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1. Einleitung

In dieser Arbeit werden biofunktionale Mikrokapseln beziiglich ihrer mikro- und makroskopi-
schen Struktur, ihrer Stabilitdt sowie ihrer Durchlassigkeit fiir Wirk- und Schadstoffe mit
Hilfe der bildgebenden NMR charakterisiert. Mikrokapseln, die hier im Wesentlichen aus
Hydrogelen der natiirlichen Biopolymere Alginat und Pektin und der ebenfalls natiirlichen
Beschichtung Schellack bestehen, werden in der Lebensmitteltechnik, Pharmazeutik, Medizin
und Biotechnologie zur Verkapselung, zum Schutz und zur verzogerten Freisetzung von emp-
findlichen Inhaltsstoffen eingesetzt [1,[2]. Beispielhafte Inhaltsstoffe sind dabei Medikamente,
Nahrungsergdnzungsmittel und biologische Zellen. Die Eignung der Mikrokapseln fiir die
jeweilige Verwendung steht in engem Zusammenhang mit der Stabilitat, Permeabilitat und
Morphologie der Kapseln, welche die Freisetzung von Inhaltsstoffen sowie das Eindringen
von den Inhaltsstoff gefihrdenden Substanzen erméglichen oder verhindern. Durch eine
systematische Untersuchung der mikro- und makroskopischen Struktur, der Permeabilitét
sowie der Stabilitat unterschiedlich praparierter und modifizierter Mikrokapseln in verschiede-
nen chemischen Umgebungen, und dem Zusammenhang zur Freisetzung und Invasion von
verschiedenen Substanzen, werden Aussagen iiber die Eignung fiir die gewiinschte Anwendung
getroffen.

Als konkrete Fragestellung wird hier aufgeklart, ob in Kooperation mit dem Lehrstuhl Physi-
kalische Chemie II der TU Dortmund préaparierte Kapseln zur gezielten Freisetzung eines
Extraktes aus Wildheidelbeeren im menschlichen Darm geeignet sind. Wildheidelbeeren
enthalten Anthocyane, welche nachweislich kanzerogen-praventive und anti-oxidative Eigen-
schaften besitzen [3]. Diese Anthocyane werden im Magen allerdings metabolisiert, so dass
bei einer natiirlichen Zufuhr die gesundheitsforderlichen Wirkungen nicht zur Geltung kom-
men koénnen. Durch die Entwicklung eines auf Naturprodukten basierenden Kapselsystems,
welches die Freisetzung der Anthocyane im Magen verhindert, wohingegen die Freisetzung
im Darmtrakt ermoglicht wird, wére eine Moglichkeit zum wirkungsvollen Einsatz des Wild-
heidelbeerextrakts oder anderer Wirkstoffe als Medikament oder Nahrungsergénzungsmittel
gegeben.

Fir die Charakterisierung der genannten Kapseleigenschaften wird hauptséchlich die bildge-
bende NMR verwendet, die aus der klinischen Bildgebung bekannt ist und dort als Magnetre-
sonanztomographie (MRT) bezeichnet wird. Da die Methoden der bildgebenden NMR hier
an einem Hochfeld NMR-Spektrometer mit starken Magnetfeldgradienten verwendet werden,
liegen die rdumlichen Auflésungen der NMR-Bilder bei etwa 10 pm, weshalb die Methodik
auch als NMR-Mikroskopie [4] bezeichnet wird und sie letztendlich erst zum Studium der
Mikrokapseln geeignet macht.

Die elementarste Moglichkeit der NMR-Mikroskopie zur Charakterisierung von Mikrokapseln
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besteht in der nicht-invasiven Visualisierung der Kapselmorphologie mit einer grolen Anzahl an
kontrastbestimmenden Parametern. Das wird hier genutzt, um die geometrischen Strukturen
von unterschiedlich préparierten Mikrokapseln zu charakterisieren, woraus anschlieffend
Riickschliisse auf die bei der Kapselpraparation ablaufenden Mechanismen getroffen werden.
So werden beispielsweise die Hiillen von fliissig gefiillten Pektinatkapseln im Hinblick auf ihre
Wanddicken untersucht und der Einfluss von externen Beschichtungen mit dem natiirlichen
Harz Schellack auf die Kapselwdnde charakterisiert. Die mittels der bildgebenden NMR
bestimmten Kapseleigenschaften werden auch mit Freisetzungseigenschaften von Anthocyanen
in Verbindung gesetzt.

Weiterhin steht hier die Anwendung der NMR-Mikroskopie zur Beurteilung der Eignung
der Kapseln fiir eine darmgezielte Freisetzung von Inhaltsstoffen im Vordergrund. Dazu
wird einerseits visualisiert, wie sich verschiedene Kapseln unter simulierten Magen-Darm-
Bedingungen verhalten. Andererseits wird ein neues Verfahren beschrieben, mit dem die
Messung der Durchlassigkeiten von Kapselwanden durch die bildgebende NMR ermoglicht
wird. Dieses Verfahren nutzt paramagnetische Molekiile, welche konzentrationsabhangig
die Signalamplitude in NMR-Bildern beeinflussen. Das Eindringen oder die Freisetzung
solcher Molekiile in und aus Kapseln kann durch dynamische NMR-Bildgebung quantitativ
charakterisiert werden, was Ermittlungen von Wandpermeabilitdten ermoglicht.

Die Freisetzung von Inhaltsstoffen aus den Kapseln steht mit den mikroskopischen Strukturen
der Kapselwéande im Zusammenhang. Diese Strukturen werden hier durch bildgebende Mes-
sungen von Relaxationszeiten und Diffusionskonstanten der in den Kapselwéanden vorliegenden
Wassermolekiile charakterisiert. Aus diesen Informationen werden weiterhin Riickschliisse auf

die porosen Strukturen der Wandmaterialien gezogen.
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Grundlagen







2. NMR-Mikroskopie

Das hauptséchliche experimentelle Verfahren, welches im Rahmen dieser Arbeit zur Cha-
rakterisierung von Mikrokapseln dient, ist die bildgebende NMR. Sie ist bekannt aus dem
klinischen Einsatz in Magnetresonanztomographen (auch Kernspintomographen oder kurz
MRT /MRI genannt), wo sie zur Bildgebung in fast allen Bereichen des menschlichen Kérpers
eingesetzt wird. Die Anwendung der aus der klinischen NMR-Bildgebung bekannten Techniken
an NMR-Spektrometern mit hohen Feldstarken wird iiblicherweise als NMR-~Mikroskopie
(auch NMR-Mikrobildgebung) bezeichnet, wobei die ersten Arbeiten dazu im Jahre 1986 von
Aguayo et al. angefertigt wurden [5]. Die unterschiedlichen Bezeichnungen sind dabei darauf
zuriickzufithren, dass mit der NMR-Mikroskopie raumliche Auflésungen in der Groéflenord-
nung von wenigen pm erreicht werden, wohingegen iibliche Auflésungen in der klinischen
Magnetresonanztomographie in der Groflenordnung von 1 mm liegen.

Mit der bildgebenden NMR ist es allgemein moglich, Informationen iiber die rdumliche Ver-
teilung von Atomkernen in einem Objekt zu erhalten. Im Vergleich zu anderen bildgebenden
Methoden, wie der Lichtmikroskopie oder der Rontgentomographie, bietet die bildgebende
NMR allerdings vielseitigere Moglichkeiten der Kontrasterzeugung. Mogliche kontrastbestim-
mende Parameter sind dabei z.B. Spindichten, Relaxationszeiten und Diffusionskonstanten.
Da diese Parameter eng mit physikalischen und chemischen Eigenschaften verkniipft sind, ist
die bildgebende NMR ein hervorragend geeignetes Werkzeug zur Untersuchung verschiedenster
Proben im Hinblick auf ein grofies Spektrum an Fragestellungen.

Die bildgebende NMR, hat sich in den 70er Jahren aus der NMR-Spektroskopie entwickelt.
Sie basiert darauf, dass die Zeeman-Aufspaltungen von Atomkernen durch ortsabhangige
Magnetfelder eine Funktion des Ortes werden. Die grundlegenden Arbeiten dazu wurden
unabhéngig voneinander von Damadian [6] und Lauterbur [7] angefertigt. Im Folgenden
werden die wichtigsten physikalischen Grundlagen der NMR-Bildgebung dargestellt. Die
hier dargebotene Darstellung fundiert dabei auf der sehr viel umfassenderen Beschreibung
der NMR-Mikroskopie von Callaghan [4] und wurde in &hnlicher Form bereits in meiner

Diplomarbeit [8] dargeboten.

2.1. Kernmagnetische Resonanz

Grundlegendes

Das Phianomen der kernmagnetischen Resonanz (NMR, Nuclear Magnetic Resonance) wurde
1946 von Bloch und Purcell [9,10] entdeckt und hat sich seitdem zu einem der wichtigsten
experimentellen Hilfsmittel fiir Physiker, Chemiker, Biologen und Mediziner entwickelt. Die
NMR basiert auf der sogenannten Zeeman-Aufspaltung der Energieniveaus von Atomkernen

mit Spinquantenzahl I > 0 in einem externen Magnetfeld in 27 4+ 1 Niveaus [11]. Im Rahmen
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dieser Arbeit wird ausschliefllich die Zeeman-Aufspaltung von Wasserstoffkernen mit der
Spinquantenzahl I = 1/2 betrachtet. Thre Energiezustinde spalten im Magnetfeld der Stérke
By in zwei Niveaus auf, wobei die Energiedifferenz der Niveaus mit dem kernspezifischen

gyromagnetischen Verhaltnis v und dem Planck’schen Wirkungsquantum A gegeben ist durch

AE = By . (2.1)

Der Spin eines Kerns ist an ein magnetisches Moment i = 'yf gekoppelt. Auf dieses magneti-
sche Moment [ wirkt im Magnetfeld ein Drehmoment, wodurch das magnetische Moment

eine Prézessionsbewegung mit der Larmorfrequenz

wo = vBy (2.2)

um die z-Achse des Magnetfeldes ausfiihrt. Die z-Achse des verwendeten Koordinatensystems
ist dabei i.A. so orientiert, dass sie parallel zu den Feldlinien des By-Feldes liegt. Die Summe
aller magnetischen Momente (i pro Volumen wird als Magnetisierung M bezeichnet. Im
Gleichgewichtszustand zur Zeit ¢ = 0 im magnetischen Feld By = (0,0, B,) besitzt dieser
Vektor nur eine longitudinale Komponente M, (t = 0) = M.

Durch Einstrahlung von Radiofrequenz(RF)-Strahlung der Amplitude B; und Frequenz w; ¢
kénnen Ubergiinge zwischen den Zeeman-Niveaus angeregt werden, wenn das Radiofrequenz-
feld longitudinale Komponenten enthélt. Fiir die Zeit der RF-Einstrahlung préazidiert die
Magnetisierung dadurch im rotierenden Koordinatensystenﬂ mit der Kreisfrequenz wy = vBj
um eine effektive Feldrichtung, die nicht mehr parallel zu By ist. Der Magnetisierungsvektor
erhélt dadurch transversale Komponenten, die auch nach einem Ausschalten der RF-Strahlung
erhalten bleiben. Die Grofle der transversalen Komponenten hangt dabei von der Pulsdauer,
der Pulsleistung und der Frequenzdifferenz w,; — wp ab. Die transversalen Komponenten
werden maximal, wenn der Magnetisierungsvektor vollstdndig in die Transversalebene gedreht
wird. Ein Puls, der dies erreicht, wird dementsprechend als 90°- bzw. /2 -Puls bezeichnet.
In analoger Weise kann die Magnetisierung auch invertiert werden, das heiffit man erhalt die
Magnetisierung M, = —Mj bei verschwindenden Transversalkomponenten. Ein RF-Puls, der
dies erreicht, wird als 180°- bzw. 7 -Puls bezeichnet. Der Winkel, um den die Magnetisierung
von der Ausrichtung entlang der z-Achse durch einen RF-Puls ausgelenkt wird, wird allgemein
als Flipwinkel bezeichnet.

Sobald der Magnetisierungsvektor nach Auslenkung durch einen RF-Puls koh&rente trans-
versale Komponenten enthélt, induziert der vom prézedierenden Magnetisierungsvektor
resultierende Kreisstrom eine Wechselspannung mit der Larmorfrequenz in einer Spule, die
meistens auch zum Senden des RF-Pulses verwendet wird. Die induzierte Spannung zerfallt
exponentiell, da die transversalen Magnetisierungskomponenten ihre Kohéarenz verlieren.
Diese exponentiell abklingende Induktionsspannung in der Spule wird FID (Free Induction

Decay) genannt. Die Spannung ist sehr klein (Groenordnung ~ 1 pV) und verschwindet unter

!Das rotierende Koordinatensystem vereinfacht die Beschreibung der zeitlichen Entwicklung der Magneti-
sierung unter dem Einfluss zeitabhéngiger Magnetfelder, da es mit der Frequenz der RF-Strahlung um die
z-Achse rotiert.
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Umstanden im thermischen Rauschen. Daher ist es oft notwendig, Experimente mehrfach zu
wiederholen und die Signale zu addieren. Da die Starke des FIDs linear mit der Anzahl an
Einzelmessungen (n) anwéchst, wohingegen das Rauschen nur proportional zu y/n anwéchst,
ist so eine Verbesserung des Signal zu Rausch Verhéltnisses (SNR) moglich.

Mit einer Fouriertransformation des FIDs erhalt man ein Spektrum aller in ihm vorhandenen
Frequenzen. Kerne in unterschiedlicher molekularer Umgebung besitzen aufgrund der Abschir-
mung des By-Feldes durch die Elektronen eine leicht unterschiedliche Larmorfrequenz. Dieser
Effekt wird chemische Verschiebung genannt. Anhand der chemischen Verschiebung lassen
sich im Frequenzspektrum also verschiedene Substanzen, Molekiile oder Atompositionen

unterscheiden, was die NMR fiir die chemische Strukturaufklarung interessant macht.
Relaxation und Spin-Echos

Nachdem die Magnetisierung durch einen RF-Puls aus ihrer Gleichgewichtslage ausgelenkt
wurde, relaxiert sie in diese zurtick. Dabei werden zwei Relaxationsmechanismen unterschieden,
die im Folgenden beschrieben werden.

Bringt man eine Probe mit Spin I = 1/2 in ein Magnetfeld oder erzeugt man aus dem
Gleichgewichtszustand mit einem idealen 90°-Puls transversale Magnetisierung, dann sind
anfangs beide Energiezustande gleich stark besetzt und M, = 0. Dies ist allerdings nicht der
Gleichgewichtszustand M, = My. Die Gleichgewichtsmagnetisierung My ist proportional zu

dem Boltzmannfaktor:

hyB N
Moocexp<— i 0>B

) =N (2.3)

Dabei sind N, und Ng die Besetzungszahlen des energetisch niedrigeren bzw. hoheren
Niveaus im Gleichgewicht, kp ist die Boltzmann-Konstante und T' die Temperatur. Fiir ein
Magnetfeld von 14,1 T bei Zimmertemperatur ergibt sich ein Besetzungszahlenverhéltnis von
0,9999. Die Tatsache, dass dieses Verhaltnis sehr nahe bei 1 liegt, erklart auch die geringe
Empfindlichkeit der NMR. Das Besetzungszahlenverhéltnis nahert sich exponentiell dem
Gleichgewichtswert, wodurch M, nach Einbringen der Probe in ein Magnetfeld oder nach
Auslenkung der Magnetisierung aus der Gleichgewichtslage ebenfalls exponentiell anwéchst
und fiir ¢ — oo die Gleichgewichtsmagnetisierung My erreicht. Dieser Prozess wird durch die
Zeitkonstante 717 beschrieben. Fiir die zeitliche Entwicklung der Magnetisierung ergibt sich

empirisch:

M.(t) = M, (1 - e_t/Tl) . (2.4)

Die Energie in Form von Warme zur Erlangung der Gleichgewichtsmagnetisierung stammt
aus der Umgebung bzw. dem Gitter bei Festkorpern, weshalb dieser Prozess Spin-Gitter
Relaxation genannt wird. Andere gebréuchliche Namen sind longitudinale Relaxation oder
T1-Relaxation.

Nach Auslenkung aus der Gleichgewichtslage besitzt der Magnetisierungsvektor wie zuvor
beschrieben transversale Komponenten und prazediert um die z-Achse. Diese transversalen

Komponenten der Magnetisierung zerfallen ebenfalls exponentiell mit der Zeitkonstanten 75
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nach dem empirischen Gesetz

My, (t) = My, (0)e /T2 . (2.5)

Dieser Relaxationsprozess wird als Spin-Spin-Relaxation, transversale Relaxation oder 75-
Relaxation bezeichnet. Es gibt verschiedene Ursachen fiir diesen Relaxationsprozess, wobei
zwischen homogenen und inhomogenen Beitragen unterschieden wird. Zu den inhomoge-
nen Beitragen zahlen die Magnetfeldinhomogenitaten und die chemische Verschiebung. Ihr
Beitrag wird als T3 bezeichnet. Homogene Beitrage sind hauptséchlich die Dipol-Dipol-
Wechselwirkungen benachbarter Kerne, welche auch als natiirliche Beitrége (73) bezeichnet
werden. Im Allgemeinen verlduft die (natiirliche) transversale Relaxation schneller als die longi-
tudinale Relaxation. Dies ist bei Protonen hauptsachlich auf die Dipol-Dipol-Wechselwirkung
zuriickzufithren. Ein Spin kann seine Polarisation auf einen anderen Spin in seiner Umge-
bung iibertragen. Da hierbei die Phaseninformation nicht erhalten bleibt, fiihrt dies zu einer
Dephasierung der Magnetisierung. In Abschnitt findet sich eine genauere quantitative
Beschreibung der Relaxation.

Die homogenen und inhomogenen Beitrége der Relaxationsraten addieren sich zu einem soge-
nannten 7%, welches charakteristisch fiir den Zerfall des FIDs und somit fiir die Linienbreite

im Spektrum ist:

1 1 1

s = T + o (2.6)
Die inhomogenen Beitrage, welche meistens den groiten Einfluss auf den Zerfall der Magne-
tisierung haben, konnen durch einen 180°-Puls refokussiert werden [12]: Unmittelbar nach
Auslenkung der Magnetisierung aus der Gleichgewichtslage prazedieren alle Spins mit der
gleichen Phase um die z-Achse. Aufgrund der Magnetfeldinhomogenititen besitzen Spins an
verschiedenen Orten innerhalb der Probe unterschiedliche Larmorfrequenzen. Sie prazedieren
also mit verschiedenen Geschwindigkeiten um die z-Achse und geraten so nach und nach aufer
Phase. Diese Dephasierung fiihrt zu einer Auffacherung der transversalen Komponenten des
Magnetisierungsvektors bzw. steigender Dekohérenz und damit zum Zerfall der transversalen
Gesamtmagnetisierung. Durch einen m-Puls, der nach einer Zeitdauer 7 nach der Anregung
auf die Probe wirkt, wird effektiv die Umlaufrichtung der einzelnen Magnetisierungsvektoren
umgedreht. Dadurch laufen die zuvor auseinander gedrifteten Magnetisierungsvektoren wieder
zusammen und geraten nach der Echozeit Ty = 27 wieder in Phase. Dadurch bildet sich ein

Spin-Echo (auch Hahn-Echo genannt). Die Amplitude dieses Echos héngt in der Form

S(Tg) = S(0)eTe/T2 (2.7)

von der Echozeit und dem natiirlichen T5 ab und bildet dadurch die Grundlage fiir Experimente
zur Messung der transversalen Relaxationszeit. Weiterhin bilden die Spin-Echos auch die
Grundlage fiir Messungen der Diffusionskonstanten und vieler Verfahren in der bildgebenden
NMR.
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2.2. Bildgebende NMR

Zur Erreichung einer rdumlichen Auflésung in der NMR kann nach Lauterbur die Ma-
gnetfeldabhéngigkeit der Larmorfrequenz genutzt werden [7]. Uberlagert man das statische
Magnetfeld By mit einem Magnetfeldgradienten é, so wird die Larmorfrequenz ortsabhingig
und das resultierende NMR-Spektrum entspricht der Projektion der Magnetisierung M (7)
auf die der Richtung des Gradienten entsprechende Ortsachse [13].

Der Magnetfeldgradient ist im Allgemeinen ein Tensor 2. Stufe, wobei die Tensorelemente die
rdumliche Abweichung vom statischen Magnetfeld By beschreiben. Wenn man davon ausgeht,
dass das zusétzliche Feld des Gradienten klein gegeniiber dem statischen Feld ist, kann der
Tensor zu einem Vektor vereinfacht werden, der nur die Elemente des Tensors beinhaltet, die

entlang von By wirken:

G <8BZ 0B, 0B,

ox ' oy 0z ) = (G Gy G) (28)

Fiir die Larmorfrequenz eines Spins am Ort 7 bei Anwesenheit eines Gradienten gilt folgender

Zusammenhang:

wo(7) = —y(Bo + G - 7). (2.9)

Betrachtet man das Zeitsignal S (é ,t) aus einem Volumen V' der Probe mit der ortsabhéngigen
Magnetisierung M (7) in Abhéngigkeit von der Gradientenstiarke im rotierenden Koordinaten-

system, so gilt

M (F)e “tdV

M(P)eCrtqy . (2.10)

S S

Fiihrt man nun den Wellenvektor &k = 'yé7ﬁ ein, so gelangt man zu
S(F) = / MFeRqy . (2.11)
14

Hier erkennt man, dass das Zeitsignal im k-Raum der (inversen) Fouriertransformation
der ortsabhangigen Magnetisierung entspricht. Durch eine Fourier-Ricktransformation des

Zeitsignals erhdlt man somit eine Projektion der Magnetisierung auf die Ortsachse 7.
2.2.1. Zweidimensionale Ortskodierung

Um ein zweidimensionales NMR-Bild zu erhalten ist es notig, verschiedene Verfahren der
Ortskodierung zu kombinieren. Erfolgt die Datenaufnahme eines Echos bei einem aktiven
Gradienten, so erhélt man als Zeitsignal nach Glg. die Projektion der fouriertrans-

formierten Magnetisierung entlang der Raumrichtung des Gradienten. Man spricht hierbei
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von Frequenzkodierung. Eine andere Moglichkeit zur Ortskodierung bietet die Phasenko-
dierung. Dabei wird vor der Datenaufnahme wahrend der Evolution der Magnetisierung
ein zum Frequenzkodiergradienten (welcher auch als Lesegradient bezeichnet wird) ortho-
gonaler Phasenkodiergradient der Dauer 7,445 und Stiarke Gppqse geschaltet. Durch diesen

Phasenkodiergradienten erhélt die Magnetisierung den Phasenfaktor

90(7:‘) = VféphaseTphase ) (2.12)

wodurch sich das Zeitsignal des Echos im k-Raum veriindert zu:
S(F) = / M (R Fee®) gy (2.13)
14

Die Rekonstruktion eines zweidimensionalen Bildes wird dadurch ermoglicht, dass eine Reihe
von Echos in Anwesenheit von Lesegradienten aufgenommen wird, wobei die Starke des
Phasenkodiergradienten bei konstantem Frequenzkodiergradienten 2" mal inkrementiert
wird. Diese Methode wird als Spinwarp- oder Spin-Echo-Bildgebung bezeichnet. Durch eine
zweidimensionale Fouriertransformation des k-Raums wird so ein zweidimensionales Abbild

der Magnetisierung erhalten.
2.2.2. Schichtselektion

Zur Erlangung einer Ortsauflosung in einer dritten Dimension kann eine Schichtselektion
verwendet werden. Durch die Anregung mit einem selektiven Puls in Anwesenheit eines
Schichtselektionsgradienten G kOnnen gezielt Spins in bestimmten rdaumlichen Bereichen
angeregt werden. Zur selektiven Anregung werden die Pulse meistens mit einer sinc-Funktion

moduliert. Die sinc-Funktion ist definiert iiber

sin(t)

; (2.14)

sinc(t) =

und ist sehr gut fiir eine selektive Anregung geeignet, da ihre Fouriertransformierte eine
Rechteckfunktion ist. Durch einen sinc-Puls werden also nur die Spins angeregt, deren
Larmorfrequenz in das Frequenzfenster w; = wp £+ Z’T—QA” fallt. Dabei bezeichnet Av die
Bandbreite des sinc-Pulses, welche proportional zu der inversen Zeitdauer des Pulses ist.
Wird ein solcher sinc-Puls gleichzeitig mit einem Gradienten der Starke G ;.. geschaltet, so

ergibt sich fiir die angeregte Schichtdicke entlang der Gradientenrichtung

Az ~ 2rAv .
7Gslice

(2.15)
Die Lage der Schicht entlang der Gradientenachse wird durch Variation der Pulstragerfrequenz
wo eingestellt.

2.2.3. Die Spin-Echo-Bildgebungssequenz

Kombiniert man die Schichtselektion mit der zweidimensionalen Ortskodierung, ergibt sich
die in Abb. dargestellte typische Spin-Echo-Bildgebungssequenz (auch Spinwarp-Sequenz

genannt). Da diese Sequenz in der Regel die beste Bildqualitét liefert ist sie eine der am
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2.2. Bildgebende NMR

Abbildung 2.1.: Spin-Echo-Pulsssequenz zur Durchfithrung der bildgebenden NMR.

haufigsten verwendeten Bildgebungssequenzen in der klinischen MRT und wurde mit klei-
nen Modifikationen auch im Rahmen dieser Arbeit fiir viele Messungen verwendet. Hier
erzeugt ein initialer 90°-sinc-Puls in Anwesenheit eines Schichtselektionsgradienten transver-
sale Magnetisierung in einer bestimmten Schicht entlang der z-Achse. Nach der selektiven
Anregung wird ein Kompensationsgradient mit umgekehrtem Vorzeichen gegeniiber dem
Schichtselektionsgradienten geschaltet. Dieser hat die Funktion, die wahrend der selektiven
Anregung durch den Schichtselektionsgradienten dephasierte Magnetisierung zu rephasieren.
Da die Dephasierung in erster Naherung erst einsetzt, wenn der sinc-Puls seine maximale
Amplitude erreicht, muss das Integral des Kompensationsgradienten der Halfte des Integrals
des Schichtselektionsgradienten entsprechen. Gleichzeitig mit dem Kompensationsgradienten
wird auch ein Gradient in x-Richtung geschaltet. Dieser dient als Rephasierungsgradient fiir
die erste Halfte des Lesegradienten, der wahrend der Datenaufnahme des Echos geschaltet
wird, um eine Ortsauflésung in x-Richtung zu erhalten. Aufgrund der Trennung der De- und
Rephasierung durch einen 180°-Puls besitzen die Gradienten hier das gleiche Vorzeichen.
Der zusétzlich auch noch aktive y-Gradient dient als Phasenkodiergradient. Die transversale
Magnetisierung wird im Abstand Tx/2 zum 90°-Puls durch einen schichtselektiven 180°-Puls
refokussiert, so dass sich im Abstand Tr zum 90°-Puls ein Echo bildet. Dieses Echo wird
bei einem aktiven Lesegradienten detektiert. Fiir die Ortskodierung in y-Richtung ist es
notwendig, dass die Pulssequenz mehrfach mit unterschiedlich starken Phasenkodiergradienten
durchlaufen wird, wodurch jedes Echo einen anderen Phasenfaktor erhélt. Die Zeitdauer
zwischen den Anregungen durch 7/2-Pulse wird dabei als Repetitionszeit T bezeichnet (siehe
Abbildung [2.2).

In den mit einer Spinwarp-Sequenz aufgenommenen NMR-Bildern gilt fiir die Signalamplitude

S(7) in erster Naherung der Zusammenhang

T

S0 = 8o ot - 5 - (1= ) (07 (2.16)
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Abbildung 2.2.: Schemenhafte Darstellung zum Timing von Spin-Echo Bildgebungs-
Experimenten (ohne Gradienten).

Dabei stellen p(7) und D(7) die ortsabhéngigen Spindichten bzw. Diffusionskonstanten dar.
Durch eine geeignete Wahl der Bildgebungs-Parameter Tr und T lassen sich somit Kontraste
in den NMR-Bildern erzeugen, die mit den physikalischen und chemischen Eigenschaften
der Probe zusammenhéangen. Wenn es erwiinscht ist, ein reines Abbild der Spindichte zu
erhalten, wahlt man beispielsweise Tr > T und T < To. Will man ein Bild aufnehmen,
dass Kontrast zwischen Bereichen mit unterschiedlichen Relaxationszeiten aufzeigt, so wéhlt
man Tr ~ 11 (T1-Gewichtung) bzw. T ~ Ty (T5-Gewichtung).

2.2.4. Auflésung und ,field of view*

Der nach einer zweidimensionalen Fouriertransformation des Datensatzes abgebildete Bild-
ausschnitt wird als FOV (field of view) bezeichnet. Fiir die Frequenzkodierung ergibt sich
das FOV folgendermafien:

27
7G7'eadAt .

Dabei bezeichnet At die Abtastrate, also den Zeitabstand zwischen zwei digitalen Daten-

FOVjyeq = (2.17)

punkten der Echoaufnahme. Bei der Phasenkodierung ergibt sich das FOV zu

2

FOV puse = .
phase ’YAGphaseTphase

(2.18)

AGphase ist hier die Schrittweite der Gradienteninkrementierung, und somit mafigebend fiir
das FOV, da Tppqse meistens konstant ist.

Die digitale Auflésung des Bildes ist definiert als

_ FOV
=

Im Falle der Phasenkodierung entspricht N hier der Anzahl an Gradienteninkrementen. Bei

Az (2.19)

der Frequenzkodierung entspricht N der Akquisitionsldnge. Eine Verbesserung der Auflésung
in der Dimension der Phasenkodierung bei konstantem FOV geht also immer mit einer

Erhohung der Messzeit einher. So bendtigt man beispielsweise fiir eine Verdoppelung der
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2.2. Bildgebende NMR

transversalen Auflésung in der Ebene eine 16-fach héhere Anzahl an Akkumulationen, um ein
identisches SNR zu erhalten. Durch ein zero-filling, d. h. eine Vergroflerung des k-Raums durch
symmetrische Addition von Nullen am Rand, kann die digitale Aufldsung ohne den Nachteil
einer langeren Messzeit verbessert werden, was in gewissen Grenzen zu einer Steigerung der
Bildqualitat fithrt [14].

Neben der digitalen Auflésung spielt die physikalische Auflésung eine wichtige Rolle. Die
physikalische Auflésung wird einerseits durch Eigenschaften der Probe wie die T5-bedingte
Linienbreite, der chemischen Verschiebung, den Diffusionsprozessen oder Suszeptibilitatsun-
terschieden begrenzt. Andererseits haben auch instrumentelle Faktoren wie Magnetfeldinho-
mogenitdten, RF-Inhomogenititen, Nichtlinearitdten der Gradienten und das Signal /Rausch-
Verhéltnis einen begrenzenden Einfluss auf die Auflésung. Liegen die digitalen Auflésungen
in der Groéflenordnung von 10 pm, dann ist hauptséchlich das Signal zu Rausch Verhéltnis
(SNR) der begrenzende Faktor fiir die physikalische Auflosung [15]. Das SNR lésst sich jedoch
durch eine Akkumulation vieler Messungen pro Phasenkodierschritt erhéhen. Daher wird
die physikalische Auflésung im Folgenden vernachlassigt und stets die digitale Auflésung der
Bilder angegeben.

2.2.5. Hier verwendete Verfahren zur schnellen Bildgebung

Die Aufnahme von NMR-Bildern mit Spin-Echo-Sequenzen bendtigt meistens relativ lange
Messzeiten. Um beispielsweise ein Bild der Auflosung 10 pum bei einem FOV von 6 mm
aufzunehmen, sind bei einer 4-fachen Signalakkumulation und einer Repetitionszeit von 5s
fast 3 Stunden nétig. Zur Ermdéglichung schnellerer Bildaufnahmen und zur Vermeidung von
Bewegungsartefakten sowie der Erhohung der zeitlichen Auflésung sind daher Verfahren zur

schnellen Bildgebung notwendig.
Mehrschichtbildgebung

Die Maximierung der Signalamplitude in NMR-Bildern erfordert, dass meistens Repetitionszei-
ten verwendet werden, die der drei- bis flinffachen longitudinalen Relaxationszeit entsprechen.
Da T3 oft in der Gréflenordnung von einer Sekunde liegt, wird die Aufnahme eines Bildes bei
hoher Auflésung entsprechend zeitaufwendig. Wenn es erwiinscht ist, dass die Bildaufnahme in
mehreren parallelen Schichten einer Probe erfolgen soll, bietet die Mehrschichtbildgebung eine
Moglichkeit zur Reduzierung der Gesamtmesszeit. Hierbei wird ausgenutzt, dass die Repetiti-
onszeiten meistens sehr viel langer sind als die Echozeiten. Da die Magnetisierungen nur in
den angeregten Schichten relaxieren, konnen innerhalb der Repetitionszeit weitere Schichten
angeregt werden und von ihnen Bilder aufgenommen werden. Hierbei muss darauf geachtet
werden, dass sich benachbarte Schichten nicht tiberlappen. Dies ist allerdings aufgrund der
Pulsimperfektionen nicht zu erreichen. Mit einer durchdachten Abfolge der Schichtanregungen,
bei der benachbarte Schichten mit maximalem zeitlichen Abstand angeregt werden, lassen

sich die ["Jberlappungen jedoch minimieren.
FLASH-Bildgebung

Eine weitere Methode zur Minimierung der Aufnahmedauer ist die Verwendung von kleinen

Flipwinkeln zur Anregung der Magnetisierung [16]. Diese Methode wird auch héaufig in der
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Abbildung 2.3.: FLASH-Pulssequenz zur schnellen Durchfithrung der NMR-Bildgebung.

klinischen NMR-Bildgebung verwendet und als FLASH (Fast Low Angle Shot) bezeichnet.
Hier wird die Reduzierung der Messzeit dadurch erreicht, dass sehr kurze Repetitionszeiten
verwendet werden. Wie schon erwahnt, filhren kurze Repetitionszeiten zu einer Abschwéchung
der Signalamplitude, da die Magnetisierungen nicht vollstindig relaxieren kénnen. Diese un-
vollstandige Relaxation kann jedoch dadurch umgangen werden, dass die Magnetisierungen bei
der Anregung mit Flipwinkeln 6 < 90° angeregt werden. Da die longitudinale Magnetisierung
in diesem Fall nach der Auslenkung nicht verschwindet, verlauft ihr Wiederaufbau entspre-
chend schneller. Fiir beliebige Flipwinkel ergibt sich fiir die Signalamplitude in Abhéngigkeit
von der Repetitionszeit und der longitudinalen Relaxationszeit unter Vernachlassigung der

transversalen Relaxation die sogenannte Ernstformel [17]:

S=25- B a— sinf . (2.20)
1—e T1cost
Aus dieser Gleichung ergibt sich der Flipwinkel, fir den die Signalamplitude bei gegebener

Repetitionszeit maximal wird:

Tr

cos=e T1 . (2.21)

Um moglichst kurze Repetitionszeiten erreichen zu kénnen, wird bei der FLASH-Bildgebung
auf die Erzeugung von Spin-Echos verzichtet. Stattdessen werden Gradientenechos erzeugt,
wodurch sich eine hohe Sensitivitat der Bildgebung gegeniiber Magnetfeldinhomogenitaten
ergibt und die Bilder somit 75-gewichtet sind. Die vollstandige FLASH-Bildgebungssequenz
ist in Abb. [2.3] dargestellt.
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3. Mikrokapseln

Dieses Kapitel dient dazu, die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Proben vorzustellen.
Dazu werden die Griinde fiir das Studium der hier verwendeten Art von Mikrokapseln
motiviert und weiterhin wird eine Beschreibung der Kapselmaterialien und -Herstellung
dargeboten. Diese Darstellungen basieren dabei zum Teil auf fritheren Ausfihrungen in
meiner Diplomarbeit [8] und auf der sehr viel ausfithrlicheren Beschreibung der Mikrokapseln

in der Dissertation von Dr. Sabine Leick [1§].

3.1. Grundlegendes und Motivierendes zur Mikroverkapselung

Unter Mikroverkapselung versteht man die Technologie des Verpackens von fliissigen, festen
oder gasformigen Materialien in kleine, abgedichtete Kapseln, die ihren Inhalt kontrolliert und
unter Einfluss spezifischer Voraussetzungen freisetzen [2]. Die dazu verwendeten Mikrokapseln
bestehen im Allgemeinen aus einer semipermeablen, sphéarischen, diinnen und festen Mem-
bran, die einen festen (Matrixkapsel, Vollkapsel oder Bead) oder fliissigen Kern (Hohlkapsel)
umschliefit [1]. Die Durchmesser dieser Kapseln umfassen die Gréfenordnungen von einigen
Mikrometern bis hin zu wenigen Millimetern. Um den Einsatz in der Lebensmitteltechnik
oder in der Pharmazeutik zu ermoglichen, miissen die Kapselmaterialien verschiedene Anfor-
derungen erfiillen. Dazu zdhlen die biologische Abbaubarkeit, Ungiftigkeit, Biokompatibilitét,
Genieibarkeit und die Basierung auf natiirlichen Rohstoffen [19]. Zusétzlich wéren zur Her-
stellung der Kapseln milde Reaktionsbedingungen und niedrige Temperaturen von Vorteil.
Diese Anforderungen werden beispielsweise von den hier verwendeten Biopolymeren Pektinat
und Alginat erfillt.

Mikrokapseln besitzen vielseitige Anwendungsmoglichkeiten. Sie dienen unter anderem in
der pharmazeutischen Industrie und der Lebensmitteltechnik als ,,Drug-Delivery-Systeme “
zur Speicherung und dem Schutz von empfindlichen Stoffen, ibernehmen den Transport von
speziellen Substanzen zu bestimmten Wirkorten und werden fiir die dosierte Freigabe von
Medikamenten eingesetzt [20]. Der Schutz und die Freisetzung des Wirkstoffes hingen dabei
von der chemischen und mechanischen Stabilitdt der Membran und ihrer Durchlassigkeit
fiir Wirk- und Schadstoffe ab [21]. Des Weiteren bieten Mikrokapseln eine vielversprechende
Moglichkeit zur immunoisolierten Transplantation menschlicher Zellen bei der Behandlung
von Krankheiten wie Diabetes und Parkinson [22].

Die hier verwendeten Kapseln sollen dem Zweck dienen, Wirkstoffe gezielt zum Darm zu trans-
portieren und sie dort freizusetzen. Zur Freisetzung aus Mikrokapseln existieren verschiedene
Wege, wie beispielsweise das mechanische Zerbrechen, die Diffusion durch die Kapselhiille,
das Auflésen der Membran unter Einwirkung von Enzymen oder Sduren/Basen und der osmo-

tische Druck [1,23]. Von den genannten Mechanismen wird hier die pH-gesteuerte Freisetzung
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Abbildung 3.1.: Chemische Struktur der Mannuronsdure-Blocke (a) und Guluronsdure-
Blécke (b) der Alginsaure [1§].

verwendet, da im Magen-Darm-Trakt ein grofler Gradient des pH-Werts von pH = 1 im
Magen bis pH = 7,5 im Enddarm vorliegt. In pharmazeutischen Produkten werden fiir diesen
Zweck haufig magensaftresistente Acrylpolymere verwendet. Da die hier verwendeten Kapseln
fir den Einsatz im Lebensmittelbereich angedacht sind, konnen die fiir die Anwendung in
Lebensmitteln nicht zugelassenen Acrylpolymere jedoch nicht verwendet werden [24].

Fiir den Einsatz der Kapseln in Lebensmitteln wird hier daher auf natiirliche Polysaccharide
als Grundstoff der Kapseln zurtickgegriffen. Im speziellen werden die Polysaccharide Pektin
und Alginat verwendet, da sie ein ausgezeichnetes Geliervermdgen besitzen und unter sehr
milden chemischen Bedingungen zu verarbeiten sind. Da gelierte Polysaccharide jedoch eine
hohe Durchléssigkeit fiir kleine bis mittelgrole Molekiile aufweisen 25|, miissen die Kapseln
mit zusatzlichen Materialien beschichtet werden, um so ihre Durchlassigkeit zu vermindern.
Typische Beschichtungsmaterialien sind beispielsweise Eudragite, Chitosan oder Poly-L-
Lysin [24)26,,27]. Hier wird allerdings auf das natiirliche Polymer Schellack zuriickgegriffen,
welches bereits als Beschichtungsmaterial fiir die darmspezifische Freisetzung in der Medizin-
und Lebensmitteltechnik eingesetzt wird [28,29]. Die Anwendbarkeit des Schellacks zur
Beschichtung basiert hier auf seiner Eigenschaft der pH-abhéngigen Prezipitation, wodurch er
im sauren Milieu des Magens eine feste Ummantelung bildet und sich im basischen Bereich

des Darms auflost.

3.2. Materialien der Kapseln

Die im Rahmen dieser Arbeit behandelten Kapseln besitzen meistens einen fliissigen Kern,
der von einer Hiille (Kapselwand, Membran) aus den gelierten Polysacchariden Pektin oder
Alginat umgeben ist. Weiterhin findet sich auf vielen der hier verwendeten Kapseln eine
weitere externe Schicht aus dem Beschichtungsmaterial Schellack. Auf die Eigenschaften der

verwendeten Materialien wird im Folgenden eingegangen.

3.2.1. Alginat

Alginate, die Salze der Alginséure, sind Hauptbestandteile der Zellwéinde von Braunalgen und
werden auch aus diesen fiir industrielle Zwecke gewonnen. Alginat ist ein lineares Copolymer

von 1,4-verlinkter S-D-Mannuronsdure (M) und 1,4-verlinkter a-L-Guluronsaure (G) [30].
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Abbildung 3.2.: Vereinfachte Darstellung der Calciumalginat-Gelbildung [32] (a) sowie
schematische Darstellung der Calcium-Koordination nach dem ,egg-box “-Modell

18](b).

Diese beiden Uronsduren sind in heteropolymeren (MG) und homopolymeren Blécken (MM
oder GG) angeordnet. Die GG-Blocke bilden eine Zick-Zack-Struktur, wohingegen die MM-
und MG-Blocke linear angeordnet sind (siehe Abb. . Als Salz mit einwertigen Kationen
wie z.B. Nat ist Alginat wasserloslich. Diese Losungen sind hochviskos und werden daher als
Verdickungsmittel in der Nahrungsmittelindustrie eingesetzt. In Verbindung mit zweiwertigen
Kationen wie z.B. Ca?* geliert Alginat zu einem ionotropen Hydrogel.

Diese Gelierung, das heifit die Bildung eines dreidimensionalen Netzwerkes, beruht auf der
Einlagerung der zweiwertigen Kationen in die Zick-Zack-Struktur der GG-Blocke. Kommt
Alginat in Kontakt mit gelosten Calcium-Kationen, so diffundieren diese in die Zwischenrdume
der Alginatmakromolekiile und verdrangen dort die vorhandenen einwertigen Kationen. Die
zweifache positive Ladung der Ionen ermoglicht eine Vernetzung benachbarter GG-Blocke
durch die Bildung eines Chelat-Komplexes zwischen den Sauerstoffatomen des Alginats und
den Kationen, was zur Ausbildung sogenannter ,,egg-box “-Strukturen fithrt [31] (vgl. Abb.
. Der Guluronsaure-Anteil ist also mafigebend fiir die Stabilitdt des Gels.

Die Struktur des Gels héngt von vielen Faktoren ab, wie der Konzentration des Alginats, dem
Guluronsiureanteil und dem Molekulargewicht des Alginats, der Ca?t-Konzentration, der
Temperatur, dem pH-Wert und dem Druck [33]. Das Hydrogel hat keine homogene Struktur,
sondern besitzt eine Vielzahl von Bereichen mit unterschiedlich organisierten Strukturen,

deren Poren- bzw. Kapillargréfien in einem Bereich von 5 bis 200 nm variieren [34]. An der
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Abbildung 3.3.: Chemische Struktur des Pektins [18].

Phasengrenze zwischen der Alginatlésung und dem Elektrolyt ist die Membran am dichtesten
und weist eine einheitliche Porengréfie auf. In gréferer Entfernung zur Phasengrenze éndert
sich die Anordnung der Alginatmolekiile, womit eine Zunahme der Porengréfie einhergeht
und der Wassergehalt im Gel steigt. Durch die porose Gelstruktur wird die Diffusion von
Molekiilen durch das Gel eingeschréankt bzw. verhindert, wobei die Starke der Einschrankung
von der Grofle der diffundierenden Molekiile abhéngt.

Aufgrund seiner biologischen Abbaubarkeit findet Alginat vor allem in der Kosmetik-, Pharma-
und Lebensmittelindustrie Verwendung [34]. So wird Alginat in der Medizin beispielsweise zur
Herstellung von Wundauflagen, chirurgischen Nahtfaden und Gebissabdriicken sowie als Hiill-
material flir Mikrokapseln verwendet. Neben der Anwendung zur kontrollierten und verzoger-
ten Freisetzung von Wirkstoffen werden Mikrokapseln aus Alginat in der Biotechnologie zur
Immobilisierung von Zellen und Enzymen eingesetzt, um Untersuchungen und Manipulationen
zu vereinfachen. Ein weiteres Anwendungsgebiet ist die Moglichkeit der immunoisolierten
Transplantation von Zellen und Gewebeteilen, insbesondere von Langerhans’schen Zellen bei

Diabetes-Patienten oder Dopamin produzierenden Zellen bei Parkinson-Patienten [35].

3.2.2. Pektin

Pektin ist ein lineares, heterogenes Polysaccharid und ist hauptséchlich aus 1,4-glykosidisch
verkniipften a-D-Galacturonséure-Einheiten aufgebaut [36]. Wie in Abb. zu erkennen
ist, konnen die Carboxylgruppen des Pektins als Methylester oder Carboxamidgruppen
vorliegen [37]. Je nach Grad der Veresterung unterteilt man Pektine daher in hoch- und
niederveresterte Pektine. Zu finden ist Pektin in Zellwdnden pflanzlicher Zellen, wo sie den
Wasserhaushalt regulieren und wichtige Stiitz- und Festigungsfunktionen {ibernehmen [38].

Ebenso wie Alginate bilden die Pektine mit zweiwertigen Kationen oder durch die Zuga-
be von Saure nach dem ,egg-box“-Modell Hydrogele, wobei das Gelbildungsvermogen mit
steigendem Molekulargewicht zunimmt und mit steigendem Veresterungsgrad abnimmt [39).
Das Gelbildungsvermégen kann weiterhin durch die Einfilhrung von Amidgruppen gesteigert
werden. Aufgrund der einfachen Gelierung des Pektins findet es als Gelier- und Stabilisations-
mittel Anwendung in der Lebensmittel- und Pharmaindustrie, z.B. fiir die Herstellung von

Marmeladen und Gelees.
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Aleuritinsaure Jalarinsaure Schellolsaure

Abbildung 3.4.: Chemische Strukturen der am héufigsten in Schellack vorkommenden
Carbonsduren [18].

3.2.3. Schellack

Schellack ist ein Naturharz und besteht aus einer Mischung von aliphatischen und alizykli-
schen Séauren sowie ihren Polyestern [40]. Die Hauptbestandteile sind dabei die in Abb.
dargestellten Carbonsaduren Aleuritinsaure, Jalarinsdure und Schellolsdure [41]. Gewonnen
wird Schellack aus den Exkrementen der in Asien vorkommenden Lackschildlaus Kerria
Lacca 42].

Schellack 16st sich sehr gut in Alkoholen, Glykolen, organischen S&duren und Aminen, wohin-
gegen es in Wasser und Olen iiblicherweise nicht 16slich ist. Durch eine Alkalizugabe oder ein
Erwéarmen kann die Wasserloslichkeit jedoch deutlich erh6ht werden [42]. Darauf basiert auch
der Einsatz von Schellack als magensaftresistentes Uberzugsmittel in der Pharmazeutik [29].
Im sauren Milieu des Magens 16st sich der Schellack nicht auf und bleibt fest, wohingegen er
sich im schwach basischen Milieu des Darms jedoch auflost.

Da Schellack physiologisch unbedenklich sowie geruchs- und geschmacklos ist, wird es haufig
als Beschichtungsmittel (beispielsweise fiir Kaugummis und Dragees) oder Verdunstungs-
schutz fiir Friichte in der Lebensmittelindustrie eingesetzt [43]. Neben der Anwendung im
Lebensmittel- und Pharmaziesektor ist Schellack auBerdem durch den Einsatz als Bindemittel

in Schallplatten bekannt.

3.3. Praparation der Kapseln

3.3.1. Reine Hydrogel-Kapseln

Durch die Gelierung mit zweiwertigen Kationen lassen sich zwei verschiedene Arten von
Kapseln aus den Polysacchariden Pektin und Alginat herstellen. Dies sind zum einen Ma-
trixkapseln (auch Beads oder Vollkapseln genannt), bei denen die gesamte Kapsel aus dem
gelierten Polysaccharid besteht, und zum anderen fliissig gefiillte Hohlkapseln, bei denen nur
die Kapselwand aus festem Hydrogel besteht. Obwohl Matrixkapseln eine bessere mechanische
Festigkeit sowie eine ldngere Haltbarkeit aufweisen, eignen sich fliissig gefiillte Kapseln besser
zum Transport von Wirkstoffen, da dort Wechselwirkungen der Fiillstoffe mit dem Verkap-
selungsmaterial minimiert werden und zudem ein besserer Massetransfer der Inhaltsstoffe
erreicht wird [44].

Das wesentliche Prinzip der Herstellung beider Kapselarten ist in Abb. fir Alginat als
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Polysaccharid skizziertE Zur Herstellung von Hohlkapseln wird eine Calciumchlorid-Losung
in eine Alginat-Losung eingetropft. Sobald die Oberfliche des Tropfens in Kontakt mit der
Alginat-Losung gerét, diffundieren die Calciumiuonen aus dem Tropfen in die Alginat-Losung
und initiieren sofort die Gelbildung. Die Membran der Kapsel wird also mit fortschreitender
Zeit immer dicker, bis die Kapsel aus der Calciumchlorid-Losung entfernt wird, oder das
Tropfeninnere an Calciumionen soweit verarmt ist, dass keine weiteren Vernetzerionen mehr
fiir die Gelbildung vorhanden sind. Das Innere der Kapsel bleibt fliissig, da das Alginat
nicht durch die bereits gebildete Membran ins Kapselinnere diffundieren kann. Der Innen-
durchmesser der so hergestellten Kapseln entspricht dabei etwa dem Innendurchmesser des
eingebrachten Tropfens. Matrixkapseln erhilt man dahingegen, indem eine Alginat-Losung in
eine Calciumchlorid-Losung getropft wird. Bei diesem Verfahren diffundieren die Calciumionen
der dufleren Phase in den Alginat-Tropfen und sorgen dort fiir eine vollstdndige Gelierung,
wodurch man Matrixkapseln mit einem festen Kern erhalt.

In einem Herstellungsprozess werden ungefihr 10 Kapseln gleichzeitig hergestellt. Um deren
Aggregation zu vermeiden, muss die Losung stdndig mit einem Magnetrithrer geriihrt werden.
Die Fallhohe der Tropfen betragt etwa 2 cm, um zu gewahrleisten, dass ein sphéarischer Tropfen
und somit auch eine sphérische Kapsel gebildet wird. Zur Vereinfachung der Bildung von
spharischen Kapseln werden der Vernetzerlosung weiterhin 50 % Glycerin zugesetzt. Nach
einer bestimmten Zeit (Gelierzeit), die meistens zwischen 0,5 und 4 Minuten liegt, werden die
Kapseln aus der Losung mittels Filtration entfernt und anschliefend mit doppelt destilliertem
Wasser gewaschen. Der Waschprozess sorgt fiir einen sofortigen Abbruch des Gelierungsprozes-
ses, indem die Alginatlésung entfernt und ein Aneinanderhaften der Kapseln unméglich wird.
Zur Stabilisierung der Membranen durch Vervollstandigung des Polymerisations-Prozesses
werden die Kapseln anschlieBend in eine CaCls-Losung gegeben. Diese Losung dient auch als
Aufbewahrungs-Medium fiir die Kapseln.

Ist die Verkapselung eines bestimmten Inhaltsstoffs in fliissig gefiillten Kapseln erwiinscht, so
wird dieser einfach in der benotigten Konzentration in der Vernetzerlosung gelost, wodurch
er wahrend der Gelierung im Kapselkern eingeschlossen wird. Bei einigen der hier studierten
Kapseln wurde ein Heidelbeerextrakt (Kaden Biochemicals, Hamburg, Produkt-Nr.: 600761)
verkapselt, der eine hohe Konzentration an pharmazeutisch interessanten Anthocyanen auf-
weist.

Die hier verwendeten Alginatkapseln wurden aus dem Natrium-Alginat MANUGEL DMB
(G63)(ISP, Deutschland) hergestellt, welches einen Guluronsdure-Anteil von 63 Prozent
enthélt. Die Pektinatkapseln wurden aus dem Pektinamid Pectin amid AU-L 027/09 (Herbstreith
& Fox, Deutschland) hergestellt.

3.3.2. Komposit-Kapseln

Da die Diffusion in Alginat- und Pektinatgelen fiir niedermolekulare Substanzen der freien Dif-
fusion in Wasser entspricht [45], miissen die Kapselwénde zur Erméglichung einer verzogerten
Freisetzung modifiziert werden. Dies kann wie hier beschrieben dadurch geschehen, dass dem

Hydrogel der Kapselwiande das Additiv Schellack hinzugesetzt wird, wodurch man Komposit-

!Die Herstellung von Pektinatkapseln erfolgt analog.
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Abbildung 3.5.: Schematische Darstellung der Herstellung von Hohlkapseln (a und c)
und Matrixkapseln (b und d) aus Calciumalginat @

kapseln erhalt. Die Praparation der Kompositkapseln erfolgt grofitenteils analog zum zuletzt
beschriebenen Verfahren. Die Unterschiede liegen nur darin, dass der Polysaccharid-Losung
Schellack zugesetzt wird. Zudem muss die Vernetzerlosung auf einen sauren pH-Wert einge-
stellt werden. Dadurch kommt es zu einer sdureinduzierten Ausféllung von Schellack wahrend
der Membranbildung. Die festen Schellack-Partikel werden demnach in der Gelmembran

eingeschlossen.

3.3.3. Extern beschichtete Kapseln

Eine weitere Moglichkeit zur Verzogerung der Freisetzung besteht darin, die Kapseln mit
einer zusatzlichen Schicht aus Schellack zu versehen. Dazu werden die nach Abschnitt [3.3.1]
hergestellten reinen Hydrogel-Kapseln in eine saure Calciumchlorid-Losung gegeben, wodurch
sich im fliissigen Kapselkern ein saurer pH-Wert (pH = 1 bis 3) einstellt. Diese Kapseln
werden anschliefend in eine Beschichtungs-Losung gegeben, welche neben Wasser meistens
20 % ammoniakalische Schellack-Losung und 5 bis 10 % Glycerin oder Polyvinylpyrrolidon
(PVP) als Weichmacher enthélt. Durch die Diffusion der Wasserstoffionen aus der Kapsel in

die umgebende Beschichtungslosung fallt der Schellack am duleren Rand der Kapseln aus und
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bildet dort eine zuséatzliche feste Schicht. Die Beschichtungszeit, das heifit die Verweildauer
der Kapseln im Beschichtungs-Bad, betragt zwischen 3 und 20 Minuten. Nach der Praparation
werden die Kapseln in einer Calciumchlorid-Losung gelagert, welche auf den selben pH-Wert
eingestellt ist, der auch zuvor bei der Beschichtung verwendet wurde.

Als ammoniakalische Schellack-Losung wurde SSB Aquagold der Firma SSB Stroever Schellack

(Bremen) verwendet. Dieses besitzt einen Feststoffanteil von 25 % und einen pH-Wert von 7,5.
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Teil 1.

Morphologie, Permeabilitat und
Stabilitat der Mikrokapseln
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4. Charakterisierung des Einflusses
unterschiedlicher Praparationen auf die
makroskopischen Strukturen der
Mikrokapseln

Durch die Moglichkeit der NMR-Mikroskopie, Proben mit einer Vielzahl kontrastbestimmen-
der Parameter bildgebend zu charakterisieren, bietet Sie ein grofies Potential zur Untersuchung
von Mikrokapseln. Die Materialien, aus denen die hier untersuchten Mikrokapseln bestehen,
zeichnen sich in NMR-Bildern durch einen materialabhangigen Kontrast zum umgebenden
wassrigen Medium aus. Daher ist es moglich, durch die bildgebende NMR, Mikrokapseln
hinsichtlich ihrer geometrischen Struktur zu charakterisieren. Dazu zéhlen unter anderem
FEigenschaften wie die Membrandicke, der Kapseldurchmesser sowie die Dicke unterschiedlicher
Membranschichten. Im Gegensatz zu experimentellen Techniken, die auf der Lichtmikroskopie
basieren [46], konnen die Kapseln mit der NMR-Mikroskopie dabei zerstorungsfrei charak-
terisiert werden. In der Vergangenheit wurde die NMR-Mikroskopie daher schon vielfach
zur Charakterisierung von Hydrogel-Mikrokapseln verwendet. Konkret wurden beispielsweise
die interne Struktur von Alginat-Matrixkapseln studiert [47,48] sowie mit Poly-L-Lysin
beschichtete Alginatkapseln charakterisiert [49].

Hier wird nun die experimentelle Technik zur Charakterisierung von unterschiedlich préparier-
ten und modifizierten Alginat- und Pektinatkapseln beziiglich ihres makroskopischen Aufbaus
dargestellt. Dazu zahlen hierbei hauptsachlich Experimente zur Bestimmung von Membran-
und Schichtdicken beschichteter und unbeschichteter Pektinat- und Alginatkapseln. Durch
die Ermittlung von Zusammenhéngen zwischen konkreten Herstellungsprozessen der Kapseln
und den daraus resultierenden Kapselgeometrien konnen dabei Riickschliisse auf zugrunde

liegende chemische Prozesse und Strukturen gezogen werden.

4.1. Probenpraparation

Bei den meisten der hier dargestellten Experimenten wurden die Kapseln in ein NMR-
Probenréhrchen mit einem Aufiendurchmesser von 5 mm gegeben. Dieses beinhaltete neben der
Kapsel im Regelfall die Aufbewahrungslésung der Kapseln, also eine wassrige Calciumchlorid-
Losung. Die einfachste Moglichkeit, Bildgebung an einer Kapsel durchzufiihren, ist durch eine
Préaparation wie in Abbildung gegeben. Hier liegt die Kapsel auf dem Boden des Rohr-
chens. Da das lokale Magnetfeld am Rohrchenboden durch die Kriimmung des Glases und der
groflen Grenzflache zur Luft stark verzerrt wird, wurde auf diese Form der Probenpréparation

allerdings verzichtet. Stattdessen wurden viele Messungen mit der Probenpraparation wie in
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O/
@ B @ (e)

Abbildung 4.1.: Verschiedene Verfahren zur Positionierung der Mikrokapseln in 5-
und 10-mm Probenr6hrchen (nicht mafistabsgetreu). Violett: Mikrokapseln; Hellblau:
Wasser; Dunkelblau: Tetrachlorethen; Orange: Suszeptibilitats-Plug.

Abb. dargestellt durchgefiihrt. Hier befindet sich unter dem Wasser eine weitere fliissige
Phase bestehend aus dem organischen Losungsmittel Tetrachlorethen (auch Perchlorethen
genannt). Aufgrund der unterschiedlichen Polaritdt und des Dichteunterschieds der beiden
Flissigkeiten setzt sich das Tetrachlorethen unter der Wasserschicht ab und es bildet sich
zwischen ihnen eine scharfe Phasengrenze. Diese Phasengrenze bildet einen Meniskus, der
beziiglich der Tetrachlorethen-Phase konvex gekriimmt ist. Wird eine Kapsel in ein so prépa-
riertes Rohrchen gegeben, setzt sie sich aufgrund ihrer im Vergleich zum Tetrachlorethen
geringeren Dichte an der Grenzflache ab. Durch die Kriimmung der Grenzflache wird die
Kapsel dabei an den Rand des Probenrchrchens gedriickt. Diese Position der Kapsel hat
sich fiir mittlere Messzeiten als hinreichend stabil erwiesen, was eine bewegungsartefaktfreie
Bildgebung der Kapsel ermoglicht. Diese Probenpraparation bringt allerdings auch Nach-
teile mit sich. Besonders bei ldngeren Messungen ist die Stabilitdt der Kapselposition nicht
ausreichend, woraus eine Bewegung der Kapsel wahrend der Messung resultiert. Auflerdem
erschwert die Randlage teilweise automatische Auswerteprozeduren, da sich die Kapselmem-
bran in NMR-Bildern nicht an allen Stellen von der Probenréhrchen-Wand unterscheiden
lasst. Hinzu kommt, dass die unterschiedlichen magnetischen Suszeptibilitidten der beiden
Fliissigkeiten zu Magnetfeldverzerrungen fithren, was insbesondere bei der ortsaufgelosten
Messung von Relaxationszeiten ein Problem darstellt (vgl. Abschnitt . Weiterhin erfordert
die Handhabung von so préaparierten Proben aufgrund gesundheitsgefihrdender Eigenschaften
des Perchlorethens besondere Vorsicht.

Diese Nachteile werden durch die in Abbildung skizzierte Probenpréaparation vermieden.
Hier werden kommerziell verfiigbare Suszeptibilitdts-Plugs (kurz: Plugs) verwendet . Diese
bestehen aus dem Thermoplastik Polyetherimid (PEI), welches auch unter dem Handelsnamen

Ultem bekannt ist. Die magnetische Suszeptibilitét dieses Kunststoffs weicht nur sehr gering
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von der des Wassers ab, wodurch Magnetfeldverzerrungen deutlich reduziert werden kénnen.
Der untere Plug besitzt zur Positionierung im NMR~R6hrchen eine Gewindebohrung, welche
bei entsprechender Kapselgrofle zur zentralen Fixierung der Kapseln verwendet werden kann.
Die daraus resultierende Kapselposition ist weitaus stabiler als die am Rand der Phasengrenze
zwischen Wasser und Perchlorethen. Ein weiterer Vorteil durch die Verwendung von Suszepti-
bilitats-Plugs besteht darin, dass sich mit Hilfe des oberen Suszeptibilitdts-Plugs das innerhalb
der RF-Spule des Probenkopfes befindliche Wasservolumen ohne Nachteile hinsichtlich der
Magnetfeldhomogenitéit deutlich reduzieren lasst. Dadurch lassen sich storende Einfliisse
infolge des sogenannten Radiation-Dampings [51] vermindern.

Beziiglich einer Verringerung der Messzeit bei der Charakterisierung von mehreren identisch
praparierten Kapseln sind die Probenpraparationen geméafl Abb. und e sinnvoll. Die Po-
sitionierung mehrerer Kapseln iibereinander in einem 5-mm Rohrchen bietet die Moglichkeit,
durch Verwendung der Mehrschicht-Bildgebung, die Bilder von mehreren Kapseln gleich-
zeitig aufzunehmen. Auch die Positionierung mehrerer Kapseln nebeneinander in einem
10-mm Rohrchen bringt eine Verringerung der Messzeit mit sich, denn damit reicht zur

Charakterisierung mehrerer Kapseln ein Bild mit grolem FOV.

4.2. Experimentelle Vorgehensweise zur NMR-Mikroskopie von
Mikrokapseln
Die NMR-Mikroskopie von den gemé&fl Abschnitt praparierten Proben erfolgte am

600 MHz NMR-Spektrometer des interdisziplindren Zentrums fiir magnetische Resonanz
der TU-Dortmund. Hierbei handelt es sich um ein 14,1 T Varian Chemagnetics Infinity Plus
Festkorper-Spektrometer. Dies ist mit dem Gradientenspulen-System Resonance Research
BFG-73/45-100 MK 2 ausgestattet, welches von Gradienten-Verstarkern des Typs Techron
7700 bzw. 8300 angetrieben wird. Hiermit konnen Gradientenfelder in allen drei Raumdi-
mensionen mit einer maximalen Stirke von etwa 1T /m erzeugt werden. Als Schwingkreis zur
Anregung und Detektion wird ein Bruker Biospin Birdcage RF-Insert PH Micro 2.5 SAD600
1H mit entweder 5 oder 10 mm Innendurchmesser verwendet.

Zur Aufnahme der NMR-Bilder wurde im Regelfall die in Abschnitt dargestellte modifi-
zierte Spinwarp-Sequenz verwendet[ﬂ Vor Beginn der eigentlichen Messung wurde jeweils ein
grob aufgelostes Bild einer vertikalen Ebene durch die Probe aufgenommen. Anhand dieses
Bildes konnten die Positionen ermittelt werden, an denen die hochaufgelosten Bilder einer
horizontalen Schicht durch die Probe aufgenommen wurden. Die Positionen dieser Schichten
wurden so gewéhlt, dass Sie moglichst genau durch das Kapselzentrum verlaufen.

Die Aufnahme der in diesem Abschnitt dargestellten NMR-Bilder erfolgte mit Repetiti-
onszeiten zwischen 2 und 10s und Echozeiten zwischen 10 und 100 ms. In Abhéangigkeit
vom gewiinschten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis betrug die Anzahl der Signalakkumulationen
zwischen 4 und 128. Dabei wurde ein Phasenzyklus durchlaufen, welcher die Empféanger- und
Detektorphasen geméfl den bekannten CYCLOPS- und EXORCYCLE-Sequenzen [52] variiert,

um so Artefakte infolge von Nichtidealitdaten der RF- und Gradienten-Pulse zu verringern.

"Modifizierte Spin-Echo-Bildgebungssequenz zur Messung von T, welche prinzipiell wie die im Grundla-
genkapitel vorgestellte Sequenz funktioniert und qualitativ vergleichbare NMR-Bilder liefert.
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Soweit nicht anders angegeben, wurden alle Experimente bei einer Temperatur von 10 °C
durchgefiihrt.
Die Erstellung von NMR-Bildern aus den k-Raum Daten erfolgte durch folgende Prozessie-

rungen:

1. Basislinienkorrektur fiir jede k-Raum-Zeile durch Subtraktion der mittleren Signalam-

plitude aus dem letzten Achtel der jeweiligen Zeile
2. Apodisierung durch Multiplikation jeder k-Raum-Zeile mit sin?
3. Verdoppelung der Zeilenldnge durch symmetrische Auffiilllung mit Nullen (zero-filling)

4. Fourier-Transformation der k-Raum-Zeilen und anschliefende Verschiebung der Fre-

quenzreferenz zum Zentrum der erhaltenen Spektren
5. Wiederholung der Schritte 1 bis 4 fiir die Spalten des k-Raums

6. Berechnung der Absolutwerte aus den komplexen Amplituden

Die Pixel der so erhaltenen NMR-Bilder besitzen im Regelfall eine GréBe von (11,5 um)?, da
meistens ein FOV von 6 mm und 256 Phasenkodierschritte bzw. eine Akquisitionsldnge von
256 Datenpunkten zur Bildaufnahme verwendet wurden. Die Schichtdicke der Bilder betragt
in der Regel etwa 150 pm.

4.3. Membranwachstum von Pektinathohlkapseln

Einer der wichtigsten Parameter bei der Praparation von Hohlkapseln durch die Eintropfmetho-
de ist die sogenannte Gelierzeit. Dies ist in Anlehnung an den in Abschnitt beschriebenen
Herstellungsprozess die Zeit, die zwischen dem Eintauchen des Vernetzungslésungs-Tropfens in

die Polysaccharid-Losung und dem Separieren der aus dem Tropfen gebildeten Hohlkapsel aus

(a) (b) (c)

Abbildung 4.2.: NMR-Bilder von fliissig gefiillten Pektinathohlkapseln in einem NMR-
Réhrchen mit 5 mm Auflendurchmesser. Hohe Signalamplituden (helle Pixel) sind dem
Wasser innerhalb des fliissigen Kapselkerns und der umgebenden Lésung zuzuordnen.
Die Kapselmembranen und die Luft aufierhalb des Réhrchens bzw. die Rohrchenwand
liefern kein (oder nur ein schwaches) Signal und fiihren daher zu dunklen Pixeln. Die
Gelierzeiten der Kapseln betragen 15, 30, 100 und 360 Sekunden.
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4.3. Membranwachstum von Pektinathohlkapseln
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Abbildung 4.3.: Durch die NMR-Bildgebung ermittelte Membrandicke von Pektinat-
und Alginathohlkapseln als Funktion der Gelierzeit und angepasste binomiale Diffusi-

onsgleichung

der Losung liegt. Mit der Gelierzeit kann die Membrandicke der resultierenden Hohlkapseln
eingestellt werden. Um den genauen Zusammenhang zwischen der Gelierzeit und der Mem-
brandicke aufzukldren und daraus Riickschliisse auf die membranbildenden Mechanismen zu
ziehen, wurden durch die NMR-Mikroskopie Membrandicken von Pektinatkapseln bestimmt,
die mit unterschiedlichen Gelierzeiten hergestellt wurden.

Abbildung stellt NMR-Bilder von Pektinathohlkapseln mit unterschiedlichen Gelierzei-
ten dar. Aufgrund der Probenpraparation nach Abb. wurden die Kapseln durch die
Flissig/Fliissig Phasengrenze an den Rand des NMR-Réhrchens gedriickt. In den NMR-
Bildern stellt die Helligkeit ein Maf fiir die Signalamplitude im jeweiligen Pixel dar. Hohe
Signalamplituden fiihren dabei zu hellen (weilen) Pixeln. Daher sind die hellen Bereiche der
hier dargestellten NMR-Bilder dem Wasser auflerhalb oder innerhalb der fliissig gefiillten
Hohlkapseln zuzuweisen. Obwohl die Kapselmembranen aus Hydrogelen bestehen, deren
Hauptbestandteil Wasser ist, weisen sie im Vergleich zum Wasser deutlich geringere Signalam-
plituden auf. Wie spater in Kapitel gezeigt wird, ist dies auf stark verkiirzte transversale
Relaxationszeiten innerhalb der Hydrogele zuriickzufiihren.

Anhand der NMR-Bilder wird schon deutlich, dass die Kapselwédnde (Membranen) unter-
schiedliche Dicken aufweisen. Fiir eine genauere Betrachtung wurden jeweils Bilder von 5
unterschiedlichen Kapseln des gleichen Herstellungsprozesses aufgenommen und die Mem-
brandicke ermittelt. Abbildung [4.3|stellt die Mittelwerte der Membrandicken als Funktion der
Gelierzeit dar. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Membranen mit ansteigender Gelierzeit
dicker werden. Das Dickenwachstum verlduft bei kleinen Gelierzeiten schnell und wird bei
langen Gelierzeiten langsamer. Nach ausreichender Zeit (hier etwa 5 Minuten) setzt das
Membranwachstum aus und die Membrandicke erreicht einen Plateauwert, der hier bei etwa
170 pm liegt.

Das anfangs schnelle Wachstum der Kapselmembran ist durch den grofien Gradienten der
Calciumionen-Konzentration zwischen der Vernetzerlosung innerhalb der Kapsel und der

Polysaccharid-Losung auflerhalb zu erklaren. Durch die Vernetzung des Hydrogels nimmt
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die Konzentration an Calciumionen im fliissigen Kern mit der Zeit immer weiter ab. Der
somit geringer werdende Konzentrationsgradient resultiert in einer Abbremsung des Mem-
branwachstums. Ein weiterer Faktor, der die Abbremsung des Wachstums bewirkt, ist der
durch das Hydrogel verursachte Widerstand fiir die Diffusion der Calciumionen.

Nach Blandino et al. [46] gilt fiir das Wachstum des Membranvolumens V¢, der Zusammen-

hang

Vinem = Vmem,ma.t (1 - e_kt)n . (41)

Diese Gleichung ist auch als binomiale Diffusionsgleichung bekannt. Dabei ist k£ die Geschwin-
digkeitskonstante der Gelbildungsreaktion und n die sogenannte heterogene strukturelle
Widerstandskonstante, welche antiproportional zum diffusiven Widerstand im Hydrogel ist
und bei verschwindendem Widerstand den Wert 1 annimmt. Gleichung wurde an die aus
den Membrandicken ermittelten Membranvolumina angefittet, wobei der Fit die Parameter
Vinae = 170 pm, k£ = 0,009s~! und n = 0,4 ergab.

In einer vorangegangenen Arbeit wurden entsprechende Untersuchungen zur Membranbil-
dungskinetik von Alginatkapseln unter vergleichbaren experimentellen und praparativen Bedin-
gungen durchgefiihrt [853]. Diese ergaben die Membranwachstumsparamter V4, = 270 pm,
k =0,003s"! und n = 0,4. Im Vergleich zu Alginatkapseln verliuft die Membranbildung bei
Pektinatkapseln also deutlich schneller. Allerdings werden hier geringere maximale Membran-
dicken erreicht. Diese Unterschiede konnen dadurch erklart werden, dass im Pektinatgel mehr
Calciumionen von den Polysaccharid-Ketten gebunden werden, ohne dabei die Ketten zu
vernetzen |18, S.145]. Dadurch wird der Vorrat an Calciumionen schneller aufgebraucht und
somit bei gleichen Gelierzeiten diinnere Membranen gebildet.

Da die Strukturkonstante mit n = 0,4 deutlich kleiner als 1 ist, kann davon ausgegangen
werden, dass die Geschwindigkeit der Diffusion der Calciumionen im Hydrogel nicht nur durch
den Konzentrationsgradienten bestimmt wird. Vielmehr erfahren die Calciumionen auch
eine deutliche Abbremsung durch einen diffusiven Widerstand im Hydrogel der Membran.
Dieser Widerstand ist vermutlich hauptséachlich auf einen positiven Ladungstiberschuss durch

gebundene Calciumionen zuriickzufiithren.

4.4. Einfluss von Glycerin auf die Gestalt von Alginat-Hohlkapseln

Beim Herstellungsprozess der Kapseln ist es erwiinscht, moglichst sphéarisch geformte Kapseln
zu erhalten. Dies kann durch die Zugabe von Glycerin zur Vernetzerlosung erreicht werden,
da dadurch eine Erhchung der Dichte erreicht wird und somit das Eintropfverhalten und
das Stromungsverhalten in der Polymerlosung beeinflusst wird. Um diesen Einfluss genauer
beschreiben zu kénnen, wurden NMR-Bilder von Alginat-Hohlkapseln aufgenommen, welche
mit verschiedenen Glycerinkonzentrationen in der Vernetzerlosung hergestellt wurden. Wie in
Abbildung [4:4] deutlich wird, werden die sphérischsten Kapselformen bei einem Glycerinanteil
von 50 % erreicht.

Neben der Form der Kapseln wurde hier auch die Dicke der Kapselwiande bestimmt. Wie in

Tabelle [4.1] erkenntlich wird, fithren hohere Glycerinkonzentrationen zu diinneren Membranen.
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()

Abbildung 4.4.: NMR-Bilder von Alginat-Hohlkapseln, welche nebeneinander in einem
5-mm Rohrchen liegen. Die Kapseln wurden mit verschiedenen Glycerinanteilen in der
Vernetzerlosung hergestellt (0% (a), 25 % (b) und 50 % (c)).

Glycerinanteil [%] Membrandicke [pm]

0 80£9
25 62 +6
50 47 £ 7

Tabelle 4.1.: Membrandicken von Alginat-Hohlkapseln in Abhangigkeit von der Glyce-
rinkonzentration. Die Gelierzeit der Kapseln betragt 15s.

Dies konnte dadurch erklart werden, dass die Calciumionen in den hoher viskosen Losungen

langsamer diffundieren.

4.5. Kompositkapseln aus Pektinat und Schellack

FEine Variation der Eigenschaften von den hier untersuchten Alginat- und Pektinatkapseln
kann durch eine Modifikation mit dem Naturharz Schellack erfolgen. Neben der im néchsten
Abschnitt untersuchten Aufbringung einer zusétzlichen Schicht, kann der Schellack auch
direkt in die Membran eingebaut werden. Dazu wird beim Herstellungsprozess der Kapseln
der Polysaccharidlosung Schellack zugesetzt (vgl. Herstellungsprozedur in Abschnitt .
Hier wird nun der Einfluss des Einbaus von Schellack auf die Membrandicken betrachtet.
In Abbildung[4.5]sind NMR-Bilder einer reinen Pektinatkapsel (a) und einer Pektinat-Schellack
Kompositkapsel (b) dargestellt. Bis auf die Beigabe von Schellack zur Polysaccharidlésung
wurden beide Kapseln unter identischen Bedingungen hergestellt. Anhand der Bilder f&llt auf,
dass die reine Pektinatkapsel eine deutlich dickere Membran aufweist als die Kompositkapsel.
Des Weiteren erkennt man, dass die reine Pektinatmembran eine hohere Signalamplitude als
die Kompositmembran liefert. Da beide NMR-Bilder mit identischen Bildgebungsparametern
aufgenommen wurden, ist die unterschiedliche Signalamplitude vermutlich auf durch den
Schellackeinbau verursachte Anderungen der Spindichten oder der Relaxationszeiten zuriick-
zufiihren.

Die Loslichkeit von Schellack weist eine Abhéngigkeit vom pH-Wert auf. Daher wurde hier

untersucht, wie sich unterschiedliche pH-Werte der Vernetzerlosung auf die Membrandicke
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Einfluss unterschiedlicher Praparationen auf makroskopische Strukturen der Mikrokapseln

Abbildung 4.5.: NMR-Bilder einer reinen Pektinatkapsel (a) und einer
Pektinat/Schellack-Kompositkapsel (b) bei pH = 2. AuBer der Schellack-Zugabe
wurden beide Kapseln unter identischen Bedingungen hergestellt.

von Kompositkapseln, und zum Vergleich auf reine Pektinatkapseln, auswirken. Die mittleren
Membrandicken von jeweils 5 Kapseln einer Herstellungsreihe sind in Abbildung [4.6] darge-
stellt. Die reinen Pektinatkapseln weisen unabhéngig vom pH-Wert eine Membrandicke von
etwa 320 pm auf. Dahingegen besitzen die Kompositkapseln deutlich diinnere Membranen im
Bereich von 170 bis 200 pm. Hier lasst sich auch eine leichte Tendenz erkennen, dass hohere
pH-Werte zu dickeren Membranen fiihren.

Die unterschiedlichen Dicken von reinen Pektinatmembranen und Kompositmembranen lassen
sich dadurch erkliren, dass schnell diffundierende H™-Tonen wihrend der Gelierung zu einer
Ausféallung von Schellack unter gleichzeitiger Vernetzung des Pektinatgels fithren, wodurch
die Diffusion der vernetzenden Calciumionen verlangsamt wird und bei gleichen Gelierzeiten
diinnere Membranen gebildet werden. Die Korrelation zwischen dem pH-Wert und der Dicke
von Kompositmembranen lasst sich dadurch erklaren, dass bei hoheren pH-Werten weniger
Schellack ausféllt und der diffusive Widerstand somit nicht so stark zunimmt wie bei kleineren
pH-Werten.

Nach |18, S.117] zeigen Pektinamid-Hydrogele im pH-Bereich zwischen 2 und 4 ein deut-
liches Quellungsverhalten. Dies konnte hier allerdings nicht beobachtet werden und ist
moglicherweise auf durch den Herstellungsprozess bedingte verédnderte Geleigenschaften in

Hohlkapselmembranen zuriickzufiihren.

4.6. Schellack-beschichtete Pektinatkapseln

Neben dem zuvor untersuchten direkten Einbau von Schellack in die Kapselmembran kann
der Schellack auch extern durch einen extra Beschichtungsprozess auf die Hydrogelmembran
aufgebracht werden. Dies erfolgt dadurch, dass zuvor praparierten unbeschichteten Pekti-
natkapseln Salzséure zugesetzt wird. Die sdurehaltigen Kapseln werden anschliefflend in eine
Schellack-Losung gegeben. Durch die hinausdiffundierenden H'-Ionen wird eine saureindu-
zierte Ausfallung des Schellacks bewirkt, wodurch sich um die Hydrogelkapsel eine Schicht
aus festem Schellack bildet. In diesem Abschnitt werden die Auswirkungen verschiedener

Kapselpraparationen auf das Erscheinungsbild solcher beschichteter Kapseln betrachtet. In
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Abbildung 4.6.: Membrandicken von reinen Pektinatkapseln und Pektinat-Schellack-
Kompositkapseln als Funktion des pH-Wertes der Vernetzerlosung.

Abbildung [£.7] sind beispielhafte NMR-Bilder von unterschiedlich préaparierten beschichteten
Pektinatkapseln dargestellt. An diesen Bildern lassen sich deutlich zwei unterschiedliche
Schichten der Membran erkennen. Der innere heller erscheinende Bereich der Membran ist
dem Pektinat-Hydrogel zuzuordnen, wohingegen der duflere dunkle Bereich vom Schellack
stammt. Die stark unterschiedlichen Signalamplituden aus den beiden Membranschichten
sind darauf zuriickzufiihren, dass der feste Schellack eine geringere Protonenendichte bzw.
hauptséchlich schnell relaxierende Protonen enthélt. Die Repetitions- und Echozeiten der
Bildgebungssequenzen konnten daher so gewahlt werden, dass die drei Bereiche Wasser
(im Kapselkern und auflerhalb der Kapsel), Pektinat-Hydrogel und Schellack-Beschichtung
deutlich voneinander zu unterscheiden sind. Damit ist es moglich, die Dicken der einzelnen
Schichten zu messen.

Anhand der in Abb. dargestellten Bilder fillt bereits auf, dass sowohl die Dicken der Schel-
lackbeschichtungen als auch die Dicken der Pektinatschichten starke Unterschiede aufweisen.
Weiterhin ist auch deutlich zu erkennen, dass die Schellackbeschichtungen teilweise Defekte
aufweisen. Hier ist der Schellack an einigen Stellen diinner oder sogar abgebrochen. Auf
diese Defekte wird zur Erklarung der Membranpermeabilitdten in Abschnitt ausfiihrlicher
eingegangen.

Wie schon erwéhnt wurde, zeigt die sdureinduzierte Ausfillung von Schellack eine Abhangigkeit
vom pH-Wert. Daher wurden die Schichtdicken von Kapseln gemessen, die mit unterschied-
lichen pH-Werten der zur Schellack-Ausfallung verwendeten Salzsiure préapariert worden
sind. Neben dem pH-Wert wurde auch die Gelierzeit der Pektinatschichten variiert, um
den FEinfluss der Pektinatschicht-Dicke auf die Bildung der Schellackschicht zu bestimmen.
Zu Vergleichszwecken wurden auch die Wanddicken von unbeschichteten Pektinatkapseln
gemessen, welche nach der Herstellung und wéihrend der Messung bei identischen pH-Werten
gelagert wurden wie die beschichteten Kapseln. In Abb. sind die anhand von jeweils funf
Kapseln identischer Herstellung ermittelten mittleren Schichtdicken fiir Kapseln mit Gelier-
zeiten der Pektinatschicht von 30s (a) und 180s (b) als Funktion des pH-Wertes dargestellt.
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(d) (f)

Abbildung 4.7.: NMR-Bilder von Schellack-beschichteten Pektinat-Hohlkapseln, welche
unter verschiedenen Bedingungen (pH-Wert, Gelier- und Beschichtungszeit) prapariert
wurden. Die Schellack-Beschichtungen liefern hier kein Signal, weshalb sie gut von
den Pektinatschichten mit einer mittleren Signalamplitude zu unterscheiden sind.

Die Dicken von Pektinatmembranen unbeschichteter Kapseln liegen bei Gelierzeiten von
30s im Bereich von etwa 180 bis 210 pm, wohingegen sie mit Dicken im Bereich von 360 bis
420 pm bei der langeren Gelierzeit deutlich dicker sind. Dies ist analog zu den Ergebnissen der
Membranwachstumscharakterisierungen in Abschnitt ein Resultat des diffusionsbedingten
Gelierungsprozesses. Sowohl die Pektinatmembranen der unbeschichteteten Kapseln als auch
die Pektinatschichten der beschichteten Kapseln weisen auflerdem die Tendenz auf, mit héher-
en pH-Werten dicker zu werden. Dies kann mit einem pH-abhé&ngigen Quellungsverhalten
erklért werden [18, S.117].

Interessanterweise sind alle Pektinatschichten der beschichteten Kapseln diinner als die Pek-
tinatmembranen der unbeschichteten Kapseln, obwohl sie aus dem selben Herstellungsprozess
stammen. Die Beschichtung mit Schellack fiihrt also zu einer Verringerung des Pektinatvolu-
mens. Dies konnte dadurch erklart werden, dass chemische Reaktionen zwischen Bestandteilen
der Schellack-Losung und den vernetzenden Calciumionen zu einer Verarmung dieser Ionen
im Pektinat-Hydrogel fithren. Diese Verarmung ginge mit einer Verringerung der Vernetzungs-
stellen einher. Daraus wiederum wiirde eine Verédnderung der dreidimensionalen Gelstruktur
resultieren, die makroskopisch zu einem geringeren Volumen fiihrt.

Die Dicken der Schellack-Schichten zeigen eine deutliche Abhéangigkeit von der Gelierzeit
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Abbildung 4.8.: Pektinat- und Schellack-Schichtdicken von unbeschichteten und be-
schichteten Hohlkapseln mit Gelierzeiten von 30s (a) und 180s (b) bei Beschichtungs-
zeiten von 10 min als Funktion des pH-Werts.

und somit von der Dicke der Pektinatmembranen. Die Kapseln mit der Gelierzeit von 30 s
weisen Schellackdicken von etwa 60 pm auf. Dabei ldsst sich keine Abhéngigkeit vom pH-Wert
feststellen. Bei den dickeren Kapseln der Gelierzeit 180s weisen die Schellackdicken allerdings
eine Varianz mit dem pH-Wert auf. Hier variiert die Dicke zwischen 180 und 280 pm, wobei
die dicksten Schellackbeschichtungen bei einem pH-Wert von 1 entstehen.

Die wichtigste Erkenntnis liegt hier darin, dass dickere Pektinatmembranen zu drei- bis
fiinfmal dickeren Schellackbeschichtungen fithren. Uber die Ursachen dafiir kann hier nur
spekuliert werden. Ein bestimmender Faktor fiir die Dicke der gebildeten Membran ist ver-
mutlich die absolute Menge an fiir die Ausfallung zur Verfiigung stehenden H*-Ionen. Es
ist denkbar, dass die in hoher Anzahl im Polysaccharrid-Netzwerk des Pektinat-Hydrogels
vorhandenen H*-Tonen auch fiir die Ausfillung des Schellacks verwendet werden. Da in
dickeren Pektinatmembranen deutlich mehr HT-Ionen gebunden sind, kénnte dadurch die
Gesamtzahl der H"-Tonen soweit steigen, dass die Bildung von dickeren Schellackschichten
erfolgen kann. Da die Schellackdicken bei diinnen Kapseln allerdings keine Abhéngigkeit vom
pH-Wert aufzeigen, miisste die Konzentration an H™-Ionen innerhalb der Membran deutlich
hoher sein als innerhalb des fliissigen Kerns. Da die Kapseln vergleichbare Durchmesser
aufweisen, kann die durch grofere Kapseln verursachte hohere Anzahl an H™-Ionen nicht die
unterschiedlichen Schellackdicken erkléren.

Neben dem pH-Wert und der Gelierzeit kann die Dicke der Schellackschicht auch durch
die Verweildauer der Kapseln im Schellack-Bad (Beschichtungszeit) eingestellt werden. In
Abbildung kann man eindeutig erkennen, dass langere Beschichtungszeiten zu dickeren
Schellackschichten fiihren.

Die Beschichtung der reinen Pektinatkapseln mit Schellack soll eine Abdichtung der Kapseln
fiir zu transportierende Inhaltsstoffe bewirken. Daher wurde fiir die hier charakterisierten

Kapseln auch ihre Permeabilitdt fiir Anthocyane und paramagnetische Testmolekiile gemessen
(siehe Abschnitt 5] und [6)).
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Abbildung 4.9.: Dicke der Schellackbeschichtung als Funktion der Beschichtungszeit
von Pektinatkapseln mit Gelierzeiten von 30 Sekunden.

4.7. Alginat-Matrixkapseln mit externer Schellack-Beschichtung

Eine Variation des in Abschnitt erklarten Beschichtungsverfahrens liegt in einer doppelten
Ausfiihrung dieses Prozesses. Konkret heifit dies, dass fertig beschichtete Kapseln noch einmal
in ein pH-Bad und anschliefend in ein Schellack-Bad gegeben werden. Zur Aufklarung der
Unterschiede zwischen einfach und zweifach beschichteten Alginat-Matrixkapseln wurden hier
NMR-Bilder von ihnen aufgenommen.

Abbildung zeigt diese NMR-Bilder von einfach (a) und zweifach (b) beschichteten
Kapseln. Im Unterschied zu den bisher gezeigten NMR-Bildern wurden die Kapseln hier in
ein NMR-Rohrchen mit 10-mm Auflendurchmesser gegeben, um die gleichzeitige Bildgebung
an drei Kapseln zu ermoglichen. Diese Bilder zeigen, dass durch eine zweimalige Ausfilhrung
des Beschichtungsprozesses die Dicke der Schellack-Schicht von 110 pm auf 180 pm erhoht
werden kann. Weiterhin zeigte sich bei dieser Messung sehr deutlich, dass es zwischen
beiden Materialien eine Schicht freien Wassers gibt, die durch eine doppelte Ausfilhrung des
Beschichtungsprozesses reduziert werden kann. Die Ursache fiir die Verringerung des Wassers
zwischen der Schellackbeschichtung und der Alginat-Matrixkapsel ist vermutlich auf ein durch
den pH-Wert bedingtes Quellen des Hydrogels zuriickzufiihren, da es zu erwarten ist, dass
der zusétzliche Beschichtungsprozess zu einem dufleren Aufbau der vorherigen Beschichtung
fiihrt.

Eine weitere Auffalligkeit liegt hier in dem Auftreten von kleinen schwarzen Punkten in den
Hydrogelen der Kapseln. Diese sind darauf zuriickzufithren, dass mit diesen Kapseln ein

Heidelbeer-Extrakt verkapselt wurde, welcher feste Bestandteile enthélt.

4.8. Kapitelzusammenfassung

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die NMR-Mikroskopie sehr gut zur Charakte-
risierung der makroskopischen Struktur von Pektinat- und Alginat-Mikrokapseln geeignet
ist und es konnte ein Uberblick iiber die charakterisierbaren Eigenschaften von Kapseln mit

konventioneller NMR-Mikroskopie gegeben werden. Insbesondere lassen sich die Membran-
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(b)

Abbildung 4.10.: NMR-Bilder schellack-beschichteter Alginat-Matrixkapseln in 10-mm
Réhrchen. Die in (a) dargestellten Kapseln sind einfach beschichtet, wohingegen (b)
zweifach beschichtete Kapseln zeigt.

strukturen von beschichteten Hohlkapseln sehr gut visualisieren, wodurch die Bestimmung
von Schichtdicken méglich ist. Auf die hier bestimmten Schichtdicken wird spéter in Kapitel
[6] nochmals zuriickgegriffen, da zu diesen Kapseln dort Freisetzungskinetiken fiir Anthocyane
préasentiert werden. Uber die Bestimmung der Membrangeometrien lassen sich die zugrunde
liegenden Mechanismen der Membranbildung aufklaren. Da die Bestimmung der Kapselgeo-
metrien aus den NMR-Bildern auch automatisch erfolgen kann (vgl. Abschnitt konnte in
Zukunft durch ebenfalls automatisierte experimentelle Versuchsdurchfiihrungen und Kapsel-
praparationen ein sehr groflier Erkenntnisgewinn beziiglich der Membranbildungsmechanismen

erreicht werden.
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5. Membranpermeabilitatsbestimmung mit
paramagnetischen Kontrastmitteln

FEine der wichtigsten Eigenschaften von Kapseln, die zur Lagerung und zum Transport verwen-
det werden, ist die Durchléssigkeit (Permeabilitit) der Kapselwidnde (Membranen) fiir die zu
verkapselnden Stoffe. Diese héngt im Allgemeinen von den Hiillmaterialien sowie den aufleren
chemischen und physikalischen Bedingungen (Temperatur, pH-Wert, Losungsmittel, etc) ab.
Die Messung dieser Membranpermeabilititen ist ein wichtiges Instrument zur Bewertung der
Verwendbarkeit der Kapseln fiir ihr jeweiliges Anwendungsgebiet.

Messverfahren zur Bestimmung der Membrandurchléssigkeiten basieren im Allgemeinen dar-
auf, dass die Konzentration von in Kapseln hinein- oder aus ihnen heraus-diffundierenden Stof-
fen als Funktion der Zeit gemessen wird. Durch quantitative Auswertungen dieser zeitabhéngi-
gen Konzentration ist es moglich, Diffusionskoeffizienten fiir den jeweiligen Stoff in der
Membran anzugeben. Diese Diffusionskoeffizienten sind ein objektives Maf fiir die Bewertung
der Membranpermeabilititen. Ublicherweise werden fiir Messungen dieser Art empfindli-
che spektroskopische Methoden, wie beispielsweise die UV-Spektroskopie, verwendet. So
wurden im Rahmen dieser Arbeit die Durchléassigkeiten der Kapselwande flir medizinisch
bedeutsame Anthocyane bestimmt (vgl. Abschnitt @) Die dort verwendete Methode der
UV /Vis-Spektroskopie hat allerdings den Nachteil, dass dort Durchschnittswerte der Per-
meabilitdten von mehreren Kapseln gemessen werden. Zudem sind bei dieser Methodik noch
weitere Messungen zur Bestimmung der Kapselgeometrien nétig, wenn man zur quantitativen
Auswertung Diffusionskonstanten bestimmen mochte. Dies stellt insofern ein Problem dar,
dass die Kapseln zwischen diesen beiden Messungen strukturellen Veranderungen unterliegen
konnten, und somit ein Vergleich der Permeabilitat mit der Kapselstruktur schwierig wird.
Die zuvor genannten Nachteile konnen durch Messverfahren, die auf der ortsaufgelésten NMR
basieren, umgangen werden. Fiir die Messung von Stoffkonzentrationen ist die NMR prinzipiell
geeignet. Durch den Einsatz spezieller Techniken wie der Einzelvoxel-Spektroskopie [54] oder
dem Chemical Shift Imaging [55] ist es moglich, ortsaufgeloste Spektren zu messen und
damit Stoffkonzentrationen zu bestimmen. Da die NMR beziiglich der quantitativen Stoffbe-
stimmung allerdings eine vergleichsweise insensitive Methode ist, sind die zuvor genannten
Verfahren keine gute Wahl zur Bestimmung von Membranpermeabilitiaten. Eine gleichzeitige
addquate Zeit- und Ortsauflosung ist im Allgemeinen ndmlich nur schwer zu erreichen.
Neben den zuvor beschriebenen direkten Verfahren existieren allerdings auch indirekte Verfah-
ren zur Konzentrationsmessung. Grundlegend fiir diese Verfahren ist der allgemeine Vorteil
der bildgebenden NMR, dass die Signalamplituden in NMR-Bildern durch vielzéhlige stoffspe-

zifische Eigenschaften hervorgerufen werden. Dies hat in der Vergangenheit zur Entwicklung
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von MRT-Kontrastmitteln gefiihrt, welche in Abhéngigkeit von ihrer Konzentration zu einer
Abschwachung oder Verstarkung des Signals und somit zu Kontrasten zwischen Bereichen
unterschiedlicher Konzentration fiihren. Insbesondere haben sich paramagnetische Molekiile
als sehr niitzlich erwiesen, welche auch hier verwendet werden. Durch paramagnetische Rela-
xation fithren diese Molekiile zu einer Verkiirzung der Relaxationszeiten der sie umgebenden
Kerne. Genau dies wird hier ausgenutzt, indem NMR-Bilder von Kapseln aufgenommen
werden, in welche paramagnetische Molekiile hinein-diffundieren. Die serielle Aufnahme von
Bildern als Funktion der Zeit fiihrt dabei zu zeit- und ortsabhéngigen Signalamplituden und
somit zu einer Visualisierung des Diffusionsprozesses. Durch die im Folgenden beschriebenen
Verfahren lasst sich aus den Signalamplituden die Konzentration der Kontrastmittel als
Funktion der Zeit und des Ortes ermitteln. An diese Konzentrationsprofile werden weiterhin
durch numerische Losung der Diffusionsgleichung gewonnene Simulationen angefittet, wodurch
die Bestimmung von Diffusionskonstanten méglich wird.

Ahnliche Messtechniken zur ortsaufgelosten Bestimmung der Konzentration von paramagneti-
schen Kontrastmitteln mittels der NMR-Mikroskopie wurden in der Vergangenheit beispiels-
weise zur Bestimmung der Kontrastmitteldiffusion in Alginat- und PVA-Hydrogelen [56}57]
sowie zur Erstellung von Konzentrations-Karten in tierischen Zell-Bioreaktor Systemen ver-
wendet [58].

Hier werden Bestimmungen der Membranpermeabilitdten an reinen unbeschichteten Pek-
tinatkapseln und an extern mit Schellack beschichteten Pektinatkapseln durchgefiithrt. Als
Kontrastmittel werden Kupferionen und das aus medizinischen Anwendungen bekannte
Molekiil Gd-DTPA verwendet.

5.1. Paramagnetische Kontrastmittel: Gd-DTPA und Kupferionen

Im Gegensatz zu anderen bildgebenden Verfahren die prinzipiell auf nur eine inharente
Materialeigenschaft sensibel sind, wie beispielsweise der Absorptionskoeffizient in der Com-
putertomographie, bietet die bildgebende NMR wie zuvor schon erwahnt die Moglichkeit,
aufgrund vieler verschiedener physikochemischer Materialeigenschaften Kontraste zu erzeugen.
Ein haufig verwendetes Verfahren zur Erzeugung von Kontrasten ist die Benutzung von
paramagnetischen Kontrastmitteln, wodurch beispielsweise Blutgefafie in der kardiovaskulédren
MRT dargestellt werden. Die verwendeten Kontrastmittel bestehen meistens aus chemisch
sehr stabilen Komplexen des stark paramagnetischen Kations Gd3*. Gadolinium besitzt
sieben ungepaarte Elektronen mit parallelen Spins in der innerhalb der Elektronenhiille lie-
genden 4f-Schale, wodurch es hochgradig paramagnetisch ist. Da die ungepaarten Elektronen
auch bei chemischen Verbindungen ungepaart bleiben, bleibt auch der Paramagnetismus
in Verbindungen erhalten. Gadoliniumionen sind aufgrund ihrer chemischen Ahnlichkeit zu
Calciumionen hoch toxisch, da sie als Calciumantagonisten die Kontraktilitdt des Myokards
beeinflussen und das Gerinnungssystem hemmen [59]. Daher miissen Gadoliniumionen zur Ver-
wendung als Kontrastmittel in der klinischen MRT komplexiert werden. Bislang sind etwa ein
Dutzend Gadolinium-Verbindungen als Kontrastmittel zugelassen. Davon ist Gadopentetat-
Dimeglumin (kurz: Gd-DTPA) eines der am héaufigsten verwendeten Kontrastmittel in der

klinischen Magnetresonanztomografie und wird hier u.a. als Testmolekiil fiir die Bestimmung
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5.2. Experimentelle Durchfiihrung

der Membranpermeabilitdt verwendet. Es wurde 1988 als erstes Kontrastmittel fiir die MRT
unter dem Handelsnamen Magnevist zugelassen. In Abbildung ist die chemische Struktur
des Gd-DTPA Chelatkomplexes dargestellt. Es besitzt ein Molekulargewicht von 548 Da.
Das zentrale Gadolinium-Ion bindet iiber 8 Koordinationsstellen an den Liganden (5 an
Sauerstoff und 3 an Stickstoff). Die neunte Koordinationsstelle des Gadoliniums wird von
einem schnell austauschenden Wassermolekiil besetzt.

Die so an das Gadolinium bindenden Wassermolekiile

erfahren durch paramagnetische Wechselwirkungen 0O OH
eine deutliche Reduzierung ihrer Relaxationszeiten, Q

worauf die Wirkung als Kontrastmittel beruht. N/— jN

Neben diesem Gd-DTPA werden hier auch noch Kup- N4

fer(IT)ionen als Kontrastmittel verwendet, die in der [ /Gd " XH0

zweiten Oxidationsstufe aufgrund eines ungepaarten N @) 0
Elektrons paramagnetisch sind. Die Verwendung ver- Hoﬁo
schiedener Kontrastmittel mit deutlich unterschiedli-

cher molekularer Grofle soll dabei ermoglichen, Aus-

sagen iiber die Abhéngigkeit der Permeabilitit von Abbildung 5.1.: Strukturformel des
verwendeten Gd-DTPA Komple-

der Molekiilgrofle zu treffen. Weiterhin kénnen damit i
xes |60)].

auch Riickschliisse auf mikroskopische FEigenschaften
der Pektinat-Hydrogele, wie beispielsweise die durch-

schnittlichen Porengrofien, getroffen werden.

5.2. Experimentelle Durchfiihrung

Zur Bestimmung der Membranpermeabilitdt wurde hier jeweils eine Kapsel in ein NMR-
Rohrchen gegeben, in welchem sich eine wassrige Losung des jeweiligen Kontrastmittels
befand. Anschlieflend wurden T;-gewichtete NMR-Bilder aufgenommen. Die Konzentrationen
der Kontrastmittel in der Losung betrugen dabei zu Beginn der Messung ¢y = 1,83 mmol/1
Gd-DTPA bzw. 7,44 mmol/l Cu?*. Diesen Konzentrationen entsprechen longitudinale Relaxa-
tionszeiten von T7(Gd-Lsg.) = 110 ms bzw. T7(Cu-Lsg.) = 140 ms. Die Kupferionen stammen
hier von gelostem Kupfer(IT)sulfat.

Um sicher zu stellen, dass die Kapseln wahrend der Messung keiner Strukturédnderung un-
terliegen, mussten die Kontrastmittellosungen auf einen sauren pH-Wert eingestellt werden
(vgl. Messungen zur Kapselauflosung in Abschnitt [7]). Hier tritt das Problem auf, dass der
Komplex Gd-DTPA bei niedrigen pH-Werten instabil wird. Dies hétte zur Folge, dass so-
wohl im Komplex gebundene als auch freie Gadoliniumionen mit jeweils unterschiedlichen
Diffusionskonstanten in die Kapseln diffundieren. Daher musste ein Kompromiss bei der
Wahl des pH-Wertes getroffen werden. Eine Abschétzung der Komplexbildungskonstante des
Gd-DTPA-Molekiils offenbarte, dass bei einem pH-Wert von 6 eine gentigend hohe Stabilitat
vorhanden ist. Dieser pH-Wert wurde durch zusétzlich in die Losung gegebenes CaClsy in
einer Konzentration von 0,5 % Gew. erreicht.

Zur Vorbereitung der Messung wurde ein 5-mm NMR-R6hrchen auf eine Hohe von etwa 3 cm

mit der Kontrastmittellosung gefiillt. Zusatzlich zum Kontrastmittel enthielt das Rohrchen
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noch einen Suszeptibilitats-Plug, auf dem die Kapsel durch eine kleine Vertiefung eine stabile
und vor allem zentrale Position einnehmen konnte. Um zu erreichen, dass die Kontrast-
mittellosung in thermisches Gleichgewicht mit der Umgebung in der auf 10°C gekiihlten
Gradienteneinheit gerat, wurde das Rohrchen etwa 30 Minuten vor der eigentlichen Messung
mit dem Probenkopf in die im Magneten befindliche Gradienteneinheit eingefithrt. Inner-
halb dieser Zeit wurde der Schwingkreis des Probenkopfes abgestimmt und das Magnetfeld
»geshimmt “.

Die Permeabilitats-Bestimmungen wurden an beschichteten und reinen Pektinatkapseln vor-
genommen, die gemaf der Anleitung in Abschnitt [3.3] prapariert wurden. Die beschichteten
Kapseln wurden dabei mit den gleichen Herstellungsparameterrﬂ produziert, wie diejenigen
welche in Anthocyan-Freisetzungsmessungen die geringste Durchlassigkeit aufweisen (vgl.
Abschnitt @ Da diese Kapseln nach der Herstellung in einer Losung mit pH = 1 aufbewahrt
wurden, mussten sie vor der Messung fiir etwa 30 Minuten in eine auf pH = 6 eingestellte
CaCls Losung transferiert werden. So konnte sichergestellt werden, dass wahrend der ei-
gentlichen Messung innerhalb und auflerhalb der Kapsel der gleiche pH-Wert vorherrscht.
Die Initialisierung der eigentlichen Permeabilitats-Messung geschah anschlieflend durch das
Transferieren einer Kapsel in das zuvor gekithlte NMR-Rohrchen. Hierbei musste darauf
geachtet werden, dass die Kapsel moglichst schnell eine stabile Position in der Mitte des
Suszeptibilitits-Plugs einnimmt, um den Zeit-Offset zum Beginn der Bildgebung moglichst
kurz zu halten. Nach dem Wiedereinbringen der Probe in den Magneten wurde die vertikale
Position der Kapsel durch die Aufnahme eines Bildes einer vertikalen Schicht durch die
Probe bestimmt. Anschlielend wurde mit der Aufnahme von T;-gewichteten Bildern einer
horizontalen Schicht durch die Kapsel begonnen. Durch die zuvor bestimmte Position der
Kapsel konnte die Aufnahme der Bilder in einer zentralen Schicht der Kapsel stattfinden.
Die Zeit, welche zwischen dem ersten Kontakt der Kapsel mit der Kontrastmittellosung und
der Initialisierung der Bildaufnahme verging, wurde gemessen und fiir die im Folgenden
beschriebene Auswertung beriicksichtigt. Sie betrug in der Regel etwa 1,5 Minuten.

Die NMR-Bilder wurden mit einer Schichtdicke von 150 pm und einem FOV von 6 mm
aufgenommen. Durch die vierfache Signal-Akkumulation unter Verwendung eines CYCLOPS-
Phasenzyklus wurde die Entstehung von Bildartefakten unterdriickt und ein geniigend hohes
Signal-zu-Rausch Verhéltnis gewéhrleistet. Durch die Wahl der Echo- bzw. Repetitions-Zeit
zu 20 bzw. 150 ms zeigten die so aufgenommen Bilder einen deutlichen Kontrast zwischen
Bereichen unterschiedlich hoher Kontrastmittel-Konzentration. Nach der Aufnahme eines
Bildes, welche etwa 1,3 Minuten beanspruchte, wurde in Abhéngigkeit von der erwarteten
Geschwindigkeit des Diffusionsprozesses entweder direkt oder nach einer bestimmten War-
tezeit die Aufnahme eines weiteren Bildes gestartet. So wurden je Permeabilitdtsmessung
zwischen 100 und 1000 einzelne NMR-Bilder aufgenommen bis eindeutig ein Konzentrations-
gleichgewicht zwischen Kapselkern und Kontrastmittellosung hergestellt war.

Nach den Messungen wurde jeweils ein zweidimensionales ,,zero-filling“ und eine zweidi-

mensionale sin?-Apodisierung des k-Raums durchgefithrt. Die durch die anschliefenden

!Pektinat-Gelierzeit = 30s; Zeit im Schellack-Bad = 10 min; pH-Wert der Schellack-Lésung = 1.
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5.3. Bestimmung der Kapselgeometrie und radialsymmetrischer Amplituden

(a) (b) (c)

Abbildung 5.2.: Schema zur Bestimmung der Kapselgeometrie. (a) Originales NMR-
Bild einer unbeschichteten Kapsel in 5-mm NMR-Réhrchen. (b) Bild (Matrix) der
Konturlinien. (¢) An die Konturlinien der Kapselwand angepasste Ellipsen mit dem
entsprechenden Ellipsenmittelpunkt.

Fouriertransformationen erhaltenen NMR-Bilder haben eine Pixel-GréBe von (11,5 m)?.

5.3. Bestimmung der Kapselgeometrie und radialsymmetrischer
Amplituden-Mittelwerte

Die automatische Ermittlung der ortsabhéngigen Konzentration erfolgte mit Hilfe der Software
Matlab. Folgende Schritte sind fiir jedes Bild einer Messreihe notig:

1. Zuordnung der Pixel zu den verschiedenen Bereichen der Probe

2. Bestimmung der Membrandicke, des Kapselmittelpunkts und des inneren und &ufleren

Kapseldurchmessers
3. Mittelung der Signalamplituden gleichen Abstands zum Kapselmittelpunkt

4. Berechnung der Konzentrationen aus den gemittelten Signalamplituden

Zuerst miissen die Pixel des NMR-Bildes den verschiedenen Bereichen der Probe zugeord-
net werden. Zur Verdeutlichung ist in Abbildung ein NMR-Bild aus einer Messreihe
dargestellt. Hier erkennt man 4 unterschiedliche Bereiche: Der fliissige Kapselkern, die Kapsel-
membran, die Losung in der die Kapsel liegt, und der Bereich auflerhalb des NMR-R6hrchens.
Der erste Schritt der Auswerteprozedur besteht darin, dass NMR-Bild in ein binédres Bild zu
verwandeln. Dazu werden die Zahlenwerte der das Bild darstellenden Matrix so verdndert,
dass alle Werte oberhalb (unterhalb) einer bestimmten Schwelle auf den Wert 1 bzw. 0 gesetzt
werden. Dadurch erhélt man eine Matrix, die den Bereichen Luft, Glas und Kapselmembran
den Wert Null zuordnet, wohingegen der Bereich freien Wassers (Kapselkern und duflere
Losung) den Wert 1 erhélt. Anschlieend wird der zweidimensionale Gradient dieses binéren
Bildes berechnet. Eine neue Matrix erhélt dort den Wert 1, wo der zuvor berechnete Gra-
dient Werte annimmt, die grofler oder kleiner als Null sind. Diese Matrix ist in Abb.
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dargestellt und stellt die Konturlinien des NMR-Bildes dar. An diese Konturlinien, welche
die Abgrenzung der Kapselmembran reprasentieren, werden anschlieffend Ellipsen angefittet.
Diese sind in Abb. dargestellt. Anhand dieser Ellipsen konnen die Membrandicke und das
Kapselzentrum bestimmt werden. Das Kapselzentrum ist dabei der Mittelpunkt der inneren
Ellipse. Die Membrandicke wird durch die Differenz der jeweiligen mittleren Ellipsenradienﬂ
berechnet.

Da die Diffusion der Kontrastmittel in die Kapseln hier in erster Naherung radialsymmetrisch
erfolgt, soll die Kontrastmittelkonzentration als Funktion des Abstands zum Kapselzentrum
erhalten werden. Dazu werden ausgehend vom Kapselzentrum die Mittelwerte der Signal-
amplituden aller Pixel gebildet, die den gleichen Abstand zum Zentrum besitzen. Dies wird
dadurch realisiert, dass Matrizen mit einer der Bildmatrix entsprechenden Grofle erstellt
werden, die auf etwa 1 Pixel dicken Kreisringen mit dem Kapselzentrum als Mittelpunkt
jeweils den Wert 1 enthalten, wohingegen alle anderen Eintrage 0 sind. Dabei wird fiir jeden
Abstand zum Kapselzentrum eine Matrix erstellt, wobei der Durchmesser der Kreisringe in
diesen Matrizen von zwei Pixeln mit der Schrittweite von einem Pixel bis zum mittleren
Durchmesser der Kapsel inkrementiert wird. Die so erhaltenen Matrizen werden jeweils Kom-
ponentenweise mit der Bildmatrix multipliziert. Die dadurch entstehenden Matrizen, welche
also die Signalamplituden gleichen Abstands zum Kapselzentrum enthalten, werden wiederum
mit einer Matrix komponentenweise multipliziert, die auf allen Pixeln, die innerhalb der
inneren Konturlinie der Membran liegen (vgl. Abb. ), den Wert 1 enthalten. Dadurch wird
sichergestellt, dass im Falle von nicht kreisrunden Membranen keine Signale aus dem Bereich
der Kapselmembran fiir die Auswertung beriicksichtigt werden. Anschlieend wird geméf
Abschnitt aus den Mittelwerten der Signalamplituden in jeder Matrix die Konzentration

als Funktion des Abstands zum Kapselzentrum bestimmt.

5.4. Ortsaufgeloste Ermittlung der Kontrastmittel-Konzentration

Fiir die Amplitude der Signalstarke in einem Voxel eines NMR-Bildes, welches mit einer

Spin-Echo-Sequenz aufgenommen wird, gilt allgemein der Zusammenhang

_Tr _<T7R_T7E) _Tr
S(T1,Ty) = So e T2 -<1—2@ )y Tl), (5.1)

welcher sich durch Losung der Bloch Gleichungen ergibt [61]. Fiir den Fall, dass Ty < Tr
gilt, vereinfacht sich diese Gleichung zu der aus Abschnitt bekannteren Form

_Tg Tr
S(Tl,Tz) :So-e Ty . (1—6 T1>. (5.2)

Bei wassrigen Losungen paramagnetischer Molekiile kann man in guter Ndherung einen
linearen Zusammenhang zwischen der Konzentration der paramagnetischen Molekiile in der

Losung c und den Relaxationsraten Ry o = 717 21 annehmen:

Ri2(c) = ki2 - ¢+ Ri2(0). (5.3)

*Mittlerer Ellipsenradius = (kleine Halbachse 4 groBe Halbachse)/2.
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5.4. Ortsaufgeloste Ermittlung der Kontrastmittel-Konzentration

Dabei entspricht R 2(0) der Relaxationsrate des reinen Losungsmittels und kq 2 der molaren
Relaxivitdt der gelosten Substanz. Ist dieser Zusammenhang aus Messungen bekannt, so
konnen die Relaxationsraten in Glg. substituiert werden und die Signalamplitude wird

eine Funktion der Kontrastmittel-Konzentration:

S(c) = Sy - e Teka(e). <1 — 9¢~(TrRR1()=TpR1(0)/2) 4 e_TRRl(C)) . (5.4)

In dieser Funktion tritt neben der unbekannten Konzentration ¢ noch der weitere unbe-
kannte Faktor Sy auf. Diese Gleichgewichtsamplitude Sy gibt die Signalstarke fir T — 0
und Tr — oo an. Die Bestimmung von Sy ist fiir den Fall einfach, dass die Konzentration,
welche einer bestimmten Signalamplitude zugeordnet werden kann, bekannt istE| In diesem
Fall kann Sy durch Umstellung von Glg. bestimmt werden. Auf das hier durchgefiihrte
Experiment bezogen, ist die Konzentration des Kontrastmittels in der verwendeten Kontrast-
mittellosung zum Zeitpunkt ¢ = 0 bekannt. Man kann annehmen, dass die Konzentration
des Kontrastmittels aulerhalb der Kapsel im ersten aufgenommenen Bild jeder Messreihe
ungefahr der Ausgangskonzentration ¢y entspricht. Diese Annahme wird durch den grofien

Volumenunterschied zwischen Kapsel und Losungsmittelbad gerechtfertigt. Es ergibt sich also

(Sca—sol.)1.Bild — (Rauschen) giq
e—TERZ(CO) . (1 _ 26_(TRR1 (Co)—TERl(co)/Q) + e_TRRl(CO)) )

Sy = (5.5)

wobei (Sca—sor.)1.Bild dem Mittelwert aller Signalamplituden aus dem Bereich auferhalb
der Kapsel aber innerhalb des Rohrchens im ersten aufgenommenen NMR-Bild entspricht,
und (Rauschen); gijg dem Mittelwert des Rauschens im Bildbereich aufierhalb des Rohrchens
entspricht.

Um die Funktion der konzentrationsabhingigen Relaxationsraten (Glg. zu bestimmen,
wurden die longitudinalen und transversalen Relaxationszeiten unterschiedlich konzentrierter
wassriger Losungen der verwendeten Kontrastmittel gemessenﬁ T1 wurde dabei geméafl des
in Abschnitt 8.1 ndher erlauterten saturation recovery-Verfahrens ermittelt. Die Messung
von Ty erfolgte durch Spin-Echo-Messungen mit variabler Echozeitﬁ Abbildung zeigt die
Resultate dieser Messungen, an die lineare Funktionen angepasst worden sind. In Tabelle
sind die ermittelten Parameter des linearen Zusammenhangs zwischen Konzentration
und Relaxationsraten zusammengefasst. Die deutlich héheren molaren Relaxivitaten k1o des
Gd-DTPA-Molekiils im Vergleich zum Kupfer sind durch die verschiedenen magnetischen
Momente begriindet, welche eine Folge der unterschiedlichen Anzahl ungepaarter Elektronen
sind.

Fiir die Berechnung der Konzentration anhand der Signalamplitude ist es weiterhin nétig, die

3Fiir den Fall, dass diese Zuordnung nicht durchgefiihrt werden kann, kann auf die sogenannte Null-Punkt-
Methode zuriickgegriffen werden [56l57]. Dabei wird die Magnetisierung vor der eigentlichen Bildgebungssequenz
in einem bestimmten zeitlichen Abstand invertiert, wodurch in Bildern Punkte mit verschwindender Amplitude
auftreten, wo durch das entsprechende 77 gerade eine Magnetisierung von Null erreicht wird.

4Zusitzlich zum Kontrastmittel enthielten die Losungen noch 0,5% Gew. Calciumchlorid, welches zur
Einstellung des pH-Wertes benétigt wurde.

5 Auf die To-Messung mittels des genaueren und schnellerem CPMG-Verfahrens wurde bewusst verzichtet,
da die hier verwendeten Bildgebungsverfahren auf einzelnen (nicht mehrfach refokussierten) Spin-Echos
beruhen, wodurch die Tr-Abhéngigkeit des Signals hier analog zur Signalddmpfung in Hahn-Echos ist.
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Gd-DTPA-Konzentration ¢ [mmol/l] CuSO,-Konzentration ¢ [mmol/l]
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Gd-DTPA-Konzentration ¢ [Gew.-%)] CuSO,-Konzentration ¢ [Gew.-%]

(a) (b)

Abbildung 5.3.: Doppellogarithmische Darstellung der Relaxationsraten als Funktion
der Konzentration fiir Gd&-DTPA (a) und Cu** (b) bei 10°C. Aufgrund der loga-
rithmischen Konzentrationsachse sind die Relaxationsraten der 0 %igen Ldsungen in
den Diagrammen nicht dargestellt, obwohl Sie fiir den linearen Fit beriicksichtigt
wurden. Sie betragen Ry = 0,4s~! und Ry = 1,8s~!. Die in der Legende dargestellten
angepassten Funktionen beziehen sich auf die Konzentration in mmol/I.

Umkehrfunktion von Glg. zu bilden. Diese ist analytisch nicht trivial zu berechnen. Daher
erfolgte die Berechnung der zu bestimmten Signalamplituden korrelierenden Konzentrationen
dadurch, dass Glg. diskretisiert wurde. Die Konzentrationen wurden dann bestimmt,
indem die Stelle (Konzentration) der diskretisierten Funktion gesucht wurde, welche die
geringste Abweichung des Funktionswertes zur gemessenen Signalamplitude aufweist. In Abb.
sind die diskretisierten Abhéngigkeiten der Signalamplitude von den Kontrastmittelkon-
zentrationen fiir verschiedene Werte der Repetitions- bzw. Echozeit im Bildgebungsexperiment
dargestellt. Man kann gut erkennen, dass die Funktionen nicht monoton sind, was Probleme
bei der eindeutigen Zuordnung der Signalamplituden zu den Konzentrationen bereitet. Um
dieses Problem zu umgehen, mussten vor der Permeabilitatsmessung die Parameter 7T und
Tr, sowie die Ausgangskonzentration ¢y so gewahlt werden, dass die Funktion S(c) im Intervall
¢ = [0, o] eine strenge Monotonie aufweist. Neben der strengen Monotonie mussten auch

noch weitere Kriterien bei der Auswahl der Bildgebungsparameter beriicksichtigt werden.

Kontrastmittel k; [Ils7'mmol™' | R1(0) [s7!] ko [Is7'mmol™t] Rg(0) [s7!]

Gd-DTPA 4,94 0,03 6,28 1,2
Cu?t 0,94 0,20 1,28 1,0

Tabelle 5.1.: Mittels linearer Regression bestimmte Parameter (vgl. Glg. zur
Beschreibung der Relaxationsraten als Funktion der Konzentration von wassrigen
Losungen der Kontrastmittel Gd-DTPA und Cu?t bei 10°C.
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5.5. Simulation des Diffusionsvorgangs
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Abbildung 5.4.: Anhand von Glg. berechnete Signalamplituden in NMR-Bildern
als Funktion der Kontrastmittel-Konzentration (Gd-DTPA bei 10°C) und der Repeti-
tionszeit (bei Ty = 20ms) (a) bzw. Echozeit (bei Tr = 150ms) (b).

So sollte beispielsweise die Echozeit so gewahlt werden, dass die Signalamplitude bei der
Ausgangskonzentration ¢y einerseits maximiert wird (kurze Echozeit), und andererseits ein
guter Kontrast zwischen Kapselmembran und Kontrastmittellosung gewéhrleistet wird (lange
Echozeit). Zusétzlich musste beriicksichtigt werden, dass die Steigung der Funktion im kom-
pletten Intervall ¢ = [0, co] moglichst grol wird, damit auch kleine Konzentrationsénderungen
visualisierbar sind und die Konzentrationsberechnung mit einer hohen Prézision erfolgen
kann. Ein weiterer Aspekt, der zu beriicksichtigen war, lag in der Wahl der Repetitionszeit
hinsichtlich der Zeitdauer, die fiir die Aufnahme eines Bildes benétigt wird. Die Zeitdauer
sollte natirlich minimiert werden, damit die Kontrastmitteldiffusion mit einer hohen zeitlichen
Auflésung beobachtet werden kann. Dies ist insbesondere bei schnellen Diffusionsprozessen
an unbeschichteten Kapselmembranen von grofler Bedeutung. Die Repetitionszeit konnte
allerdings nicht beliebig reduziert werden, da ansonsten hohe Auslastungsgrade der Gradien-
tenverstirker und -Spulen zu instabilen Versuchsdurchfiihrungen fiihrten.

Die beschriebenen Betrachtungen ergaben die hier fiir alle Experimente verwendeten Parameter
Tr = 150ms, Tk = 20ms und ¢p(CuSO4) = 7,44 mmol/l bzw. ¢o(Gd-DTPA) = 1,83 mmol/1.

5.5. Simulation des Diffusionsvorgangs

Fiir die Bestimmung von Diffusionskonstanten der Kontrastmittel in den Kapselmembranen
ist eine Simulation des Diffusionsprozesses durch eine Losung der Diffusionsgleichung notig,

welche hier beschrieben wird.
Kurzer theoretischer Abriss der Diffusion

Unter Diffusion versteht man einen Prozess, der aufgrund von thermischer Bewegung zu
einer gleichméfigen Verteilung von Teilchen und damit zur vollstdndigen Durchmischung

mehrerer Stoffe fithrt. Grundlagen fiir die mathematische Beschreibung der Diffusion sind

47



Membranpermeabilitatsbestimmung mit paramagnetischen Kontrastmitteln

das erste und zweite Fick’sche Gesetz [62]. Das erste Fick’sche Gesetz driickt aus, dass die

Teilchenstromdichte J proportional zum Konzentrationsgradienten ist:

J=-D (g;) : (5.6)

Dabei wird der Proportionalitétsfaktor D als Diffusionskonstante oder -koeffizient bezeichnet.

Das zweite Fick’sche Gesetz ergibt sich aus der Kombination von [5.6| mit der Kontinuitats-

gleichung
Oc oJ
zu
de &%
bzw.
0
af — V- (DVe) (5.9)

fiir den allgemeinen dreidimensionalen Fall.

Das 2. Fick’sche Gesetz stellt somit den Zusammenhang zwischen ortlichen und zeitlichen
Konzentrationsdnderungen dar. Die Losung dieser partiellen Differentialgleichung fiihrt zu
Funktionen, welche die Stoffkonzentration in Abhéngigkeit von Ort und Zeit darstellen.
Bei der Betrachtung von Problemen mit Kugelsymmetrie empfiehlt sich die Darstellung der

Diffusionsgleichung in Polarkoordinaten:

2
8021[6 (D 280>+ : 8(Dsin086>+ D 80] (5.10)

ot 2 |or\" ar) " smo o0 90) " sin%0 02
Bei einer Beschrankung auf den hier angebrachten Fall, dass die Diffusion mit radialer

Symmetrie erfolgt, ist die Konzentration winkelunabhéngig, womit sich Glg. durch die

Anwendung der Produktregel vereinfacht zu:

Oc 9%c  20c
—=D—=+-———. 5.11
ot <6r2 - 87") (5:11)
Fiir eine analytische Losung der radialsymmetrischen Diffusionsgleichung ist es sinnvoll, diese

durch die Substitution v = ¢r umzuformen in

oc 0%u

Diese Form der radialsymmetrischen Diffusionsgleichung ist identisch mit der eindimensionalen
Diffusionsgleichung [5.8] Dadurch vereinfacht sich die Losung der radialsymmetrischen Diffusi-
onsgleichung enorm, weil fiir viele Falle auf eindimensionale Losungswege zuriickgegriffen

werden kann.
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5.5. Simulation des Diffusionsvorgangs

Analytische Losung der Diffusionsgleichung

Betrachtet man die Diffusion eines gelosten Stoffes aus einem gut gerithrten Losungsbad
in eine Sphare, so existieren analytische Losungen von Glg. [63]. Diese analytischen
Losungen sind fiir das hier beschriebene Experiment allerdings nicht anwendbar. Trotzdem
wird die analytische Losung hier beschrieben, da sie fiir eine Uberpriifung der numerischen
Losung und zur Auswertung der in Abschnitt beschriebenen Experimente zur Messung
von Anthocyan-Freisetzungen verwendet wird.

Zur Losung der Diffusionsgleichung geht man von einer Kugel aus, die sich zentral in
einem sphérischen Bad mit Volumen V befindet (Vgl. Abb. . In der Kugel besitzt der
geloste Stoff die Diffusionskonstante D,,. Zur Zeit ¢ = 0 ist die Kugel frei vom gelosten
Stoff. Im Losungsbad ist der geloste Stoff zu jeder Zeit homogen verteilt und hat zur Zeit
t = 0 die Konzentration ¢ = ¢y. Die Bedingung einer homogenen Verteilung des gelosten
Stoffes im Bad wird experimentell durch eine Rithrung des Bades gewéhrt. Dadurch ist die
Konzentration innerhalb des Bades nur noch von der Zeit abhéngig, wodurch sich die Losung
der Diffusionsgleichung deutlich vereinfacht. Zusétzlich gilt die Randbedingung, dass die Rate,
mit welcher der geloste Stoff dem Bad entweicht, der Rate entspricht, mit welcher der geloste

Stoff in die Kugel entlang der Kugeloberfliche bei r = r, eintritt:

de
ot

o
- or

(5.13)

r=Tq r=Tq

Mit Hilfe dieser Randbedingung lasst sich die Diffusionsgleichung unter Anwendung einer
Laplace-Transformation 16sen und man erhélt die gesamte Stoffmenge M innerhalb der Kugel

als Funktion der Zeit:

> « le m 2
M (t) = M(o0) - ll—zsm-exp <—Drgq”-t>] : (5.14)

n=1

In dieser Gleichung sind die Faktoren g, die positiven und nicht verschwindenden Ldsungen

der Gleichung

3qn
3+ag:’

tangq, = (5.15)

Der Faktor a gibt dabei in Glgn. und das Verhéltnis der Kugel- und Bad-Volumina

an:

VBad
= . 5.16
VKugel ( )

Mit Glg. liegt nun eine analytische Losung der Diffusionsgleichung fiir die in Abb.
skizzierte Diffusion in eine Sphéare vor. Der umgekehrte Fall der Diffusion eine Stoffes aus
einer Kugel in ein gut gerithrtes Bad wird ebenfalls durch Glg. gelost.
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D DM embran

(a) (b)

Abbildung 5.5.: Grafiken zur Erklarung der Diffusionsmodelle. Fiir das Modell in (a)
existieren exakte analytische Losungen (Glg. . Das Modell in (b) wird fiir das

hier vorliegende Experiment verwendet und wird numerisch gelost.

Numerische Losung der Diffusionsgleichung

Das Modell, welches die Diffusion in dem hier durchgefiithrten Experiment beschreibt, un-
terscheidet sich in in zwei Arten von dem zuvor dargestellten analytisch l6sbaren Modell.
So besitzen die hier untersuchten Mikrokapseln zum einen eine Membran und einen Kern,
wodurch sich zwei Bereiche innerhalb der Kapsel mit unterschiedlichen Diffusionskonstanten
ergeben. Zum anderen befindet sich das Losungsmittelbad in Ruhe, so dass hier nicht von
einer Ortsunabhéngigkeit der Konzentration im Bad ausgegangen werden kann. Daher muss
hier auf eine numerische Losung der Diffusionsgleichung zuriickgegriffen werden, um Diffusi-
onskonstanten der Membranmaterialien moglichst genau zu ermitteln.

Fiir die numerische Losung wird die Matlab-Funktion pdepe verwendet, welche parabolische
Differentialgleichungen (DGL) l6sen kann. Die Funktionsweise basiert darauf, dass die partielle
DGL durch eine lokale Diskretisierung zweiter Ordnung in eine gewohnliche DGL konvertiert
wird und anschliefflend durch eine numerische Integration gelost wird (Finite-Differenzen-

Methode). Zum Lésen der Diffusionsgleichung werden die Anfangsbedingungen

c(r=0..1re,t=0) = 0
c(r=rq.TBad,t =0) = ¢ (5.17)

verwendet, wobei r, gemiafl dem in Abb. dargestellten Modell den Auflenradius der
Kapsel darstellt. rp,q entspricht hier dem Radius eines sphéarischen Bades, welches das gleiche
Volumen besitzt wie die experimentell verwendete Kontrastmittellosung im NMR-Ro6hrchen.

Die Randbedingungen werden so gewéhlt, dass die Konzentration im Kapselzentrum und am
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Abbildung 5.6.: (a) Konzentrationsprofil (Ausschnitt) fiir die Diffusion eines gelisten
Stoffes mit D = 1,5- 1072 m? /s aus einem gut geriihrtem Bad (Volumen = 250 mm?)
mit Ausgangskonzentration co = 1,0 in eine Kugel ohne Wand mit dem Durchmesser
1,6 mm und der Ausgangskonzentration co = 0. (b) Vergleich der gesamten gel6sten
Stoffmengen innerhalb der Kugel, welche sich aus der numerischen (fiir verschiedene
Raster-Genauigkeiten) sowie der analytischen Losung ergeben. Fiir grofie Raster-
Genauigkeiten stimmen die numerische und die analytische Losung iiberein und sind
hier daher nicht zu unterscheiden.

Rand des Bades gegen ein horizontales Plateau strebt:

dc
or

_ Oc

T =0. (5.18)

T=7TBad

Fiir die Losung werden den Bereichen Bad, Membran und Kapselkern die Diffusionskoeffizi-

enten folgendermaflen zugeordnet:

D(r = OTZ) = D('f' = Ta---rBad) DfTei ’

D(r=ri.rq) = Dmem - (5.19)

Man erhélt so in Abhéngigkeit von der Diffusionskonstanten und der Kapsel- bzw. Badgeome-

trie die Konzentration ¢pym (7, t) als Funktion der Zeit und des Abstandes zum Kapselzentrum.

5.5.1. ﬂberpriifung der Korrektheit der numerischen Simulation

Zur Uberpriifung, ob die numerische Losung der Diffusionsgleichung korrekte Ergebnisse liefert,
werden die Ergebnisse einer numerischen Losung mit denen der analytischen Losung nach Glg.
des in Abb. dargestellten Systems verglichen. Da die analytische Losung nur gilt,
wenn die Kugel sich in einen ,,gut geriihrtem“ Bad befindet, wurde in der numerischen Losung
die Diffusionskonstante im duBeren Bad auf einen sehr hohen Wert gesetzt (Dpaq = 1 m?/s),
um so eine , gute Rithrung® zu simulieren. In Abb. sind die orts- und zeitabhéngigen

Konzentrationen innerhalb einer Kugel dargestellt, wie sie sich aus der numerischen Losung
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ergeben. Da das Badvolumen, von dem hier nur ein kleiner Ausschnitt dargestellt ist, sehr viel
grofler als das Kugelvolumen ist, verringert sich die Konzentration im Bad hier nur unmerklich.
Diese Konzentrationsprofile wurden mit verschiedenen Genauigkeiten (Inkremente der Zeit-
und Orts-Raster) simuliert. Um einen Vergleich mit der analytischen Losung vollziehen zu
kénnen, wurden aus den Konzentrationsprofilen die gesamten geldsten Stoffmengen innerhalb
der Kugel als Funktion der Zeit berechnet, welche in Abb. dargestellt sind. Man kann hier
deutlich erkennen, dass fiir ausreichend hohe Raster-Genauigkeiten die numerische Simulation
mit der analytischen Losung iibereinstimmt.

Ahnliche Vergleiche wurden auch fiir den Fall durchgefiihrt, dass die Kugel eine Wand besitzt,
in welcher der geloste Stoff eine geringere Diffusivitdat aufweist. Fiir diesen Fall existiert eine
analytische Naherungslésung, mit welcher die numerische Simulation verglichen wurde (siehe
Abschnitt . Hier zeigte sich, dass zwischen beiden Losungen eine deutliche Diskrepanz
vorliegt, was somit neben dem ruhenden Bad ein weiterer Grund fiir die Verwendung der

numerischen Losung zur Bestimmung der Diffusionskonstanten ist.

5.6. Ergebnisse

Um den Einfluss der Schellack-Beschichtung auf die Membranpermeabilitdten aufzukléren,
wurden wie in Abschnitt beschrieben jeweils drei Messreihen von beschichteten und
unbeschichteten Kapseln fiir jedes der beiden verwendeten Kontrastmittel aufgenommen.
In Abhéngigkeit von der Permeabilitdt der Kapselwéande fiir das jeweilige paramagnetische
Molekiil bestanden die Messreihen dabei aus etwa 100 bis iiber 1000 einzelnen NMR-Bildern.
In Abbildung sind exemplarische NMR-Bilder der Permeabilitdtsmessungen von unbe-
schichteten Kapseln mit Gd-DTPA als Kontrastmittel bei verschiedenen Zeitpunkten darge-
stellt. Zu Beginn der Messung befindet sich im Kapselinneren hauptséchlich Wasser ohne
geloste paramagnetische Molekiile, wohingegen sich auflerhalb der Kapsel die Kontrastmittel-
Losung befindet. Daher liefert das Kapselinnere im ersten Bild der Messreihe kein bzw.
nur ein sehr schwaches Signal aus dem Randbereich des fliissigen Kerns. Dies ist mit den
unterschiedlichen longitudinalen Relaxationszeiten der beiden Medien (etwa 2s im inneren
der Kapsel und 100 ms auflerhalb der Kapsel) in Kombination mit einer 73-Gewichtung
der Bildaufnahme (T = 150ms) zu erkldren. Man kann deutlich erkennen, dass die Si-
gnalamplitude aus dem Kapselkern mit der Zeit ansteigt. Weiterhin erkennt man, dass bei
kurzen Diffusionszeiten die Signalstdrke vom Rand des Kapselkerns zum Kapselzentrum hin
radialsymmetrisch abnimmt, was durch den Konzentrationsgradienten innerhalb der Kapsel
zu erklaren ist. Dieser Konzentrationsgradient nimmt fiir groffere Diffusionszeiten ab. Ab
einer Diffusionszeit von etwa 20 Minuten ist dieser Konzentrationsgradient kaum noch zu
erkennen, da sich die Signalamplituden von Kapselkern und Kontrastmittellosung aufgrund
des Erreichens eines Konzentrationsgleichgewichts angleichen.

Betrachtet man dahingegen die NMR-Bilder der Diffusion von Gd-DTPA in eine mit Schellack
beschichtete Kapsel (Abb. [5.7b) féllt direkt auf, dass dort das Eindringen der parama-
gnetischen Molekiile deutlich langsamer erfolgt. Hier werden gleiche Signalamplituden aus
Kapselkern und Kontrastmittellosung erst nach etwa einem Tag erreicht. Die vergleichsweise

langsame Diffusion erklért auch, dass ein radialer Signalstarkegradient hier nicht zu erkennen
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Signalamplitude [w. E.]

Abbildung 5.7.: Exemplarische NMR-Bilder von zwei Messreihen zur Bestimmung der
Durchléssigkeiten von unbeschichteten (a) und mit Schellack beschichteten Pektinat-
kapseln (b) zu verschiedenen Zeitpunkten. Die mit der Zeit ansteigende Signalstérke
aus dem Kern der Kapseln kennzeichnet in die Kapseln hinein-diffundierende parama-
gnetische Molekiile.

ist.

Bei einem direkten Vergleich der Kapseln in den hier dargestellten Messreihen féllt auf, dass
die beschichteten Kapseln deutlich kleiner sind als die Unbeschichteten. Dies ist konform mit
den in Kapitel dargestellten Messungen und Erklarungen. Leider sind in den Bildern zur
Untersuchung der Kontrastmitteldiffusion die Schellackschichten nicht durch unterschiedliche
Signalamplituden von den Pektinatschichten zu unterscheiden. Dies liegt daran, dass die
Bildgebungsparameter hier nicht fiir eine Differenzierbarkeit der unterschiedlichen Schichten,
sondern fiir eine Visualisierung der Kontrastmitteldiffusion optimiert worden sind.

Fiir eine rein qualitative Bestimmung der Kapselwandpermeabilitaten wiirden diese NMR-
Bilder schon ausreichen. Um allerdings Diffusionskonstanten fiir die verwendeten Kontrast-
mittel in den Membranen angeben zu konnen, miissen anhand dieser NMR-Bilder wie in
den letzten Abschnitten beschrieben die Konzentrationen der gel0sten paramagnetischem
Molekiile als Funktion der Diffusionszeit und dem Abstand zum Kapselzentrum berech-
net werden. Abbildung [5.8h stellt die experimentell erhaltenen Konzentrationen innerhalb
der unbeschichteten Pektinatkapsel aus Abb. dar. Die Konzentrationen wurden dabei
gegléttetﬂ um ihre Streuung zu vermindern. Der in den NMR-Bildern schon erkenntliche
radiale Konzentrationsgradient ist hier insbesondere bei kurzen Diffusionszeiten deutlich zu
erkennen. Nach ldngeren Diffusionszeiten wird dieser interne Konzentrationsgradient aufgrund
des sinkenden Konzentrationsgefilles zwischen Kapselinnerem und Kontrastmittellosung
weniger signifikant. Bei geniigend langen Diffusionszeiten ist die Konzentration innerhalb

der Kapsel homogen und erreicht hier nach etwa 100 Minuten einen Gleichgewichtswert, der

SDie Glittung erfolgte entlang der zeitlichen und raumlichen Dimension durch eine lokale Regression,
welche einen gewichteten linearen least squares fit verwendet.
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Abbildung 5.8.: (a) Experimentell ermittelte und geglittete Konzentrationen des
Kontrastmittels Gd-DTPA innerhalb einer unbeschichteten Pektinatkapsel als Funktion
der Zeit und des Abstands zum Kapselzentrum.(b) Konzentrationsprofil aus einer

an die exp. Daten angepassten numerischen Lésung der Diffusionsgleichung mit den
Diffusionskonstanten D,yem = 6 - 107 m? /s und Dpe; = 25 - 1071 m?/s.
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Abbildung 5.9.: (a) Vergleich der experimentellen Konzentration mit der numerisch
ermittelten Konzentration als Funktion der Zeit fiir zwei verschiedene Orte innerhalb
der Kapsel (Zentrum und Rand des fliissigen Kerns) (b) Einfluss der Diffusionskon-
stanten auf die RMS-Abweichung der numerischen Lésung von den experimentellen
Daten.

aufgrund des Verhéltnisses zwischen Kapsel- und Bad-Volumen (Vgqq ~ 1000 - Vi gpser) im
Wesentlichen gleich der Ausgangskonzentration cg ist.

Zur Bestimmung von Diffusionskoeffizienten fiir die jeweiligen Molekiile in den unterschiedli-
chen Membranen wurde die in Abschnitt [5.5] beschriebene numerische Losung der Diffusions-
gleichung an die experimentellen Daten angefittet. Die Fitprozedur bestand dabei darin, dass
die Diffusionsgleichung fiir bestimmte vorgegebene Werte von Dipep, und D ype; gelost wurde
und anschliefend die Parameter-Kombination gesucht wurde, zu der die experimentellen Daten
die kleinste quadratische Abweichung besitzen. Fiir das hier dargestellte Konzentrationsprofil
wurden dabei die Diffusionskonstanten Dyen, = 6 - 1071 m?/s und D frei = 25 - 107" m? /s
ermittelt.

Um die experimentell erhaltenen Konzentrationen mit der angefitteten numerischen Simu-
lation quantitativ zu vergleichen, sind in Abb. [5.9k die Konzentrationen als Funktion der
Zeit fiir den Rand des fliissigen Kerns und das Kapselzentrum dargestellt. Fiir kurze Diffusi-
onszeiten zeigen sich nur unsignifikante Abweichungen. Bei langeren Diffusionszeiten zeigen
sich durch Fluktuationen der experimentellen Daten hervorgerufene gréfiere Abweichungen.
Diese Fluktuationen konnen auf die zur Berechnung der Konzentrationen verwendete Glg.
5.1| zurtickgefithrt werden. Da die Ableitung der Signalfunktion nach der Konzentration
% fiir hohe Konzentrationen kleiner wird, fithrt konstantes experimentelles Rauschen zu
groBeren Fehlern bei der Bestimmung der Konzentration. Fiir eine Abschétzung der Zu-
verlassigkeit der angepassten Diffusionskonstanten ist in Abb. die mittlere quadratische
(RMS-)Abweichung des angefitteten vom experimentellen Konzentrationsprofil als Funktion
der fiir die Simulation verwendeten Diffusionskonstanten dargestellt. Diese Funktion hat ihr
Minimum bei den angepassten Werten fiir D¢, und Dy,.e;, bei denen die relative RMS-
Abweichung hier etwa 3 % betriigt. Im Bereich von Dypep, = 5 bis 7- 107 m? /s und D frei = 2
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Kontrastmittel Kapseltyp Dpem [10_11m2 /s] Dy [10_11m2 /s]
Gd-DTPA unbeschichtet 6 /5 /5 30 /30 /30
Cu?t unbeschichtet 11 / 11 / 11 80 / 80 / 80
Gd-DTPA beschichtet 6/006/~0 30 / 30 / k.A.
Cu?* beschichtet 6 /0,02 80 / 80

Tabelle 5.2.: Diffusionskonstanten fiir die verwendeten Molekiile in beschichteten und
unbeschichteten Membranen, sowie im fliissigen Kapselkern, welche durch einen Fit der
numerischen Lésung der Diffusionsgleichung an die experimentellen Daten ermittelt
wurden. Die aus verschiedenen Messungen erhaltenen Diffusionskonstanten sind durch
einen Schragstrich getrennt. Die Genauigkeiten der angefitteten Diffusionskonstanten
liegen bei etwa 15 % fiir Dpem und 20 % fiir D fye;.

bis 3 - 10719 m? /s sind die Unterschiede der RMS-Abweichung vernachlissigbar gering. Daraus
folgt eine Abschiatzung der Genauigkeit der ermittelten Diffusionskoeffizienten von 15 % fiir
Dyem und 20 % fiir Dyye;. Analoge Betrachtungen an den anderen durchgefiihrten Permeabi-
litdtsbestimmungen fiihrten zu vergleichbaren Genauigkeiten. Entsprechende Auswertungen
wurden fiir die hier untersuchten Kapselsysteme durchgefiihrt, wobei die Ergebnisse in Tabelle
[.2| zusammengefasst sind. Die dreifach wiederholten Experimente an unbeschichteten Kapseln
lieferten in allen Féllen vergleichbare Ergebnisse. Die ermittelten Diffusionskonstanten inner-
halb unbeschichteter Membranen sind dabei etwa 6 bis 7 mal geringer als die ermittelten freien
Diffusionskoeffizienten Dy,; = 3010711 m? /s und Dye; = 80 - 107" m? /s fiir Gd-DTPA
bzw. Kupferionen. Diese Diffusionskonstanten Dy,.; sind fiir alle hier durchgefiihrten Permea-
bilitatsbestimmungen jeweils libereinstimmend. Betrachtet man die Diffusionskonstanten in
den Membranen beschichteter Kapseln, so lieferte jede Messung andere Werte fiir D,,em,. Die
Diffusionskonstanten in beschichteten Membranen variieren von D,,em = 0 bis 6 - 10~ m?2 /s,
wobei die obere Grenze der Permeabilitdt von unbeschichteten Membranen entspricht. Die
Diffusionskonstante D, = 0 wurde dabei allerdings nicht angefittet sondern bedeutet, dass
innerhalb einer Zeit von 4 Wochen keine Signal- bzw. Konzentrationsénderung innerhalb der
Kapsel verzeichnet werden konnte. In Abbildung sind NMR-Bilder von dieser Kapsel
dargestellt. und zeigen die Kapsel kurz nachdem sie in die Kontrastmittel-Losung
gegeben wurde und nach einem Aufenthalt von etwa 4 Wochen in dieser Losung. Hier sind

keine Anderungen der Signalamplituden aus dem Inneren der Kapsel zu verzeichnen.

An genau dieser Kapsel wurde weiterhin noch getestet, ob Sie die gleichen Eigenschaften
auch bei einer physiologischen Temperatur von 37 °C besitzt. Dazu wurden bei dieser Tem-
peratur entsprechende Diffusionsmessungen durchgefiihrt. In dem NMR-Bild in Abb.
erkennt man, das auch hier keine Veranderungen der Signalamplitude aus dem Kapselkern
zu erkennen sind, nachdem sich die Kapsel etwa zwei Tage bei 37 °C im Kontrastmittelbad
befand. Demnach scheinen mit Schellack beschichtete Kapseln prinzipiell dazu geeignet zu
sein, die hier verwendeten Kontrastmittel unter physiologischen Bedingungen des oberen
Gastrointestinaltraktes ausreichend zuriickzuhalten.

Ergénzend wurde auch ein T)-gewichtetes Bild dieser Kapsel aufgenommen (Abb. ),
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1mm

(a)

Abbildung 5.10.: NMR-Bilder der beschichteten Kapsel in Gd-DTPA-Lésung mit
korrespondierender Diffusionskonstante Dyen, = 0. Th-gewichtetes Bild (a) zu Beginn

der Messung, (b) nach 4 Wochen in Kontrastmittellosung und (c) nach 2 Tagen bei
37°C. (d) Ty-gewichtetes Bild.

in dem man ein deutliches Signal aus dem Kapselinneren erkennt. Die Signale aus dem
Kapselkern sind hier aufgrund der niedrigeren transversalen Relaxationszeit deutlich starker
als die Signale der Gd-DTPA-Losung auflerhalb der Kapsel. In diesem Bild ist im Gegensatz
zu den Ti-gewichteten Bildern auch ein guter Kontrast zwischen der Pektinatschicht und der
Schellack-Beschichtung zu erkennen. Aufgrund dieses NMR-Bildes ist davon auszugehen, dass

im fliissigen Kapselinneren tatsachlich Wasser vorliegt und die Kapsel somit intakt ist.

5.6.1. Spezialfall: Absorption von Kupferionen in Pektinatmembranen

Abbildung stellt das experimentelle Konzentrationsprofil innerhalb einer beschichteten
Kapsel dar, in welche Kupferionen mit D,,em, = 0,02 - 1071 m? /s hinein diffundiert sind. Hier
fallt auf, dass die Konzentration innerhalb der Kapsel bis zu einer Diffusionszeit von ungeféhr
1000 Minuten konstant bei etwa Null bleibt. Ein Erkldrungsansatz fiir diese Beobachtung
basiert darauf, dass Kupferionen die vernetzenden Calciumionen verdréngen und ersetzen,
da sie Pektinatgele ebenfalls vernetzen kénnen. Im Gegensatz zu der Kapsel, bei der die
Kupferionen deutlich schneller in die Kapsel diffundiert sind, ist die Schellack-Beschichtung
hier vermutlich deutlich undurchléssiger fiir die Kupferionen. Hier diffundieren die Kupfe-
rionen wahrscheinlich so langsam durch die Schellackschicht, dass sie anfangs gar nicht den
flissigen Kapselkern erreichen, sondern zunéachst im Pektinatgel durch die Ersetzung von
Calciumionen ,absorbiert“ werden. Erst wenn das Pektinatgel mit Kupferionen gesattigt
ist, erreichen die Kupferionen das Kapselinnere, wodurch die Konzentration dort ansteigt.
Dieser Prozess wird bei der numerischen Losung der Diffusionsgleichung fiir diese experi-
mentellen Daten beriicksichtigt. Ein zusétzlicher Parameter gibt in der numerischen Losung
eine Zeit an, bis zu welcher die Diffusionskonstante innerhalb der Kapselmembran den Wert
D = 0 annimmt. Dieser Parameter betragt fiir den vorliegenden Fall 1300 Minuten. Dies ist
natiirlich nur in erster Naherung ein anwendbares Auswerteverfahren, da strenggenommen die
Diffusionsgleichung um einen Term, welcher die Absorption beriicksichtigt, ergénzt werden
miisste. Da allerdings zu wenig Informationen {iber den Absorptionsprozess vorliegen, ist die

durchgefithrte Weise hier zweckméfiger.
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Abbildung 5.11.: Experimentell ermitteltes Konzenrationsprofil der Diffusion von
Kupferionen in eine mit Schellack beschichtete Pektinat-Mikrokapsel. Der verzoger-
te Anstieg der Konzentration zu Beginn der Messung ist auf eine Absorption der
Kupferionen im Pektinatgel zuriickzufiihren.

5.7. Diskussion

Vergleich der experimentell bestimmten Diffusionskoeffizienten mit Literaturwerten

Chen et al. haben die Diffusionskonstante von Kupferionen in Wasser zu D = 60 —
80 - 1071t m? /s bestimmt. Dieser Wertebereich deckt sich gut mit dem hier bestimmten Wert
von D = 8010~ m?/s. Von dem hier verwendeten Gd-DTPA-Molekiil sind bislang keine
Diffusionskonstanten bekannt. Daher wurde versucht, diese in DyO durch PFG-NMR[]| zu
bestimmen. Das war allerdings nicht erfolgreich, da im Protonenspektrum des Gd-DTPA-
Molekiils die von den Protonen des Komplexbildners stammenden Signale sehr schwach sind.
Begriindet werden kann das zum einen mit der geringen Konzentration der Molekiile im
nicht hundertprozentig wasserfreiem D2O, und zum anderen mit der schnellen Relaxation der
Protonen bedingt durch die Ndhe zum paramagnetischen Gadolinium-Ion.

Elst et al. haben allerdings temperaturabhangig die Diffusionskonstante des zum Gd-
DTPA é&hnlichen Komplexes La-(DTPA-BMA) bestimmt, dass sich beziiglich der Diffusions-
konstanten vermutlich nur geringfiigig von dem hier verwendeten Molekiil unterscheidetﬁ

Eine lineare Extrapolation auf die hier benutzte Temperatur von 10 °C resultiert in einer

"Gepulste-Feldgradienten-NMR. Eine nihere Erlauterung ist in Abschnitt 6.2.1| zu finden.

8Die Unterschiede liegen im Zentralion (Gd vs. La), und in der Ersetzung der Hydroxyl-Gruppen durch
MeNH Restgruppen.
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5.7. Diskussion

Diffusionskonstante von D = 26 - 10~ m? /s und liegt damit in der gleichen Gré8enordnung
wie die hier bestimmte Diffusionskonstante von D = 30 - 1071t m?/s.

Literaturwerte von Gd-DTPA oder Kupferionen in Pektinatgelen sind nicht bekannt. Aller-
dings haben Chen et al. [64] und Jang et al. [66] die Diffusionskonstanten von Kupferionen
in Alginat-Gelen zu etwa D = 10010~ m?/s bestimmt, zu denen die hier erhaltenen
Diffusionskonstanten in Pektinatgelen um den Faktor 10 geringer sind. Das kénnte damit
zu erkléren sein, dass die Dichte an positiven Ladungen (vernetzende und nicht-vernetzende
Calciumionen) im Pektinatgel hoher ist als im Alginatgel, wie es auch schon in Abschnitt
geschlussfolgert wurde. Diese grofiere Menge an positiven Ladungstriagern konnte zu einer

Abbremsung der in die Kapsel hinein-diffundierenden Kupferionen fiihren.

Erklarung der Permeabilitats-Streuung in beschichteten Membranen durch

dreidimensionale Bildgebung

Die grofie Streuung der Diffusionskonstanten bei beschichteten Kapseln legt die Vermutung
nahe, dass der feste Schellack an sich undurchlassig fiir die hier verwendeten Molekiile ist.
Die unterschiedlich ausgepriagten Permeabilitdten waren ein Hinweis darauf, dass die Schel-
lackbeschichtung unterschiedliche Qualitaten aufweist. So konnte der Schellack an einigen
Stellen zu diinn sein oder gar nicht vorhanden sein (Beschichtungs-Defekte). Durch diese
Defektstellen konnten die Kontrastmittel dann nahezu ungehindert in die Kapsel hinein dif-
fundieren. Das Auftreten von Defekten ist ein bekanntes Problem beim Beschichten [67]. Die
Defekte konnten dabei ein Resultat des Herstellungsprozesses sein, oder der Schellack kénnte
sich auch nachtriglich, zum Beispiel beim Uberfithren der Kapseln in die NMR-Réhrchen,
abgelost haben.

Um die angestellten Thesen zu iiberpriifen ist es nétig, die Beschichtungen von Kapseln mit
bekannter Permeabilitéat vollstandig auf Defekte bzw. Ungleichméfigkeiten zu iiberpriifen.
Zu diesem Zweck wurden mittels der der Mehrschicht-Bildgebung (vgl. Abschnitt von
iibereinander liegenden Schichten der Kapsel dreidimensionale Bilder der Kapseln rekonstru-
iert. Die Kapseln, zu denen die Permeabilitdten aus Tabelle bestimmt wurden, waren
allerdings nicht mehr vorhanden. Daher wurden vor der Aufnahme von dreidimensionalen
Bildern Kapseln gesucht, welche deutlich unterschiedliche Permeabilitaten aufweisen. Dies
geschah dadurch, dass mehrere Kapseln in eine Kontrastmittel-Losung gegeben wurden und
anschliefend nach einer bestimmten Diffusionszeit T7-gewichtete Bilder aufgenommen wurden.
Die Kapseln, welche nach identischer Diffusionszeit die geringste bzw. hochste Signalampli-
tude im Kapselinneren aufwiesen, wurden fiir die Aufnahme der dreidimensionalen Bilder
herangezogen.

Abbildungen und c zeigen die dreidimensional rekonstruierten Oberflachen der unter-
suchten Kapseln. Die in dargestellte Kapsel weist iiber die gesamte Oberflache eine
glatte und intakte Schellackbeschichtung auf. Diese Kapsel wies keine Permeabilitét fiir die
untersuchten Kontrastmittel auf. Dahingegen erkennt man an der in dargestellten Kapsel
deutlich einen Riss in der Schellack-Beschichtung. Diese Kapsel wies eine hohe Permeabilitét
fiir die untersuchten Kontrastmittel auf. In den Schnittbildern rechts neben den Bildern der

gesamten Oberflache erkennt man, dass es nur die Schellackschicht ist, welche einen Defekt
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(a) (b)

() (d)

Abbildung 5.12.: Mittels Multischicht-Bildgebung erhaltenene dreidimensionale Re-
konstruktionen der Oberflichen von Mikrokapseln mit intakter (a) und beschidigter
(c) Beschichtung. In (b) und (d) sind exemplarische zweidimensionale NMR-Bilder
der Kapseln dargestellt, aus denen die dreidimensionalen Bilder rekonstruiert wurden.

aufweist, wohingegen die Pektinatschicht intakt ist. Diese Beobachtungen bekriftigen die
oben aufgestellte These der Defektstellen als Ursache der unterschiedlichen Permeabilitaten

der beschichteten Kapseln.

5.8. Zwischenfazit

In diesem Kapitel konnte gezeigt werden, dass die NMR-Mikroskopie sehr gut geeignet
ist, die Permeabilitdt von Mikrokapselmembranen zu bestimmen. Durch die Aufnahme von
Ti-gewichteten Bildern als Funktion der Zeit konnte das Hineindiffundieren von paramagne-

tischen Molekiilen in beschichtete und unbeschichtete Pektinatkapseln visualisiert werden.
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5.8. Zwischenfazit

Es ist gelungen, anhand der Bilder die Konzentration der paramagnetischen Kontrastmittel
als Funktion der Zeit und des Ortes innerhalb der Kapsel darzustellen. Der Vergleich dieser
Konzentrationsprofile mit numerischen Losungen der an die experimentellen Bedingungen
angepassten Diffusionsgleichung liefl eine Ermittlung von Diffusionskonstanten zu. Hinsichtlich
der Diffusionskonstanten in der Membran hat sich gezeigt, dass diese fiir unbeschichtete
Kapseln reproduzierbar sind und im Vergleich zur freien Diffusionskonstante etwa die gleiche
relative Verringerung um den Faktor 6 bis 7 erfahren. Dahingegen variieren die Diffusions-
konstanten von beschichteten Kapseln in einem grofien Bereich zwischen Werten, die einer
kompletten Undurchlissigkeit nahekommen und solchen, die vergleichbar mit unbeschichteten
Kapseln sind. Als Ursache fiir diese starke Streuung konnten durch die dreidimensionale
Visualisierung von kompletten Kapseln Defekte in der Schellack-Beschichtung ausgemacht
werden.

Die Permeabilitiaten wurden fiir Substanzen bestimmt, die fiir Anwendungen der Kapseln
nicht besonders relevant sind. Die hier vorgestellte Methodik kann allerdings dazu verwendet
werden, um die Permeabilitaten fiir zu verkapselnde Stoffe abzuschétzen, wenn man die Mole-
kulargrofien oder sonstige chemische Eigenschaften, wie beispielsweise die Ladung, miteinander
vergleicht. Eine andere Weise, um mit der hier vorgestellten Technik die Permeabilitaten
flir andere nicht-paramagnetische Stoffe zu bestimmen, bestiinde in einer Markierung dieser
Molekiile mit sogenannten Spin-Labels [6§].

Die hier untersuchten Kapseln sollen eine Moglichkeit zur kontrollierten Freisetzung von
Anthocyanen im Darm liefern. Diese Anthocyane besitzen mit einem Molekulargewicht zwi-
schen 400 und 1200 g/mol vermutlich geringere Permeabilitdten als die hier verwendeten
Kontrastmittel. Daher ist davon auszugehen, dass mit Schellack-beschichteten Pektinatkapseln
ein System vorliegt, mit dem der geschiitzte Transport von Anthocyanen durch die sauren
Bestandteile des Gastrointestinaltraktes ermoglicht wird, wenn der Beschichtungsprozess
soweit optimiert werden kann, dass die Schellackbeschichtungen moglichst wenig Defektstellen

aufweisen.
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6. Freisetzungen von Anthocyanen aus
beschichteten und unbeschichteten
Pektinatkapseln

Im vorangegangenen Kapitel wurde gezeigt, wie die Durchléssigkeiten (Permeabilitdten) von
Kapselmembranen durch die NMR-Mikroskopie mit Hilfe paramagnetischer Kontrastmittel
bestimmt werden koénnen. Beziiglich des geplanten Anwendungsgebietes der hier verwen-
deten Kapseln als Transportmedium fiir ein anthocyanhaltiges Heidelbeer-Extrakt ist es
von besonderem Interesse, die Permeabilitdten fiir Anthocyane zu bestimmen. Anthocyane
sind von Natur aus nicht paramagnetisch, so dass deren Permeabilitdten ohne weiteres nicht
mit der NMR-Bildgebung bestimmt werden konnen. Dies wére nur moglich, wenn man auf
NMR-spektroskopische Methoden zuriickgreifen wiirde bzw. die Anthocyan-Molekiile mit
Spin-Labels versehen konnte um in NMR-Bildern eine konzentrationsabhéngige Signalstirke
zu erhalten. Durch die Kooperation mit dem Lehrstuhl Physikalische Chemie IT der TU-
Dortmund standen gliicklicherweise einfachere Methoden zur Verfiigung, mit denen die
Anthocyan-Permeabilitdten bestimmt werden konnten. Wie der Name schon vermuten lésst,
absorbieren Anthocyane Licht im sichtbaren Spektralbereich. Daher wurden die hier darge-
stellten Messungen von Anthocyan-Freisetzungen zur Bestimmung der Permeabilitaten in
Zusammenarbeit mit Dr. Sabine Leick mittels der UV-/Vis-Spektroskopie bestimmt.

Die Freisetzungen wurden dabei fiir die bereits in Kapitel beziiglich ihrer makroskopi-
schen Struktur charakterisierten Kapselsysteme gemessen. Die Kombination der Ergebnisse
dieses Kapitels mit den Schichtdicken lésst es zu, weitere Aussagen iiber die strukturellen

Eigenschaften der Membranschichten zu treffen.

6.1. Grundlegendes zu Anthocyanen

Anthocyane zahlen zu den Flavonoiden und sind wasserldsliche, sekundére Pflanzenfarbstof-
fe [69]. Sie sind im Zellsaft fast aller Landpflanzen zu finden und verleihen den Pflanzen eine
rote, violette, blaue oder blauschwarze Férbung. Sie erfiillen dort wichtige Aufgaben, wie dem
Schutz vor UV-Strahlung, die Bindung freier Radikale sowie das Anlocken von Insekten zur
Vermehrung. In sehr hoher Konzentration sind Anthocyane beispielsweise in Heidelbeeren,
Brombeeren und Himbeeren zu finden [70].

Die chemische Struktur der zu den Polyphenolen zdhlenden Anthocyane ist in Abb.
dargestellt. Das Grundgeriist besteht aus dem Heterozyklus Pyran (C-Ring) mit einem an-
kondensierten Benzolring (A-Ring). Der Pyranring ist dabei aulerdem an einen Phenylrest

(B-Ring) gebunden. Durch diesen aromatischen Grundkérper und die konjugierten Doppelbin-
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Anthocyanidin Ry Ry Rj3

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

Abbildung 6.1.: Chemische Struktur der sechs hiufigsten Anthocyane [18].

dungen kommt die Farbigkeit der Anthocyanverbindungen zu Stande [71]. Der Pyranring des
Grundgeriists kann verschiedene Substituenten wie Methoxy- oder Hydroxylgruppen tragen.
Das Molekulargewicht der meisten Anthocyane liegt zwischen 400 und 1200 g/mol [72]. Die
Anthocyane lassen sich in Abhéngigkeit von dem an Position 3 gebundenen Rest in zuckerfreie
Anthocyanidine (Aglykone) und Anthocyane (Glykoside) unterteilen. Die Glykoside weisen an
Position 3 des C-Rings (manchmal auch an Position 5 oder 7 des A-Rings) gebundene Zucker-
molekiile auf. Von den Aglykonen sind heute 17 verschiedene bekannt. Die Restgruppen der
sechs am haufigsten vorkommenden Aglykone sind in der Tabelle in Abb. dargestellt. Diese
zuckerfreien Anthocyanidine sind in der Natur allerdings nur selten vorzufinden. Natiirlich
liegen die Anthocyane meistens in der Glykosidform vor, von denen iiber 600 verschiedene
bekannt sind.

Den Anthocyanen werden bislang viele gesundheitsféordernde Eigenschaften nachgewiesen. So
wurde gezeigt, dass sie ein grofes Potential zur Vorbeugung von Krebs und Diabetes besitzen
sowie chronische Herz-Kreislauf-Erkrankungen vermindern und die Sehschéarfe verbessern
konnen. Auflerdem weisen sie entziindungshemmende, geféfischiitzende und anti-oxidative
Wirkungen auf. [3,73] Leider liegt die Bioverfigbarkeit der Anthocyane durch den Verzehr
von Friichten oder Saften nur bei etwa 1%, da sie nur in sehr geringem Ausmafl vom Korper
aufgenommen werden bzw. schnell metabolisiert werden. Eine hohere Bioverfiigbarkeit konnte
durch einen geschiitzten Transport durch den Magentrakt und eine anschlieflende gezielte

Freisetzung im Darmtrakt ermdoglicht werden [3].

6.2. Selbstdiffusionskonstante der Anthocyane

Fir die quantitative Auswertung der im néchsten Kapitel vorgestellten Freisetzungskinetiken
ist es vorteilhaft, die Diffusionskonstante der Anthocyane in Wasser zu ermitteln. Hierfiir
ist die NMR durch den Einsatz gepulster Magnetfeldgradienten besonders gut geeignet und
heutzutage das am haufigsten angewandte Verfahren zur Messung von Selbstdiffusionskon-
stanten [74H77].
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6.2. Selbstdiffusionskonstante der Anthocyane

6.2.1. Grundlagen der Bestimmung von Diffusionskonstanten mittels der
gepulsten-Feldgradienten-NMR

Wie die NMR-Bildgebung basiert die Diffusionskonstantenmessung mittels der NMR ebenso
auf (gepulsten) Gradientenfeldern. Durch diese Gradientenfelder wird die Larmorfrequenz
innerhalb einer Probe eine Funktion des Ortes. Bewegen sich Kerne also innerhalb eines
Gradientenfeldes, so verdndert sich stiandig ihre Larmorfrequenz. Das Ausmaf} dieser Fre-
quenzanderung hangt dabei von der Stiarke des Gradientenfeldes und der zuriickgelegten
Wegstrecke des Molekiils ab. In dem Fall, dass die Bewegung der Kerne durch reine Selbstdif-
fusion und nicht durch einen gleichméaBigen Fluss hervorgerufen wird, ergibt sich eine mit
der Zeit immer breiter werdende Gauf3-Verteilung der Larmorfrequenzen. Dadurch wird eine
Dampfung der Signalamplitude von Spin-Echos verursacht, die u.a. von der Diffusionskon-
stanten und der Gradientenstéirke abhangt.

Zur experimentellen Umsetzung sind heute mehrere Verfahren bekannt, welche alle auf der
Formierung von Spin-Echos oder stimulierten Echos in Kombination mit gepulsten oder
statischen Gradientenfeldern basieren. Hier wird die Diffusionskonstante von Anthocyanen
mittels der sogenannten PGSE-Sequenz (pulsed gradient spin echo) gemessen. Wie in Ab-
bildung dargestellt ist, werden hier vor und nach dem refokussierenden 7-Puls in einer
Hahn-Echo-Sequenz gepulste Magnetfeldgradienten geschaltet. Diese sorgen dafiir, dass sich
das zur Zeit Tg bildende Spin-Echo in Abhéngigkeit von der Diffusionskonstanten D, der
Gradientenstarke G, der Diffusionszeit A und der Dauer der Gradientenpulse d gedampft
wird. Dabei gilt nach Stejskal und Tanner |78] der Zusammenhang

S = Sp-exp (—%) -exp (—/2DG?*5*(A - §/3)) . (6.1)

Bei konstanter Echozeit ergibt sich durch Einfiihrung der Variablen ¢ = v2G262(A — 6/3) der

vereinfachte Zusammenhang

S =Sy -exp(—¢D) . (6.2)

Zur Messung der Diffusionskonstanten werden nun iiblicherweise Spin-Echos mit variablen
Gradientenstarken aufgenommen. Dabei ist es von grofler Wichtigkeit, die Starken der Gra-
dienten moglichst genau zu kalibrieren. Die genaueste Kalibration der Gradientenstarken
kann dadurch erfolgen, dass das Spin-Echo einer (wasserhaltigen) Probe mit bekannten
Abmessungen unter dem Einfluss von Gradientenfeldern gemessen wird. Das resultierende
Spektrum erfahrt durch den Gradienten eine Verbreiterung, die proportional zu der Gradien-
tenstérke und der Léange der raumlichen Projektion der Probe auf die Gradientenrichtung
ist. Eine andere Methode zur Gradientenkalibrierung besteht darin, die gradientenbedingte
Signalabschwéchung von Proben mit bekannten Diffusionskoeffizienten zu betrachten und
so die Starke der Gradienten anzupassen. Die erste Methode ist aufgrund der Temperatur-

abhéngigkeit der Diffusionskonstanten und der im Allgemeinen schwierigen Kontrolle der
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Freisetzungen von Anthocyanen aus beschichteten und unbeschichteten Pektinatkapseln

Abbildung 6.2.: Zur Messung der Diffusionskonstanten verwendete PGSE-Pulssequenz.

Probentemperatur der zweiten Methode vorzuziehen. Da hier allerdings zum Zeitpunkt der
Versuchsdurchfithrung keine Probe mit definierter Geometrie vorhanden war, wurde zur
Kalibration auf Literaturwerte der Diffusionskonstanten von HDO in Wasser zuriickgegriffen,
welche bei Raumtemperatur bei D = 1,902 - 1072 m?/s liegt [79]. Damit konnte durch eine
Messung des HDO-Signalzerfalls in einer PGSE-Sequenz die maximale Gradientenstarke des
hier verwendeten Probenkopfs DOTY 1025 zu Guuae = 9,2 T/m bestimmt werden.

6.2.2. Durchfithrung und Ergebnisse

Die Messung der Diffusionskonstanten von Anthocyanen erfolgte an einer Probe bestehend
aus 99,9 %igen Dy0 mit 10 % Gew. Heidelbeer-Extrakt. Abbildung zeigt das aus einem
Spin-Echo erhaltene 'H-Spektrum der Probe. Um ein ausreichend starkes Signal-zu-Rausch-
Verhéltnis der nicht vom Wasser stammenden Signale zu erhalten, wurde das Experiment
128 mal wiederholt und die Signale akkumuliert. Trotz des verwendeten deuterierten Wassers
wird das Spektrum hier vom Wassersignal bei etwa 5 ppm chemischer Verschiebung dominiert.
Die Amplitude des Wasserpeaks ist etwa 20 mal hoher als der hier dargestellte Bereich. Die
Dominanz des Wassersignals hat den Nachteil, dass die vom Heidelbeer-Extrakt stammenden
Peaks von den Flanken des Wasserpeaks iiberlagert sind. Die Peaks um § =~ 4 ppm stammen
vermutlich von den Zuckermolekiilen des Heidelbeerextrakts und konnen somit nicht fur
die Ermittlung der Anthocyan-Diffusionskonstanten verwendet werden. Laut Wyzgoski et
al. [80] besitzen die CH-Protonen an Position 6 des A-Rings (siehe Abb. eine chemische
Verschiebung von 6,7 ppm. Der an dieser Stelle befindliche Peak (Pfeil in Abbildung [6.3p)
wird daher fiir die Bestimmung der Diffusionskonstanten verwendet.

In Abbildung[6.3b ist die logarithmierte Amplitude dieses Peaks gegen ¢ aufgetragen. Aufgrund
der Uberlagerung des Anthocyanin-Peaks mit den Flanken des Wasserpeaks ist hier kein
einfacher linearer Zusammenhang zu erkennen, da dieses Signal von zwei unterschiedlich
schnell diffundierenden Molekiilen stammt. Die Wassermolekiile diffundieren aufgrund ihrer
geringeren Grofe allerdings deutlich schneller als die Anthocyan-Molekiile. Daher zeigen die
Signalamplituden fiir groffe ¢ und somit starken Gradientenfeldern einen linearen Verlauf, weil

hier die vom Wasser stammenden Signale schon unmessbar schwach sind. An diesen linearen
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6.3. Ermittlung der Anthocyan-Freisetzung durch die UV /Vis-Spektroskopie
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Abbildung 6.3.: a) ' H-Spektrum von in D> O geléstem Heidelbeer-Extrakt. b) Abhéngig-
keit der Signalamplituden des Anthocyanin-Peaks von ¢ bei A = 5ms, 6 = 2ms und
Tr = 10ms inklusive Anpassung von Glg.

Verlauf wurde Glg. angefittet und dadurch die Diffusionskonstante der Anthocyane bei

Raumtemperatur zu
D anthocyan = (7,8 £0,3) - 107 m?/s (6.3)

bestimmt.

6.3. Ermittlung der Anthocyan-Freisetzung durch die
UV /Vis-Spektroskopie

In Abhéngigkeit von ihrer genauen Struktur und dem pH-Wert absorbieren Anthocyane
UV-Strahlung mit Wellenléngen zwischen 270 und 290 nm sowie sichtbares Licht mit Wel-
lenléngen zwischen 465 und 560 nm. Dies macht es moglich, Anthocyangehalte in Proben
durch optische Spektroskopie zu bestimmen [71].

Der Hauptbestandteil des hier verwendeten Heidelbeerextraktes ist das Aglykon Cyani-
din [18] S.57]. Zur genauen Ermittlung der Cyanidin-Konzentration wird hier auf die pH-
Differentialmethode zuriickgegriffen. Diese Methode beruht darauf, dass die Anthocyane bei
unterschiedlichen pH-Werten verschiedene Formen annehmen. So liegt Cyanidin beispielsweise
bei pH = 1 als intensiv rot gefarbtes Flavyliumkation vor, wohingegen es bei einem pH von
4,5 als farblose Carbinol-Pseudobase vorliegt. Daraus resultieren grofie Abhingigkeiten der
optischen Spektren, die in Abb. dargestellt sind. An diesem Spektrum erkennt man, dass
die maximale Absorption bei einer Wellenldnge von 510 nm auftritt. Zur Bestimmung der
Konzentration werden die Spektren jeweils bei den pH-Werten 1,0 und 4,5 aufgenommen und
die Absorptivititen Acy und Apgcs bei den Wellenldngen Acy = 510 nm und Ag.y = 700 nm

bestimmt. Nach Giusti et al. |[71] kann man mit
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Abbildung 6.4.: Optisches Absorptionsspektrum des Heidelbeer-Extraktes bei pH 1
und 4,5.

A= (Acy — Apef)pr=1 = (Acy = ARef)pH=45 (6.4)

die monomere Anthocyankonzentration cgpp, bestimmen zu

Cantho = A - M - €1, (6.5)

Dabei bezeichnen M und e das Molekulargewicht bzw. die molare Absorptivitit des Cyanidin-
3-Glykosids (M = 449,2 g/mol und € = 26 9001/mol bei einer optischen Wegldnge von 1cm).
Um die Anthocyanfreisetzung zu messen, wurden Kapseln entsprechend Abschnitt prapa-
riert, wobei die Vernetzungslosung 10 % Gew. Heidelbeerextrakt enthielt. Nach der Prapara-
tion wurden die Kapseln in eine Calciumchlorid-Losung iiberfiihrt und die Zeitmessung der
Freisetzungsmessung initiiert. Nach bestimmten Zeiten wurden der Losung geringe Mengen
entnommen und deren Cyanidin-Konzentrationen wie oben beschrieben bestimmt.

Zum Vergleich der Freisetzungskinetiken verschiedener Kapseln ist es sinnvoll, die Freiset-
zung nicht als absolute Konzentration als Funktion der Zeit zu betrachten, sondern die
Konzentrationen in relative Freisetzungen umzurechnen. Dazu wurde von jeder Messreihe
der Anthocyangehalt innerhalb der Kapseln direkt nach der Praparation durch Zerstorung
der Kapseln und anschliefender Konzentrationsmessung bestimmt. Diese Konzentrationen

entsprechen in den Feisetzungskinetiken 100 % Wirkstofffreisetzung.

6.4. Ergebnisse und Diskussion

Die zuvor beschriebenen Messungen wurden fiir verschiedene beschichtete und unbeschich-
tete Pektinatkapseln durchgefiihrt. Beziiglich der mit Schellack beschichteten Kapseln sind
zum einen die Einfliisse des fiir die Beschichtung verwendeten pH-Werts interessant, da die

Ausfallung von Schellack eine deutliche Abhéngigkeit vom pH-Wert aufweist. Zum anderen
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6.4. Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 6.5.: Mittels UV-/Vis-Spektroskopie ermittelte Freisetzungskinetiken unbe-
schichteter (a) und beschichteter (b) Pektinatkapseln fiir Anthocyane in Abhéngigkeit
der Gelierzeit (30 und 180s) und dem pH-Wert bei einer konstanten Beschichtungszeit
von 10 Minuten. (Zum Teil wurden diese Daten bereits in [18] veréffentlicht).

sind auch die Einfliisse der Pektinatschichtdicken von Interesse, welche hier durch unterschied-
liche Gelierzeiten der Pektinatmembranen variiert wurden.

In Abbildung sind die relativen Cyanidin-Freisetzungen aus unbeschichteten Kapseln
als Funktion der Zeit dargestellt, was im Folgenden auch als Freisetzungskurve oder -kinetik
bezeichnet wird. Die zugrunde liegenden Kapselsysteme unterscheiden sich zum einen in der
Gelierzeit (30 bzw. 180s) und somit in der Pektinatschichtdicke. Zum anderen unterscheiden
sich die untersuchten Systeme darin, dass die Kapseln nach der Herstellung und wahrend
der Freisetzungsmessung bei unterschiedlichen pH-Werten aufbewahrt wurden. Dadurch wird
ein Vergleich zu den beschichteten Kapseln moglich, welche mit verschiedenen pH-Werten
prapariert wurden. Samtliche unbeschichtete Kapseln weisen eine schnelle Freisetzung des
verkapselten Extrakts auf. Nach einer Zeit von 3 Stunden betrigt die Freisetzung 80 bis 100 %.
Die Unterschiede der Freisetzungskinetiken hinsichtlich des pH-Wertes konnen vernachlassigt
werden. Eine Erhohung der Gelierzeit und somit der Membrandicke scheint jedoch einen,
wenn auch geringen, verlangsamenden Einfluss auf die Geschwindigkeit der Freisetzung zu
besitzen.

Unbeschichtete Kapseln sind also nicht dazu geeignet, Anthocyane in hoher Konzentration
geschiitzt durch den Magen- in den Darmtrakt zu beférdern, da typische Verweildauern von
zugenommenen Nahrungsmitteln im Magen bei deutlich iiber 3 Stunden liegen kénnen.
Betrachtet man die Freisetzungskinetiken beschichteter Kapseln in Abbildung [6.5pb, so zeigt
sich ein deutlicher Unterschied zu unbeschichteten Kapseln. Sowohl die Geschwindigkeit
der Freisetzung als auch die erreichten maximalen Freisetzungen sind deutlich geringer als
bei unbeschichteten Kapseln. Untereinander weisen die beschichteten Kapseln auch eine
starke Variabilitat der Freisetzungskinetik auf. So zeigt sich insbesondere bei Kapseln mit
einer Gelierzeit von 30s eine deutliche pH-Abhéngigkeit der Freisetzungskinetik. Bei einem

pH-Wert von 1 werden aus den Kapseln nur 5 -10 % des verkapselten Extrakts freigesetzt,
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wohingegen bei pH-Werten von 2 und 3 Freisetzungen von etwa 25 bzw. 50 % erreicht werden.
Bei Kapseln mit einer Gelierzeit von 3 Minuten ist die pH-Abhéngigkeit weniger deutlich.
Hier variieren die maximalen Freisetzungen zwischen 55 und 70 %.

Zur Interpretation der Ergebnisse ist es sinnvoll, die Schichtdicken der Kapselmembranen zu
betrachten, welche in Abschnitt dargestellt sind. Hinsichtlich der Pektinatschichten hat
der pH-Wert nur einen geringen Einfluss auf die Schichtdicken. Die Variation der Gelierzeiten
von 30 auf 180s macht sich jedoch in einer Verdoppelung der Schichtdicken bemerkbar.
Diese dickere Pektinatschicht konnte die geringere Freisetzungsgeschwindigkeit der dickeren
unbeschichteten Pektinatkapseln erklaren.

An dieser Stelle sei betont, dass der Versuch durch Kapseln mit noch dickeren Pektinatschich-
ten eine Moglichkeit zum gezielten Transport des Extraktes zu erreichen nicht erfolgreich
sein wiirde. Dies liegt hauptséchlich daran, dass die Schichtdicken aufgrund des diffusions-
kontrollierten Herstellungsprozesses einer oberen Grenze unterliegen (vgl. Abschnitt .
Auch der Versuch der Verwendung von Matrixkapseln, die keinen fliissigen Kern besitzen
sondern vollstandig aus Pektinat-Gel bestehen, zeigte keine signifikante Herabsetzung der
Durchlassigkeiten.

Bei einer Betrachtung der Freisetzungskinetiken beschichteter Kapseln zeigt sich, dass der
Einfluss der Gelierzeit auf die Freisetzung hier gegenteilig zu den unbeschichteten Kapseln
ist. Hier scheint also nur die Schellack-Beschichtung fiir die unterschiedlichen Kinetiken
verantwortlich zu sein. Die Schichtdicken der Schellack-Beschichtung weisen bei den Kapseln
mit 30s Gelierzeit keine Variation auf. Da diese Kapseln jedoch deutlich unterschiedliche
Freisetzungskinetiken zeigen, kann eine Abhéngigkeit der Durchléssigkeit von der Schellack-
Dicke hier ausgeschlossen werden. Eine weiteres Argument fiir diesen Ausschluss liefert
die Erkenntnis, dass die beschichteten Kapseln mit 180s Gelierzeit trotz deutlich dickerer
Schellack-Schichtdicken hohere Durchlassigkeiten aufweisen.

Man kann nun verschiedene Ursachen fiir diese Feststellungen vermuten. Eine mogliche
Erklarung wéaren beispielsweise unterschiedliche mikroskopische Strukturen der Schellack-
beschichtungen. Da die Schellack-Ausféllung mit geringerem pH-Wert deutlich zunimmt,
konnten niedrigere pH-Werte zu dichteren Schellack-Strukturen fithren. Diese Vermutung
konnte allerdings mit den zur Verfiigung stehenden Mitteln nicht weiter Untersucht werden.
In Kapitel konnten Defekte in der Schellackbeschichtung fiir unterschiedliche Durchléssig-
keiten verantwortlich gemacht werden. Es liegt nahe zu vermuten, dass auch hier Defekte im
Schellack die unterschiedlichen Freisetzungskinetiken verantworten, wobei hier vorstellbar ist,
dass hohere pH-Werte zu einem vermehrten Auftreten von Defekten fithren.

Anhand der Freisetzungskurven kénnen auch Diffusionskonstanten ermittelt werden. Durch
eine Anpassung der analytischen Lésung der Diffusionsgleichung nach Crank (vgl. Abschnitt
an die Freisetzungskurven konnen die in Tabelle zusammengefassten Diffusionskon-
stanten D), und maximalen Freisetzungen c(eq.) ermittelt werden. Es sei angemerkt, dass
die angepassten Diffusionskonstanten hier nicht die Diffusionskoeffizienten der Anthocyane in
der Kapselmembran beschreiben. Die Diffusionskonstante D,,, kombiniert vielmehr die Diffu-

sionsprozesse im fliissigen Kern und in der Membran zu einer einzigen Diffusionskonstanten

in Anlehnung an das Modell in Abbildung (Abschnitt .
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Kapselart Gelierzeit [min] pH D,,[107" m?/s] c(eq.)[%]
unbeschichtet 3 3 1,9+ 04 90 £+ 2
unbeschichtet 0,5 3 48 +£0,3 90 + 2
unbeschichtet 0,5 2 8,1+ 0,3 97 £+ 2
unbeschichtet 0,5 1 6,6 + 0,2 91 + 1
beschichtet 3 3 2,5+ 0,2 73+ 2
beschichtet 3 2 1,6 &+ 0,2 63 £+ 2
beschichtet 3 1 1,44+ 04 58 + 2
beschichtet 0,5 3 1,1 £04 56 £ 2
beschichtet 0,5 2 4,14+ 0,9 26 £ 1
beschichtet 0,5 1 0,9 + 0,3 8+ 2

Tabelle 6.1.: An die Freisetzungskurven angepasste Diffusionskoeffizienten D,, und
Gleichgewichtsfreisetzungen c(eq.) (vgl. Glg. unterschiedlich praparierter Pekti-
natkapseln.

Die angegebenen Diffusionskonstanten D,, sind nicht besonders aussagekraftig, um die
tatsdchliche Permeabilitdt in den Kapselwandmaterialien zu beschreiben. Da sie in der Lite-
ratur jedoch oft verwendet werden, um Permeabilitdten von Kapseln zu charakterisieren und
vergleichen zu konnen, ist deren Angabe hier dennoch sinnvoll. Fiir die Umrechnung der D,,
in ein D,,em, welches die Diffusion innerhalb der Kapselmembran beschreibt, existiert eine
Naherungsformel. Mit den Innen- und Auflenradien der Kapseln r; bzw. r, ergibt sich nach
Chai et al. [81]

-1
Ta — T 75
D, =r,- + > . 6.6
" ¢ <Dmem DKern ( )

Dabei entspricht Dgern = D anthocyan = (7,8 £0,3) - 107" m?/s der aus Abschnitt be-
kannten Selbstdiffusionskonstante der Anthocyane in Wasser. In Kombination mit den in
Abschnitt [£.6] bestimmten geometrischen Abmessungen genau dieser Kapseln konnen die
in Tabelle dargestellten analytisch ermittelten Diffusionskonstanten Dpep anq. in un-
beschichteten Pektinatmembranen ermittelt werden. Obwohl sich die Pektinatmembranen
nur hinsichtlich des pH-Wertes unterscheiden, weisen die Membranen deutlich unterschied-
liche und nicht systematisch variierende Diffusionskonstanten auf. Insbesondere fallt auch
auf, dass die beiden Kapselarten, welche sich nur in ihrer Gelierzeit unterscheiden, sehr
stark unterschiedliche Diffusionskonstanten aufweisen. Unter der Annahme einer homogenen
Membranbildung sollten die Kapseln vergleichbare Diffusionskonstanten aufweisen, da sich
die Unterschiede der Gelierzeiten nur in verschiedenen Membrandicken bemerkbar machen,
welche aber auf die hier ermittelte Diffusionskonstante keinen Einfluss besitzen.

Diese Beobachtungen lassen Zweifel an der Anwendbarkeit der analytischen Formel zur
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Kapselart Gelierzeit [min] pH Dmem,anal_[m_ll m? /s] Dnﬁbem,,wn_[l()_11 m?/s]
unbeschichtet 3 3 0,7 6
unbeschichtet 0,5 3 20 7
unbeschichtet 0,5 2 2 8
unbeschichtet 0,5 1 4 8

Tabelle 6.2.: Diffusionskonstanten fiir Anthocyane in unbeschichteten Pektinatmembra-
nen, ermittelt durch analytische (Glg. und numerische Verfahren.

Ermittlung von Djem aufkommenﬂ Um festzustellen, ob die Diskrepanzen eine Ursache der
Naherung sind, konnte das in Abschnitt vorgestellte numerische Losungsverfahren zur
Ermittlung von Dypem num. verwendet Werdenﬂ Hierzu mussten lediglich die Anfangsbedin-
gungen angepasst werden. Die ebenfalls in Tabelle dargestellten numerisch ermittelten
Werte Dpem num. Weisen nur geringe, auf ungenaue Freisetzungsmessungen zurtickzufithrende
Streuungen auf. Vertraut man diesen numerisch ermittelten Werten, so diffundieren die
Anthocyane durch unbeschichtete Pektinatmembranen unabhéngig vom pH-Wert mit einer
Geschwindigkeit, die im Wesentlichen der Diffusionskonstanten der Anthocyane in Wasser
entspricht.

Vergleicht man die hier ermittelten Diffusionskonstanten mit denen der Kontrastmittel Gd-
DTPA und Kupferionen, so zeigt sich hier eine Auffélligkeit. Fiir die beiden paramagnetischen
Molekiile ist die Diffusionskonstante in den Membranen unbeschichteter Kapseln deutlich
kleiner als in Wasser. Dahingegen weisen die Anthocyane in den Membranen und in Wasser
vergleichbare Diffusionskonstanten auf. Uber die zugrundeliegenden Ursachen fiir das unter-
schiedliche Ausmafl der Dampfung der Diffusionsgeschwindigkeit kann hier nur spekuliert
werden. Legt man zugrunde, dass die Diffusionskonstante der Anthocyane 5 bis 10 mal kleiner
ist als die der paramagnetischen Kontrastmittel, konnte man vermuten, dass in Analogie zu
nicht-newtonschen Fluiderﬂ langsam diffundierende Molekiile in den Membranen weniger
stark gebremst werden. Weitere Erklarungsansétze waren in molekularen Wechselwirkungen
zwischen den Testmolekiilen und dem Gelnetzwerk zu vermuten.

Eine Ermittlung der D¢, von Anthocyanen wurde hier nur fiir unbeschichtete Pektinat-
membranen durchgefiihrt. Die Ermittlung der D¢, in beschichteten Pektinatmembranen
aus den entsprechenden Freisetzungskurven durch die numerische Losung der Diffusionsglei-
chung ist nicht auf triviale Weise durchfiithrbar. Da die Freisetzungskurven ihr Gleichgewicht
erreichen, bevor ein tatsachliches Konzentrationsgleichgewicht zwischen Kapselinnerem und
Bad erreicht wird, miisste das fiir die numerische Losung der Diffusionsgleichung zugrunde
liegende Modell drastisch geindert werden. Diese Anderungen ligen beispielsweise in der

FEinfithrung von zeitabhéangigen Diffusionskonstanten, womit beriicksichtigt werden konnte,

In Abschnitt wurde bereits beschrieben, dass ein Vergleich mit einer numerischen Losung gezeigt hat,
dass diese Naherungslosung sehr grob ist.

2Ermittlung der Durchschnittskonzentration innerhalb der Kapsel durch Gewichtung mit dem Mittel-
punktsabstand.

$Nach [18] zeigen zumindest die Polysacharid-Lésungen der hier verwendeten Hydrogele nicht-newtonsches
Verhalten.
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dass Poren in den Kapselwidnden mit der Zeit durch herausdiffundierende Molekiile verstopft
werden. Des Weiteren wére zu beriicksichtigen, dass der exponentielle Anstieg der Freisetzung
bei gleichzeitigem nicht-erreichen 100 %iger Freisetzung dadurch bedingt wird, dass bei den
Messungen Kapseln vorlagen, die den Extrakt gar nicht freisetzten, wohingegen andere den

Extrakt infolge von Beschichtungsdefekten mit unterschiedlicher Geschwindigkeit freisetzten.

6.5. Kapitelzusammenfassung

Durch UV/Vis-spektroskopische Freisetzungsmessungen die in Kooperation mit Dr. Sabine
Leick durchgefithrt wurden konnte hier gezeigt werden, dass Schellackbeschichtungen die
Permeabilitdten von Pektinatkapseln fiir medizinisch interessante Anthocyane deutlich her-
absetzen und somit Potential fiir eine erfolgreiche Verkapselung dieser Wirkstoffe besitzen.
Im Gegensatz zu unbeschichteten Kapseln, die praktisch keinen Diffusionswiderstand fiir
Anthocyane aufweisen, héngt die Freisetzung aus beschichteten Kapseln deutlich vom Her-
stellungsprozess der Kapseln ab. Die Kapseln, welche die geringste Schellackdicke aufweisen,
zeigen die starkste Riickhaltung der Anthocyane. Unabhéngig von der Schellackdicke ist auch
auffillig, dass die Freisetzung stark vom pH-Wert beim Beschichtungsprozess abhingt. Hier
liegt die Vermutung nahe, dass die Ursachen fiir unterschiedliche Freisetzungskinetiken, wie
schon im vorangegangenen Kapitel erortert, in Beschichtungsdefekten liegen. Die Haufigkeit
des Auftretens dieser Defekte scheint mit hoheren pH-Werten zuzunehmen.

Mit Hilfe der gepulsten-Feldgradienten-NMR, wurde die Selbstdiffusionskonstante der An-
thocyane in Wasser bestimmt. Diese machte es moglich, durch eine numerische Lésung der
Diffusionsgleichung Diffusionskonstanten fiir Anthocyane in unbeschichteten Pektinatmembra-
nen zu ermitteln. Hier konnte kein signifikanter Unterschied zur freien Diffusion festgestellt
werden. Ein Vergleich der numerisch ermittelten Diffusionskonstanten mit den aus einer ana-
lytischen Néherung berechneten offenbarte, dass die Verwendung der analytischen Naherung

zu nicht vertrauenswiirdigen Ergebnissen fiihrt.
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7. Visualisierung der Kapselauflosung

In den letzten beiden Kapiteln wurde gezeigt, dass schellackbeschichtete Pektinatkapseln ge-
eignet sind, verkapselte Wirkstoffe, insbesondere einen anthocyanhaltigen Heidelbeer-Extrakt,
fir lange Zeiten bei sauren pH-Werten zuriickzuhalten. Zur Ermoglichung einer gezielten
Freisetzung im Darmtrakt muss dariiber hinaus sichergestellt werden, dass die Kapseln am
Zielort durch geénderte chemische Bedingungen der Umgebung eine strukturelle Anderung
erfahren, welche die Freisetzung ermoglicht. Fiir die Charakterisierung solcher Strukturande-
rungen der Kapseln werden hier auf der NMR-Mikroskopie basierende Methoden vorgestellt,
die dazu in der Lage sind. Diese Methoden basieren darauf, dass NMR-Bilder zeitaufgelost
von Kapseln aufgenommen werden, welche sich in Magen-Darm-Simulationsmedien befinden.
Um eine hohe zeitliche Auflésung zu gewéhrleisten, musste hier teilweise auf besonders schnel-
le Bildgebungsverfahren, wie der aus klinischen Anwendungen bekannten FLASH-Technik,
zuriickgegriffen werden. Damit wird im Folgenden gezeigt, wie unterschiedlich praparierte
Kapseln unter simulierten Magen- und Diinndarmbedingungen strukturell stabil bleiben,

wohingegen sie sich unter simulierten Dickdarmbedingungen auflésen.

7.1. Experimentelle Vorgehensweise

Pektinatkapseln wurden fiir die Visualisierung der Stabilitdt bzw. des Auflosens auf un-
terschiedliche Weise mit Schellack beschichtet. Die Unterschiede im Beschichtungsprozess
liegen dabei zum einen in der Beschichtungszeit, welche zwischen 3 und 10 Minuten variiert.
Die Beschichtungszeit charakterisiert hier die Dauer, in der sich die reinen Pektinatkapseln
beim Beschichten in der Schellacklosung befinden. Zum anderen wurde die Konzentration
des Weichmachers PVP (Polyvinylpyrrolidon) in der Schellacklésung zwischen 5 und 10 %
variiert, da in vorangegangenen Studien gezeigt werden konnte, dass sich PVP positiv auf die
Anthocyanin-Freisetzung unter simulierten Darm-Bedingungen auswirkt [18 S.178].

Zur Charakterisierung ihrer chemischen Stabilitdt wird das Verhalten der Kapseln im hu-
manen Gastrointestinaltrakt (GI-Trakt) simuliert. Je nach gewiinschter Genauigkeit werden
unterschiedliche Arten der in-vitro Simulation des GI-Traktes verwendet [1]. Fir die hier
vorgenommenen Messungen wurde ein relatives einfaches System bestehend aus drei verschie-
denen Simulationsmedien benutzt, welches den GI-Trakt hauptsachlich durch eine Anpassung
der pH-Werte nachstellt:

1. Simulierter Magensaft ohne Enzyme bestehend aus verdiinnter Salzsaure mit pH = 1,2
und 0,2 % Gew. NaCl (USP 2008, Gatric Fluid, simulated, TS)

2. Simuliertes Diinndarmmedium ohne Enzyme mit pH = 6,8 bestehend aus 53,3 % 1/15
molarer Kaliumdihydrogenphosphat-Losung und 46,6 % 1/15 molarer Dinatriumhydro-
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genphosphat-Losung (Sorensen, Phosphat-Puffer)

3. Simuliertes Dickdarmmedium ohne Enzyme mit pH = 7,4 bestehend aus 19,7 % 1/15 mo-
larer Kaliumdihydrogenphosphat-Loésung und 80,3 % 1/15 molarer Dinatriumhydrogen-
phosphat-Losung (Sérensen, Phosphat-Puffer)

Die unterschiedlich praparierten Kapseln wurden nacheinander in die drei verschiedene, sich
in 5-mm NMR—Réhrchenﬂ befindlichen, Simulationsmedien gegeben, welche zuvor auf eine
physiologische Temperatur von 37 °C temperiert wurden. Die Aufenthaltszeiten der Kapseln
betrugen dabei 2 Stunden im Magensimulationsmedium und 3 Stunden im Diinndarmsi-
mulationsmedium, was typischen Transferzeiten entspricht |1]. Die Aufenthaltsdauer im
Dickdarmmedium wurde je nach bendétigter Auflosungszeit der Kapseln variabel gewahlt.
Wahrend sich die Kapseln in den jeweiligen Medien befanden wurden bei einer Umgebung-
stemperatur von 37 °C NMR-Bilder von ihnen aufgenommen, um so strukturelle Anderungen
unter simulierten Magen-Darm-Bedingungen erkennen zu kénnen.

In Abhéngigkeit von der Zeitskala, auf welcher die untersuchten Kapseln strukturelle Ande-
rungen erfahren, mussten dabei unterschiedliche Sequenzen zur Bildgebung verwendet werden.
Mit der iiblichen Spinwarp-Sequenz ist es moglich, unter Berticksichtigung eines ausreichenden
Signal-zu-Rausch-Verhéltnisses eine Bildaufnahmedauer (Akquisitionszeit) von 17 Minuten
zu erreichen. Der Versuch, durch den Einsatz von paramagnetischen Kontrastmitteln die
Repetitionszeit herabzusetzen und somit eine deutlich geringere Akquisitionszeit zu erreichen,
war nicht erfolgreich. Zum Zeitpunkt der Messungen war das einzig verfiigbare Kontrast-
mittel Kupfersulfat. Dieses Kupfersulfat vollzieht allerdings chemische Reaktionen mit den
Bestandteilen der Simulationsmedien, was zu einer Ausfallung von unléslichen Kupfersalzen
(Kupferphosphat bzw. Kupferhydroxid) fithrt, wodurch das Kupfersulfat nicht verwendet wer-
den konnte. Wenn jedoch kiirzere Akquisitionszeiten erforderlich waren (bei Auflésugszeiten
in der GroBenordnung von einer Stunde), wurde daher auf die in Abschnitt beschriebene
FLASH-Sequenz zur schnellen Aufnahme von Bildern zuriickgegriffen. Damit werden zeitliche

Auflésungen von etwa einer Minute erreicht.

7.2. Ergebnisse und Diskussion
In Abbildung sind mit der Spinwarp-Sequenz aufgenommene NMR-Bilder dargestellt,

die das Verhalten von beschichteten Pektinatkapseln unter simulierten gastrointestinalen
Bedingungen zeigen. Die NMR-Bilder, von denen hier nur ausgewéhlte Exemplare gezeigt
werden, wurden aufeinander folgend mit einer zeitlichen Auflésung von etwa 17 Minuten
aufgenommen. Da die Parameter der Bildgebungssequenz fiir eine kurze Akquisitionszeit,
und nicht fiir einen guten Kontrast, optimiert wurden, sind die verschiedenen Schichten der
Kapselmembranen hier nicht gut zu identifizieren. Innerhalb der 2 bzw. 3 Stunden unter
den sauren Bedingungen im simulierten Magen- und auch Diinndarm-Medium zeigen sich
keine strukturellen Veranderungen an den Kapseln. Diese Stabilitit der Kapseln unter sauren

Bedingungen kann fiir samtliche untersuchte Kapselsysteme beobachtet werden.

IProbenpriparation mit unterem, aber ohne oberem Suszeptibilititsplug (vgl Abb. , womit durch ein
relativ grofles Volumen des Simulationsmediums eine héhere pH- und Temperatur-Stabilitdt erreicht wird.
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Diinndarm Dickdarm
pH=6,8

Abbildung 7.1.: NMR-Bilder von beschichteten Pektinatkapseln (Beschichtungszeit =
10 min, PVP-Konzentration = 5%) unter simulierten gastrointestinalen Bedingun-
gen. Im Magen- und Diinndarmmedium sind keine Verdnderungen feststellbar. Im
Dickdarmmedium I6st sich die Kapselmembran auf.

Die NMR-Bilder der Kapseln unter leicht basischen Bedingungen zeigen, dass sich die Kapseln
im Dickdarm-Simulationsmedium auflésen. Im Speziellen ist zu erkennen, dass sich zuerst
die Pektinatschicht von der Schellackschicht durch ein Schrumpfen des Pektinats trennt. Im
weiteren Verlauf 16st sich das Pektinatgel vollstandig auf, was in den NMR-Bildern durch
eine homogene Signalabschwéchung innerhalb des Kapselkerns zu erkennen ist. Nach etwa 28
Stunden 16st sich anschlieBend auch die Schellackbeschichtung der Kapsel auf.

Das Auflésen der Kapsel ist also sowohl auf eine Auflosung der Schellackschicht, als auch auf
das Auflosen der Pektinatschicht zuriickzufithren. Die Auflésung der Schellackbeschichtung
kann durch die Loslichkeit des Schellacks im alkalischen Milieu erkléart werden. Das Verhalten
der Pektinatschicht unter alkalischen Bedingungen ist durch verschiedene konkurrierende
Effekte zu erklaren. Entgegen des hier beobachteten Verhaltens sollten Pektinatgele unter alka-
lischen Bedingungen eigentlich aufquellen [82]. Das hier beobachtete Schrumpfen und Auflésen
des Pektinatgels ist daher vermutlich darauf zuriick zu fithren, dass die Polysaccharidketten
im alkalischen durch hydrolytische Spaltung zu Monosacchariden zersetzt werden. Einen wei-
teren Einfluss hat vermutlich auch der Phosphat-Puffer des Diinndarm-Simulationsmediums,
welcher die Gelstruktur durch eine Komplexierung der vernetzenden Calciumionen angreift.
Die Zersetzung der Pektinatgels durch den Phosphat-Puffer wird wahrscheinlich auch dadurch
begiinstigt, dass sich die Durchlassigkeit der Schellackbeschichtung fiir das Phosphat durch
die Loslichkeit des Schellacks im alkalischen Milieu erhoht.

Wie in den vorigen Kapiteln gezeigt wurde, ist die Schellackschicht fiir die Riickhaltung der
Wirkstoffe verantwortlich. Daher ist der Zeitpunkt der Schellack-Auflésung mit dem Zeitpunkt
der Wirkstoff-Freisetzung gleichzusetzen. Da hier nur ein kleiner Teil der gesamten Kapsel
beobachtet werden kann und auch vorstellbar ist, das der Schellack schon vor der in den NMR-
Bildern sichtbaren Auflésung durchléassig wird, kann der eigentliche Freisetzungs-Zeitpunkt
nur grob bestimmt werden. Setzt man den Freisetzungs-Zeitpunkt mit dem Finsetzen der
Schellack-Auflésung gleich, so ergibt sich hier eine Freisetzungszeit von etwa einem Tag nach
Uberfithrung in das Dickdarmmedium. Je nach Fiillstand des Darms kann diese Zeit zu lang

fiir eine kontrollierte Freisetzung im Dickdarm sein, da tibliche Transferzeiten im Dickdarm je
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nach Darmfiillung zwischen 5 und 70 Stunden betragen. Daher wurde versucht, durch hohere
Weichmacher-Konzentrationen im Schellack schnellere Auflésungen zu erzielen. Abbildung
stellt samtliche bis zum vollstdndigen Verschwinden der Kapseln aufgenommene Bilder
von Kapseln mit der hoheren Weichmacherkonzentration von 10 % im Dickdarmmedium dar.
Diese Variation der Weichmacherkonzentration hat hier eine deutlich schnellere Auflésung
zur Folge. Nach zwei bis drei Stunden 16sen sich diese Kapseln vollstandig auf. Im Vergleich
zu den Kapseln mit niedrigerer PVP-Konzentration zeigt hier nicht nur der Schellack eine
deutlich schnellere Auflésung, sondern auch die innere Pektinatschicht. Eine md&gliche Ursache
konnte sein, dass die Auflosung des Pektinatgels hauptsachlich durch den Phosphat-Puffer
hervorgerufen wird. Da sich der Schellack hier wesentlich schneller auflost, ist er vermutlich
auch durchlassiger fiir die Phosphat-Molekiile, wodurch sich die Pektinatschicht deutlich
schneller auflost. Um noch schnellere Kapselauflosungen zu ermoglichen, wurden weiterhin die
Beschichtungszeiten verringert. Die damit erhaltenen Kapseln 16sen sich innerhalb von einer
Stunde so schnell auf, dass die Auflésung der Kapseln mit der iiblichen Spinwarp-Bildgebung
nicht mehr mit der nétigen zeitlichen Auflésung verfolgt werden kann. Daher wurden die
in Abbildung dargestellten Bilder dieses Auflésungsprozesses mit der FLASH-Sequenz
aufgenommen. Mit dieser Sequenz ist es hier moglich, zeitliche Auflésungen der Bildaufnah-
men von etwa einer Minute zu erreichen. Trotz einer 17-fach geringeren Akquisitionszeit
sind die Qualitdten der Bilder (SNR und Kontrast) mit den Bildern der Spinwarp-Sequenz
vergleichbar. Aufgrund der hohen zeitlichen Auflésung dieser Aufnahmen konnte anhand der
Bilder ein Video erstellt werden, welches die Kapselauflosung gut visualisiert. Dieses kann in
der online-Version von [83] gefunden werden.

In Tabelle sind die ungefahren Auflosungszeiten der hier untersuchten Kapselsysteme
zusammengefasst. Die dort angegebenen Zeiten beziehen sich auf die vollstandige Auflésung
der Kapseln. Die Freisetzung von zuvor verkapselten Inhalten wiirde allerdings schon deutlich
frither erfolgen. Sowohl eine Erhohung der PVP-Konzentration, als auch eine Verringerung der

Schellack-Beschichtungszeiten, haben einen erniedrigenden Einfluss auf die Auflésungszeiten.

Beschichtungszeit [min] Weichmacherkonzentration [%] Auflsungszeit [h]

10 5 28
10 10 3
) 10 1
3 10 1

Tabelle 7.1.: Zur vollstdndigen Auflésung der Kapseln unter Dickdarm-Bedingungen
bendétigte Zeiten von unterschiedlich praparierten Kapseln.

7.3. Kapitelzusammenfassung

Wie sich durch zeitaufgeloste NMR-Bildgebung gezeigt hat, sind die hier untersuchten Kapseln,
insbesondere ihre versiegelnden Schellack-Beschichtungen, im sauren Milieu des Magens
und des Diinndarms fiir lange Zeiten stabil. Dahingegen losen sie sich im Dickdarmmilieu

auf, womit eine Freisetzung verkapselter Wirkstoffe ermoglicht werden kann. Schellack-
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Abbildung 7.2.: NMR-Bilder zur Visualisierung des Auflésevorgangs von beschichteten
Pektinatkapseln (Weichmacherkonzentration = 5 %, Beschichtungszeiten 10 bzw. 3 min)
unter simulierten Dickdarm-Bedingungen, aufgenommen mit einer Spinwarp- (a) und
einer FLASH-Sequenz (b).

beschichtete Pektinatkapseln eignen sich also fiir einen geschiitzten Transport durch den
oberen Verdauungstrakt und fiir eine gezielte Freisetzung von Wirkstoffen im Dickdarm.

Vergleicht man die hier erzielten Ergebnisse mit den von Dr. Sabine Leick untersuch-
ten Freisetzungen von Anthocyanen aus analog praparierten Kapseln in Magen-Darm-
Simulationsmedien S.178], so lasst sich der dort festgestellte sprunghafte Anstieg der
Freisetzung nach Uberfithrung in das Dickdarm-Medium mit der hier beobachteten Auflésung

der Kapseln in Verbindung setzen.
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Teil 111.

Charakterisierung mikroskopischer
Membranstrukturen durch die
bildgebende Messung von
Relaxationszeiten und
Diffusionskonstanten
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8. Charakterisierung der mikroskopischen
Hydrogelstruktur mittels ortsaufgeloster

Relaxometrie

Die bisher dargestellten bildgebenden Experimente waren nur moglich, da die Hydrogele, aus
denen die Kapselwande bestehen, in T5-gewichteten NMR-Bildern geringere Signalamplituden
liefern als das umgebende Wasser. In diesem Kapitel sollen nun die hauptsachlich den
Kontrast bestimmenden Parameter 77 und 75 ortsaufgelost quantifiziert werden. Aus diesen
Relaxationszeiten werden anschliefend Informationen zur mikroskopischen Struktur der
Hydrogele gewonnen und Riickschliisse auf die Prozesse getroffen, welche fiir die verstarkte

Relaxation in den Hydrogelen der Kapseln verantwortlich sind.

8.1. Quantitative Bildgebung der Relaxationszeiten

8.1.1. Messtechnische Grundlagen
T,-Bildgebung

Die Grundlage zur ortsaufgelosten Messung der transversalen Relaxationszeit ist die Abhéngig-
keit der Echo-Amplitude von der Evolutionszeit (Echozeit) und der Relaxationszeit. So ist es
prinzipiell mit jeder auf Hahn-Echos basierenden Bildgebungssequenz mdoglich, die transversale
Relaxationszeit durch eine Variation der Echozeit zu messen.

Die in Abschnitt Abb. dargestellte Bildgebungssequenzﬂ ist allerdings nur bedingt
fiir eine T5-Messung geeignet. In dieser Sequenz ist der Lesegradienten-Rephasierungsgradient
zur Ermoglichung kurzer Echozeiten zwischen den beiden RF-Pulsen platziert. Vergroflert
man in dieser Sequenz die Echozeit, so erfolgt neben der Dampfung der Signalamplitude
durch die transversale Relaxation auch eine diffusionsbedingte Dampfung durch den ver-
groflerten Abstand zwischen dem Lesegradienten-Paar. Diese diffusionsbedingte Dampfung
kann minimiert werden, wenn die Rephasierung des Lesegradienten wie in Abb. gezeigt
direkt vor diesem geschieht [84]. Hierdurch ergibt sich allerdings ein neues Problem. Das
direkte hintereinander Schalten des Lesegradienten-Paares fithrt dazu, dass ungewiinschte,
durch Imperfektionen des m-Pulses entstehende FID’s refokussiert werden und so zum Signal
beitragen. Dies kann vermieden werden, indem um den 7-Puls ein Spoiler-Gradientenpaar
platziert wird. Durch diese Spoilergradienten werden die unerwiinschten FIDs bei geniigend
grofler Gradientenstéarke dephasiert.

Wie schon lange bekannt ist, fithrt die T5-Messung mit Spin-Echos unter Variation der

!StandardméBige Spinwarp-Sequenz.
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Abbildung 8.1.: Nach Hsu et al. [84] modifizierte Spinwarp-Sequenz, welche zur quan-
titativen Bildgebung der transversalen Relaxationszeiten von Mikrokapseln verwendet
wird.

Echozeit zu einer Unterschiatzung der Th-Zeit, da durch die Diffusion der Molekiile im nicht
vollstdndig homogenem Feld keine hundertprozentige Refokussierung erfolgen kann. In der
nicht-bildgebenden NMR, werden daher multiple Refokussierungen durch wiederholte m-Pulse
zur Verminderung des Einflusses der Diffusion auf die Signalamplitude verwendet, was auch
als CPMG-Methode bekannt ist [85]. Ahnliche Prinzipien werden auch in der bildgeben-
den NMR verwendet [86,/87|]. Hier treten allerdings viele Komplikationen auf. So fiihren
inhomogen angeregte Schichten oder im Vergleich zur Echozeit und Diffusionskonstanten
diinne Schichten beispielsweise zu Fehlern bei der T5-Bestimmung [88]. Eine weitere wichtige
Fehlerquelle sind Imperfekte m-Pulse, welche zu unerwiinschten FIDs, Echos, und stimulierten
Echos fithren. Hier kann zwar durch geeignete Positionierung von Spoilergradienten Abhilfe
geschaffen werden, allerdings fithren die zusétzlichen Gradienten wiederum zu zusétzlichen
Signaldampfungen und unerwiinschten Effekten durch induzierte Wirbelstrome [89].

Fiir die bildgebende Messung der transversalen Relaxationszeiten wurde hier versucht, die
Magnetisierung vor der eigentlichen Bildaufnahme mehrfach durch harte oder weiche Pulse zu
refokussieren, um so den storenden Einfluss der Diffusion auf die Signaldédmpfung zu minimie-
ren. Aufgrund der relativ groflen Bi- und By-Inhomogenitiaten sowie der Pulsimperfektionen
wurde das resultierende Spin-Echo allerdings mit unerwiinschten Signalen iiberlagert. Diese
machten eine Bildaufnahme unméglich. Zur Unterdriickung der unerwiinschten Signale wurden
auf verschiedene Weisen Spoilergradienten geschaltet. Hierbei zeigte sich, dass die vorhandene
Hardware nicht fiir ein ausreichendes Spoiling geeignet ist, da das Fehlen einer aktiven Schir-
mung zu induzierten Wirbelstromen fithrt und weiterhin keine ausreichenden Duty-Cycles

erreicht werden konnen. Die erwdhnten Komplikationen in Kombination mit der vorhandenen
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/2 T

Abbildung 8.2.: Pulssequenz zur ortsaufgelosten Messung der longitudinalen Relaxati-
onszeit nach dem saturation-recovery Verfahren. Im Abstand T vor der eigentlichen
Bildgebung wird die Magnetisierung mit n schnell aufeinander folgenden /2-Pulsen
gesattigt.

Hardware fithrten also dazu, dass géngige Methoden der Multi-Echo T5-Bildgebung hier nicht
erfolgreich durchgefiihrt werden konnten. Da die untersuchten Alginat- und Pektinat-Gele
der Mikrokapseln gliicklicherweise sehr kurze transversale Relaxationszeiten besitzen, kann
der Fehler bei der T5-Messung durch die in Abb. dargestellte Spinwarp-Sequenz ver-
nachléssigt werden (siehe auch Abschnitt , womit die Spinwarp-Sequenz die geeignetste

Messmethode zur T5-Messung an den hier verwendeten Mikrokapseln darstellt.
T,-Bildgebung

Die quantitative Bildgebung der longitudinalen Relaxationszeit erfolgt durch die in Abb.
dargestellte Bildgebungs-Sequenz. Hier wird die Magnetisierung zunéchst durch schnell aufein-
anderfolgende 7/2-Pulse geséttigt [90]. Anschliefend wird nach einer variablen Evolutionszeit
7, in welcher sich die longitudinale Magnetisierung in Abhéngigkeit von 7T} wieder aufbaut,
eine Spinwarp-Bildgebung durchgefiihrt. Die Zeitabhéngigkeit der Signalamplitude wird dabei
durch Glg. beschrieben. Im Gegensatz zu anderen Verfahren der T1-Messung, wie beispiels-
weise dem inversion-recovery [91], bietet die hier verwendete Methode des saturation-recovery
den Vorteil, dass die Sattigungssequenz unabhéngig von der longitudinalen Relaxation immer
den gleichen Anfangszustand erzeugt. Dadurch kann dieses Experiment mit einer schnellen
Repetitionszeit durchgefiihrt werden und bringt somit einen grofien Messzeitgewinn mit sich.
Die Séttigung der Magnetisierung erfolgt hier durch n = 50 aufeinanderfolgende 7/ 2—PulseE] im

Abstand von jeweils 20 ps. Diese Werte wurden durch eine Minimierung der Signalamplitude

2Pulslange ~ 20 ps.
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in Abhéangigkeit von der Anzahl und dem Abstand der Sattigungs-Pulse ermittelt.
8.1.2. Ergebnisse

Die zuvor beschriebenen Pulssequenzen wurden verwendet, um die Relaxationszeiten von
Hohl- und Matrixkapseln aus Alginat bzw. Pektinat zu messen. Die charakterisierten Kapseln
unterschieden sich zum Teil darin, dass fiir ihre Herstellung unterschiedliche Konzentrationen
der Polymerlosung verwendet wurden (0,5 und 1,0 % Gew.). Teilweise wurden die Messungen
an identischen Kapseln bei verschiedenen Temperaturen (10, 30 und 50 °C) durchgefiihrt.
Samtliche Proben wurden geméfl Abb. prapariert, das heifit die Kapseln waren an einer
Grenzschicht aus Perchlorethen zu Wasser positioniert. Die Kalibration der Temperatur
erfolgte mit dem in der Diplomarbeit von Daniel Edelhoff [92] beschriebenem Verfahren.

Um aus den bei verschiedenen Evolutionszeiten Tr bzw. 7 aufgenommenen Bildern die
ortsabhéngigen Relaxationszeiten T5(z,y) bzw. T1(z,y) zu bestimmen, wurden an die dem

Pixel der Koordinaten (z,y) zuzuordnenenden Signalamplituden S(z,y) die Funktionen

S(z,y) = So(x,y) - exp <T2?:;E,y)> (8.1)
baw.
S(a,y) = Solz,y) - [1 — exp (Tl(;y)ﬂ (8.2)
angepasst.

Fiir die Auswertung wurde in einem Bild des jeweiligen Datensatzes der Bereich, welcher
die Kapsel bzw. Kapselmembran darstellt, manuell markiert, damit die Ermittlung der
Relaxationszeiten nur fiir den relevanten Bereich durchgefiihrt wird. Dies hatte zum einen
zum Ziel, die Rechenzeit der Auswertung zu minimieren. Zum anderen wurde damit der
Zweck erfiillt, die Bestimmung des 75 vom Wasser aulerhalb der Kapsel nicht durchzufiihren,
da dies mit den hier verwendeten Methoden nicht messbar ist (sieche néchster Abschnitt).

Im Folgenden wird in Abbildungen bei der Angabe von Relaxationszeiten als Funktion des

Ortes die Einheit [Pixel] verwendet. Diese Pixel haben eine Kantenldnge von etwa 12 pm.
T,-Bildgebung

In Abbildung[8:3h ist ein Bild der transversalen Relaxationszeit, was im Folgenden als Th-map
bezeichnet wird, von einer Alginat-Matrixkapsel dargestellt. Es ist gut zu erkennen, dass
die T5-Zeiten innerhalb der Matrixkapsel eine anndhernd radialsymmetrische Funktion des
Abstandes zum Kapselzentrum darstellen, welches auch von Wright et al. [93] festgestellt
wurde und ein Resultat des im Auflenbereich dichter vernetzten Gels ist. Die dichtere Vernet-
zung im aufleren Bereich wird dabei durch das wahrend der Kapselherstellung nach auflen
diffundierende Alginat hervorgerufen. Von innen nach auflen variiert 75 innerhalb dieser
Kapsel zwischen etwa 50 ms im Zentrum und 20 ms am Kapselrand. Die langen T5-Zeiten
am unteren Rand der Kapsel sind auf eine Bewegung der Kapsel wihrend der Messung
zuriickzufithren. In Abbildung sind die Signalamplituden als Funktion der Echozeit fiir

drei verschiedene Pixel im Zentrum, am Rand und in der Mitte zwischen Kapselzentrum und
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Abbildung 8.3.: (a) Th-map einer Alginat-Matrixkapsel (0,5 % Alginat-Konzentration,
10°C). Alle Werte unter- oder oberhalb der Grenzen der Farbskala werden hier
automatisch auf den entsprechenden Grenzwert gesetzt. (b) Signalzerfélle aus Pixeln an
verschiedenen Positionen innerhalb der Matrixkapsel und daran angepasste Funktionen.

Kapselrand dargestellt. Die zuséatzlich eingezeichneten angepassten Funktionen zeigen, dass
sie mit einem Fehler des bestimmten 75 von 1 bis 4 ms, was einen relativen Fehler von etwa
5% entspricht, gut zu den Messdaten passen. Weiterhin kann man erkennen, dass die Signale
mono-exponentiell zerfallen.

Eine weitere To-map von einer Alginat-Hohlkapsel ist in Abb. dargestellt. Hier variiert
T5 zwischen 10 und 30 ms, wobei hohere Werte vermehrt an den Randern der Kapselmem-
bran auftreten. Teilweise treten auch Werte oberhalb von 30 ms auf, insbesondere an der
inneren Membranwand rechts unten im Bild und an der dufleren Membranwand links oben
im Bild. Da man in den entsprechenden Pixeln auch teilweise vom Wasser und vom Hydrogel
stammenden doppelt-exponentiellen Zerfall erkennen kann, sind die hohen Werte auf eine
Bewegung der Kapsel wiahrend der Messung zurtickzufiihren. In dieser To-map fallt weiterhin
auf, dass dort senkrechte Streifen hoher und niedriger Relaxationszeiten auftreten. Dies kann
mit dem bei dieser und einigen anderen Messungen schlechten Signal-zu-Rausch-Verhéltnis
der NMR-Bilder erklart werden, die dadurch ebenfalls eine streifenartige Modulation der
Signalamplituden zeigen.

Wie im vorigen Abschnitt erwdhnt wurde, fithrt das verwendete Verfahren zu einer Unterbe-
stimmung von langen Relaxationszeiten. Um dies genauer zu quantifizieren, sind in Abb.
die Signalamplituden des Wassersignals, welches ein intrinsisches 75 in der Groflenordnung
von etwa 2s besitzt, als Funktion der Echozeit fiir Pixel aus verschiedenen Bereichen des
Probenrohrchens dargestellt (Zentrum, Rand und Mitte zwischen Zentrum und Rand). Es
ist deutlich zu erkennen, dass die Signalamplituden nicht exponentiell und auch mit einer
deutlich kiirzeren Zeitkonstanten als 2s zerfallen. Daher konnte fir die Pixel, welche dem
Wassersignal zuzuordnen sind, keine Anpassung von Glg. durchgefiihrt werden.

Beriicksichtigt man die Diffusion mit der Diffusionskonstanten D unter einem statischen
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Abbildung 8.4.: (a) Zerfall des Wassersignals an verschiedenen transversalen Positio-
nen innerhalb des Probenréhrchens und nach GIg. angepasste Funktionen. (b)
Abweichungen der nach Glg. bestimmten Ty vom intrinsischen T5.

Gradienten G, so ergibt sich nach Callaghan [4, S. 160] ein zusétzlicher Faktor bei der
echozeitabhangigen Signaldampfung:

S =5p-exp (—?j) - exp <—;72G2DTg> . (8.3)

Diese Gleichung wurde an die Amplituden des Wassersignals in Abb. angepasst. Mit den
festen Parametern D = 1,5 - 107 m?/s und Ty = 2s ergeben sich Gradientenstirken zwischen
1,2 und 2,3- 1073 Tm™!. Sowohl die GroSenordnung als auch die Ortsabhiingigkeit dieser
Werte passen gut mit der Messung einer By-map an der Grenzflache Perchlorethen/Wasser
zusammen |94].

Fiir eine Einschatzung, wie vertrauenswiirdig die mit der Spin-Echo Sequenz ermittelten
transversalen Relaxationszeiten sind, wurden fiir verschiedene Werte 75 ,.; und dem oben
bestimmten Wert des Hintergrundgradienten Signalamplituden nach Glg. berechnet. An
diese Funktionen wurde anschlieffend Glg. angepasst. Das so erhaltene T3 ¢;; wird mit
dem urspriinglich verwendeten Wert 73 ;4 verglichen, indem in Abb. das Verhaltnis
Ty, it/ T2,0rig gegen Ts pip aufgetragen wird. Hier erkennt man, dass bis zu einer angefitteten
Relaxationszeit T5 ¢ von 100 ms die Abweichungen unter 5% liegen. Bei angepassten T5-
Werten von iiber 150 ms werden die Abweichungen schnell sehr grofl. Die experimentell
ermittelten transversalen Relaxationszeiten innerhalb der Hydrogele liegen meistens unter

100 ms, so dass der Fehler durch die verwendete Pulssequenz hier vernachléssigt werden kann.
T;-Bildgebung

In Abbildung ist eine vollstandige T7-map von mehreren Alginat-Matrixkapseln in einem
NMR-Ro6hrchen dargestellt. Im Gegensatz zu den Th-maps ist es hier auch moglich, T7-Zeiten
des Wassersignals zu bestimmen. Dieses liegt hier bei ungefahr 2s. Betrachtet man die
Matrixkapseln, so zeigt sich dort eine Abnahme des 77 vom Zentrum der Kapseln zum Rand

von etwa 1,5 zu 1,2s. Das T} in den Matrixkapseln verhalt sich also dhnlich wie das 75, ist
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Abbildung 8.5.: (a) Ty-map einer Alginat-Hohlkapselmembran (0,5 %, 10°C). (b) Ti-
map von mehreren Alginat-Matrixkapseln (1,0 %, 10°C) in Wasser. Alle Werte unter-
oder oberhalb der Grenzen der Farbskala werden hier automatisch auf den entspre-
chenden Grenzwert gesetzt.

jedoch bei weitem nicht so stark reduziert.

Abbildung zeigt eine weitere T1-map, nun von einer Alginat-Hohlkapsel. Im Vergleich
zu den Matrixkapseln ist hier das 717 weiter reduziert und liegt zwischen etwa 0,6 und 1,0s.
Dabei treten niedrigere Relaxationszeiten vermehrt am dufleren Rand der Kapselmembran
auf. Die in Abb. zu erkennenden Fehler der ermittelten 77-Zeiten liegen im Bereich
von 5% bis 30 % und sind somit grofer als bei der Ermittlung der Th-Zeiten (5%). Dies
liegt zum einen an der geringen Anzahl an Messpunkten. Zum anderen treten bei kurzen
Evolutionszeiten Artefakte in den NMR-Bildern auf, welche aus By und Bj-Inhomogenititen

und der dadurch inhomogenen Magnetisierungs-Sattigung resultieren.
Radialsymmetrische Relaxationsprofile

Die zur Ermittlung der T7- und Ts-maps aufgenommenen NMR-Bilder weisen meistens ein
relativ schlechtes Signal-zu-Rausch Verhaltnis auf. Das kann mit der kurzen Messzeit zur
Verminderung von Bewegungsartefakten und den durch lange Echozeiten Tr bzw. kurzen
Evolutionszeiten 7 bedingten niedrigen Signalamplituden begriindet werden. Daraus resultiert
eine Schwankung der ermittelten Relaxationszeiten innerhalb der 77- und 7T5-maps. Aufgrund
des Herstellungsprozesses der Kapseln ist davon auszugehen, dass die physikochemischen Ei-
genschaften der Hydrogele in sphéarischen Kapseln eine radialsymmetrische Funktion beziiglich
des Kapselzentrums darstellen. Somit sollten im Idealfall auch die Relaxationszeiten nur vom
Abstand zum Kapselzentrum abhéngen. Ahnlich zu der Auswertung der Diffusion paramagne-
tischer Molekiile in Abschnitt werden hier daher die Signalamplituden aus Pixeln gleichen
Abstandes zum Kapselzentrum gemittelt und die Anpassung der Relaxationszeiten zu diesen
radialsymmetrischen Amplituden-Mittelwerten durchgefiihrt.

In den Abbildungen und sind die so erhaltenen transversalen und longitudinalen Rela-

xationszeiten der hier untersuchten Kapseln als Funktion des Abstandes zum Kapselzentrum
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Abbildung 8.6.: (a) Ausschnitt der Ti-map von einer sich in Wasser befindenden
Alginat-Hohlkapsel (1,0%, 10°C). (b) Signalamplituden aus verschiedenen Positionen
innerhalb der Kapselmembran und des Wassersignals aus dem Kapselzentrum als
Funktion der Evolutionszeit T inklusive Funktionsanpassung nach Glg. @

dargestellt. Zuséatzlich sind dort auch die T;-Zeiten der auflerhalb der Kapseln vorliegen-
den Aufbewahrungslosung (Bulk) als gestrichelte Linien eingezeichnet. Bei Betrachtung der
Ergebnisse zu den Matrixkapseln zeigt sich, dass beide Relaxationszeiten mit steigendem
Abstand zum Mittelpunkt geringer werden, wobei die Variation bei den T»-Profilen deutlicher
ausgepragt ist als bei den Ti-Profilen. An den Relaxationsprofilen der Hohlkapseln léasst sich
erkennen, dass die Relaxationszeiten an den Réndern der Kapselmembran maximal werden.
Teilweise ist dies durch Bewegungen der Kapsel wahrend der Messung zu erklaren, wodurch
eine Uberbestimmung der Relaxationszeiten an den Réndern resultiert.

Vergleicht man die ermittelten Relaxationsprofile mit dem 77 des Bulk-Wassers, so sind die
T1-Zeiten der Hydrogele fast immer kleiner. Mit steigender Temperatur nehmen sowohl 75 als
auch 77 der Hydrogele sowie des Bulks zu. Weiterhin ist die Tendenz zu erkennen, dass die
Differenzen zwischen den longitudinalen Relaxationszeiten des Bulks und der Hydrogele mit
steigender Temperatur zunehmen. Bei genauerer Betrachtung der T1-Zeiten des Bulk-Wassers
fallt weiterhin auf, dass teilweise bei identischen Temperaturen verschiedene Relaxationszeiten
gemessen wurden. Dies kann ein Hinweis auf vorhandene Verunreinigungen in den verwendeten
Losungen oder Defizite der Messmethode sein.

An dem Kurvenverlauf der Alginatkapsel bei 30 °C in Abb. offenbarten sich Probleme bei
der Messung der Relaxationszeiten. Hier sind die T5-Zeiten an den Kapselrandern sehr lang,
was auf eine Bewegung der Kapsel wiahrend der Messung zuriickzufithren ist. Ein weiterer
Einfluss auf die Uberschiitzung dieser Th-Werte liegt einer deformierten Kapselform zu Grunde,
welche aufgrund der Auswerteprozedur zu einer ,, Verschmierung® von Signalamplituden aus
dem Wasser und der Kapselmembran fiihrt. Des Weiteren erkennt man eine Verschiebung der
Kurvenminima zwischen den Messungen bei 10 °C und 30 °C. Dies kann darauf zuriickgefiihrt
werden, dass die Kapsel in einer Messung rund, und in der anderen Messung elliptisch geformt

ist.
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Abbildung 8.7.: Longitudinale und transversale Relaxationszeiten der Hydrogele in
Alginat-Hohlkapseln und -Matrixkapseln (Beads) als Funktion der Position im Hydrogel
(Polymerkonzentrationen = 0,5%).
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Abbildung 8.8.: Longitudinale und transversale Relaxationszeiten der Hydrogele in
Alginat- und Pektinatkapseln als Funktion der Position im Hydrogel (Polymerkon-
zentrationen = 1,0 % ). Die Pektinat- und Alginatkapseln wurden mit Ausnahme des
Polymermaterials identisch prapariert.
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8.2. Charakterisierung der porosen Hydrogel-Struktur anhand der

Relaxationszeiten

Viele bislang durchgefiihrte Studien zeigen, dass die Hydrogele aus denen die hier unter-
suchten Kapselsysteme bestehen, pordse Strukturen aufweisen [48493,95-98]. Aufgrund der
Sensitivitat der Relaxationszeiten und Diffusionskonstanten auf geometrische und physikoche-
mische Eigenschaften der Poren, wird die NMR héaufig zur Untersuchung pordser Strukturen
verwendet [99-102]. Die Anwendungsgebiete reichen dabei von Porésitatsbestimmungen in
Gesteinen und Glésern bis hin zu Pflanzen und Polymergelen.

Fliissigkeiten wie beispielsweise Wasser oder Ol erfahren in pordsen Strukturen eine Herabsen-
kung der Relaxationszeiten. Zur Modellierung der Relaxation geht man allgemein davon aus,
dass die Fliissigkeiten innerhalb der porosen Stoffe in verschiedenen Phasen mit unterschiedli-
chen Relaxationszeiten vorliegen. So findet man beispielsweise Phasen mit uneingeschrankter
molekularer Beweglichkeit und somit langen Relaxationszeiten, welche auch als Bulk bezeich-
net werden. Die Fliissigkeiten in diesen Phasen erfahren keine Anderung ihrer Relaxation.
Dahingegen findet man auch Phasen, die eine zum Bulk abweichende Relaxation aufweisen,
beispielsweise in der Ndhe zu den Porenwénden. Da die genauen Ursachen fiir die verdnderte
Relaxation nicht immer bekannt sind, spricht man hier allgemein von Relaxations-Senken.
Verursachende Faktoren dieser Relaxations-Senken sind paramagnetische Zentren innerhalb
der Porenwénde, lokale Magnetfeldgradienten infolge von Suszeptibilitdtsunterschieden, Ein-
schrankungen der molekularen Beweglichkeiten sowie Austauschprozesse zwischen Kernen
der Fliissigkeit und der Porenwénde |4} S.408].

Misst man die Relaxationszeiten eines Systems mit ¢ verschiedenen Phasen, so ergibt sich
unter der Annahme eines schnellen Austausches zwischen den verschiedenen Phasen mit ihren
jeweiligen Anteilen f; am Gesamtvolumen fiir das effektive T3 oy und 75 . (im Folgenden
Ti2.erf) [103] :

- . (8.4)

Im Falle eines schnellen Austausches zeigt sich also ein mono-exponentieller Zerfall der
Magnetisierung. Schneller Austausch ist dann der Fall, wenn T S:j, s r?/D < 1 gilt, also die
Porengroflen r klein in Bezug zur, in der Gréfenordnung der Relaxationszeit zuriickgelegten,
Diffusionslénge sind. Betrachtet man die Diffusion von Wasser mit einer Temperatur in der
GroBenordnung der Raumtemperatur als Grundlage, so erfolgt schneller Austausch und somit
mono-exponentielle Relaxation bei Porengréfien von 7pore < 1pm [104]. Da man in Alginat-
und Pektinat-Hydrogelen Porengrofien im Bereich weniger Nanometer erwartet [95], und die
Messungen der Relaxationszeiten zudem mono-exponentiellen Zerfall zeigen, ist die Annahme
eines schnellen Austausches hier gerechtfertigt.

Mit Hilfe der zuvor dargestellten Messungen der Relaxationszeiten in den Hydrogelen der
Kapseln soll hier ihre Porenstruktur charakterisiert werden. Dazu wird vereinfachender Weise
davon ausgegangen, dass das Wasser innerhalb der Poren des Gels in zwei verschiedenen
Phasen vorliegt (siche Abb.[8.9). Die erste Phase befindet sich im ausreichenden Abstand zu
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Kern der Pore:
Freies Wasser

T12 = T12 puik

Porenwand (Polymerketten):
Benachbarte Wassermolekiile
zeigen deutlich schnellere Relaxation

Abbildung 8.9.: Schematische Darstellung des hier verwendeten Relaxations-Modells
der Wassermolekiile in den Poren von Alginat- und Pektinat-Hydrogelen.

den Porenwénden (Polymerketten) wodurch es beziiglich herkémmlicher freier Wassermolekiile
keine Anderung der Relaxation erfihrt. Diese Phase wird als Bulk bezeichnet und besitzt
die Relaxationszeiten 173 k. Die zweite Phase befindet sich in direkter Nédhe zu den
Polymerketten der Porenwande. Durch verschiedene Effekte, auf die hier noch nicht genauer
eingegangen wird, weist dieses Wasser deutliche Veranderungen der Relaxation auf. Das
Wasser dieser Phase besitzt die Relaxationszeiten T4 2 s und wird als gebundenes Wasser
bezeichnet. Beide Phasen sollen scharf abgegrenzt sein, wobei die Grenze im Abstand dgy, zu
den Porenwanden liegt. Zwischen beiden Phasen findet ein Austausch der beiden Wasserspezies
statt. In dem hier verwendeten Modell wird weiterhin davon ausgegangen, dass die Poren
spharisch sind, wobei der Radius der Poren 7p,.. eine radialsymmterische Funktion des Ortes
innerhalb der Kapsel sein soll.

Misst man die Relaxationszeiten T2 .y von einem Volumenelement der Probe, in der die
Poren identische Geometrien aufweisen, so ergibt sich geméafl des vorgestellten Modells mit

dem Anteil des an der Porenoberfliche schneller relaxierenden Wassers fg, ¢

Tpore — dsurf s
fsurf =1-|— (85)
Tpore
aus Glg.
—1 -1 —1
Toerr = Thapur - (1= fours) + Ty 5 g+ foury - (8.6)

Die effektiven Relaxationszeiten hiangen also von den vier unbekannten Parametern d,, f,

Tpore Und T7 9 surp ab. Unter der Annahme, dass diese Parameter im hier untersuchten
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Temperaturbereich zwischen 10 °C und 50 °C nicht von der Temperatur abhéingerﬂ kénnen
diese Parameter fiir gleiche Orte innerhalb der Hydrogele an die Messdaten optimiert werden.
Dabei gehen als weitere feste Parameter die Relaxationszeiten T4y = 7% pur bei den
Temperaturen ¢#; = 10°C und 0y = 30°C in die Optimierung ein, welche an der Losung
auflerhalb der Kapseln gemessen wurden. Das folgende Optimierungsproblem ist demnach zu

16sen:

’Tl,eff(a =01) — l,opt surfs Tpores 11 surf)‘

+ ‘T;’elff(ezel) ,pt surfyrporeyT2surf)‘

(d

(d
+ ’Tl_elff(gz 2) — 17, olpt( surfs Tpores 11, Surf)‘
‘ 2eff (0 =02) — 20pt( Surf7rporeaT2,surf)‘ = min . (8.7)

Im letzten Abschnitt wurden die Relaxationszeiten 77 9.7y als Funktion des Abstandes zum
Kapselzentrum bestimmt. Aufgrund des Gelierungsmechanismus der Kapseln kann davon
ausgegangen werden, dass aufgrund der Symmetrie die Porenstruktur ebenfalls eine Funktion
des Abstandes zum Kapselzentrum ist. Daher wurden fiir jede Position die optimalen Para-
meter dgy,r und T 2 surf sowie die Porengrofien rpor. bestimmt.

In Abbildung sind die an die Relaxationszeiten der Alginat-Hohlkapsel (0,5 % Polymer-
konzentration) bei den Temperaturen 10 °C und 30 °C optimierten Parameter zu finden. Diese
weisen in Abhéngigkeit vom Ort innerhalb der Kapselwand deutliche Schwankungen auf.
Abgesehen von der Porengréfie sollten sie im Rahmen des hier verwendeten Modells allerdings
konstant sein. Daher wurden zur genaueren Bestimmung der Porengréfie die Mittelwerte
(itber den Abstand) der Parameter dgy,f, 7pore und T4 2 surf verwendet, welche in Tabelle
dargestellt sind. Der Mittelwert (ds, ) ~ 0,3nm entspricht in etwa der Grofe eines
Wassermolekiils. Dies ist im Rahmen eines ,,bound-water“ Modells, bei dem die verstark-
te Relaxation an den Porenwénden durch Wasserstoffbriickenbindungen verursacht wird,
durchaus plausibel. Die Relaxationszeiten des gebundenen Wassers (T surf) ~ 1,3s und
(T surf) ~ 4ms entsprechen in etwa den in der Literatur bekannten Werten [4, S. 234].
Mit diesen nun festen Parametern wurde erneut eine Optimierung der Porengréfie an die
gemessenen Relaxationszeiten durchgefiihrt, woraus der in Abbildung dargestellte
ortsabhéngige Porenradius resultiert. Fur die untersuchte Alginat-Hohlkapsel variiert der
Porenradius zwischen 6,5 und 4,5 nm, wobei die Porengréfie von der Mitte der Kapselwand
zu den Réndern hin zunimmt. Die Groflenordnung der Porengrofie passt zu Werten, die

durch elektronenmikroskopische Verfahren bzw. Diffusionsmessungen in Alginat-Hydrogelen

3Serp et al. [97] untersuchten die Temperaturabhéngigkeit der Grofie und Porenstruktur von Alginatbeads
im Temperaturbereich von 25 bis 130 °C mittels Elektronenmikroskopie. Sie fanden heraus, dass ansteigende
Temperaturen sowohl ein Schrumpfen der Beads (etwa 2 % Durchmesserverringerung pro 10 K) als auch eine
Verdichtung des Gelnetzwerkes bewirken. Da allerdings zum einen der hier untersuchte Temperaturbereich deut-
lich kleiner ist als der von Serp et al. untersuchte, und zudem unklar ist, ob die Verdnderung der Porenstruktur
auch erfolgt, wenn die Kapseln sich in wéssriger Losung befinden, kann die Annahme temperaturunabhingiger
Porengrofien hier noch unter Vorbehalt gerechtfertigt werden.
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Kapselart <dsurf> [nm)] <T1,surf> [s] <T2,surf> [ms]

Alginat-Hohlkapsel (0,5%) 0,28 £ 0,8 1,25+ 0,70 4,0 + 7,0
Alginat-Matrixkapsel (0,5%) 0,31 £ 1,5 0,11 £0,06 0,2+04

Tabelle 8.1.: Mittelwerte der optimierten Parameter dgy,y und T} 3 4, verschiedener
Kapselarten.

bestimmt wurde [97,/105]. Mit diesen PorengroéBen ergibt sich ein Anteil des Wassers mit

verénderter Relaxation fg,,s im Bereich von etwa 10 bis 20 %.

Eine analoge Optimierung wurde auch an die Messdaten der Alginat-Matrixkapsel (Abb.
und c) durchgefiihrt. Da hier die Relaxationsmessungen fiir drei verschiedene Tempe-
raturen durchgefiihrt wurden, muss Glg. [8.7] um zwei weitere Terme ergénzt werden. Die
optimierten Parameter zeigen auch hier deutliche Schwankungen. Daher wurden wieder die
Mittelwerte berechnet, welche in Tabelle zu finden sind. Im Gegensatz zum Parame-
ter dgyrf, der vergleichbar zu dem fiir die Hohlkapsel optimierten Wert ist, weichen die
Parameter (1} 4urf) =~ 0,1s und (T, sur 7) ~ 0,2ms deutlich von denen der Hohlkapsel ab.
Diese Abweichungen kénnen moglicherweise mit einem hohen Alter der Kapseln bzw. einem
suboptimalem Herstellungsprozess begriindet werden. Eine weitere Erklarung konnte darin
zu finden sein, dass sich das 77 sowohl vom Hydrogel als auch vom Bulk hier deutlich von
den Werten der Messung an der Alginat-Hohlkapsel unterscheiden und womdglich mit einer
fehlerhaften Messung in Verbindung stehen. Die mit diesen gemittelten Parametern optimierte
Porengrofie (Abb. ) liegt durch die groflien Parameter-Abweichungen zur Hohlkapsel bei
deutlich héheren Werten im Bereich von 120 bis 220 nm. Nimmt man an, dass die anhand der
Hohlkapsel-Daten ermittelten Parameter eher den tatsachlichen Werten entsprechen, ergibt
sich durch Optimierung mit diesen festen Parametern die in Abb. rot dargestellte
Abhangigkeit der Porengréfie vom Ort. Sie nimmt monoton von 12 nm im Zentrum der Kapsel
zu 6nm am Rand der Kapsel ab und passt von der Groéflenordnung somit zu den zuvor
ermittelten Porengrofien der Hohlkapsel-Membran.

Eine weitere Optimierung wurde anhand der Messdaten der Alginat-Hohlkapsel (Abb.
b und d), welche mit héherer Alginatkonzentration (1 %) hergestellt wurde, durchgefiihrt.
Aufgrund der im letzten Abschnitt beschriebenen Probleme bei der Auswertung der Tb-
Messung konnte die Optimierung hier nicht ortsabhéngig durchgefiihrt werden. Daher wurden
fir die Optimierung jeweils die Minima der ermittelten Relaxationszeiten verwendet. Die
damit optimierten Parameter sind mit einem Kreuz in Abb. gekennzeichnet. Lediglich
Ty surf = 18 ms weist eine erwdhnenswerte Abweichung zum Wert der Hohlkapsel mit gerin-
gerer Alginatkonzentration auf. Der optimierte Porenradius betragt hier etwa 6,5 nm und ist
damit vergleichbar zur Porengréfie am Rand der niedriger konzentrierten Hohlkapsel.

Um die untersuchten Kapselsysteme untereinander zu vergleichen, wurden anhand der orts-
abhéngigen Th-Messungen mit Hilfe von Glg. und den an der Alginat-Hohlkapsel (0,5 %)
ermittelten Parametern ortsabhéngige Porengrofien fiir alle Kapseln berechnet. Da sich

Pektinat- und Alginatgele beziiglich der Polymermolekilstruktur nur geringfiigig voneinander
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Abbildung 8.10.: Porenradius, dg,,s und 11 2 s, ¢ als Funktion des Ortes innerhalb der
Alginat-Hohlkapselmembran, welche sich aus den Optimierungen von Glg. ergeben.
Das Kreuz kennzeichnet die optimierten Parameter zu den Relaxationszeiten-Minima
der 1,0 %igen Hohlkapsel.
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Abbildung 8.11.: Porengréfen von Hohlkapseln (a) und einer Matrixkapsel (b) als
Funktion des Ortes. Die Berechnung erfolgte unter Verwendung der (ortsunabhingigen)
gemittelten Parameter (dg,,f) und (112 surf)-
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Abbildung 8.12.: Vergleich der Porendurchmesser als Funktion des Abstandes zur in-
neren Kapselwand bzw. zum Kapselzentrum (bei Matrixkapseln/Beads) von Pektinat-
und Alginatkapseln mit unterschiedlichen Konzentrationen der zur Herstellung ver-
wendeten PolymerlGsung. Die Porenradien ergeben sich aus den gemessen T5-Zeiten
der jeweiligen Kapseln und den zu der Alginat-Hohlkapsel bestimmten Parametern
<dsurf> und <T2,surf>-

unterscheiden, ist hier die Annahme identischer Relaxationszeiten an den Porenwénden ge-
rechtfertigt. Wie in Abbildung zu erkennen ist, zeigen alle Hohlkapseln eine Verringerung
der Porengrofie von den Réndern zur Mitte, wohingegen die Matrixkapseln eine Reduzierung
der Porengrofie vom Kapselzentrum zum Kapselrand aufweisen.

In Abb. sind die Porengréflen von Matrix- und Hohlkapseln aus Alginat (0,5 %) darge-
stellt, welche sich aus den temperaturabhéngig gemessenen T»-Zeiten ergeben. Die erkennbare
Temperaturabhingigkeit der Porengrofien ist vermutlich auf die Grenzen des verwendeten Mo-
dels zuriickzufiihren, insbesondere der Annahme konstanter Porengréfien. Bei einem Vergleich
zwischen Pektinat- und Alginatkapseln zeigt sich, dass die Pektinatkapseln grofiere Poren
aufweisen. Dies passt zu den in Abschnitt [£.3] anhand des Membranwachstums getroffenen

Aussagen, dass die Alginatgele dichter vernetzt sind als die Pektinatgele.
8.2.1. Vergleich mit der BPP-Theorie

Bisher wurden die Ursachen fiir die verstarkte Relaxation an der Porenwand komplett ver-
nachlassigt. Hier soll nun naher darauf eingegangen werden. Die Aufkldrung der Mechanismen,
welche fiir die verstiarkte Relaxation verantwortlich sind, ist zur Zeit ein aktuelles Forschungs-
problem und nicht hinreichend geklart. Paramagnetische Zentren oder starke Magnetfeldgra-
dienten aufgrund von Suszeptibilitatsunterschieden werden hier als Ursache vernachlassigt. So
bleiben noch der Austausch zwischen Protonen der Wassermolekiile mit Hydroxy-Protonen
der Polysaccharid-Molekiile oder eine Einschrankung der Mobilitat der Wassermolekiile als
Ursache iibrig. Neuere Studien deuten darauf hin, dass die Bewegungseinschrankung, z.B.
infolge von Wasserstoffbriickenbindungen, die Hauptursache fiir die verstarkte Relaxation
ist [106]. Allerdings existieren auch Studien, die dem chemischen Austausch der Protonen

zwischen Wasser- und Polymermolekiilen das Hauptgewicht zuordnen [107,/108].
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Falls die Bewegungseinschrankung der Wassermolekiile die Hauptursache fiir die verstarkte
Relaxation an den Porenwanden ist, dann sollten die zuvor bestimmten Parameter T} g
und 75 gr¢ mit der nach Bloembergen, Purcell und Pound genannten BPP-Theorie [109)
im Einklang stehen. Nach dieser Theorie erfahren die Spins aufgrund ihrer Rotations- und
Translations-Bewegung und den damit verbundenen zeitabhéngigen Dipol-Wechselwirkungen
mit anderen Spins zuféllig fluktuierende lokale Magnetfelder. Diese fluktuierenden Magnetfel-
der induzieren Ubergiinge zwischen den Zeeman-Energiezustinden der Spins und resultieren
so in einer Relaxation. Ohne tiefergehend auf die Herleitung einzugehen, die in vielen Biichern
wie z.B. in [11] nachzulesen ist, gilt fiir die Relaxationszeiten von Protonen in Wassermo-
lekiilen mit der Spinquantenzahl I = 1/2 bei der Larmorfrequenz wy unter Beriicksichtigung

homonuklearer Dipolwechselwirkungen

R 150 5500 19

o <47T) VREGIIT +1) % [4J (0) + 57 (wo) + 37 (2w0) (8.8)
1 (o) a3 1 2)

o <47r) 7h21<f+1>><[J (wo) + J*¥(2wo) | - (8.9)

Dabei charakterisieren die Spektraldichtefunktionen J(™(w) mit dem intramolekularen Pro-

tonenabstand r;; = 1,5 - 1079m

24 T,
Oy = 24 T
THw) 1578 1+ w272
4 T,
W)= 2 T
THw) 1575 1+ w?r?
1 c
JO ()= 0T (8.10)

- 157"?]- 14 w272

das Frequenzspektrum der molekularen Bewegung. Die Korrelationszeit 7. charakterisiert
hier die molekulare Bewegung, welche die Dipolwechselwirkung moduliert.

In Abbildung sind die nach den vorangegangenen Gleichungen berechneten Relaxations-
zeiten 17 und T als Funktion der Korrelationszeit 7. bei einer Larmorfrequenz von 600 MHz
dargestellt. Fiir hohe Mobilitaten, d. h. kurze Korrelationszeiten, gilt offensichtlich 77 = T5.
Man spricht hier vom sogenannten ,extreme narrowing“. Mit abnehmender Mobilitéat erfolgt
die transversale Relaxation immer schneller, wohingegen die longitudinale Relaxationszeit
bei 7. = wy I jhren Minimalwert von T} ~ 200 ms erreicht und anschlieBend mit abfallender
Mobilitdt monoton ansteigt.

In Abbildung sind weiterhin die Relaxationszeiten durch Punkte markiert, welche sich
aus der Optimierung im letzten Abschnitt als Relaxationszeit der Wassermolekiile an den
Porenwanden 712 ¢, ergeben. Die anhand der Messungen an Alginat-Hohlkapseln mit
unterschiedlichen Ausgangs-Polymerkonzentrationen optimierten Relaxationszeiten wiirden
einer Korrelationszeit 7. von etwa 1 bis 10ns entsprechen. Dies passt zu den von Chavez

et al. [106] bestimmten Korrelationszeiten der dominanten Spezies gebundener Wassermo-
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1

- —— T, nach "BPP"

Relaxationszeit T, , [s]
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t  ® Alginat-HK 0,5%
. ® Alginat-HK 1,0%
@ Alginat-MK 0,5%
10'5 _12. T ......|»1O. T B | _8. T R .
10 10 10 10

Korrelationszeit 7 [s]

Abbildung 8.13.: Nach der BPP-Theorie ( Gleichung und berechnete Rela-
xationszeiten 17 und Ty als Funktion der Korrelationszeit 7.. Zur Bestimmung der
Korrelationszeiten des an den Porenwédnden gebundenen Wassers sind die an ver-
schiedenen Kapselsystemen bestimmten Grofien T1 o o auf den Kurven markiert.
Der Ty-Punkt der Alginat-Hohlkapsel 0,5% wird teilweise von dem Ti-Punkt der
Alginat-Hohlkapsel 1,0 % tiberdeckt und ist daher nur schwer erkennbar. (Anmerkung:
MK = Matrixkapsel; HK = Hohlkapsel).

lekiile in Agarose-Hydrogelen. Anhand der eingezeichneten Relaxationszeiten T o gy des
gebundenen Wassers in Alginat-Matrixkapseln erkennt man, dass die den Relaxationszeiten
entsprechenden Korrelationszeiten sehr weit auseinander liegen. Die Optimierung der Parame-
ter T 2 sury Und da 4, bei der Alginat-Matrixkapsel ergibt also physikalisch nicht sinnvolle
Werte. Daher ist es gerechtfertigt, dass die an der Matrixkapsel optimierten Parameter fiir

die Berechnung der Porengrdfien nicht verwendet werden.

8.3. Diskussion und Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde dargestellt, wie die longitudinalen und transversalen Relaxationszei-
ten der Pektinat- und Alginat-Hydrogele von Matrix- und Hohlkapseln ortsaufgelost bestimmt
werden kénnen. In Abhéngigkeit von der Position im Hydrogel, der Temperatur und von der
Kapselart liegen die ermittelten transversalen Relaxationszeiten im Bereich zwischen 20 und
140 ms. Diese im Vergleich zum intrinsischen T3 des freien Wassers von etwa 2s (bei 10°C)
sehr schnelle Relaxation fiihrt zu den guten Kontrasten zwischen den Kapselmaterialien und
dem Wasser. Die longitudinalen Relaxationszeiten der Hydrogele betragen zwischen 30 % und
90 % des Ty freien Wassers und zeigen somit geringere Differenzen zum intrinsischen 7.

Bei den Messungen der Relaxationszeiten offenbarten sich einige Schwierigkeiten. Da jede Mes-
sung etwa einen Tag dauerte und die Kapseln eine relativ instabile Position im Probenrohrchen
einnahmen, bewegten sie sich haufig wahrend der Messung. Dies fiihrt zu Ungenauigkeiten
bei der Bestimmung der Relaxationszeiten. Durch die Verwendung von Suszeptibilitéats-Plugs
zur Positionierung der Kapseln konnten diese Probleme in Zukunft reduziert werden. Ein

weiteres Problem besteht in der Form der Kapseln. Wenn diese von der idealen sphérischen
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Form abweichen, treten bei der radialen Mittelung der Signalamplituden Fehler auf. Diese
Fehler sind darauf zuriickzufithren, dass Stellen in der Membran mit identischen Abstand
zum Kapselzentrum dann nicht den gleichen Abstand zum Membranrand besitzen.

Da die Relaxationszeiten von einigen Kapseln als Funktion der Temperatur gemessen wurden,
konnte im Rahmen eines einfachen Modells die Porengrofle der Hydrogele bestimmt werden.
Diese liegen in Abhéngigkeit von der Kapselart zwischen 5 und 30 nm und passen somit zu
mit anderen Methoden bestimmten Porengréfien [95,105]. Vergleicht man diese Porengréfien
mit den hydrodynamischen Radienlﬂ der Gd-DTPA-Molekiile und Anthocyanin-Molekiile, von
denen im Rahmen dieser Arbeit die Diffusionskonstanten in den Membranen der Hydrogele ge-
messen wurden, so liegen diese in der gleichen Gréfenordnung (rhydrodyn. (Gd-DTPA) ~ 5nm
und 7pydrodyn. (Anthocyanin) ~ 20 nm). Die vergleichbaren Porengréfen und Diffusionsradien
konnten also verlangsamte Diffusionen in den Kapselmembranen erklaren.

Die ermittelten Porengroflien miissen allerdings mit Vorsicht betrachtet werden, da die fiir
das Modell getroffenen Annahmen eine starke Vereinfachung darstellen. So ist es natiirlich
fraglich, ob die Porenstruktur im hier untersuchten Temperaturbereich ausreichend geringe
temperaturabhingige Verdnderungen aufzeigt. Weiterhin stellt die Annahme einer homogenen
Struktur mit sphérischen Poren eine sehr grobe Naherung dar. Dies zeigt sich besonders,
wenn man die elektronenmikroskopische Hydrogelstruktur von Alginat-Matrixkapseln in Abb.
betrachtet. Hier ist zu erkennen, dass die Struktur sehr heterogen ist. Eine weitere
Einschriankung des Modells ergibt sich dadurch, dass hier nur von zwei verschiedenen Wasser-
phasen mit unterschiedlichen Relaxationszeiten ausgegangen wird.

Fine genauere Ermittlung der Porenstruktur wére durch weitere Messmethoden moglich. So
konnte zum Beispiel die Messung von 717, einen weiteren Parameter zur Lésung des Optimie-
rungsproblems (Glg. liefern. Ebenfalls wére es von groflem Vorteil, die Relaxationszeiten
als Funktion der Magnetfeldstiarke zu messen. Mit den angesprochenen Verfahren konnte auf
temperaturabhéangige Messungen verzichtet werden und so das Problem unbekannter Tempe-
ratureinfliisse auf die Hydrogele eliminiert werden. Es wéare weiterhin von Vorteil, wenn man
die an einer Kapsel bestimmte Porenstruktur anschliefend auch noch mit anderen Methoden,
wie beispielsweise der Elektronenmikroskopie oder der Bestimmung von Diffusionskonstanten
von Molekiilen unterschiedlicher Grofe, vergleichen bzw. validieren konnte.

Wie schon erwahnt wurde, besteht bislang noch keine Einigkeit iiber die physikochemischen
Mechanismen, welche ausschlaggebend fiir die Relaxation der Wassermolekiile an den Po-
renwanden bzw. den Polymerketten sind. Als Hauptverursacher gelten der Austausch von
Protonen zwischen Wassermolekiilen und Hydroxygruppen des Polymers, sowie die Bewegungs-
einschrankung der Wassermolekiile an den Polymeren durch Wasserstoffbriickenbindungen.
Um einen weiteren Beitrag zur Aufklarung der Mechanismen zu liefern, wurden hier die ermit-
telten Relaxationszeiten des schnell diffundierenden Wassers in die sogenannte BPP-Theorie
eingeordnet, welche die Relaxationszeiten als Funktion ihrer Mobilitat charakterisiert. Diese
Einordnung zeigt, dass die ermittelten Relaxationszeiten von Alginat-Hohlkapseln mit der

BPP-Theorie im Einklang stehen und die so ermittelten Korrelationszeiten des gering-mobilen

* Auch Stokes-Radius genannt. Wird berechnet aus der Diffusionskonstante in Wasser. Im Allgemeinen ist
dies nur ein sehr grober Richtwert fiir die Molekiilgrole. Die tatséchliche Molekiilgrofie ist meistens grofer.
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Abbildung 8.14.: Von Serp et al. @/ gemessene Raster-Elektronen-Mikroskopie von
Alginat-Matrixkapseln. Kantenldnge 1,8 um.

Wassers mit denen von Chavez et al. bestimmten Korrelationszeiten von 7. &~ 10ns
iibereinstimmen.

Eine Aussage, ob die Bewegungseinschrinkung nun mafigeblich fiir die schnellere Relaxa-
tion an den Porenwénden verantwortlich ist, kann auf der Grundlage der durchgefithrten
Betrachtungen allerdings nicht getroffen werden. Hier konnten weiterfithrende Experimente
wie beispielsweise feldabhéngige Relaxationsmessungen oder T»-Messungen durch das CPMG-
Verfahren mit variablem Pulsabstand weitere Erkenntnisse bringen. Diese Experimente sollten
dann allerdings zur Vereinfachung nicht an Kapseln, sondern an homogen oder linear gelierten
Proben durchgefiihrt werden.

Unabhangig von den Unzuldnglichkeiten des verwendeten Modells und den molekularen
Ursachen der Relaxation und den damit verbundenen Ungenauigkeiten bei der quantitativ
korrekten Bestimmung der Porenstruktur, kann durch die Relaxationsmessungen zumindest
die Netzwerkdichte der Hydrogele unterschiedlich praparierter Kapseln verglichen werden.
Hier zeigt sich, dass Pektinat-Gele im Vergleich zu Alginat-Gelen langere transversale Re-
laxationszeiten als Alginat-Gele und somit geringere Netzwerkdichten aufweisen. Weiterhin

zeigt sich auch, dass dies auch fiir den Vergleich von Matrix- zu Hohlkapseln gilt.
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9. Bildgebende Messung der
Diffusionskonstanten und -Tensoren in

Kapselwanden

Neben der ortsaufgelosten Messung von Relaxationszeiten bietet die bildgebende NMR, auch
die Moglichkeit zur Messung von Diffusionskonstanten und Diffusionstensoren [110111]. In der
medizinischen Bildgebung wird diese Technik als Diffusionstensorbildgebung (DTT) bezeichnet
und dort u.a. zur Diagnostik von Schlaganfillen, der Visualisierung von Nervenbahnen und
der Untersuchung weifler Gehirnsubstanz eingesetzt. Auch in der NMR-Mikroskopie wird
diese Technik verwendet, beispielsweise zur Messung der Diffusionskonstanten von Wasser in
bioadhesiven Verbindungen [112] und Alginatgelen [113].

Ahnlich wie die Relaxometrie kann die Diffusometrie auch zur Charakterisierung von pordsen
Strukturen verwendet werden, wobei die Diffusometrie auf grofleren Langenskalen im Bereich
von Mikrometern sensitiv ist [114]. Hier wird sie daher verwendet, um die Hydrogele in Matrix-
und Hohlkapseln aus Pektinat und Alginat im Hinblick auf eine eingeschrankte Diffusion
der Wassermolekiile durch portse Strukturen zu untersuchen. Die Methoden und Ergebnisse
dieser Charakterisierungen werden hier nur Zusammenfassend dargestellt. Umfassendere
Ausfithrungen dazu kénnen der Diplomarbeit von Daniel Edelhoff entnommen werden [92].
Die bildgebende Messung von Diffusionskonstanten kann auf einfachste Weise mit der in Abb.
dargestellten Pulssequenz durchgefiithrt werden. Diese stellt eine Kombination der in
Abb. verwendeten Pulssequenz zur Messung der transversalen Relaxationszeiten und der
in Abb. gezeigten Sequenz zur spektroskopischen Messung von Diffusionskonstanten dar.
Die rot dargestellten Gradienten ermoglichen eine Diffusionsgewichtung der NMR-Bilder, die
von der Starke, der Dauer und dem Abstand zwischen den Gradienten abhéngt. Durch die
Aufnahme mehrerer Bilder, die mit unterschiedlich starken Diffusionsgradienten aufgenommen
werden, ist es moglich, an jedes Pixel der Bilder die Stejskal-Tanner Gleichung [6.1] anzupassen
und somit Diffusionskonstanten ortsaufgelost zu bestimmen. Dabei ist die Verwendung von
nur einem Gradientenpaar entlang einer bestimmten Ortsachse erforderlich. Die Verwendung
aller drei Gradientenpaare erlaubt ergénzend die Bestimmung von Diffusionstensoren, mit
denen die Richtungsabhéangigkeit der Diffusionskonstanten bestimmt werden kann. Dies ist
sinnvoll, wenn die Diffusion in einschrinkenden geometrischen Strukturen erfolgt und somit
nicht mehr isotrop ist.

Oft ist es interessant, Diffusionskonstanten als Funktion der Diffusionszeit, das heifit der
Zeitdauer zwischen den Gradientenpaaren, zu studieren. Hangen die Diffusionskonstanten

von der Diffusionszeit ab, so konnen Aussagen iiber die Léngenskalen einschrinkender Geo-
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Abbildung 9.1.: Pulssequenzen zur bildgebenden Messung von Diffusionskoeftizienten
und -Tensoren mit Hahn-Echos (a) und stimulierten Echos (b). Die schwarz dar-
gestellten Gradienten dienen der Bildgebung und die rot dargestellten dienen der
Diffusionskodierung. Zur Messung von Diffusionstensoren werden die Diffusionskodie-
rungen entlang aller drei Raumachsen vorgenommen, wohingegen zur Messung von
Diffusionskonstanten diffusionskodierende Gradienten nur entlang einer Raumachse
geschaltet werden.
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metrien getroffen werden. Da mit einer Verlangerung der Diffusionszeit bei der in Abb[9.1h
dargestellten Sequenz auch eine ldngere Echozeit einhergeht, kommt es zu einem starken
Signalverlust durch die transversale Relaxation. Dieser Signalverlust kann gliicklicherweise
durch die Verwendung von stimulierten Echos [115] umgangen werden, da hier die durch einen
initialen 7/2-Puls erzeugte transversale Magnetisierung wahrend einer Mischzeit zwischen
zwei folgenden 7/2-Pulsen in longitudinaler Magnetisierung ,, gespeichert“ wird und dort nur
der meist langsamer verlaufenden 7T7-Relaxation unterliegt. Diese Methodik der stimulierten
Echos wird in der in Abb. dargestellten Sequenz nach de Graaf [116] verwendet.

Mit diesen beiden Bildgebungssequenzen wurden die Diffusionskonstanten von Wassermo-
lekiilen in Membranen von Pektinat- und Alginatkapseln bestimmt. Dabei wurde die Diffusi-
onszeit zwischen 15 und 150 ms variiert. Weder in Pektinat-, noch in Alginatgelen sind dabei
signifikante Unterschiede zur Diffusionskonstanten freier Wassermolekiile festzustellen. Auf
Grofenskaler[]] im Bereich von etwa 10 bis 40 pm kann daher von einer uneingeschrinkten
Diffusion der Wassermolekiile in den Hydrogelen ausgegangen werden. Dies wird auch durch
Messungen der Diffusionstensoren unterstiitzt, die eine isotrope Diffusion der Wassermolekiile
in den Hydrogelen hervorbrachten. Das Gelnetzwerk der Alginat- und Pektinat-Membranen
scheint fiir die mit der Diffusometrie charakterisierbaren Zeitskalen keine Behinderung fiir

Wassermolekiile darzustellen.

!Die Diffusionsléangen | stehen mit der Diffusionskonstanten D und der Diffusionszeit A iiber | = vV6DA
im Zusammenhang.
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10. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die NMR-Mikroskopie ein hervorragend geeigne-
tes Werkzeug zur Charakterisierung von Mikrokapseln im Hinblick auf verschiedenste Aspekte
darstellt. Hier wurden schwerpunktméflig fliissig gefiillte Pektinatkapseln charakterisiert,
die zum Teil mit einer externen Beschichtung aus Schellack modifiziert wurden. Aufgrund
unterschiedlicher Relaxationszeiten lasst sich der Aufbau der Kapselhiillen sehr gut mit
der NMR-Mikroskopie darstellen und untersuchen. Dies macht es moglich, die Morphologie
unterschiedlich préparierter Kapseln zu studieren. Dadurch konnten hier Riickschliisse auf
chemische Prozesse und Eigenschaften gezogen werden, die dem Praparationsprozess zugrunde
liegen. Die NMR-Mikroskopie hat sich dadurch auch als sehr niitzlich bei der Neuformulierung,
Konzeption und Modifikation von Praparationsprozessen erwiesen, da man durch ihren Ein-
satz schnell den Einfluss von Variationen der Herstellungsparameter auf die Kapselstruktur
erkennen kann.

FEine Charakterisierung der mikroskopischen Struktur der Kapselwandmaterialien ist ebenfalls
gelungen. Dies wurde durch bildgebende Messungen der transversalen und longitudinalen
Relaxationszeiten sowie der Diffusionskonstanten der in den Hydrogelen der Membranen
vorhandenen Wassermolekiilen ermdéglicht. Aus diesen Messungen konnte die Porengrofie der
Hydrogele bestimmt werden. Diese liegen in der Groflenordnung von 5 bis 30 nm. Die genaue
Ursache fiir die verstiarkte Relaxation in Polysaccharid-Hydrogelen konnte nicht zweifelsfrei
aufgeklart werden. Jedoch lassen sich die ermittelten Ergebnisse gut mit einer Bewegungs-
einschrankung der Wassermolekiile durch Wechselwirkungen mit den Polysaccharid-Ketten
erklaren. Wie grofl der Einfluss von Austauschprozessen hierbei ist, konnte allerdings nicht
geklart werden.

Ein wesentlicher Aspekt dieser Arbeit lag darin, mit Schellack beschichtete Pektinatkapseln
im Hinblick auf ihre Anwendbarkeit zum darmgezielten Transport von fliissigen Wirkstoffen
zu charakterisieren. Dazu wurde mit einer neu entwickelten Methode gezeigt, dass Schellack-
Beschichtungen zu einer Versiegelung der Kapselmembran fiir kleine bis grofle Molekiile im
sauren Milieu fithren. Diese Methodik basiert darauf, dass die Konzentration von in die
Kapseln hineindiffundierenden paramagnetischen Molekiilen orts- und zeitaufgelost gemessen
wird. Fiir diese Molekiile konnten Diffusionskonstanten in den Kapselwénden ermittelt werden.
Ein grofler Vorteil dieser Methode gegeniiber anderen Verfahren liegt darin, dass hiermit
Permeabilitaten einzelner Kapseln gemessen werden und dadurch eine direkte Zuordnung zu
den Strukturen der Kapseln moglich ist. Die Kombination dieser Ergebnisse mit dreidimen-
sionalen Visualisierungen der Kapseln offenbarte, dass unterschiedliche Permeabilitdten von
schellackbeschichteten Kapseln eine Folge von Beschichtungsdefekten sind. Diese Ergebnisse

konnten weiterhin mit Messungen der Freisetzungen von kanzerogen praventiven Anthocyanen
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in Zusammenhang gebracht werden. Dort sind signifikante Unterschiede der Freisetzungski-
netiken in Abhéngigkeit vom Beschichtungsprozess zu verzeichnen. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Unterschiede nicht durch unterschiedliche Dicken oder Dichten der
Schellackbeschichtung zu erklaren sind. Vielmehr kann hier davon ausgegangen, dass der
Praparationsprozess, insbesondere der zur Beschichtung verwendete pH-Wert, einen deutli-
chen Einfluss auf die Haufigkeit des Auftretens von Beschichtungs-Defekten hat. Kapseln, die
mit einem optimierten Préaparationsprozess produziert werden, scheinen fiir einen geschiitzten
Transport von Inhaltsstoffen durch das saure Milieu des menschlichen Magens also geeignet
Zu sein.

Nach dem geschiitzten Transport durch den Magen sollen die Kapseln ihren Inhalt gezielt
im Darm freisetzen. Wie durch die zeitaufgeloste NMR-Mikroskopie an Kapseln unter si-
mulierten Magen-Bedingungen gezeigt wurde, weist die versiegelnde Schellackbeschichtung
unter sauren Bedingungen des Magens und Diinndarms keine strukturellen Verdnderungen
auf, wohingegen sie sich im leicht basischen Milieu des Dickdarms auflost. Dadurch wird eine
Freisetzung der Inhaltsstoffe im Dickdarm ermoglicht. Die studierten Kapseln bergen also
grofles Potential fiir den Einsatz als darmgezieltes Transportmittel fiir Medikamente und
Nahrungserganzungsmittel.

In Zukunft kénnten die hier neu entwickelten Verfahren zur Beurteilung der Anwendbarkeit
neuer Kapselsysteme verwendet werden. Weiterhin kann mit den vorgestellten Methoden
versucht werden, die Porenstruktur der Hydrogele besser aufzukléren, und sie in einen Zu-
sammenhang mit Diffusionskonstanten verschiedener Molekiile in den Kapselmembranen zu

setzen.
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