacksdhikkinerlei Anhaftung oder Bindung mit der
Kapseloberflache eingeht. Abb.4.34 (a) zeigt delutldass zwischen Bead und Schellackhille ein mit
Wasser geflllter Zwischenraum besteht. Diese Bdubag ist auf das Quellungsverhalten der
Gelkapseln unter Variation des pH-Wertes zuriickandii. Nach erfolgter Herstellung und Gelierung
im pH 3 Medium werden die Kapseln zur Beschichtumglie schwach basische Schellacklésung
(pH 7,4) Uberfuhrt, wodurch sich das Coating umalifjuellenden Beads bildet. Das anschlie3ende
Zurlickuberfuihren in die saure pH 3-L6sung fuhriemem erneuten Schrumpfprozess, wobei jedoch
die stabile und feste Schellackhiille in ihrer Faerbleibt. Ahnliche Beobachtungen wurden auch fiir
auf Starkekapseln aufgebrachte SchellackschichaerDv Phan The et al. gemal¢Hit
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4. Ergebnisse und Diskussion

Abb.4.34 NMR-Bilder einfach (a) und zweifach (b)
mit Schellack beschichteter Calciumalginatgelbeads

Die erneute Wiederholung des Beschichtungsprozdébes wie aus Abb.4.34 (b) ersichtlich wird,
zur Ausbildung einer deutlich dickeren Schellacksith Beide Schichten scheinen sich lickenlos
miteinander zu verbinden, da keine Zwischenraumer &thriationen der Signalamplituden in den
Beschichtungen zu erkennen sind. Wéhrend die Schvglen der einfach beschichteten Kapseln etwa
114 pm betragen, weisen die doppelt beschichtetgmsdédn Coatingdicken von etwa 179 pm auf.
Dieser Unterschied spiegelt sich auch in den Kapsehmessern wieder. Die Vermessung der einfach
beschichteten Kapseln lieferte Werte von 3,58 mmwiesa3,7 mm fur die doppelt beschichteten
Kapseln.

4.4.2.4. Verkapselungseffizienz

Die Berechnung der Verkapselungseffizienz erfolgdeh Gleichung (4.7). Hierzu wurden Matrix-
kapseln — unter Eintropfen einer mit Anthocyandktrgersetzten Alginatldsung (20 Tropfen) in eine
Calciumchloridiésung (10 ml) — hergestellt und daeh einer Gelierzeit von 2 Minuten freigesetzte
Extraktmenge bestimmt.

Wirkstoff in der Kapsel

Verkapselagseffiziaz (%) = -
zugegebenanirkstoff

4.7)

Die ermittelte Menge entspricht der Verlustmenge, liedingt durch den Herstellungsprozess in das
Umgebungsmedium verloren geht und auch im Falleremachfolgenden Beschichtung nicht mehr
aus den Kapseln freigesetzt werden kann. Die Biumhgldieser zwei Minuten ist zur Gelierung und
Einstellung des sauren pH-Wertes im Kapselinneiiereihe nachfolgende saureinduzierte Schellack-
ausfallung von essentieller Bedeutung.

Zur Bestimmung des zugegebenen Wirkstoffes wur@egtitiche Tropfenanzahl in 10 ml Wasser
eingetropft, so dass es ohne vernetzende Calcieminicht zur Gelbildung kommen konnte. Die mit
Extrakt eingefarbte Losung wurde dann ebenfallsetsitUV/VIS-Spektroskopie zur Extraktmengen-
bestimmung herangezogen. Aus der zugegebenen Wfirkenge und der bereits zuvor bestimmten
Verlustmenge lasst sich dann die effektiv verkapsé@&xtrakimenge bestimmen. Diese Versuche
wurden mehrfach wiederholt und die Messergebnissaittelt. Fir das zur Extraktverkapselung
herangezogene Gelbeadsystem ergab sich ledighehvarkapselungseffizienz von etwa 70%.
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4.4.2.5. Anthocyanfreisetzung

Die zuvor beschriebenen praparierten Matrixkapselarden ebenfalls in Hinblick auf die
Anthocyanfreisetzung untersucht. Abb.4.35 zeige alfei Kapseltypen im direkten Vergleich. Der
Maximalwert von 100% entspricht hierbei der im ®ysteffektiv verkapselten Extraktmenge bei
vollstandiger Freisetzung. Wird dieser Wert erreicdo steht die Anthocyankonzentration in der

Kapsel im Konzentrationsgleichgewicht mit dem Umgsdsmedium.
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Abb.4.35 Freisetzungskinetiken unter Variation Beschichtungsanzahl
(Kurvenanpassung nach Dembczynski ét?8).

Im Falle der unbeschichteten Calciumalginatgelbedds dieser Wert nach etwa 150 Minuten nahezu
erreicht, so dass nach etwa 2,5 Stunden fast denge freisetzbare Extraktmenge aus den Kapseln in
das Umgebungsmedium diffundiert ist. Der Kurversgf|stimmt hierbei gut mit den von D.S.
Ferreira et af” veroffentlichten Diffusionskurven fiir die Anthoayeeisetzung aus Kurdlanbeads
Uberein. Die Schellackbeschichtungen hingegen medgee deutliche Diffusionsverlangsamung und
fuhren zu signifikant geringeren Plateauwerten, giieh flr beide Systeme bereits nach etwa
200 Minuten einstellen. Die Anpassung der Freisagkinetiken wurde nach der von Dembczynski
et al®® in Kapitel 2.9.3. vorgestellten Theorie durchgefiilDie erhaltenen mittleren Diffusions-

koeffizientenDy, sind in Tab.4.9 vergleichend aufgefihrt.

Tab.4.9 Mittlere Diffusionskoeffizientely,
berechnet nach Dembczynski et'&t:

D
Kapseltyp ! 1011Mn12/s]
Beads 7,75
1 Schicht 7,73
2 Schichten 7,32

Die aus den Anstiegen der Kinetiken ermitteltertlerién Diffusionskoeffizienten liegen im gleichen

GroRenbereich wie der Ub#i-NMR-Messungen ermittelte Diffusionskoeffizientrdenthocyane in
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D,O (7,4 + 0,210 m¥s. In allen drei Féallen erfolgt die Extraktdiffosi aus den Beads somit ohne
merklichen Diffusionswiderstand, wobei jedoch imi&ader beschichteten Kapseln grol3e Mengen des
Extraktes dauerhaft im Beadinneren gespeicherbdrei Insgesamt scheint die Beschichtung mit
Schellack somit zu einer verbesserten langerfastiBlckhaltung zu fuhren, jedoch ist das Ergebnis
noch nicht zufriedenstellend. Fir eine effektiverk&pselung der Anthocyanmolekiile mit gezielter
Anwendung in gesundheitlichen Lebensmittelprodukstrdie Freisetzung — trotz vorangegangener
Beschichtung — zu schnell und die Verkapselungsefiz (Kapitel 4.4.2.4.) zu gering.

Des Weiteren ist auch die Einbringung der Anthoeyan das ausgewahlte Matrixkapselsystem in
Hinblick auf die Herstellung der Zutropflosung sgioblematisch. Erfolgt die Zugabe einer nativen
Extraktlosung (pH 3,4) zu der Natriumalginatlosusg,lasst sich keine homogene Lésung herstellen.
Aufgrund der negativen Ladung der Alginatketteniggeldie Losung auch bei guter mechanischer
Durchmischung unter Zugabe der bei saurem pH-Wenliegenden Flavyliumkationen. Um somit
eine homogene Zutropflésung herzustellen, musschstder pH-Wert der Extraktldsung auf einen
Wert von 5 angehoben werden. Erst dann ist einehiaBende Mischung mit der Alginatldsung ohne
Bildung unléslicher Gelkoagulate méglich. Es erdgthgdoch nicht sinnvoll, den zu stabilisierenden
Extrakt erst in eine instabile Form zu Uberfihren ilhn anschlieRend verkapseln zu kdnnen. Aus

diesem Grund wurde im Weiteren der Fokus auf diestabung flissig gefillter Kapseln gelegt.
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4.5. Flussig gefullte Polysaccharidkapseln

Da die Verkapselungseffizienz bei der Herstellung Watrixkapseln lediglich 70% betragt und die
Freisetzung binnen weniger Minuten erfolgt, wurdem Folgenden insbesondere flissig gefullte
Kapseln eingehend untersucht. Neben dem Membrarsivanh der Verkapselungseffizient und den
mechanischen Eigenschaften wurde ebenfalls dieakfkteisetzung mittels UV/VIS-Spektroskopie

charakterisiert.

4.5.1. Membranwachstum

Bei dem Eintropfen der Vernetzerldsung in die Paglsung entstehen flissig gefullte Kapseln,
deren umgebende Hulle nach auf?en hin mit der tZesinwachst. Um dies an einem Beispiel zu
verdeutlichen, wurde das mit Anilinblau eingefariitepselinnenvolumen, das dem applizierten
Tropfenvolumen entspricht, in Abhangigkeit von dgelierzeitts bestimmt. Hierzu wurde eine
1 Gew.-%ige Calciumchloridlosung, versetzt mit 56.M46 Glycerin und eingeféarbt mit Anilinblau,
unter Ruhren in eine 0,5 Gew.-%ige Alginatlosung3iseingetropft. Abb.4.36 zeigt die Kapseln fur
eine Gelierzeit von (a) 30 Sekunden, (b) 2 Minwtad (c) 4 Minuten.
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Abb.4.36 Vergleich der TropfengréRen bei verschieteGelierzeiten:
(@) 30 s, (b) 2 min und (c) 4 min

Die Uber die inneren Haupt- und Langsachsen des&apanalog der in Kapitel 4.1.6. vorgestellten
Methode, nach Gleichung (4.3) und (4.4) berechn&teendurchmesser und Kapselinnenvolumina
sind in Tab.4.10 aufgefiihrt. Es ist zu erkennessdaotz zunehmender Membrandicke die Innen-

durchmesser vergleichbar sind.

Tab.4.10 Genédherte Kapselinnendurchmesser sowligmiea
bei unterschiedlichen Gelierzeiten

t 30's 120 s 240 s
d [mm] | 2,329+0,06] 2,330+0,08 2,327 + 0,06
V,[mm? | 6,629+0,49| 6,647+0,67 6,610+0,48

Diese Beobachtung lasst eindeutig darauf schliefkss die applizierten Tropfen den Innenvolumina
der Kapseln entsprechen und die Membran mit det Zath auf3en hin bis zur vollstandigen
Verarmung an Calciumionen im Tropfeninneren anwécbéese Ergebnisse werden durch die

Forschungsergebnisse von A. Blandino et al. bg#fati
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4.5.2. Verkapselungseffizienz

Die in einem Schritt durchgefuhrte Herstellung $igsgefillter Kapseln fuhrt —je nach Wahl der
Gelierzeit — zu einem Verlust der Verkapselunggeffiz. Um diesen zu quantifizieren, wurden die
nach der Gelierung mit Heidelbeerextrakt einge&rbPolymerlésungen in Hinblick auf den
monomeren Anthocyangehalt mittels UV/VIS-Spektrgeko bestimmt. Dies erfolgte fir die

Herstellung der unbeschichteten flussig gefulltemiciDmalginat- und Calciumpektinatkapseln in
Abhangigkeit von der Gelierze

4.5.2.1. Calciumpektinamidkapseln

Wird die mit Calciumchlorid versetzte Extraktlosuimgeine Pektinamidlésung eingetropft, so farbt
sich die vorgelegte Polymerlésung bereits nach geaniSekunden rétlich. Im Folgenden wurden vier
unterschiedliche Gelierzeiten gewahlt und die frs@gzte Anthocyanmenge quantitativ bestimmt.

Abb.4.37 zeigt eine fotografische Aufnahme derigstén eingefarbten Pektinamidlésungen.

Rt

0,5min 1 min 3 min S

Pektin

Abb.4.37 Eingefarbte Pektinamidlésungen
in Abhangigkeit von der Gelierzdit
Wird der gemessene Verlust von der verkapselterakixbenge subtrahiert und anschliel3end damit in
Relation gesetzt, kann die VerkapselungseffiziemzAbh&ngigkeit von der gewahlten Gelierzeit
berechnet werden (Gleichung (4.7)). Die verkapdekieaktmenge wird hierbei durch Eintropfen der
Zutropflésung in ein vergleichbares Volumen eingBew.-%igen Calciumchloridlésung ermittelt.
Die berechneten Verkapselungseffizienzen sind m4ral aufgelistet.

Tab.4.11 Verkapselungseffizienz in Abhangigkeit
von der Gelierzeit fir Pektinamidldsungen:

Gelierzeittg [min] | Effizienz !
0,5 99,4
1 98,1
3 96,6
5 94,5

Es wird deutlich, dass mit zunehmender GelierzeghmExtrakt an das Umgebungsmedium
abgegeben wird und bereits nach einer Verweilzait ¥ Minuten rund 5,5% des Extraktes diffusiv

freigesetzt und somit verloren wurden.
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4.5.2.2. Calciumalginatkapseln

Auch fur die Herstellung flussig gefillter Calciulgiaatkapseln wurde die Verkapselungseffizienz
bestimmt. Abb.4.38 zeigt erneut eine fotografiséiuénahme der Polymerlésungen (Alginat G39) in
Abhangigkeit von der Gelierzeii¢. Anders als bei den Pektinamidlésungen (Abb.4iS7hier keine
signifikante Farbver&nderung der Proben zu erkenBenminimaler Unterschied lasst sich erst nach

einer Verweilzeit von 5 Minuten verzeichnen.

Abb.4.38 Eingefarbte Alginatlésungen
in Abhangigkeit von der Gelierze

Die Ergebnisse der berechneten Verkapselungseffigie sind in Tab.4.12 dargestellt. Die durch
Diffusion verlorenen Extraktmengen sind selbst neicler Gelierzeit von 5 Minuten mit nicht einmal

2% wesentlich geringer als die im Falle der Pektiisddsung freigesetzten Mengen (5,5%).

Tab.4.12 Verkapselungseffizienz in Abhangigkeit
von der Gelierzeit fir Alginatldsungen:

Gelierzeit tg [min] Effizienz !*!
0,5 99,7
1 99,6
3 99,4
5 98,3

Bei der Auswahl einer kurzen Gelierzeit (30 s biwiB) betragt der Verlust weniger als 1% und ist
somit vernachlassigbar gering. Wird die Verkapsgseffizienz der hergestellten flissig gefullten
Kapseln mit der berechneten Effizienz der Matridelp (Kapitel 4.4.2.4.) verglichen, so wird
deutlich, dass im Falle der reinen Kapselherstgllahne anschliel3ende Beschichtung das Matrix-
kapselsystem mit einer Verkapselungseffizienz womdr70% wesentlich schlechter abschneidet als
die flussig gefillten Calciumalginat- (99,7-98,3baw. Calciumpektinatkapseln (99,4-94,5%).
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4.5.3. Mechanische Stabilitat

4.5.3.1. Alginatabh&ngigkeit

* Spinning-Capsule-Ergebnisse
Um zu vergleichen, welchen Einfluss der Guluronsaateil im Natriumalginat auf die mechanische
Stabilitat der dinnen Membranen flissig gefilltepBeln im Vergleich zu den Beads zeigt, wurden
Calciumalginatkapseln unter Verwendung eines Akgisamit geringem G-Anteil (G39) und mit
signifikant hoherem G-Anteil (G63) hergestellt. ke wurde eine 0,5 Gew.-%ige Calciumchlorid-
I6sung in die jeweils 0,5 Gew.-%ige Natriumalgifating eingetropft. Die Gelierzeg betrug 15 s
und die anschlieBende Aufbewahrung der Kapselnlgegfoin einer 1,5 Gew.-%igen Calcium-
chloridlésung.
Die mittels der Spinning-Capsule-Methode gemessdfapseldeformationen sind in Abb.4.39 in
Abhangigkeit vom G-Anteil des verwendeten Natriugitadtes dargestellt. Zunachst ist festzustellen,
dass die Deformation mit der Zentrifugalkraft lineasteigt. Dies bedeutet, dass die Deformationen
im linear visko-elastischen Bereich erfolgen unohgaer gesamte Messbereich zur Auswertung nach
Gleichung (4.8) herangezogen werden K&t

2 BHVS)

AD = -Apwa 4.8
T (4.8)

Die hieraus berechneten zweidimensionalen Elagtiritoduln in  Abhangigkeit von der
zweidimensionalen Querkontraktionszahl finden sichlrab.4.14 wieder. Im Vergleich der beiden
Kapselsysteme untereinander zeigt sich, dass dmuBumlginatkapseln, die unter Verwendung des
Alginates mit geringerem Guluronsdureanteil heegitsurden, ein deutlich starkeres Deformations-
verhalten unter Aufwendung vergleichbarer Kraftenaisen.

10 IAlgin'atkalpselln G3I9 ' ° lAlginatk]apsclaln é63 e

9 4
8 ]
7 ]
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Zentrifugalkraft -Apwra’ [mN/m]

Abb.4.39 Kapseldeformation in Abhangigkeit von dentrifugalkraft
fiir fliissig gefiillte Kapseln unter Variation desA@teils* ™
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So werden die Alginatkapseln G39 bei einer einwidan Zentrifugalkraft von etwa 600 mN/m um

rund 8,6% deformiert, wahrend sich hingegen dieirdtkapseln G63 nur um 3,35% deformieren
lassen. Diese Beobachtung bestétigt die Annahmes dar hohere Guluronsaureanteil zu einer
groBeren Anzahl starkerer Vernetzungspunkte inddemen Gelmembranen fihrt und die Deformier-
barkeit dadurch vermindert wird. Die Gelmembranen@63-Kapseln sind somit mechanisch stabiler

und fester im Gegensatz zu den leichter deformrerbAlginat G39-Kapsein.

» Squeezing-Capsule-Ergebnisse
Um die Ergebnisse der Spinning-Capsule-Messungebestatigen, wurden zusatzliche Squeezing-
Capsule-Messungen durchgefiihrt. Hierbei wird diechmaische Antwort einzelner Kapseln
gegenuber einer Kompression zwischen zwei parallelatten gemessen. Abb.4.40 zeigt den Verlauf
typischer Kraftabstandskurven fir die flissig gl Alginat G39- und Alginat G63-Kapseln. Bei
grof3en Plattenabstanden, d.h. geringen Deformatjomerden nur geringe Krafte gemessen, wahrend

die Kompressionskurven mit weiterer Plattenabstarnihgerung stark ansteigen.

Alginatkapsel G39 = e  Alginatkapsel G63
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Abb.4.40 Verlauf typischer Kraft/Abstandskurven fur
Calciumalginat G39- und G63-Kapseli

Fur das Deformationsverhalten und die Berechnumgzdesidimensionalen Elastizitdtsmoduln ist
insbesondere der Bereich kleiner Deformationen Vateresse. Somit erfolgt in Abb.4.41 die
Auftragung der Kraft gegen die Plattenauslenkumglén Bereich kleiner Deformationen. Im Verlauf
der Kompressionstests steigt die Kraft mit Verrmg des Plattenabstandes anfangs lineaDigser

lineare Kurvenverlauf spricht fir auftretende Kdgse®rmationen im linear visko-elastischen

Bereich.
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Abb.4.41 Lineare Anpassung der Kompressionskurven
im Bereich kleiner Plattenauslenkunféh

Auch hier wird deutlich, dass die Alginat G63-Kadpséedingt durch den héheren Guluronsaureanteil
und den dadurch verbundenen starkeren Calciumiameae festere und deformationsstabilere
Kapselhillen aufweisen. So wird im Falle der AlgiG89-Kapseln fur eine Plattenabstands-
verringerung von 0,6 mm eine Kraft von rund 2 mNngssen, wahrend flr die gleiche Abstands-
verringerung die Alginat G63-Kapseln der oberertPldrafte von etwa 5,4 mN entgegenbringen.
Durch Anfitten von Gleichung (4.9) an die linearéfurvenverlaufe in Abb.4.41 kann der
zweidimensionale Elastizitatsmodul in Abhangigkeain der zweidimensionalen Querkontraktions-
zahl Uber die graphisch ermittelte Steigligfir die verschiedenen Kapselsysteme erhalten werde
4E.h

—F—S
r.sph V 3(1_ Vé)

Die berechneten Werte finden sich in Tab.4.14 wiede

F= (4.9)

» Gelrheologie
Zur Charakterisierung dreidimensionaler Gelscheibemrde die in Kapitel 3.3.1. vorgestellte
Gelbildungsmethode verwendet. Um vergleichbare @Geleustellen, die in ihrer Zusammensetzung
den Kapselmembranen entsprachen, wurden 50 medeiligen 1 Gew.-% Alginatldsung mit 50 ml
einer 0,68 Gew.-%igen CaG@uspension unter Ruhren vermischt. AnschlieRenddevu 1,21 g
Gluko-o-Lakton (GDL) in 5 ml Wasser gelost und in die v@egte Natriumalginat/Calciumcarbonat-
Suspension unter intensivem Ruhren eingetropft. Y&messung der Gele erfolgte nach einer
einstundigen Polymerisationszeit mit dem ARES Rhsemunter Verwendung einer Platte/Platte-
Geometrie.
Abb.4.42 zeigt die aus den durchgefuhrten Freqestgerhaltenen Speicher- und Verlustmoduln in
Abhangigkeit von dem G-Anteil fur die beiden veigdenen Kapselsysteme. Wie erwartet

Uberwiegen die elastischen Uber die viskosen Edeften. Der schwache Anstieg des Speicher-
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moduls sowie der Abfall des Verlustmoduls als Figrktder Frequenz sprechen fir temporare

Vernetzungen der Gele.
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Abb.4.42 Frequenztests in Abhangigkeit vom G-Anteil
des zur Gelherstellung verwendeten Natriumalgingtes 0,1%}

Zum Vergleich der beiden Alginatgele sind die Giletn, d.h. die dreidimensionalen Schermoduin
G, die Dickenh der Gelscheiben und die aus der Multiplikationsdrebeiden Werte berechneten

zweidimensionalen Schermodubg in Tab.4.13 dargestellt.

Tab.4.13 Ermittelte Gelstarke, Gelscheibendicke dieddaraus
berechneten zweidimensionalen Schermddiin
G h Gs
[Pa] [mm] [N/m]
Natriumalginat G39 | 3089 2,5 7,72
Natriumalginat G63 | 10129 3,2 32,41

Anhand der in Tab.4.13 aufgelisteten Werte wirdtlithy dass auch hier, in guter Ubereinstimmung
mit den beiden zuvor vorgestellten Methoden, daginatgel mit héherem G-Anteil eine deutlich

hohere Gelstarke aufweist.

» Elastizitatsmoduln

Fur alle Methoden gilt gleichermalRen, dass der diwwinsionale Elastizititsmodlts nur in
Abhangigkeit von der zweidimensionalen Querkontomgzahlvs erhalten werden kann. Diese ist wie
bereits in Kapitel 2.7.5. erlautert, fir den zweidnsionalen Fall auf Werte zwischen -1 und 1
begrenzt. Die einfache Annahme einer Querkontraktiahl von null wirde immerhin eine
naherungsweise Quantifizierung der elastischen Mandigenschaften ermdglichen. Die daraus
resultierenden Abweichungen waéaren im Falle der @dpmCapsule-Experimente mit +20% im
Vergleich zu den beiden anderen Methoden am gedngsSind jedoch, wie in diesem Falle,
verschiedene Methoden zur Untersuchung der medfarisEigenschaften herangezogen worden, so

ist es maoglich, durch Gleichsetzen dieser eineegitige Loésung zu berechnen. Zur quantitativen
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Auswertung unter Bestimmung der zweidimensionalemerontraktionszahl kénnen somit die
Gleichungen (4.8) und (4.9), resultierend aus genr8ing- und Squeezing-Capsule-Theorie, heran-
gezogen werden. Durch Losen eines Gleichungssysteestehend aus zwei Gleichungen mit zwei
Unbekannten, lassen sich neben den gewinschtedinveaisionalen Elastizitatsmoduliy auch die
Querkontraktionszahlens fir die jeweiligen Systeme bestimmen. Die Dateifat.4.14 zeigen eine

gute Ubereinstimmung der berechneten Elastizitadsindeider Methoden.

Tab.4.14 Berechnete zweidimensionale Elastizitatkrmo
und Querkontraktionszahlen anhand der unterschiesti Methoden:

Alginat G39 Alginat G63
Methode Es Es
[N/m] Vs [N/m] Vs

Spinning-Capsule 2,44 +0,90 4,13 +0,92
Squeezing-Capsule 1,64 -0,8b 4,011 -0,88
29,35 +0,90 | 124,47 +0,92
2,32 -0,85 7,78 -0,88

Gelrheologie

In Hinblick auf die Querkontraktionszahlen wurdewgils zwei Losungen, d.h. eine positive und eine
negative, erhalten. Da dem Kapselmaterial abereim# physikalisch sinnvolle Querkontraktionszahl
zugeschrieben werden kann, wurden die zusatzlicbhdeflhrten gelrheologische Messungen an
dreidimensionalen Gelscheiben zum Vergleich herzoggn. Durch Einsetzen der zweidimensionalen
Schermoduln (Tab.4.13) und den zugehtrigen Quenkkininszahlen in Gleichung (4.10) lassen sich
die in Tab.4.14 aufgefuihrten zweidimensionalen t&#é&tsmoduln der gelrheologischen Messungen

errechnen.
Es =2G @ +vy) (4.10)

Diese Ergebnisse zeigen, dass lediglich unter Eétb@ung der negativen Querkontraktionszahlen
Ubereinstimmende zweidimensionale Elastizitaitsmodedhalten werden konnten (Tab.4.14). Im
Allgemeinen sagt eine negative Querkontraktionszaisl, dass fur die Streckung einer Membran in
longitudinaler Richtung auch eine Ausbreitung emsversaler Richtung erfolgt (Kapitel 2.7.5.). Dies
ist nach Boal et al. bei geknitterten zweidimenalen Membranen der Fall und sei auf Entfaltungs-
prozesse zuriickzufihrélf. Somit ist zu vermuten, dass die Kapselmembraaeentuell bedingt
durch den Herstellungsprozess des Eintropfensurggn oder Knitterungen aufweisen. Weiterhin
fuhrt die Diffusion der Calciumionen in die Algisahicht zu Orientierungsprozessen der Makro-
molekiile, so dass die entsprechenden Gele eineamieche Anisotropie aufweisen, die sich mithilfe
der Doppelbrechung nachweisen lasst (ionotrope)GEldie negativen Werte kénnten somit auch
durch diese Effekte verursacht werden.

Durch die Berechnung der zweidimensionalen Ela&tsmoduln aus den erhaltenen Deformations-
und Kompressionskurven fur die beiden untersclobdh Kapselsysteme konnte somit gezeigt

werden, dass die Elastizitatsmoduln fir die AlgiB&8-Kapseln um einen Faktor von bis zu 3 hoher
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sind als die fur die vergleichbaren Alginat G39-Kelm. Der G-Anteil hat somit einen nachweislich

bedeutenden Einfluss auf die Deformierbarkeit uegimanische Stabilitat der Kapselmembranen.

4.5.3.2. Gelierzeitabhangigkeit

Das Wissen uber die Gelbildungskinetik macht eslicidgdie Schichtdicken der Kapselmembranen
selektiv einzustellen und somit die mechanischegeSchaften als auch die Permeabilitat der
Gelmembranen gezielt zu beeinflusé@nAus diesem Grund erfolgten Spinning-Capsule- MRi-
Messungen anhand des zuvor beschriebenen Algirtt G6d eines vergleichbaren Pektinamid-

Kapselsystems unter Variation der Gelierzeit.

* Spinning-Capsule-Ergebnisse
Die Durchfiihrung so genannter Spinning-Capsule-Bxpnte unter Variation der gewéhlten
Gelierzeit liefert Informationen Uber die mechahit Eigenschaften der Kapselmembrariéur.
Herstellung der Kapseln wurde eine 0,5 Gew.-%igki@achloridlésung in eine jeweils 0,5 Gew.-
%ige Alginat- bzw. Pektinamidldésung eingetropfte®iapseldeformation wurde dann unter Variation
der Gelierzeit gemessen.
Abb.4.43 zeigt die erhaltenen Ergebnisse fir digssily gefillten Alginat G63-Kapseln. Mit
zunehmender Gelierzeit sinkt die Deformierbarkeit idapseln. Diese Beobachtung ist vermutlich auf
die mit der Zeit anwachsende Membran, bedingt ddreldiffusionskontrollierte Gelbildung und die

Zunahme der Schichtdicke zuriickzufihren.
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Abb.4.43 Kapseldeformation in Abhéngigkeit von dentrifugalkraft
fiir fliissig gefiillte Alginatkapseln unter Variatider Gelierzeft™

Des Weiteren ist festzustellen, dass sich die Dadtionseigenschaften fir Kapseln mit hoherer
Gelierzeit nur noch geringfugig andern. Dies dedgtauf hin, dass sich die Calciumionendiffusion
verlangsamt, bis schlief3lich das Tropfeninnerestétdig an den vernetzenden Kationen verarmt ist

und sich die mechanischen Eigenschaften der Kapsgethmehr mit der Gelierzetg anderf”.
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Zum Vergleich der mechanischen Eigenschaften ddci®@aalginatkapseln wurden die gleichen
gelierzeitabhangigen Untersuchungen fur flussigilgef in ihrer Zusammensetzung vergleichbare
Calciumpektinatkapseln durchgefiihrt. Die erhaltelBegebnisse sind in Abb.4.44 dargestellt.
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Abb.4.44 Kapseldeformation in Abhangigkeit von dentrifugalkraft
fur flussig gefiillte Pektinatkapseln unter Variatider Gelierzeit

Insgesamt zeigt sich ein vergleichbarer Trend wee den Alginat G63-Kapseln, so dass sich die
Kapseln mit zunehmender Gelierzeit weniger starkord@eren lassen und somit eine festere
Gelstruktur oder dickere Membran aufweisen. Auckr hrerringern sich die Unterschiede der
Deformationseigenschaften mit zunehmender GelierZeir besseren Vergleichbarkeit wurden die
Deformationen der beiden Kapselsysteme fiir dredcléedene auf die Kapseln wirkende Zentrifugal-
krafte in Abhangigkeit von der Gelierzeit aufgetrag
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Abb.4.45 Kapseldeformation als Funktion der Gebérfiir drei verschiedene Zentrifugalkréafte
(Kurvenanpassung nach Gleichung (4.2%)
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Anhand von Abb.4.45 wird deutlich, wie signifikastarker die Calciumpektinatkapseln — unter
vergleichbarer Krafteinwirkung — deformiert werd&8omit ist davon auszugehen, dass die Alginat-
kapseln Uber eine htéhere Anzahl von Vernetzunggpunkder dickere Membranen verfligen,
wodurch das Deformationsverhalten verringert wird.
In einer ersten N&herung konnen die Kurven mit reiegonentiellen Funktion erster Ordnung
angefittet werden. Dies bedeutet, dass der Gelmijsiorozess einer Kinetik erster Ordnung folgt und
die Reaktionsgeschwindigkeit somit nur von der Kaomration der diffundierenden Calciumionen
abhangig ist. Unter diesen Bedingungen kann derdmwensionale Elastizititsmod&s tber nach-
folgende Gleichung beschrieben werdéh

Es(t) = Es()[1-expCkyt)] - (4.11)
Hierbei bezeichneEs(0) den Elastizitatsmodul im Gleichgewicht, d.h. dgastizitatsmodul fir eine
unendliche Gelierzeits, und kp die Geschwindigkeitskonstante der Gelbildung. Ca dwei-
dimensionale Elastizitditsmodul proportional zur hgrzungsdichte ist (Theorie der Gummielastizitat),
beschreiben die Kurven in Abb.4.45 die Entwickluey Vernetzungspunkte wahrend des Prozesses
der Gelbildung, der weitestgehend diffusionskotieml wird"”. Kleinere Abweichungen — bedingt
durch die Anpassung einer Exponentialfunktion erS@nung — sprechen dafir, dass weitere Effekte
die Gelbildung beeinflussen und diese somit niefit diffusionskontrolliert ablauft. So kommen zum
Beispiel Umorientierungsprozesse der Polysacchatigkiile oder auftretende Diffusionswiderstande
bedingt durch Ladungsuberschiisse in Frage, da aigu@ionen zur Gelbildung vom Inneren des
Kerns durch die bereits gebildete und elektrisdadgne Gelmembran diffundieren miissen, um noch

freie Alginat- bzw. Pektinatmolekiile zu vernetzten.

» Elastizitatsmoduln
Die aus den Spinning-Capsule-Messungen nach Glejcfu8) berechneten zweidimensionalen
Elastizitatsmoduln unter Verwendung einer zweidisiemalen Querkontraktionszahl veg=-0,88
(Kapitel 4.5.3.1.) sind in Tab.4.15 dargestellt. AM&ind die Calciumalginatkapseln in Abhangigkeit
von der Gelierzeit E-Moduln zwischen 4 und 20 Nimfwaeisen, liel3en sich fir die Calciumpektinat-

kapseln lediglich Werte von 2 bis 10 N/m berechnen.

Tab.4.15 Gelierzeitabhangige E-Moduln
fur die Alginat- und Pektinatkapselng(= -0,88):

Zeit tg E-Modul Es[N/m]
[s] Alginat Pektinat
15 4,13 1,99
30 5,50 4,41
100 8,82 6,59
180 16,20 8,73
270 20,28 10,20
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Es wird somit deutlich, dass die Alginatkapseln emttich héhere Moduln aufweisen und durch die
Calciumionenvernetzung somit festere, steifere defbrmationsstabilere Gele gebildet werden als
mit dem Pektinamid. Insbesondere bei hohen Gelterzed.h. in Hinblick auf deks(oc)-Wert, zeigen

sich deutliche Unterschiede von rund 50%.

* MRI-Ergebnisse
Um die bisherigen Ergebnisse besser erklaren zundnwurden die gelierzeitabhangigen
Membrandicken der Calciumalginat- und Calciumpektiapseln von Diplom Physiker S. Henning
(Experimentelle Physik Ill, Prof. Dr. D. Suter, Tbrtmund) mittels bildgebender NMR bestimmt.
Abb.4.46 zeigt die erhaltenen NMR-Bilder fur fliggsgefillte Calciumpektinatkapseln mit vier

unterschiedlichen Gelierzeiten. Wie erwartet steigt Erhdhung der Gelierzeit die Schichtdicke der

Gelmembranen signifikant an.

Abb.4.46 NMR-Graustufenbilder flissig gefillter Firltkapseln mit Gelierzeiten von:
(8 15 s, (b) 30 s, (c) 100 s und (d) 360 s

Die erhaltenen Membrandicken sind in Abhangigkeit der Gelierzeit in Abb.4.47 sowohl fur die
Calciumalginat- als auch die CalciumpektinatkapselfRorm der Gelbildungskinetiken vergleichend

aufgetragen.
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Abb.4.47 Mittels NMR-Mikroskopie gemessene Membiaken
in Abhangigkeit von der Gelierzeit fur fliissig ghtiél Calciumalginat-
und Calciumpektinatkapseln (Kurvenanpassung naefcking (4.12§j™
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Es zeigt sich, dass die Schichtdicken beider Kaygsah bei kleinen Gelierzeiten stark zunehmen und
im spateren Kurvenverlauf langsam abflachen. Didéaraglichen grofRen Unterschiede sind
insbesondere durch den hohen Konzentrationsgratienklarbar, wahrend bei langeren Gelierzeiten
die Calciumionenkonzentration im Kapselinnerenigtetiter abnimmt und der Diffusionswiderstand
zunimmt. Die hier gezeigten zeitabh&angigen Schické&hverlaufe stehen mit den von Y. Chai et
al® gemessenen Schichtdicken in Einklang. So wurdendiemale Membrandicke bei der Bildung
ionisch vernetzter, flissig gefullter Alginatkapsebenfalls nach wenigen Minuten erreicht.

Im Falle der Pektinatkapseln weisen diese beraith einer Gelierzeit von 30 s Schichtdicken awd, di
bereits rund 50% des Maximalwertes entsprecherizdlte der Alginatkapseln wird dieser Wert erst
nach einer Gelierzeit von etwa 50 s erreicht. Afiidi Untersuchungen wurden bereits von A.
Blandino et al. durchgefilif. In diesen Studien wurden die Gelbildungskinetikgéheiner Theorie
von Yamagiwa et at’? erfolgreich angefittet. Die nachfolgende Gleichumigt die zur Anpassung

verwendete Binominal-Funktidni":

h=h,.J1-exptkot)]". (4.12)
Hierbei bezeichneh die Membrandickeh,.x die maximale Membrandicke unter Einbau aller zur
Verfugung stehenden Calciumionen in die Gelmatiky, die Geschwindigkeitskonstante der
Gelbildungsreaktion undi den heterogene Strukturfaktor. Die erhaltenen rReter sind in der

nachfolgenden Tab.4.16 aufgelistet.

Tab.4.16 Fit-Parameter der Gelbildungskinetikeh

Alginatkapseln  Pektinatkapseln
Rimax [1m] 270 170
ko [1/s] 0,00273 0,00968
u 0,38 0,39

Obwohl die zur Kapselherstellung verwendeten Kotragionen der Polysaccharid- als auch
Calciumchloridlésung fir beide Kapselsysteme vaclear eingestellt wurden, zeigen sich deutliche
Unterschiede im Hinblick auf die wesentlich héh&eschwindigkeitskonstante und die signifikant
geringere maximale Membrandicke im Falle der Cahgeaktinatkapseln. Dieses Ergebnis deutet
darauf hin, dass die Vernetzungsdichte und -sté@dwie die Calciumaffinitat im Pektinatgel
wesentlich geringer sein muss als in dem gebildatgimatgel (Vgl. Kapitel 4.3.3.). Wahrend an der
Calciumioneneinbindung in die G-Blécke im Algindtggischen 9 und 10 Sauerstoffatome beteiligt
sind™®, werden im Pektinatgel vermutlich weniger Saudistome an der Vernetzung eines
Calciumions beteiligt sein. Somit kénnen Uber diett&nldnge eines Molekiles wesentlich mehr
Calciumionen die negativen Ladungen der Carboxpigem ausgleichen, ohne feste Vernetzungs-
punkte auszubilden. Die gleiche Anzahl der Calcauman fuhrt im Alginatgel daher zur Vernetzung
einer héheren Anzahl von Alginatmolekilen, so dbmslich dickere und fester vernetzte Membranen
entstehen. Wahrend die Calciumionen im Alginatgehis einen langeren Weg zuriicklegen mussen,

ist im Falle der Pektinatkapseln das Tropfeninrsteneller an den vernetzenden lonen verarmt und
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die Geschwindigkeitskonstankg daher groRer. Da der heterogene Strukturfaktior beiden Fallen
einem Wert von etwa 0,4 entspricht, scheint defuBibnswiderstand in beiden Gelmembranen,
unabhéngig von der Vernetzungsdichte, gleich goBein. Dau # 1 ist, werden die Annahmen der
Deformationsuntersuchungen, dass es sich nicht wmanerein diffusionskontrollierten Prozess
handelt, bestéatigt. Die Diffusionswiderstande spiedcheinbar auch hier eine groRe Rdlle

4.5.4. Anthocyanfreisetzung

Durch die Vertropfung einer 10 Gew.-%igen Anthodgianng kénnen im Allgemeinen zwischen 0,07
und 0,1 mg des mittels der in Kapitel 3.7. vorgéiste UV/VIS-Methode quantifizierbaren Cyd-3-Glu
in einer einzelnen Kapsel (in Abh. von der Kapsikg) nachgewiesen werden. Zur Bestimmung der
diffusiven Freisetzung der verkapselten Anthocyamgee wurden Pektinat- und Alginatkapseln
untersucht. Hierzu wurde eine je 0,8 Gew.-%ige adgharidlosung vorgelegt und eine 10 Gew.-
%ige Extraktlésung, inklusive 50 Vol.-% Glycerindumersetzt mit 1,5 Gew.-% Ca@ingetropft. Die
Freisetzungsmessungen wurden dann direkt nachgenfoGelierung t¢ = 1 min), Isolierung und
Separierung der Kapseln analog der in Kapitel 3\oBgestellten Vorgehensweise in einer 1 Gew.-
%igen Calciumchloridlésung durchgefihrt.

Abb.4.48 zeigt die erhaltenen Freisetzungskinetikén beide Kapselsysteme. Die maximale
Freisetzung von 100% entspricht hierbei der auskdgrseln diffusiv freisetzbaren Menge. Diese wird

in beiden Fallen wahrend der Messdauer von rundvligdten nicht erreicht.
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Abb.4.48 Freisetzungskinetiken unterschiedlichdy&acharidgele
(Kurvenanpassung nach Dembczynski ét2d).

Insgesamt zeigt sich bei kleinen Zeiten eine dguttichnellere Freisetzung aus den Pektinatkapseln.
So haben bereits nach 20 Minuten knapp 50% destifin@nten Cyd-3-Glu die Kapseln verlassen,
wahrend im Falle der Alginatkapseln nur etwa 30%igiEsetzt wurden. Die Anpassung der Frei-

setzungskinetiken wurde nach der von Dembczynski & in Kapitel 2.9.3. vorgestellten Theorie
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durchgefuhrt. Die erhaltenen VerteilungskoeffizanKy, effektiven Volumenverhaltnissg und

mittleren Diffusionskoeffiziente®,, sind in Tab.4.17 aufgeflhrt.

Tab.4.17 Aus den Kinetiken berechnete GleichgewighteilungskoeffizienteKy,
effektive Volumenverhaltniss@sowie mittlere Diffusionskoeffizientey:

D
Kapseltyp Ky B : 10“Mrr12/s]
Alginatkapseln 2,69 117 5,68
Pektinatkapseln 2,76 108 6,97

Anhand der Verteilungskoeffizienten ist zu erkenndass die Konzentration in den Kapseln im
Gleichgewicht fir beide Kapseltypen knapp 3-mall3gmist als in dem Umgebungsmedium. Somit
zeigt sich, dass ein Teil der Anthocyane im Innegespeichert bleibt und nicht diffusiv freigesetzt
wird. Die effektiven Volumenverhdltnisse sind detspnechend grol3, da jeweils zwei Kapseln in
1 ml der Freisetzungslosung zur UV/VIS-Messung begewurden. Die aus den Anstiegen der
Kinetiken ermittelten mittleren Diffusionskoeffizigen sind kleiner als der ib#i-NMR-Messungen
bestimmte Diffusionskoeffizient der Anthocyane ipgCD(7,4 + 0,2)10™ m?/s. Im Falle der Alginat-
kapseln ist dieser um etwa 20% und fur die Pelkapgeln lediglich um rund 5% kleiner. Das
bedeutet, dass die Extraktdiffusion durch die Géhiieicht gebremst und somit etwas verlangsamt
wird. Vergleichbare Ergebnisse konnten flr die @§fon kleiner Zuckermolekiile wie beispielsweise
Glukose, Fruktose, Sukrose und Laktose aus flugsifllten Hydrogelkapseln in der Literatur
gefunden werdétf>**”! Auch in diesen Studien wurde das Plateau nackekieit erreicht und die
Diffusionskoeffizienten in &hnlicher Weise verminide

Zusammenfassend machen diese Freisetzungsergeheadseh deutlich, dass die Verwendung
unbeschichteter Polysaccharidkapseln fir die Anwegdin Lebensmittelprodukten zur gezielten
Darmfreisetzung der Anthocyane nicht geeignetst. Grof3teil der verkapselten Anthocyanmolekile
verlasst binnen weniger Minuten die Kapseln untitstemit nicht mehr am gewtinschten Zielort zur
Erfullung des gesundheitlichen Nutzens zur VerfigguAus diesem Grund beschaftigen sich die
nachfolgenden Kapitel mit der Beschichtung undkeifen Abdichtung der Kapseln zur Diffusions-
verlangsamung bzw. -hemmung. Hierzu wurden nebengtsitsystemen (Kapitel 4.6.) auch externe
Beschichtungen (Kapitel 4.7.) auf die Polysacchapseln aufgebracht.
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4.5.5. Quellungsverhalten unter Magen/Darm-Bedingugen

Fur die Anwendung von Hydrogelkapselsystemen inriadsmitteln, die infolge der Nahrungs-
aufnahme den menschlichen Verdauungstrakt durchguespielt insbesondere das pH-abhangige
Quellungsverhalten eine bedeutende Rolle. Wie tseneiKapitel 2.1.1.3. vorgestellt, herrschen im
Magen- und Darmmedium signifikant unterschiedligitd-Werte vor. Um die aus Kapitel 4.3.1.
erhaltenen Ergebnisse in Hinblick auf den Verdasuoggang zu beurteilen, wurde das
Quellungsverhalten der unterschiedlichen flussigilien Hydrogelkapseln in standardisierten
Simulationsmedien untersuffit'*® Diese Tests wurden in Kooperation mit dem Institiir
Pharmazie der Martin-Luther-Universitat Halle-Witterg von J. Oidtmann (Institut fir Pharmazie,
Prof. Dr. K. Mader, Martin-Luther-Universitat Hallittenberg) durchgefthrt. Fir die Messzwecke
wurden von mir flissig geflillte Alginat G39- sowkektinamidkapseln zur Verfigung gestellt. Die
Herstellung der Proben erfolgte unter Verwendumereijeweils 0,5 Gew.-%igen Polysaccharid-
I6sung, die mit einer 1,5 Gew.-%igen Calciumchl@sding, inklusive 50 Vol.-% Glycerin, vernetzt
wurde. Die Simulation des Quellungsverhaltens gtéobei Korpertemperatur (37 £ 1°C) sowie unter
vorangegangener zweistindiger Magensimulation {€bpil.3.4.: ohne Verdauungsenzyepsin,

pH 1,2) in einer End-Over-End-Apparatur, so dass Kiapseln (15 Kapseln auf 8 ml Prufmedium)
durch die Rotation der Probenréhrchen um die eigietese kontinuierlich in Bewegung gehalten
wurder***1 AnschlieRend erfolgte der Mediumswechsel in dBs4f5-Medium (Acetatpuffer),
pH 6,8-Medium (Phosphatpuffer) und pH 7,4-Mediurhg$phatpuffer) (Kapitel 3.1.3.4.).

Die Simulationen zeigten, dass die Kapseln in ddihljf@ Magensimulationsmedium Uber die
Inkubationszeit von 2 Stunden stabil geblieben engartungsgemal zusammengeschrumpft sind.
Nach Uberfilhrung der Kapseln in die unterschiediictSimulationsmedien mit pH-Werten > 4,5
haben sich die Kapseln jedoch bereits nach kureér(Z 20 Minuten) vollstandig aufgelost. Dieses
Verhalten wurde nicht erwartet, da eine Erh6hung gél-Wertes zwar mit dem Quellen der
Hydrogelkapseln, dagegen nicht mit dem vollstandigaflosen der Kapseln einhergehen sollte. Eine
genauere Betrachtung der Komponenten der Simutatiedien liefert den Grund flr das beobachtete
Verhalten. Durch das Vorhandensein chelatbildeN@ebindungen wie Phosphaten und Acetaten, die
die Gelstarke bis letztendlich zum Auflésen der eGberuntersetzen, wird die Lyse der Kapseln
verursacHt®1941!

Werden die Simulationen ohne Chelatbildner lediglioter Einfluss des pH-Wertes durchgefiihrt, so
zeigt sich der zu erwartende Effekt: Zunachst sopfen die Gele im magensauren Medium unter
dem Verlust von Wasser —bedingt durch die Minionigy der abstoRenden elektrostatischen
Wechselwirkungen zwischen den negativ geladenemd®gigruppen — zusammén Infolge der
Protonierung und des Calciumionenaustausches kossnidaher zu einem Anstieg der Polymer-
konzentratiof®s. Nach Uberfilhrung der Kapseln in das Darmsimutstioedium quellen die Gele,
aufgrund der zunehmenden abstof3enden elektrobttid€rafte durch den drastischen Anstieg des
pH-Wertes auf’*¢%
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.6. Kompositkapseln

Um die in Kapitel 4.4. und 4.5. vorgestellten Hygletkapselsysteme sinnvoll in Lebensmittelprodukte
einzusetzen, ist es unumganglich, diese Modellsystgezielt zu modifizieren, so dass die Extrakt-
freigabe signifikant zeitlich verzoégert wird. Nuamh kann der verkapselte Heidelbeerextrakt den
gewunschten gesundheitlichen Nebennutzen im meaokehl Darmtrakt erflillen. Zur Erreichung
dieses Ziels wurden zwei Wege verfolgt. Zum einemrden so genannte Kompositmaterialien
hergestellt und zum anderen der Effekt einer exéerfigebrachten Beschichtung in Hinblick auf die
mechanischen und diffusiven Eigenschaften der detgih Materialien getestet (Kapitel 4.7.).

In diesem Kapitel erfolgt die Vorstellung und ChHaesisierung zweier solcher Kompositsysteme. Die
Entstehung dieser Materialien erfolgt durch die biimgung einer zweiten Komponente in die
Hydrogelmatrix. Die erzeugten Kompositmateriali@titen im Verbund Eigenschaften besitzen, die
sich von denen der Grundbestandteile untersch&ide®b dies durch den Einbau von Poly-L-Lysin

oder Schellackpartikeln in die Gelmembranen erteigirde, zeigen die nachfolgenden Ergebnisse.

4.6.1. Alginat/Poly-L-Lysin-Kompositkapseln

Die in wasseriger Losung negativ geladenen Algiadtkiile kdnnen nicht nur mit zweiwertigen
Kationen, sondern auch mit langerkettigen, pogitladenen Polyelektrolyten vernetzt werden. Zur
Ausbildung so genannter Multischichten mittels Lralye-Layer Technik (Kapitel 3.2.2.3.) wird meist
das polykationische Poly-L-Lysin verwend&t'®*" Neben der Aufbringung externer PLL-Schichten
wurde zunachst untersucht, wie der direkte EintauRLL in die Calciumalginatmembran — in Form
einer Kompositmembran — die mechanische Stabd@@ie die Anthocyanfreisetzung beeinflusst.

Die Herstellung der Alginat/PLL-Kompositkapseln agdgte in einem einzigen Reaktionsschritt. So
wurde analog der in Kapitel 3.2.2.2. vorgestellt&mtropfmethode eine 0,5 Gew.-% Natrium-
alginat G39-Lésung in einem zylindrischen Glas ebegt und zur Ausbildung eines Stromungs-
strudels gerihrt. Die eingetropfte Zutropflosungthad im Falle des Vergleichssystems aus einer
1 Gew.-%igen Calciumchloridlésung, die 10 Gew.-%iddteerextrakt und 50 Vol.-% Glycerin
beinhaltete. Zur Herstellung der Kompositkapselmtetete die Losung zusatzlich 0,05 M PLL, so
dass insgesamt eine héhere Konzentration vernedzéoden vorlag. Unter vergleichbarer Calcium-
ionenkonzentration wurde somit getestet, inwiewdgt zuséatzlichen PLL-Molekile die Vernetzung
beeinflussen. Die Gelierzeit betrug 1 Minute und Aufbewahrung der Kapseln erfolgte in einer

1 Gew.-%igen Calciumchloridldsung bei pH 3 zur Bktstabilisierung.

4.6.1.1. Mechanische Stabilitat

e Spinning-Capsule-Ergebnisse
Far die reinen Calciumalginat- als auch PLL-Komfagseln erfolgte die Messung der Kapsel-
deformation als Funktion der einwirkenden Zentrdikgaft unter Variation der Rotations-

geschwindigkeit. Abb.4.49 zeigt die erhaltenen Kumverlaufe fir beide Kapseltypen.
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Abb.4.49 Kapseldeformation in Abh&ngigkeit von dentrifugalkraft
fliissig gefiillter Calciumalginat- und CalciumalgitieLL-Kapsel&’!

Wie von Gleichung (4.8) vorhergesagt, steigt dieps@deformation mit zunehmender Zentri-
fugalkraft im Bereich kleiner Deformationen linear. Nach einer Reihe durchgefihrter Experimente
konnte gezeigt werden, dass die flissig gefulltaltiGmalginat/PLL-Kapseln weicher und signifikant
starker deformiert werden koénnen als die zu Vechiwecken herangezogenen reinen Calcium-
alginatkapseln. Wahrend bei einer Membranspannwmg rand 1000 mN/m die reinen Kapseln
lediglich um 4% deformiert werden kdnnen, wurdere #iompositkapseln unter vergleichbaren
Belastungsbedingungen bereits um 6% deformiertsdDErgebnisse bestéatigen, dass die Membran-
struktur durch die Zugabe und den Einbau von PLiawndert wurde. Jedoch fuhrt die hohere
Konzentration vernetzungsfahiger lonen {Qand PLL) in der Zutropflésung — anders als erviaste
nicht zu der Ausbildung deformationsstabilererhtkc vernetzter und somit festerer Gelmembran,
sondern zu weniger stark oder schwacher vernekaeselhillen.

Diese Beobachtung ist vermutlich damit zu begrindess die Ammoniumgruppen der eingebauten
PLL-Molekile im Vergleich zu den Calciumionen moatant sind und dadurch bedingt eine
geringere Ladungsdichte aufweisen. Diese Annahmma ldurch den linearen Kurvenverlauf tber
einen weiten Deformationsbereich (> 6%) der AlgiRht-Kapseln bestarkt werden. So deutet ein
langerer linear visko-elastischer Bereich (LVE-Belg auf eine geringere Vernetzungsdichte hin. Der

LVE-Bereich der reinen Alginatkapseln ist mit et wesentlich kleiner.

4.6.1.2. Elastizitatsmoduln

Die aus den Geradensteigungen nach Gleichung {4uBjter Verwendung der in Kapitel 4.5.3.1.
ermittelten, negativen zweidimensionalen Querkdtimaszahl ¢s=-0,85) — berechneten zwei-
dimensionalen Elastizitatsmoduln der beiden unkeesitichen getesteten Kapselsysteme sind in der
nachfolgenden Tab.4.18 dargestellt.
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Tab.4.18 Zweidimensionale Elastizitdtsmoduln fiineeCalciumalginat- und
Calciumalginat/PLL-Kompositkapse(ms = -0,85):

Kapseltyp Elastizitatsmodul
Es[N/m]
Calciumalginatkapseln 8,0
Alginat/PLL- Kompositkapseln 4,0

Fur die reinen Alginatkapseln ergibt sich aus dewor abgebildeten Spinning-Capsule-Messungen
ein Young-Modul von etwa 8,0 N/m. Der ermittelte ezdimensionale Elastizitatsmodul fur die
Alginat/PLL-Kapseln betragt hingegen nur 4,0 N/nedigt durch die Ausbildung dieses weicheren,
weitmaschigeren Gelnetzwerkes ist nicht davon aetzen, dass unter Zugabe von PLL zur
Vernetzerldsung eine weniger pordse Membran mibessertem Extraktriickhaltevermdgen erhalten
werden kann. Aus diesem Grund wurden keine weitdtlenstellungsvariationen durchgefihrt,

sondern die Bestimmung der Freisetzungskurven tdinedeschlossen.

4.6.1.3. Anthocyanfreisetzung

Um den Einfluss des eingebauten Poly-L-Lysins en@alciumalginatgelmembran in Hinblick auf die
Extraktdiffusion zu untersuchen, wurde auch hier @#n Giusti et df? vorgeschlagene UV/VIS-
Methode herangezogen. Es ist zu erkennen, dasslisi@ufgenommenen Freisetzungskinetiken nicht
voneinander unterscheiden (Abb.4.50). Durch dertzlishen Einbau von PLL in die Kapselhtlle
lasst sich somit erwartungsgemalR nach Erhalt dgeldhisse in Kapitel 4.6.1.2 keine Diffusions-

verminderung erzielen.
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Abb.4.50 Freisetzungskinetiken reiner sowie mit Rielsetzter
Calciumalginatkapsef{® (Kurvenanpassung nach Dembczynski &3).
Es ist jedoch auch zu erkennen, dass das Gleichlgewon 100% nicht erreicht wird. Dies ist ein
Hinweis darauf, dass ein Teil der Anthocyane in Kapseln verbleibt und nicht freigesetzt wird. Zur
quantitativen Auswertung der Kurven wurden diesehnBembczynski et &> angefittet und die
VerteilungskoeffizienterKy, die effektiven Volumenverhaltnisge sowie die mittleren Diffusions-
koeffizientenDy bestimmt (Tab.4.19).
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Tab.4.19 Aus den Freisetzungskinetiken berechnigtielgewichtsverteilungskoeffizientédy,
effektive Volumenverhaltniss@ sowie mittlere Diffusionskoeffizientel,,*"*!:

Kapselsystem Ky B . 10|131M|’T12/S]
Calciumalginatkapseln 4,43 330 7,22
Kompositkapseln 5,33 390 7,30

Da der Gleichgewichtsverteilungskoeffiziemt, aus dem Quotienten von Gleichgewichts-
konzentration in der Kapsel und Gleichgewichtskonzion im Bulk berechnet wird, machen
die in Tab.4.19 aufgefuhrten Werte deutlich, dassAhthocyankonzentration fur beide Systeme
im Kapselninneren bei Erreichen des Plateauwertesentlich grof3er ist als im Umgebungs-
medium. Dieser Koeffizient entspricht nur dann emn&ert von 1, wenn die diffundierenden
Molekile nicht an die Kapselinnenwand adsorbieréarcich aufgrund chemisch-physikalischer
Wechselwirkungen mit der Membran assozii€éh Hier ist daher davon auszugehen, dass eine
groRe Menge der verkapselten Anthocyane im Kapseten oder in der Membran aufgrund
maoglicherweise auftretender Adsorptionsphanomemgischer Wechselwirkungen (der bei pH 3
positiv geladenen Anthocyanmoleklle mit den neggéladenen Gelmembranen) oder verstarkter
Polymerisationsvorgange langerfristig gespeichéeibb. Durch die groRen/k-Werte und die
deutlichen Volumenunterschiede zwischen Kapsel- Balkvolumen ergeben sich entsprechend
grolRe effektive Volumenverhéatnisge

Die berechneten mittleren Diffusionskoeffizientatie die Diffusion im Kapselinneren, in der
Gelmembran und in das umgebende Medium zusammemnfagesigen fir beide Kapselsysteme
einander sehr ahnliche Werte. Verglichen mit detr&stdiffusion in RO, die einem Wert
von (7,4 £ 0,2)- 16" m%s enstpricht, wird der Diffusionskoeffizient durcle Verkapselung der
Anthocyane lediglich um 2,4% und im Falle der AlgifPLL-Kompositkapseln um gerade einmal
1,4% vermindert. Die Diffusion erfolgt in beiden Sgmen somit ahnlich ungehindert wie im
freien Bulkmediuri¥. Die geringere Vernetzungsdichte (Kapitel 4.6)lirh. Falle der Komposit-
kapseln fuhrt hierbei zu einer geringfiigigen, uriamachten Maximierung der Diffusions-
eigenschaften aus den Kapseln im Vergleich zu deren Calciumalginatkapseln.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass die dulsigeen PLL/Alginat-Kompositmembranen
nicht in der Lage waren die Extraktdiffusion zu laegsamen oder zu verhindern und daher auch
nicht weiter untersucht wurden. Lediglich die Defationseigenschaften konnten durch die ein-

gebauten kationischen Polymere beeinflusst werden.

4.6.2. Pektinat/Schellack-Kompositkapseln

Nachdem die Anthocyandiffusion durch den Einbauokédcher Polymere in die Gelmembran nicht
vermindert werden konnte, wurde nach einem effekém Kapselsystem zur Diffusionsverminderung
gesucht. Da Schellack die besondere Eigenschaftegstf in sauren bis neutralen wasserigen

Losungen wasserunldslich zu sein, in schwach Hdasmsbdsungen jedoch in Losung zu gehen, schien
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er besonders geeignet fur die magensaftresistestiealselung. In pharmazeutischen Applikationen
wird Schellack bereits zur magensaftresistentefkafeselung von Arzneistoffen eingesBtZf!

Auch hier war die Idee, den Schellack durch Aushilyl eines neuartigen Kompositmaterials in nur
einem Herstellungsschritt mit in die Polysacchagldembran einzubauen. Wie in Kapitel 3.2.2.2.
dargestellt, erfolgte die Kompositkapselherstellunger sauren Bedingungen, die zur sofortigen
Ausfallung und somit zum Einbau des Schellacksienstmultan gebildete Calciumpektinatmembran
fuhrt. Unter Variation des pH-Wertes der eingettepf Extraktlosung (1 Gew.-% Calciumchlorid,

50 Vol.-% Glycerin, 10 Gew.-% Heidelbeerextrakt) rden neben den Kompositkapseln ebenfalls
reine Pektinatkapseln zu Vergleichszwecken herlifesben Falle der Kompositkapselherstellung

wurde die Pektinlésung (0,8 Gew.-%) gemeinsam eit3thellacklosung (20 Vol.-%) vorgelegt. Die

unterschiedlichen Kapseln wurden anschlieRend imblitk auf die mechanischen Eigenschaften
(Spinning- und Squeezing-Capsule-Tests), die Anthiteisetzung (UV/VIS-Messungen) und die

Schichtdicken (MRI) zur Aufklarung des Gelbildungsthanismus untersucht.

Des Weiteren erfolgte die Herstellung dinner Geddmm, die in ihrer Zusammensetzung den
jeweiligen Kapselmembranen entsprachen (verwerigtgnerlosung: 0,8 Gew.-% Pektinamid, bzw.

0,8 Gew.-% Pektinamid inklusive 20 Vol.-% Schellatlernetzerlésung: 1 Gew.-% Calciumchlorid,

50 Vol.-% Glycerin, 10 Gew.-% Heidelbeerextrakt)dufiir vergleichende rheologische Messungen
verwendet wurden.

4.6.2.1. Mechanische Stabilitat
* Spinning-Capsule-Ergebnisse

Die mittels der Spinning-Capsule-Methode gemessdfapseldeformationen sind in Abb.4.51 in
Abhangigkeit vom pH-Wert gegen die einwirkende Z&mgalkraft aufgetragen.
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Abb.4.51 Lineare Anpassung der Deformationseigeafseh fliissig gefillter (a) Calciumpektinat-
und (b) Pektinat/Schellack-Kompositkapseln in Algigkeit vom pH-Wet™

Im Vergleich der beiden Kapselsysteme untereinandssen sich bereits auf den ersten Blick

deutliche Unterschiede feststellen. So zeigen dieen Calciumpektinatkapseln (Abb.4.51 (a)) ein

signifikant starkeres Deformationsverhalten untefwendung vergleichbarer Krafte. Wahrend die
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Kompositkapseln (Abb.4.51 (b)) bei 1500 mN/m Defatimnen im Bereich von 2,5% bis 6%

aufweisen, deformieren die Pektinatkapseln beretisetwa 8%. Diese Beobachtung gibt Grund zur
Annahme, dass die eingebauten Schellackpartikel Giémembran stabilisieren und versteifen,
wodurch die Deformierbarkeit der Kapseln vermindeird. Unabhangig vom pH-Wert scheinen die
Kapselmembranen der Calciumpektinatkapseln somdhee und leichter deformierbar zu sein.

Des Weiteren lasst sich in dem pH-abhéngigen Deftiomsverhalten ein signifikanter Unterschied
feststellen. Die reinen Pektinatkapseln zeigentivelanabhangig vom pH-Wert einander &hnliche
Deformationen, wahrend das Deformationsverhaltem Ktempositkapseln mit abnehmendem pH-
Wert sinkt. Eine mogliche Erklarung hierfur kanmesivermehrte Ausfallung des saureunldslichen
Schellackes bei niedrigeren pH-Werten sein. Wirdarm$chellack in die Membran eingebaut, sollte

die Steifigkeit zu- und somit die Deformierbarkaliinehmen.

* Squeezing-Capsule-Ergebnisse
Um die anhand der Spinning-Capsule-Messungen aefties Vermutungen zu bestéatigen, wurden
zusatzliche Squeezing-Capsule-Messungen durchgeftinerbei wird die mechanische Antwort
einzelner Kapseln gegeniiber einer Kompression heisewei parallelen Platten gemessen. Abb.4.52
zeigt den Verlauf typischer Kompressionskurvendigrreinen Calciumpektinatkapseln (Abb.4.52 (a))
und Kompositkapseln (Abb.4.52 (b)) in Abh&ngigkedm pH-Wert, die nach Umrechnung der
Plattenabsténde in die Plattenauslenkung erhaltedem.
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Abb.4.52 Verlauf typischer Kompressionskurven irhAbgigkeit vom pH-Wert:
(a) reine Calciumpektinatkapseln und (b) Komposgitieir' ™!

Im Bereich kleiner Plattenauslenkungen und songiindr Kapselpolauslenkungen werden nur geringe
Krafte gemessen, wahrend die Kompressionskurverspéteren Verlauf stark ansteigen. Dieser

Anstieg erfolgt dann, wenn die Kapseldeformatiosengro3 sind, dass bereits die beiden gegen-
Uberliegenden Kapselmembranen aufeinander gepnessien. Die unterschiedlichen Anstiege der

Kurven bei hoheren Kapselkompressionen im FalleKadsnpositkapseln resultieren aus Variationen

der Kapselmembrandickéf,
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Fur das Deformationsverhalten und die Berechnurgzdesidimensionalen Elastizitatsmoduln ist
insbesondere der Bereich kleiner Deformationen Vateresse. Somit erfolgt in Abb.4.53 die
Auftragung der Kraft gegen die Plattenauslenkumgi&n Bereich kleiner Deformationen. Im Verlauf
dieser Kurven steigt die Kraft mit Verringerung ddattenabstandes erwartungsgeman linear an.
Auch hier wird deutlich, dass die Kompositkapselmcti den zusatzlichen Einbau von Schellack-
partikeln in die Gelmembran festere und deformattailere Kapselhillen aufweisen. So wird im
Falle der reinen Pektinatkapseln fur eine Plattstaadalsverringerung von 0,6 mm eine Kraft von etwa
4,5 mN gemessen, wahrend fur die gleiche Abstamdegerung bei den Kompositkapseln —in

Abhangigkeit vom pH-Wert — Krafte im Bereich vorb fiis 8 mN der oberen Platte entgegengebracht

werden.
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Abb.4.53 Lineare Anpassung der KompressionskurweBereich kleiner Plattenauslenkungen:
(a) reine Pektinatkapseln und (b) Kompositkap5€ln

Auch die pH-Abhangigkeiten stehen in guter Ubeta@msung mit den zuvor diskutierten Spinning-
Capsule-Ergebnissen. Fur die reinen Calciumpekiamseln zeigt die pH-Variation keinen
signifikanten Unterschied in den Kompressionskurdeir die Kompositkapseln werden jedoch mit
abnehmendem pH-Wert héhere Krafte gemessen. Dunétteh von Gleichung (4.9) an die linearen
Kurvenverlaufe in Abb.4.53 kann der zweidimensienBlastizitdtsmodul in Abhangigkeit von der
zweidimensionalen Querkontraktionszahl fir die ekisdenen Kapselsysteme erhalten werden. Die
berechneten Werte finden sich in Kapitel 4.6.2.i2der.

* Gelrheologie
In weiteren Experimenten wurden Frequenztests aitlidrensionalen Gelscheiben durchgefihrt, die
in ihrer Zusammensetzung den Membranen der jeweili(apselsysteme entsprachen und nach der in
Kapitel 3.3.2. vorgestellten Methode hergestelltrdem. Frequenztests sind im Allgemeinen Zeit-
versuche, die die zeitabhéangige Scherbelastungstedlem sollen, wobei das Kurzzeitverhalten durch
hohe Frequenzen und das Langzeitverhalten durchigéeFrequenzen simuliert witd. Neben der
Ermittlung der Gelstarke sollten diese Tests eil@ngleich der zweidimensionalen Elastizitats-

moduln mit den beiden anderen Methoden ermdglickéin.die Umrechnung der erhaltenen drei-
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dimensionalen Schermoduln in die zweidimensiondbahnmoduln nach Gleichung (4.10) muss
jedoch ebenfalls die zweidimensionale Querkontosisizahl bekannt sein.

Abb.4.54 zeigt die aus den durchgefuhrten Freqesteerhaltenen Speicher- und Verlustmoduln in
Abhangigkeit vom pH-Wert fur die beiden Kapselsyste Beispielhafte Deformationstests fir beide
Geltypen sind im Anhang fir pH 3 abgebildet. Wisvattet Uberwiegen die elastischen Uber die
viskosen Eigenschaften. Der schwache Anstieg deglsgrmoduls sowie Abfall des Verlustmoduls
als Funktion der Frequenz spricht fir temporarenggungen der Gele. Insbesondere bei sehr
langsamen Beanspruchungen, d.h. bei kleinen Fregoentreten Relaxationsvorgange - wie
beispielsweise die Auflésung verstrickter Verschiagen oder die Offnung ionischer Vernetzungs-
punkte — auf. Die Gelstarke, oft auch als Strukéwke oder ,Steifigkeit* der Messprobe bezeichnet,
entspricht dem Grenzwert des Speichermo@Ul&ir kleine Frequenzen.

Pektinatkapseln {Kompositkapseln
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Abb.4.54 pH-abhangige Frequenztests:
(a) Pektinat- und (b) Kompositkapsejs € 0,3%})"!

Zur besseren Vergleichbarkeit sind die ermittel®elstarken, d.h. die dreidimensionalen Scher-

modulnG, die Dickenh der Gelscheiben und die aus Multiplikation didseiden Werte berechneten
zweidimensionalen Schermodu®s in Tab.4.20 dargestellt.

Tab.4.20 Ermittelte Gelstarke, Schichtdicke undhdamerechnete zweidimensionalen Schermoduln:
pH 2 pH 3 pH 4

G h Gs G h Gs G h Gs
[Pa] | [mm] | [N/m] | [Pa] | [mm] | [N/m] | [Pa] | [mm] | [N/m]
Pektinatkapseln 3045 3,3b 10,20 2900 341 9,89 29136 | 10,51
Kompositkapseln| 8000 26/ 2083 4709 3,27 1540 340892 | 13,33

Anhand der Werte wird deutlich, dass auch hierguter Ubereinstimmung mit den beiden zuvor
vorgestellten Methoden, die Gele unter Zugabe vehellack eine deutlich hoéhere Gelstarke
aufweisen. Auch das pH-unabhéngige Gelierverhalemreinen Calciumpektinatkapseln sowie das

pH-abhangige Gelierverhalten der Kompositkapsethest mit den zuvor erhaltenen Ergebnissen in
Einklang.

156



4. Ergebnisse und Diskussion

4.6.2.2. Elastizitatsmoduln

Auch hier konnten, analog zu Kapitel 4.5.3.1., Hufgleichsetzten der Spinning- und Squeezing-
Capsule-Theorien die mathematisch maoglichen zwedsionalen Querkontraktionszahlen und
zweidimensionalen Elastizitatsmoduln berechnet emrdie Daten in Tab.4.21 zeigen eine gute
Ubereinstimmung der berechneten Elastizitatsmotheider Methoden. Ein Vergleich der aus den
Squeezing-Capsule-Messungen erhaltenen Elastmigign mit denen fir kovalent vernetzte

Alginat-Albumin-Kapseln liefert Werte im gleicherr@®enordnungsbereitif.

Tab.4.21 Berechnete zweidimensionale Elastizitatsimund Querkontraktionszahl&':

Pektinat- £ pH 2 E pH 3 E pH 4
S S S
Kapseln INm] | %S | [Nmp| S | Nmp| S
Spinning-Capsule 6,8 +0,56 6,3 +0,49 6,0 | +0,50
Squeezing-Capsule 5,2 -0,76 4.9 -0,70 416 -0,74
Gelrheologie 31,8 +0,56 29,5 +0,49 31,5 +0,5
9 51 | 0,75| 59| -070 55| -074
Komposit- £ pH 2 E pH 3 E pH 4
S S S
Kapseln Nm] | Y  Nmp | YS  Nmp | S
Spinning-Capsule 17,8 +0,383 12,7 +0,40 84 +0,39
Squeezing-Capsule 14,6 -0,64 10)1 -0,65 6,2 -0,71
Gelrheoloaie 55,3 +0,33 43,1 +0,4( 37,0 +0,39
9 150 | -064| 108| -065 7.7 -071

Die gelrheologischen Messungen anhand dreidimeapnGelscheiben kdnnen auch hier zur
Bestimmung der Elastizitdtsmoduln sowie physikélissinnvollen Querkontraktionszahl heran-
gezogen werden. Durch Einsetzen des zweidimension&chermoduls und zugehoériger zwei-
dimensionaler Querkontraktionszahl in Gleichund@.lassen sich die in Tab.4.21 aufgefiihrten
zweidimensionalen Elastizitatsmoduln fir die gettbgischen Messungen errechnen. Die Ergebnisse
zeigen, dass lediglich unter Einberechnung der thesga Querkontraktionszahlen tbereinstimmende
zweidimensionale Elastizitaitsmoduln erhalten wer@énnen. Analog zu Kapitel 4.5.3.1. scheinen
somit auch die hier untersuchten Pektinat- und Kasitgelkapseln entweder bedingt durch den
Herstellungsprozess geknitterte Membranen oder amsthe Anisotropie aufzuweisen.

Durch die Berechnung der zweidimensionalen Ela&tainoduln aus den erhaltenen Deformations-
und Kompressionskurven fir die beiden unterschibdh Kapselsysteme konnte somit gezeigt
werden, dass die Elastizitatsmoduln fir die Komggagiseln um einen Faktor von bis zu 3 héher sind
als die fUr die vergleichbaren Pektinatkapseln.cbutie Zugabe von Schellack und eine geeignete
pH-Auswabhl ist es daher moglich, die Membranfegtigkind die mechanische Stabilitat der Kapseln

gezielt zu variieren.
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4.6.2.3. Gelbildungsmechanismus

Um mehr Informationen dber den Gelbildungsmechamssrand den Einfluss des eingebauten
Schellackes auf die Bildung der Gelmembranen zalenn, wurden beide Kapselsysteme mittels
bildgebender NMR in Hinblick auf die Membrandickantersucht. Diese Messungen wurden, wie
bereits in Kapitel 3.6. beschrieben, von Diplom $tkgr S. Henning (Experimentelle Physik I, Prof.
Dr. D. Suter, TU Dortmund) durchgefuhrt.

Abb.4.55 zeigt die erhaltenen Schichtdickenn Abhé&ngigkeit vom pH-Wert. Wéahrend sich die
Membrandicken der Pektinatkapseln unter Variatiea gH-Wertes nicht signifikant unterscheiden,
lasst sich fur die Kompositkapseln ein eindeutifiegnd feststellen. Ein geringerer pH-Wert fuhrt
erstaunlicherweise zur Ausbildung diinnerer Gelmemdm. Neben dieser unerwarteten Beobachtung
ist es weiterhin verwunderlich, dass die Pektinagkén im Vergleich zu den Kompositkapseln
wesentlich dickere Membranen aufweisen (g&tbgegeniber 175-212um). Eine erste Annahme,
dass die zusatzliche Ausfallung und der EinbauStdwellackes zu dickeren Gelschichten und daher

zu mechanisch stabileren Membranen fluhren wirdargevsomit eindeutig widerlegt.
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Abb.4.55 Membrandicken in Abhangigkeit vom pH-Wéirt Calciumpektinat-
und Pektinat/Schellack-KompositkapS&if

Um den signifikanten Schichtdickenunterschied zhésc Calciumpektinat- und Kompositsystem zu
verdeutlichen zeigt Abb.4.56 zwei exemplarische NBiRler. Wahrend die reinen Calciumpektinat-
kapseln (Abb.4.56 (a)) bei einem pH-Wert von 2 Meankicken von 318 + fm aufweisen, lassen
sich fur die unter Schellackzugabe hergestelltempasitkapseln (Abb.4.56 (b)) lediglich Membran-
dicken von 176 + 1iim erfassen (bei pH 2).
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Abb.4.56 NMR-Bilder: (a) Calciumpektinatkapsel und
(b) Kompositkapsel bei pH F'2°

Des Weiteren wird anhand von Abb.4.56 deutlichsddie Kompositmembran im Gegensatz zu der
reinen Pektinatkapsel einen deutlich starkeren kashtzum umgebenden wasserigen Medium
aufweist. Diese Beobachtung ist auf eine kirzemastrersale Relaxationszdit in der Komposit-
membran — bedingt durch einen geringeren AnteilefreWassers oder hoheren Anteil starker
gebundenen Wassers — zurlckzufihren.
Um zu begriinden, warum die durch S&ure induziesteelickausfallung das Gelmembranwachstum
behindert und es somit zur Bildung dinnerer ScHicken kommt, wurde ein mdglicher
Gelbildungsmechanismus in Abb.4.57 vorgestellt.Halle der reinen Calciumpektinatkapseln wird
die Gelbildung, hauptsachlich bedingt durch die né¢&zung der Polysaccharidketten mit den
zweiwertigen Calciumionen, durch die ionischen Wsedlirkungen mit den Wasserstoffionen
beginstigt. Sie sorgen neben der Erhéhung der I@efigisgeschwindigkeit ebenfalls fur die
Ausbildung zusatzlicher Vernetzungsstellen in dérh sausbildenden Hydrogelmembran. Bei
Praparation der Kompositkapseln sind jedoch diesétatoffionen insbesondere fiir die Prazipitation
des Schellackes verantwortlich. Aufgrund der sdbermh Diffusion der Wasserstoffionen, bedingt
durch ihre geringe Grol3e, kann die sofortig auddetd Schellackmembran die Diffusion der
Calciumionen in die umgebende Polysaccharid/Satiéiaung behindern und somit zur Ausbildung

diinnerer Membranen bei vergleichbarer Polymerisateit fuhren.

ohne Schellack mit Schellack

Calciumpektinatgel Calciumpektinat/Schellack-
Kompositgel

Abb.4.57 Schematische Zeichnung des moglichen @altgsmechanismus:
Diffusionshinderung der Calciumionen im Falle demipositgelbildung™
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Insgesamt stimmen die erhaltenen Membrandickendeit gemessenen Kapseldurchmessern gut
Uberein. Wahrend die Pektinatkapseln Durchmesseretwa 2,6 mm aufweisen, entsprechen die
Durchmesser der Kompositkapseln etwa 2,2 mm. DaMkenbranen bei der Herstellung flussig
gefillter Kapseln mit der Polymerisationszeit vomogfeninneren nach auf3en hin anwachsen,
ergeben sich unter Berucksichtigung der unterstibfexh Schichtdicken vergleichbare
Kapselinnendurchmesser. Diese Beobachtungen stdmait in guter Ubereinstimmung mit den in
Kapitel 4.5.1. vorgestellten Ergebnissen.

Abschlie3end lasst sich sagen, dass die verglaiehidembrandicken der reinen Pektinatkapseln gut
mit den erhaltenen Ergebnissen der mechanischesriDafionstests tibereinstimmen. In Hinblick auf
die Kompositkapseln scheint die Membranzusammemsgtgtatt der Schichtdicke die mechanischen
Eigenschaften mal3geblich zu beeinflussen. Wird keineren pH-Werten mehr Schellack in die
Membran eingebaut, so entstehen festere und stéffapselhillen, die sich nur unter Aufbringung
hoher mechanischer Kréafte deformieren lassen. Qies durch die berechneten zweidimensionalen

Elastizitatsmoduln aus den drei verwendeten rhéstbgn Messmethoden bestétigt (Kapitel 4.6.2.2.).

4.6.2.4. Anthocyanfreisetzung

Wie die vorangegangenen Ergebnisse zeigen, ist @glian durch die Bildung von Schellack-
Kompositmembranen die mechanischen EigenschafteiKaeselmembranen in Abhangigkeit vom
pH-Wert gezielt zu variieren. Ob die Ausféallung uddr Einbau des saureunldslichen Schellackes
auch einen positiven Effekt in Hinblick auf die Eadtriickhaltung sowie Diffusionsverminderung
zeigen, wurde durch Freisetzungsversuche mittelsVIB/Messungen uberpruft. Die erhaltenen
Freisetzungskinetiken sind in Abb.4.58 dargest&lt.ist zu erkennen, dass die durch Diffusion des
Extraktes freigesetzte Anthocyanmenge im Falle m@nmen Pektinatkapseln Uber den gesamten
Messzeitraum von rund 5,5 Stunden signifikant gré§te Im Falle der Kompositkapseln zeigt sich,

dass die Kinetiken langsamer ansteigen und auem @iredrigeren Plateauwert erreichen.
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Abb.4.58 pH-abhangige Freisetzungskinetiken
(Kurvenanpassung nach Dembczynski ét23).
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Aus den nach Dembczynski et"&P angefitteten Kurven lieBen sich auch hier die ®femgs-
koeffizientenKy, die effektiven Volumenverhaltnisgesowie die mittleren Diffusionskoeffizienten
Dy bestimmen (Tab.4.22).

Tab.4.22 Aus den Freisetzungskinetiken berechnigtieltgewichtsverteilungskoeffizientédy,
effektive Volumenverhaltniss@sowie mittlere Diffusionskoeffizientey:

: D)y
Pektinatkapseln Ky p [ 10 rr12/s]
pH 2 1,67 102 6,94
pH 3 2,94 160 7,63
pH 4 2,55 124 7,62
: D)y
Kompositkapseln Ky p [- 10 nP/s]
pH 2 6,28 874 2,22
pH 3 4,98 595 2,30
pH 4 3,66 366 3,18

Da der Gleichgewichtsverteilungskoeffiziemt, aus dem Quotienten von Gleichgewichts-
konzentration in der Kapsel und Gleichgewichtskonzion im Bulk berechnet wird, machen
die in Tab.4.22 aufgefuihrten Werte deutlich, dassAhthocyankonzentration fur beide Systeme
im Kapselninneren bei Erreichen des Plateauwertesentlich grof3er ist als im Umgebungs-
medium. Dieser Koeffizient entspricht nur dann emn&ert von 1, wenn die diffundierenden
Molekile nicht an die Kapselinnenwand adsorbieréarcich aufgrund chemisch-physikalischer
Wechselwirkungen mit der Membran assozii€féh Da diese Werte fir die reinen Pektinat-
kapseln jedoch im Bereich von 1,7 bis 3,9 sowiediégr Kompositkapseln im Bereich von 5,5 und
10,2 liegen, ist hier davon auszugehen, dass eduediend groRe Menge der Anthocyane im
Kapselinneren aufgrund maoglicherweise auftreterflisorptionsphdnomene, ionischer Wechsel-
wirkungen (der bei pH < 3 positiv geladenen Antharoyolekile mit den negativ geladenen
Gelmembranen) oder verstarkter Polymerisationsvoggdangerfristig gespeichert bleibt. So ist
insbesondere bei negativ geladenen Hydrogelmembrdagon auszugehen, dass die Diffusion
geladener Substanzen in Abhangigkeit vom pH-Wertlttegebungsldsung beeinflusst wir
Durch die groRRenK,-Werte und die deutlichen Volumenunterschiede Zwdsc Kapsel- und
Bulkvolumen ergeben sich auch hier dementsprecigeo@e effektive Volumenverhdltnisge Die
berechneten mittleren Diffusionskoeffizienten, ddie Diffusion im Kapselinneren, in der
Gelmembran und in das umgebende Medium zusammenfaggigen im Falle der Komposit-
beschichtung deutlich geringere Werte. Im Vergleighder Extraktdiffusion in BD, die einem Wert
von (7,4 + 0,2)- 18" m’/s entspricht, zeigen die reinen Calciumpektinaskép keinen nennenswerten
Unterschied. Hierbei ist davon auszugehen, dasddfasion &hnlich ungehindert wie im freien
Bulkmedium erfolgt. Diese Beobachtung steht in guieereinstimmung in der Literaftlf.<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>