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Zusammenfassung

Ziel des Projektes war es, durch Optimierung von Matrix- und verfahrenstechnischen Para-
metern die Oxidationsstabilitat von mikroverkapselten Olen mit langkettigen mehrfach unge-
sattigten Fettsduren (LCPUFAS) zu erhéhen und diejenigen Aromastoffe zu identifizieren, die
ursachlich fur Aromaverédnderungen verantwortlich sind. Durch Korrelation mit mengenmalig
dominierenden Verbindungen sollte tUberprift werden, ob geeignete Indikatorverbindungen
zur schnellen analytischen Kontrolle der sensorischen Qualitat abgeleitet werden kénnen.

In einem ersten Schritt wurde eine Verkapselungsmatrix, die frei von Milchproteinen und Ge-
latine ist, entwickelt. Als emulgierender Bestandteil der amorphen Tragermatrix wurde dabei
n-octenylsuccinat-derivatisierte Starke eingesetzt. Wahrend der verfahrenstechnischen Op-
timierung zeigte sich, dass das Trocknungsverhalten der Emulsionen, die resultierende phy-
sikalische Struktur der Mikrokapseln und damit letztendlich im Hinblick auf die Autoxidation
der LCPUFAs stabilitétsrelevante Parameter Gber Interaktionen der stofflichen Charakteristi-
ka wie z.B. dem Molekulargewichtsprofil der verwendeten nOSA-Starke und den Trock-
nungsbedingungen determiniert werden. Aus den physikalischen Partikelcharakteristika las-
sen sich bereits Aussagen Uber die Lagerungsstabilitat ableiten. Die Mikroverkapselungseffi-
zienz ist hingegen aufgrund einer heterogenen Verteilung der nicht-verkapselten LCPUFAs
in der Mikrokapsel nur bedingt zur Stabilitatsvorhersage geeignet.

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass ohne eine ausreichende chemische Stabilisierung
des LCPUFA-reichen Ols bereits wahrend des Mikroverkapselungsprozesses eine oxidative
Schédigung der LCPUFAs eintritt, sowohl wahrend der Emulsionsherstellung als auch wah-
rend der Sprihtrocknung. Entsprechend musste die Stabilisierung diesen multiplen Zustan-
den angepasst werden. Eine Sprihtrocknung unter Inertgasatmosphare ist fir die Unterbin-
dung einer spateren Autoxidation nicht relevant, jedoch kénnen diskrete Lufteinschlisse, die
durch unzureichendes Entgasen der Emulsion im Produkt verbleiben die Autoxidation be-
schleunigen.

Durch Anwendung der Aromaextraktverdiinnungsanalyse auf peroxidierte a-Linolen-(ALA),
Eicosapentaen-(EPA) sowie Docosahexaensaure (DHA) konnten 27 geruchsaktive Verbin-
dungen in den Destillaten aus den drei peroxidierten Fettsduren gefunden werden, wobei
aber unterschiedliche Konzentrationen in Abhangigkeit von der eingesetzten Fettsaure auf-
traten. Darunter zeigten folgende Verbindungen die héchsten Aromaaktivitaten: trans-4,5-
Epoxy-(E,Z)-2,7-decadienal, (Z)-1,5-Octadien-3-on, (Z)-3-Hexenal, (Z,Z)-3,6-Nonadienal,
(E,E,2)-2,4,6-Nonadienal und (Z,Z2)-2,5-Octadienal. Neben der erstgenannten, erstmalig in
der Literatur in Lebensmitteln beschriebenen Verbindung wurden im Rahmen der Arbeit ins-
besondere die geometrischen Isomere in den ungeséttigten Aldehyden strukturell zugeord-
net. Quantitative Daten, die anhand von Stabilisotopenassays fir 12 Schlusselaromastoffe
ermittelt wurden, erlaubten die Erstellung eines Aromarekombinates. Darin konnte anhand
von 12 Verbindungen das ,fischige" Aroma des Destillates aus peroxidierte Eicosapentaen-
saure simuliert werden. Bei der Peroxidation von zwei Menhadendélen entstanden die o.g.
Verbindungen ebenfalls wie erwartet, zuséatzlich wurden das (E,E,Z)-1,3,5,8-Undecatetraen
sowie das (E)-2-4,7,10-Tridecatetraenal als neue Fehlaromastoffe gefunden.

Sensorische Untersuchungen an mikroverkapselten Fischdlen sowie damit ,angereicherten”
Lebensmitteln zeigten, dass bei der Herstellung sowie auch der Lagerung die genannten
Verbindungen und somit auch das Fehlaroma entstanden. Auf der Basis der Untersuchun-
gen kbénnen insbesondere (Z)-1,5-Octadien-3-on, (Z,2)-3,6-Nonadienal, (Z,2)-2,5-Octadienal
und trans-4,5-Epoxy-(E,Z)-2,7-decadienal als Indikatoraromastoffe zur Bewertung der Quali-
tat von Fischél vorgeschlagen werden. Eine Optimierung des sensorischen Profils konnte
sowohl Uber Aromatisierung als auch tUber den Zusatz von [3-Cyclodextrin erreicht werden.
Aufgrund der guten Sauerstoffbarriereeigenschaften stellen amorphe Trégermatrices einen
integralen und geeigneten Bestandteil multipler Kapseln dar.

Das Ziel des Vorhabens wurde erreicht.



1 Forschungsthema
Stabilisierung von sprihgetrockneten Fischol-Emulsionen unter oxidativen und sensorischen

Aspekten

2 Ausgangslage

Zur Mikroverkapselung von Olen und Fetten wurden bereits hydrolysierte Starkeprodukte,
cyclische Dextrine, Lactose, Saccharose, Gummi arabicum sowie verschiedene Proteine wie
Kaseinate, Molkenproteinkonzentrat, Molkenproteinisolat oder Magermilchpulver eingesetzt
(1-7). Alle eingesetzten Rohstoffe verlangerten die Haltbarkeit der verkapselten Ole. Bei ei-
nigen Rohstoffen wie z.B. Molkenproteinkonzentrat zeigten sich aber Einschréankungen in der
Eignung fur die Verkapselung (2;8).Natriumkaseinat und hydrolysierte Starke bzw. Mono-
oder Disaccharide werden auf Grund der guten Emulgiereigenschaften des Kaseinats als
eine Kombination von Wandmaterialien mit sehr guten Mikroverkapselungseigenschaften
angesehen (3;9). Die Emulgiereigenschaften und die Grenzflachenbelegungskinetiken der
genannten Stoffgruppen sowie die sich daraus ergebenden Anforderungen an den Emulgier-
prozess wurden grundlegend untersucht (Brésel et al., 1999; Behrend et al., 2000; Tesch et
al., 2001). In weiteren Untersuchungen konnte die gute Eignung von Kaseinaten als Emulga-

toren fur O/W-Emulsionen nachgewiesen werden (10;11).

Kommerziell verfigbare mikroverkapselte Fischole werden derzeit unter Verwendung von
Kaseinat, niedermolekularen Kohlenhydraten und Maisstarke (Danochemo A/S, 1994, WO
94/01001), von niedermolekularen Kohlenhydraten und Fischgelatine (F. Hoffmann La Ro-
che AG, 1989, EP 03477512; F. Hoffmann La Roche AG, 1998, EP 0841010) oder von Glu-
cosesirup, Sojaprotein und Milchbestandteilen (Loders Croklaan) hergestellt. Die Verwen-
dung dieser Rohstoffe ist aber z.T. nicht mehr langer erwinscht, da zum einen Verbraucher-
vorbehalte zum Tragen kommen (z.B. BSE Problematik bei Gelatine) und zum anderen
Milchproteine und Fischgelatine unter die neuen Regelungen zur Kennzeichnung potentiell
allergener Substanzen in Lebensmitteln (Richtlinie 2003/89/EG) fallen. Daruber hinaus ist
eine Anreicherung von einigen diatetischen Lebensmitteln, z.B. hypoallergener Sauglings-
nahrung oder Sauglingsnahrung auf Sojabasis mit kommerziell erhaltlichen Produkten, die

unter Verwendung von Milchproteinen hergestellt worden sind, nicht méglich.

Als potentiell alternative Wandmaterialien fiir die Mikroverkapselung kommen neuerdings®

emulgierende Stérkederivate (n-octenylsuccinat-derivatisierte Starke, OSA-Stéarke) in Be-

! Die EU hat mit der Richtlinie 2003/114/EG des Europdaischen Parlaments und des Rates vom 22.
Dezember 2003 zur Anderung der Richtlinie 95/2/EG iiber andere Lebensmittelzusatzstoffe als Farb-
stoffe und SuRungsmittel OSA-Starke fiur die Anreicherung von Sauglingsanfangsnahrung mit mehr-
fach ungesattigten Fettsauren und Vitaminen zugelassen.
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tracht, die fir Sauglingsanfangsnahrung bisher nicht zugelassen waren. Untersuchungen zur
Eignung von Starkeprodukten zur Verkapselung von LCPUFA-reichen Olen liegen jedoch
nur vereinzelt vor. Patanen et al. (12) zeigten, dass sowohl durch Verkapselung mit hydroly-
sierten als auch mit chemisch modifizierten Starkeprodukten die Lagerstabilitdt von LCPU-
FA-reichem Sanddornél erhoht werden konnte. Aus Arbeiten zur Mikroverkapselung von A-
romen ist zudem bekannt, dass durch eine Kombination von beiden Starkederivaten ein er-
hohter Oxidationsschutz gewahrleistet werden kann. Der Einsatz chemisch modifizierter
Starken ist fur die Herstellung einer stabilen Emulsion notwendig, wohingegen hydrolysierte
Starkeprodukte fur den erhdhten Oxidationsschutz verantwortlich sind (13;14). Hierbei wird
Glukosesirup mit einem DE-Wert grof3er 20 nach Literaturangaben als geeigneter zur Mikro-
verkapselung von Aromen und funktionellen Olen angesehen als Maltodextrine mit einem
DE-Wert kleiner 20. Bereits 1989 hebt Reineccius in seinem Review ,Flavor encapsulation”
hervor, dass der Oxidationsschutz verkapselter Aromen direkt mit dem DE Wert korreliert
(15). Als Beispiel fuhrt der Autor die Bildung von Limonen-1,2-epoxid in hydrolysierten Star-
ken mit DE Werten von 4 bis 36 an.

Uber das Verkapseln hinaus kann auch ein Zusatz von Antioxidantien die Oxidationsstabilitat
der mikroverkapselten LCPUFAs erhdhen. Da die Effektivitdt von Antioxidantien mit zuneh-
mender Anzahl an Doppelbindungen im Fettsduremolekil abnimmt, gehéren Fischdle zu den
am schwierigsten zu stabilisierenden Lipiden. Die gangige Praxis, Fischole mit Tocopherolen
(z.T. Gber 500 ug/kg a-Tocopherol) zu stabilisieren, ist insofern als kritisch zu betrachten, als
es hierbei auch zu prooxidativen Effekten kommen kann und die fliichtigen Oxidationspro-
dukte z.T. wesentlich niedrigere Geruchsschwellen und damit eine erhéhte Geruchsaktivitat
aufweisen kénnen, als diejenigen, die bei niedrigeren a-Tocopherolkonzentrationen entste-
hen (Kulas et al., 2001 und 2002). Beim Einsatz von Antioxidantien kann es zudem zu
Wechselwirkungen zwischen Antioxidans und anderen Systemkomponenten kommen. Ins-
besondere gilt dies fir Emulgatoren (Schwarz et al., 2000; Stéckmann et al., 2000; Stock-
mann und Schwarz, 2001; Heins et al., 2003). Insbesondere im Bereich verkapselter Fisch-
Ole liegen jedoch nur wenige Studien zum Einsatz von Antioxidantien vor. Diese beziehen
sich zudem ausschlief3lich auf die Verwendung von Kaseinat-Kohlenhydrat-Kombinationen
als Verkapselungsmaterial und sind jedoch kritisch zu betrachten, da die Stabilitat der unter-
suchten mikroverkapselten Ole &uRerst gering war und im Bereich von unverkapseltem
Fischol lag (16;17). Ergebnisse Uber den Einsatz von Ascorbylpalmitat (Watanabe et al., (18)
und Phospholipiden in Kombination mit Tocopherolen (19) kénnen aufgrund der in diesen
Studien zum Nachweis der Lipidoxidation verwendeten, ungeeigneten Messmethodik nicht

herangezogen werden. Limitierend an diesen Untersuchungen sind die ungeeigneten Me-




thoden zum Nachweis der Lipidoxidation anhand der quantitativen Veranderungen in den

Fettsauren bzw. tUber den Rancimat-Test.

Das Aroma bzw. Fehlaroma eines Produktes wird ausschliel3lich von denjenigen flichtigen
Verbindungen hervorgerufen, die mit hoher Effektivitat an den menschlichen Geruchsrezep-
toren wirksam werden. Diese Wirksamkeit kann aber nicht aus der Struktur einer chemi-
schen Verbindung abgeleitet werden, sondern die geruchsverursachenden Verbindungen
missen in Lebensmitteln durch Kombination von analytischen mit sensorischen Methoden
identifiziert werden (Schieberle, 1995). Wichtige Hinweise auf solche Aromawirksamkeiten
einzelner Komponenten gibt der Geruchsschwellenwert. Dieser kann sich aber bei flichtigen
Oxidationsprodukten um mehrere Zehnerpotenzen unterscheiden. So weist z.B. Hexanal
eine Geruchsschwelle in Ol von 300 pg/L auf, 1,5-(Z)-Octadien-3-on dagegen einen Wert
von 0.03 ug/L. Insbesondere Verbindungen mit (Z)-konfigurierter Doppelbindung sind i.d.R.
wesentlich geruchsaktiver als solche mit (E)-Konfiguration. 2,4,6-Decatrienal, das bereits
lange als wichtiges Abbauprodukt von LCPUFAs in Fischélen identifiziert wurde (Karahadian
und Lindsay, 1989) kann z.B. in 8 verschiedenen geometrischen Isomeren auftreten. Bis
heute sind aber aufgrund der schwierigen Synthese die Geruchsschwellen der Einzelisomere
nicht bekannt. Es gentigt somit nicht, allein die Konstitution eines Aromastoffes zu klaren,
vielmehr muss auch die Konfiguration sorgfaltig ermittelt werden. Arbeiten zur Klarung von
Fehlaromen, die auf die Bildung von trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal aus Backfetten zurick-
gefuhrt wurde, die bereits Monohydroperoxide enthielten (Gassenmeier und Schieberle,
1994) sowie auf die Fermentation von Rahm (Heiler und Schieberle, 1996 und 1997) haben
die Notwendigkeit der exakten Strukturaufklarung erfolgreich demonstriert. Mit Ausnahme
der Studie von Venkateshwarlu et al. (2004) sowie Pennarun et al. (2003) wurden bisher
keine Arbeiten durchgefiihrt, die zum Ziel hatten durch Kombination von Sensorik und Analy-
tik (GC-Olfaktometrie, Geruchsaktivitdtswertbestimmung) entscheidende Geruchsstoffe aus
der Oxidation von Fischolen zu charakterisieren. Solche Daten wiirden es aber ermdglichen,
z.B. durch geeignete Temperaturregime oder Zusatze von Antioxidantien die geometrische
Struktur der bei der Peroxidation von LCPUFAs entstehenden Hydroperoxide und damit die

Strukturen der daraus entstehenden fliichtigen Verbindungen zu beeinflussen.

Ublicherweise sind zwei Kernprozesse fur die Herstellung von mikroverkapselten Olen maR-
geblich. Dies ist zum einen das Herstellen einer stabilen Emulsion, und zum anderen die
Trocknung, zumeist eine Sprihtrocknung. Ausgehend von der Annahme, dass die Lipidoxi-
dation bevorzugt an der Grenzflache der Olphase stattfindet, kann die OltrépfchengréRe je-
doch eine wichtige Einflussgréf3e darstellen. Untersuchungen zur Lipidoxidation in Abh&n-

gigkeit von der OltropfchengroRe sind fiir Emulsionen verfiigbar (z.B. (20;21), jedoch sind die



Ergebnisse widersprichlich. Dies wird zum Teil auf die zu breite TropfchengréRenverteilung
der zu vergleichenden Emulsionen zuriickgefiihrt. Fir mikroverkapselte Ole sind bisher keine
aussagekraftigen Untersuchungsergebnisse vorhanden. Aus Arbeiten zur Verkapselung von
Aromen ist lediglich bekannt, dass groRe Oltropfchen (> 5 pm) im Spriihtrocknungsprozess
wahrend der Zerstdubung geschadigt werden (22).

Neben der Tropfchengrdf3e ist natirlich der im Produkt verfigbare Sauerstoff von entschei-
dender Bedeutung fiir die Lipidoxidation. Dieser setzt sich aus der in den Pulverzwischen-
raumen eingeschlossenen, interpartikularen Luft und der in den Vakuolen (Hohlkugeln) der
Pulverpartikel eingeschlossenen intrapartikularen Luft zusammen. Da der interpartikulare
Sauerstoff durch Schutzbegasung weitgehend entfernt werden kann, ist hinsichtlich der Li-
pidperoxidation der in den Vakuolen eingeschlossene Sauerstoff von Bedeutung. Keogh et
al. (7) beobachteten daher bereits nach achtwéchiger Lagerung bei 4 <C eine Fehlaromabil-
dung in mikroverkapseltem Fischdél, die die Autoren mit dem Vakuolenvolumen in Zusam-
menhang brachten.

Abgesehen von den eingesetzten Rohstoffen, wird die Partikelmorphologie und der Luftein-
schluss von den Trocknungsbedingungen bestimmt (23). Walton und Mumford (24) haben
den Einfluss der Prozessparameter auf die Partikelmorphologie fir verschiedene Rohstoffe
charakterisiert. Fur filmbildende Rohstoffe, zu denen auch die partiell hydrolysierten, che-
misch modifizierten Stéarken und Milchproteine gehoren, beschreiben die Autoren bei einer
hohen Trocknungstemperatur ein Aufbldhen (,Ballooning®) der Pulverpartikel. Der Einfluss
der Trocknungstemperatur auf die Partikelmorpholgie von mikroverkapseltem Fischél wurde

von Drusch und Schwarz (25) beschrieben

Die Daten lassen den Schluss zu, dass die Oxidationsstabilitdt von mikroverkapselten Olen
generell sowohl durch die Zusammensetzung, d.h. eingesetzte Wandmaterialien und Antio-
xidantien, als auch durch Prozessparameter wie z.B. die Trocknungsbedingungen determi-
niert wird. Wichtige Charakteristika der Mikrokapseln sind dabei Oberflachenfett, Porositat
bzw. Sauerstoffpermeabilitdt und Lufteinschluss in den Mikrokapseln. Im Hinblick auf die
Entwicklung von innovativen Einsatzformen und die Beurteilung der Oxidationsstabilitat feh-
len jedoch systematische Erkenntnisse Uber das Zusammenwirken von Rohstoffen und
Trocknungsbedingungen auf die Struktur der Mikrokapseln und deren Oxidationsstabilitat,
uber den Einfluss der OltrépfchengroRe auf die Oxidationsstabilitat sowie die effiziente Stabi-

lisierung der mikroverkapselten Ole durch Antioxidantien.



3 Forschungsziel

Ziel dieses Projektes ist, Kenntnisse zur Matrix- und verfahrenstechnischen Optimierung der
Herstellung oxidationsstabiler Mikrokapseln aus sprithgetrockneten LCPUFA-Emulsionen zu
erarbeiten. Die Optimierung wird auf der Basis der physiko-chemischen Charakterisierung
von Emulsionen und Pulvern sowie der quantitativen Bestimmung von aromarelevanten Ver-
bindungen erfolgen, die beim Abbau der LCPUFAs entstehen. In Korrelation mit der gesamt-
sensorischen Bewertung durch ein Sensorikpanel sowie mit den Konzentrationen von
Hauptkomponenten kdnnen der einschlagigen Lebensmittelwirtschaft Moglichkeiten zur ob-
jektiven Kontrolle der Aromaqualitat von Produkten aufgezeigt werden. Dadurch werden sie
zudem in die Lage versetzt, eine Stabilisierung der Produkte auf der Basis objektiver Daten
durchzufihren.

Entsprechend der Ausgangslage ergeben sich fur die Entwicklung innovativer mikroverkap-
selter Ole mit LCPUFAs mehrere zentrale Fragestellungen, die sich in den anzustrebenden

Forschungsergebnissen widerspiegeln:

. Entwicklung einer Verkapselungsmatrix ohne Zusatz von Milchproteinen und
Gelatine

. Verfahrenstechnische Optimierung des Sprihtrocknungsprozesses als géangigs-
tes Verfahren fiir die Mikroverkapselung von Olen sowie Untersuchung des Ein-
flusses der Oltropfchengrée in der Ausgangsemulsion

. Optimierung des Oxidationsschutzes im Hinblick auf Auswahl, Konzentration
und Kombination von Additiven mit verschiedenen Wirkungsprinzipien

. Identifizierung von Schlisselverbindungen fir das Fehlaroma von oxidiertem

Fischol; Entwicklung von Indikatorverbindungen



4 Ergebnisse

4.1 Entwicklung einer Verkapselungsmatrix ohne Zusa  tz von Milchproteinen und
Gelatine (FS1)

4.1.1 Auswahl und Charakterisierung moglicher Matrixbestandteile/Charakterisierung der
Ole

In den Vorarbeiten zur Projektbeantragung wurden bereits sechs verschiedene Fischéle und
DHA-Konzentrate, die am deutschen Markt zu der Zeit verfigbar waren, vergleichend unter-
sucht. Die sensorische Untersuchung zeigte dabei, dass lediglich das Produkt ,Ropufa“ der
Firma DSM Nutritional Products sensorisch als neutral bewertet wurde. Dieses Produkt wur-
de daher fir die Bearbeitung der Projektaufgaben ausgewdhlt. Alternativ stand seit Ende
2006 (d. h. nach dem Projektstart) auch das Produkt ,Omevital“ der Cognis Deutschland
GmbH & Co. KG zur Verfigung. In einer international ausgerichteten Recherche wurden
folgende weitere potentielle Anbieter hochwertiger Fischdle zum Einsatz in der Mikroverkap-
selung identifiziert: Maritex/Tine (Norwegen, Denomega (Norwegen), Puleva Biotech (Spa-
nien), Lonza (Schweiz), Lipid Nutrition (Niederlande), Lysi (Island), Croda (Grof3britannien),
Martek (USA) sowie Omega Protein (Kanada).

Uber entsprechende Rohstoffdatenbanken wurden mogliche Lieferanten fiir die einzusetzen-
den Tragermatrices (Natriumkaseinat, n-octenylsuccinat-derivatisierte Starke (OSA-Starke),
spruhgetrockneter Glukosesirup) recherchiert. Die angeforderten Muster wurden als Pulver
und in 10%iger Losung sensorisch mittels Rangordnungsprifung begutachtet. Die Auswer-
tung erfolgte Uber den Friedman-Test. Darliber hinaus wurde das Oxidationsverhalten von
Fischélemulsionen bei Verwendung der Rohstoffe vergleichend untersucht, um ein maogli-
ches prooxidatives Potential einzelner Rohstoffe zu identifizieren.

Natriumkaseinat wurde von der Lacona GmbH, der Rovita GmbH, der Condio Creative Food
Systems GmbH und der Fonterra Europe GmbH bezogen. Statistisch signifikante Unter-
schiede (p<0,05) wurden zwischen allen Proben festgestellt. Die Praferenz fur die Proben

(Attribute: rein, neutral, typisch) war wie folgt:

Pulver: Condio > Lacona > Fonterra > Rovita

10%ige LOsung: Condio > Fonterra > Rovita > Lacona.

Die Entwicklung der Hydroperoxide in Fischélemulsionen Uber einen Zeitraum von 45 Tagen
ist in Abbildung 1 dargestellt. Auf Basis dieser und der sensorischen Ergebnisse wurde das
Natriumkaseinat der Condio Creative Food Systems GmbH fiir das Projekt ausgewahlt. Auf

Nachfrage konnte jedoch die Belieferung mit einer konstanten Produktqualitat nicht Gber den



gesamten Projektzeitraum garantiert werden, so dass das Natriumkaseinat von der Firma
Fonterra Europe GmbH bezogen wird.
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< 150 +
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Abbildung 1: Entwicklung des Hydroperoxidgehalts in Fischdlemulsionen (18% Fischol;
5,3 % Kaseinat) wahrend der Lagerung bei 20 T

Als mdgliche Lieferanten fur OSA-Starke wurden die Cargill Deutschland GmbH (C*Emcap
12634), die National Starch & Chemical GmbH (HiCapl100) und die Roquette GmbH (Clear
Gum CO001) identifiziert. In 10 %iger L6sung, nicht jedoch als Pulver, konnten sensorisch
statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Proben ermittelt werden. Die Praferenz fur
die Proben war wie folgt:

Pulver: National Starch > Cargill > Roquette

10%ige Losung: Cargill > National Starch > Roquette.

Die Lipidoxidation unter Verwendung der ausgewahlten OSA-Starke wurde in mikroverkap-
selten Olen untersucht. Da die OSA-Stéarke fiir Verkapselungsapplikationen stark hydrolysiert
ist, sind die hergestellten Emulsionen nicht langzeitstabil Abbildung 2. Wie deutlich zu erken-
nen ist, war die Entwicklung der Hydroperoxide in der Probe mit OSA-Starke der Cargill
Deutschland GmbH deutlich schneller als die Entwicklung in der Probe mit dem entspre-
chenden Rohstoff der National Starch & Chemical GmbH.
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Abbildung 2: Entwicklung des Hydroperoxidgehalts in spriihgetrockneten Fischélemulsionen

(40 % Fischol, 60 % n-octenylsuccinat-derivatisierte Stéarke) wahrend der Lagerung bei 20 T

Bei der Auswahl des Glukosesirups stand zunachst die Auswahl des Hydrolysegrads, also
des Dextrosedquivalents (DE-Wert) im Vordergrund. Die Auswahl erfolgte auf Basis der ver-

fugbaren Literatur, die in Tabelle 1 zusammengefasst ist.

Tabelle 1: Wissenschaftliche Veroffentlichungen zur Eignung unterschiedlicher Starkederiva-

te zur Mikroverkapselung von Olen

Kern- Wandmaterial Untersuchte DE-Werte Messparameter Ref.

material

Fischol Kaseinat/Glukosesirup 0; 5,5; 14; 18,5; 28; 38;  Verkapselungsgrad (3)
40

Milchfett Kaseinat/Glukosesirup 10; 20; 36 Extrahierbares Fett  (26)

Fischal Kaseinat/Glukosesirup 5,5; 14; 18,5; 28; 38 Hydroperoxidgehalt (16)

Fischal Kaseinat/Maltodextrin ~ 4; 11; 18 Hydroperoxidgehalt (4)

Fettdruck: im Hinblick auf den Messparameter bester DE-Wert

Alle Studien zeigen, dass ein hoher DE-Wert, d.h. ein hoher Hydrolysegrad angestrebt wer-
den sollte. Eine weitere Steigerung des DE-Werts tUber DE 40 hinaus ist nicht indiziert, da
ansonsten wahrend des Herstellungsprozesses mit Braunungsreaktionen und ggf. dem Auf-

treten von Maillardreaktionsprodukten zu rechnen ist.

11



4.1.2 Festlegung der Basisrezepturen fur die Untersuchung der verfahrenstechnischen
Fragestellungen und der Versuche zur Optimierung des Einsatzes von Antioxidantien
und Komplexbildnern

Ziel des vorliegenden Arbeitsschritts war die Auswahl von Basisrezepturen fur die weiteren
Untersuchungen im Rahmen des Forschungsprojekts. Als funktionelle (emulgierende)
Wandbestandteile sollten dabei Natriumkaseinat und OSA Stéarke eingesetzt werden.

Die Auswahl der Rezepturen erfolgt dabei Uber verfligbare Daten anderer wissenschaftlicher
Studien sowie die Ergebnisse eigener Vorarbeiten zum Projekt. Aus Arbeiten von Hogan et
al. (1) ist bekannt, dass unter Verwendung von Natriumkaseinat als alleinigem Wandmaterial
ein Verkapselungsgrad von ca. 80 % erreicht werden kann. Ein deutlich hherer Verkapse-
lungsgrad lasst sich unter Verwendung einer Kombination von Natriumkaseinat und Gluko-
sesirup erzielen. Dieselben Autoren erreichten mit ca. 93 % bei Verwendung einer Mischung
von Natriumkaseinat und Glukosesirup im Verhaltnis von 1:20 einen deutlich héheren (und
innerhalb ihrer Studie bei Verwendung von Mischungen im Verhaltnis 1:4 bis 1:69 hochsten)
Verkapselungsgrad. In eigenen Versuchen, die im Rahmen des vorliegenden Projekts
durchgefuhrt wurden, stieg der Verkapselungsgrad mit zunehmendem Kaseinatanteil im
Wandmaterial von 91 % (bei einem Kaseinat/Kohlenhydratverhaltnis von 1/19) auf 96 %
(1/4). Beide Rezepturen wurden in das Versuchsdesign zur Untersuchung der Oxidations-

stabilitdt moglicher Basisrezepturen aufgenommen.

Wahrend Natriumkaseinat uneingeschréankt einsetzbar, so muss bei der Verwendung von
OSA-Starke im Hinblick auf den Einsatz in diatetischen Lebensmitteln der rechtliche Rahmen
bertcksichtigt werden. In Richtlinie Nr. 95/2/EG vom 20. Februar 1995 Uber andere Lebens-
mittelzusatzstoffe als Farbstoffe und StRungsmittel (Anhang VI: In Sauglings- und Kleinkin-
dernahrung zugelassene Zusatzstoffe) ist folgende Hochstmenge festgesetzt:
.Spezialnahrung sowie Getreidebeikost und andere Beikost flr Sauglinge und Kleinkinder
darf durch den Zusatz von Vitaminpraparaten oder von Zubereitungen mit mehrfach ungesat-
tigten Fettsduren bedingtes E 1450 Starkenatriumoctenylsuccinat enthalten. In dem verzehr-
fertigen Erzeugnis dirfen nicht mehr als 100 mg/kg E 1450 aus Vitaminpraparaten und 1000
mg/kg E 1450 aus Zubereitungen mit mehrfach ungesattigten Fettsauren vorhanden sein.”
Legt man z.B. die Ernahrungsempfehlungen fiir Sauglinge? und die rechtlichen Rahmenbe-
dingungen zur Zusammensetzung von Sauglingsanfangsnahrung zu Grunde, so ergibt sich
fur das mikroverkapselte Fischol, dass bei alleiniger Verwendung von OSA-Starke als Tra-

germaterial eine Olbeladung von 51-71 % notwendig ist. Bei Verwendung einer Kombination

2
Koletzko et al., 2005: Global Standard for the Composition of Infant Formula: Recommendations of an ESPGHAN Coordinated International
Expert Group, Journal of Pediatric Gastroenterology and Nutrition, 41:584-599
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von OSA-Starke und Glukosesirup (1+5) als Tragermaterial ist hingegen lediglich eine Olbe-

ladung von maximal 29 % notwendig, um den gesetzlichen Anforderungen zu gentigen.

Die Verkapselungseigenschaften von OSA-Starke im Hinblick auf die Mikroverkapselung von
langkettigen mehrfach ungesattigten Fettsduren wurden im Vorfeld der Projektbeantragung
untersucht (27;28). Auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeiten, die mit OSA-Starke
der Cargill Deutschland GmbH (C*EmCap12634) durchgefihrt wurden, wurde eine Rezeptur
basierend auf einer Mischung von OSA-Starke und Glukosesirup im Verhaltnis 1:5 ausge-
wahlt. Da sich das Molekulargewichtsprofil des Alternativprodukts (HiCap100) mit einem ho-
hen Disaccharidanteil deutlich unterscheidet und somit abweichende Mikroverkapselungsei-
genschaften unterstellt wurden, wurde beide OSA-Starken als alleinige Tragermatrix mit in
das Studiendesign aufgenommen. In das Versuchsdesign wurden daher zwei Rezepturen,
die diesen Aspekten Rechnung tragen, aufgenommen. Als in der Aromenverkapselung ubli-
ches Tragersystem wurde Gummi arabicum in zwei Kombinationen mit in die Studie aufge-
nommen sowie Zuckerribenpektin, ein bislang nicht eingesetztes Polymer. Die Rezepturen

sind in Tabelle 2 zusammengefasst.
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Tabelle 2: Rezepturauswahl zur Untersuchung der Oxidationsstabilitat méglicher Basisrezepturen

Bestandteil Typ, Hersteller OSA, Typ 1 OSA Typl/ OSA, Typ2 OSA Typ2/ Glk-
Glk-sirup sirup
Glukosesirup C*Dry 01934, Cargill 0 22,5 0 22,5
OSA-Starke C*Emcapl2634, Cargill 27,0 4,5 0 0
OSA-Starke HiCap100, Cargill 0 0 27,0 4,5
Fischol Gorlich Pharma 18,0 18,0 18,0 18,0
Wasser 55,0 55,0 55,0 55,0
Bestandteil Typ, Hersteller GA/OSATypl GA Zucerkriiben-  Kaseinat 1/5 Kaseiant 1/20
pektrin
Gummi arabicum Quick-Type 8074, Wolf 6,7 0 0 0 0
Gummi arabicum Encapcia, CNI 0 18,0 0 0 0
Glukosesirup C*Dry 01934, Cargill 13,5 9,0 26,0 21,6 25,6
OSA-Starke C*Emcapl2634, Cargill 6,7 0 0 0 0
Zuckerribenpektin Genu Type Beta, 0 0 1,0 0 0
CPKElco
Natriumkaseinat Condio 0 0 0 54 1,3
Fischol Gorlich Pharma 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0
Wasser 55,0 55,0 55,0 55,0 55,0




Wie in Abbildung 3 dargestellt ist, ist eine Olbeladung der Mikrokapseln von 50 % prinzipiell
moglich, jedoch steigt mit zunehmender Olbeladung der Gehalt an extrahierbarem Ol an.
Eine Minimierung dieser Fraktion ist jedoch anzustreben, da das extrahierbare Ol dem Ein-
fluss von Sauerstoff ausgesetzt ist und dessen Oxidation zu unerwunschten sensorischen

Veranderungen fiihrt. Die Olbeladung wurde daher auf 40 % der Trockenmasse begrenzt.

OSA-Starke/ Natriumkaseinat/
Glukosesirup Glukosesirup
9 I
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Abbildung 3: Der Einfluss der Olbeladung auf den Gehalt an extrahierbarem Ol spriihge-

trockneten Fischdlemulsionen

Alle Emulsionen wurden mit 45 % Trockenmasse angesetzt, bei 200/50 bar homogenisiert
und bei 180/70 T sprihgetrocknet. Die Partikelchar akterisierung umfasst die Bestimmung
der Restfeuchte, des a,-Werts, des extrahierbaren Fetts, der Oberflachenbeschaffenheit
mittels Rasterelektronenmikroskopie, der PartikelgroRe und der OltropfchengréRe sowie der
inneren Oberflache mittels BET-Sorption (Institut fir Thermische Verfahrenstechnik, Univer-
sitdt Karlsruhe). Die Mdglichkeiten zur Bestimmung der Lufteinschlisse im Partikel werden
ebenfalls evaluiert. Die Untersuchung der Lipidoxidation erfolgt wahrend der Lagerung bei
20 T und 33 % relativer Luftfeuchte.

Mittels Hauptkomponentenanalyse wurden zunéchst die physikalischen Analysen der 6lbela-
denen Tragersysteme nach deren Herstellung in einer reduzierten Form dargestellt
(Abbildung 4). Uber die ersten beiden Hauptkomponenten konnten 79,8 % der Varianz in
den physikalischen Parametern und der Partikelmorphologie erklart werden. Uber die erste

Hauptkomponente konnten das Gummi arabicum-basierte und das Zuckerribenpektin-

15



basierte Tragersystem von den anderen Tragersystemen unterschieden werden. Der Loa-
ding Plot zeigt, dass die OltropfchengroRe, das extrahierbare Ol und die Partikeloberflache
die zugrundeliegenden Partikelcharakteristika waren. Da es sich bei beiden Tragersystemen
um hochmolekulare Substanzen handelt, wurde unterstellt, dass durch eine langsamere Be-
legung der wahrend des Emulgierens neu entstehenden Oltdpfchenoberflache eine Koales-
zenz kleiner Oltropfchen moglich war. Die Abhéngigkeit des extrahierbaren Ols von der Ol-
tropfchengréRe ist in der Literatur beschrieben und mit einer héheren Olbelegung des Parti-
kels erscheint auch eine Abnahme der Oberflache plausibel, so dass die Hauptkomponente

1 dem Emulgierverhalten des Tragermaterials zugeordnet wurde.
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Abbildung 4: Score plot und Loading plot fur
die Hauptkomponentenanalyse zur Klassifi-

zierung von mikroverkapseltem Fischol

Hauptkomponente 2, Gber die das Tragersystem basierend auf OSA-Starke Typ 1 differen-
ziert wurde, wurde Uber die Parameter Viskositat, PartikelgroRe, und Dichte definiert. Da
rasterelektronenmikroskopisch keine eindeutige Hohlpartikelbildung zu erkennen war, die
PartikelgroRe jedoch deutlich erhéht und entsprechend die Dichte verringert wird, ist die Ur-
sache bedingt durch die Viskositat in der Bildung groRerer Tropfchen wahrend der Emulsi-

onszerstaubung sowie einem erhéhten diskreten Lufteinschluss in der Emulsion zu sehen.

16



Die Entwicklung des Hydroperoxid- und Propanalgehalts wéhrend der Lagerung ist
inAbbildung 5 dargestellt. Es zeigt sich, dass die Lipidoxidation bei Verwendung einer Kom-
bination von OSA-Starke mit Glukosesirup als Tragersystem langsamer voranschreitet als
bei der Verwendung von OSA-Starke als alleinigem Tragermaterial. Als Ursache fur die ho-
here Stabilitat des mikroverkapselten Ols bei Verwendung von OSA-Starke Typ 2 gegeniiber
OSA-Starke Typ 1 ist der hohe Anteil an Disaccharid-Einheiten anzusehen.
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Abbildung 5: Entwicklung des Hydroperoxid- und Propanalgehalts LCPUFA-reicher mikro-
strukturierter Tragersysteme unter Verwendung von OSA Stéarke wahrend der Lagerung bei
20 T und 33 relativer Luftfeuchtigkeit

Im Hinblick auf die Natriumkaseinat-basierten Tragersysteme ist die Hydroperoxidbildung bei

einem Verhaltnis Kaseinat/Glukosesirup von 1/5 geringer als bei einem Verhaltnis 1/20.
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Abbildung 6: Entwicklung des Hydroperoxid- und Propanalgehalts LCPUFA-reicher mikro-
strukturierter Tragersysteme unter Verwendung von Natriumkaseinat wahrend der Lagerung
bei 20 € und 33 relativer Luftfeuchtigkeit

Vergleicht man die OSA-Starke/Glukosesirup- und Kaseinat/Glukosesirup-basierten Trager-
systeme, welche maximal 5,4 bzw. 13 % extrahierbares Ol enthielten, so zeigt sich, dass
keine direkte Abhangigkeit vom Anteil des extrahierbaren Ols feststellbar war. Es wurde dar-
aufhin die Arbeitshypothese formuliert, dass eine heterogene Verteilung des extrahierbaren
Ols uber das Tragersystem die Ursache ist. Am Beispiel der OSA-Starke-basierten Rezeptu-

ren wurde daher die Verteilung des extrahierbaren Ols untersucht.
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Durch Variation der Olbeladung und durch Verwendung unterschiedlicher Trocknungsbedin-
gungen wurden zunachst Tragersysteme mit unterschiedlichem Anteil an extrahierbarem Ol
hergestellt. Nach eingehender Analyse der in der Literatur beschriebenen Methoden zur Be-
stimmung des nicht-verkapselten Ols und eigenen Vorversuchen, wurden die Methodik von
Westergaard (29) und Kim et al. (30) zur Unterscheidung des Oberflachendls bzw. des inne-
ren extrahierbaren Ols ausgewahlt. Der Gehalt des extrahierbaren Ols (analysiert nach Kim
et al. (30) betrug in den hergestellten Tragersystemen zwischen 1,8 und 13,5 %. Die Vertei-
lung des Ols wurde dariiber hinaus tiber Rasterelektronenmikroskopie und konfokale Laser-

Scanningmikroskopie visualisiert.

Abbildung 7: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen der Partikeloberflache von Mikro-
kapseln mit (A, B) 30 % oder (C,D) 50 % Olbeladung, getrocknet bei 160/60 T (A,C) oder
210/90 € (B,D)

Die rasterelektronische Aufnahmen zeigen , dass die Oberflache der Mikrokapseln mit zu-
nehmender Olbeladung der Tragersysteme und steigender Trocknungstemperatur zuneh-
mend mit nicht verkapseltem Ol belegt waren (Abbildung 7). Ergebnisse zur Extraktion des
Oberflachendls nach der Methode von Westergaard (29) unterstrichen diese Beobachtung.
Wahrend bei Partikeln mit hoher Olbeladung das Oberflachendl einen Anteil von mehr als
85 % des extrahierbaren Ols ausmachte, lag dieser in den Mikrokapseln mit geringerer Olbe-
ladung niedriger bei 74 bzw. 53 %. Nach Anfarben des Ols mit einem Fluoreszenzfarbstoff,
Anwendung verschiedener Extraktionsverfahren und anschlie3ender Untersuchung der Par-
tikel mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie (CLSM) konnte Uber eine intensive Rest-
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fluoreszenz belegt werden, dass das extrahierbare Ol weitere Fraktionen neben dem Ober-
flachendl beinhaltet (Abbildung 8 ). Hierbei handelt es sich um nicht verkapseltes Ol, das in
Poren lokalisiert ist sowie oberflachennahes verkapseltes Ol, das ebenfalls durch Extraktion

mit einem organischen Losungsmittel extrahiert werden kann.

Abbildung 8: CLSM —Aufnahmen von OSA-Starke-basierten Mikrokapseln mit 50 %iger Ol-
beladung: (A) unbehandelt, (B) nach Extraktion des Oberflachendls und (C) nach Extraktion

des gesamten extrahierbaren Ols nach Kim et al. (2005)

Wahrend der Lagerung der Proben bei 20 € und 33 % Luftfeuchtigkeit konnte kein direkter
Zusammenhang der Oxidationsgeschwindigkeit zum Gehalt an extrahierbarem Ol ermittelt
werden. Der Hydroperoxidgehalt und die Anisidinzahl stiegen in der Probe mit 50 % Olge-
halt, getrocknet bei 210/90 C, schneller an als in den anderen drei Proben. Die Entwicklung
des Propanalgehalts zeigte in allen Proben einen &hnlichen Verlauf und die drei Parameter

korrelierten sehr gut miteinander.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Ergebnisse zu allgemein giltigen Erkennt-
nisse Uber den Einfluss der Matrixbestandteile auf stabilitédtsrelevante Charakteristika und
analytische Fragestellungen fihrten. Die Untersuchung anhand von Systemkomponenten,
die der Lebensmittelwirtschaft zur Verfligung stehen, resultiert in praxisrelevanten Rezeptu-
ren.
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OSA Stéarke in Kombination mit niedermolekularen Kohlenhydraten stellt eine Alterna-
tive zu existierende Tragermatrices auf Basis von Milchproteinen und Gelatine dar.
Als Benchmark kann Natriumkaseinat/Glukosesirup (1/4) oder Natriumkasei-
nat/Glukosesirup (1/19) verwendet werden.

Die Tragermatrix determiniert die physikalische Beschaffenheit der Mikrokapseln tber
die Emulgiereigenschaften, die Viskositat der Spriihemulsion und damit verbunden
das Trocknungsverhalten.

Die Uber die Hauptkomponenten abgeleiteten “Gruppen” zeigten eine unterschiedli-
che Oxidationsstabilitdt der Tragermatrix. Dies belegt einen Einfluss der untersuchten
physikalischen Partikelcharakteristika mit der Lipidoxidation, die Gber Hauptkompo-
nentenregression (PLS-Analyse) belegt werden konnte.

Das extrahierbare Ol ist ein wertvoller Marker fur die Beurteilung des Verkapselungs-
grads, ist jedoch aufgrund der Verteilung des extrahierbaren Ols im Partikel nicht ein-
deutig mit der Oxidationsstabilitat korreliert.

Das extrahierbare Ol ist zum uUberwiegenden Teil an der Oberflache der Partikel loka-
lisiert. Bei hohem Anteil an extrahierbarem Ol kann eine Schnellmethode nach
Westergaard oder Kim et al. (2005) zur Abschatzung des extrahierbaren Ols genutzt
werden. Bei geringem Gehalt an extrahierbarem Ol unterschatzen diese Methoden
zur Bestimmung des Oberflachenols jedoch das extrahierbare Ol.

Eine prézise Quantifizierung des extrahierbaren Ols ist nach der Vorschrift von Kim et
al. (2005) oder nach Soxhlet-Extraktion mit einer angemessenen Zahl von Durchlau-

fen des Losungsmittels moglich (n = 24).

4.2 Verfahrenstechnische Optimierung des Sprihtrock nungsprozesses als gangigs-
tes Verfahren fiir die Mikroverkapselung von Olen so  wie die Untersuchung des

Einflusses der OltropfchengroRe in der Ausgangsemul sion (FS1, FS2)

4.2.1 Verfahrenstechnische Optimierung (Screeningversuche); FS2

In einem Trocknungskanal (Seite 81, Abbildung 50) wurde das Trocknungsverhalten der ver-
schiedenen Stoffsysteme anhand von ausgestrichenen Losungsfilmen qualitativ untersucht.
Das Ziel dieser Versuche war es Trocknungseigenschaften wie zum Beispiel eine Hautbil-
dung an der Oberflache oder unterschiedliche Stofftransportwiderstande des aus der
Bulkphase an die Oberflache gelangenden Wassers zu untersuchen. Je hdher der Stoff-
transportwiderstand in der Flissigphase ist, desto groR3er ist die Tendenz zu einer Hautbil-
dung bei der Trocknung. Somit ist anzunehmen, dass Tragermatrixlosungen mit einem héhe-

ren Transportwiderstand langsamer trocknen und die im Spruhturm versprihten Tropfen von
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eingeschlossenem, verdampfendem Wasser starker aufgeblaht werden. Mit zunehmendem
Stofftransportwiderstand ist damit in der Flussigkeit ein grof3erer Hohlraumanteil in den

spruhgetrockneten Partikeln zu erwarten.

Ziel der durchgefiihrten Screeningversuche war es, den Verlauf der Konzentrationsprofile
des aus dem Film entweichenden Wassers zu messen. Aus dem Verlauf der Konzentrati-
onsprofile Iasst sich qualitativ eine Aussage Uber die Stofftransportmechanismen treffen.

An der trocknenden Oberflache des Films sinkt die Wasserkonzentration. Kann aus der
Bulkphase aufgrund guten Stofftransports Wasser nachgeliefert werden, nimmt die Wasser-
konzentration auch an der Glasoberflache ab (siehe Abbildung 9 an der Stelle Filmdicke = 0).
Sobald sich der Stofftransport mit fortschreitender Trocknung und Filmschrumpfung verrin-
gert, nimmt die Wasserkonzentration an der Oberflache verhaltnismafig starker ab als in der
Bulkphase, woraufhin sich das Konzentrationsprofil krimmt. Im Extremfall kommt es zur Bil-
dung einer an der Oberflache trockenen Haut, die den Trocknungsprozess des gesamten
Films verlangsamt, da der Stofftransport in der vollstandig getrockneten und geschrumpften
Feststoffmatrix extrem langsam ablauft. Dies ist an einer starken Krimmung des Konzentra-

tionsprofils auf wenigen um an der Oberflache zu erkennen.

Von Forschungsstelle 1 wurden nach den vorangegangenen Untersuchungen zur Entwick-
lung einer Verkapselungsmatrix ohne Zusatz von Milchproteinen und Gelatine die in Tabelle
3 aufgefuhrten Tragermatrices vorgeschlagen. Dabei kann man die wassrigen OSA-
Starkeldsungen (Matrix 1 und Matrix 3) zusammenfassen, wie auch die wassrigen OSA-
Starke-Glukosesirup-Losungen (Matrix 2 und Matrix 4). Matrix 5 und 6 sind Kaseinat-
Glukosesirup-basierte Losungen, die wegen ihrer industriellen Anwendung als Benchmark

herangezogen wurden.

Tabelle 3: Tragersysteme fir die Screening-Versuche zur verfahrenstechnischen Optimie-

rung des Sprihtrocknungsprozesses:

Matrix 1 Matrix 2 Matrix 3 Matrix 4 Matrix 5 Matrix 6
] ] ] ] ] ]

OSA-Starke EmCap 12634 329.2 54.8

OSA Starke HiCap100 329.2 54.8

OSA-Starke EmCap12635

Glukosesirup 274.4 274.4 263.4 312.8
Natriumkaseinat 65.8 16.4
Wasser 670.8 670.8 670.8 670.8 670.8 670.8
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Die Trocknungsversuche wurden ausschlieRlich mit den Tragermatrixlésungen ohne Ol
durchgefiihrt, da dispergierte Oltropfen als optische Linsen den Laserstrahl ablenken und
damit die Raman-Signale verfélschen wiirden. Es wird davon ausgegangen, dass das bei
der Trocknung inerte Ol einen identischen Einfluss auf die Trocknung aller Matrixlésungen
hat, da der Massenanteil Ol bei allen Rezepturen gleich ist. Somit wird angenommen, dass
Unterschiede im Trocknungsverhalten der Matrixldsungen ebenso bei der Trocknung der
Emulsionen auftreten.

Weiterhin wurde das Verhéltnis von Wasser zu Emulgator konstant gehalten, damit die aus
der Feststoffmatrix entweichende Wassermenge konstant bleibt. Trocknungsversuche bei
Temperaturen im Bereich der Austrittstemperatur fiihrten zu einem raschen Aufrei3en des
trocknenden Films. Um die wahrend der Trocknung ablaufenden Mechanismen Uber grol3ere
Zeitraume untersuchen zu kénnen, wurden mildere Trocknungsbedingungen (T =30 T,
v = 0,1 m/s) gewahlt. Es wurde unterstellt, dass die qualitativ beobachteten Mechanismen
wahrend der schonenden Trocknung der Matrixldsungen in verstarktem Maf3e bei den schéar-

feren Trocknungsbedingungen im Sprihturm auftreten.

In Abbildung 9 ist exemplarisch der Trocknungsverlauf fir Matrix 2 (OSA-Starke Em-
Capl2634/Glukosesirup) dargestellt. Fir die Matrices 3 - 6 wurden nach einer Trocknungs-
dauer von 10-15 min sehr &ahnliche Trocknungsverlaufe gemessen, weswegen auf deren
Darstellung hier verzichtet wird. Man kann deutlich eine Krimmung der Konzentrationsprofile
in Oberflachennahe erkennen. Abbildung 10 zeigt den Trocknungsverlauf von Matrix 1 (OSA-
Starke EmCap12634). Diese trocknet als Ausnahme mit sehr viel schwécher gekrimmten
Konzentrationsprofilen, die bis an die Filmunterseite (Filmdicke = 0) reichen. Dies ist die ein-
zige Rezeptur, bei deren Trocknung der Stofftransport signifikant schneller ablauft als bei

den restlichen Lésungen.
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Abbildung 9: Trocknungsversuch von Rezeptur 2 mit einer Wasserbeladung von 2 zu Ver-
suchsbeginn. An der Stelle Filmdicke ,,0“ befindet sich die Glasoberflache auf der die Matrix-
I6sung ausgestrichen wurde. Links die anfangliche Trocknung und rechts der spatere Verlauf

der Trocknung.
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Abbildung 10: Trocknungsversuch von Rezeptur 1 mit einer Wasserbeladung von 2 zu Ver-
suchsbeginn. An der Stelle Filmdicke ,,0* befindet sich die Glasoberflache auf der die Matrix-
I6sung ausgestrichen wurde. Links die anfangliche Trocknung und rechts der spéatere Verlauf

der Trocknung.

24



Fur den Sprihtrocknungs-Prozess lasst dies eine deutlich andere Partikelstruktur fur Matrix 1
im Vergleich zu allen anderen Matrixlosungen vermuten, da das Wasser aufgrund hoheren
Stofftransportes schneller aus dem Tropfen/Partikel entweichen kann. Somit sollte sich das
Partikel weniger stark aufblahen.

Auch bei der Betrachtung des Verlaufs der Gesamtfeuchte des Films (Abbildung 11) zeigt
Matrix 1 die schnellste Trocknung. In der Anfangsphase trocknen allerdings beide reinen
OSA-Starkebasierten Matrices (1 und 3) ahnlich, wobei Matrix 3 bei niedrigeren Beladungen
so langsam trocknet, dass die Kurve mit den Trocknungsverlaufskurven der beiden Stéarke-

Glukosesirup-Losungen (Matrices 2 und 4) zusammenfallt.

2,5 T T T T
n | | 4 Rez.1 EmCap s =34 pm
o 2.0 S 777777771 777777777 S lRez.ZGIucose—EmCaps=45um777
- [,
Q ‘r | |
ﬁ ("_ | | Rez.3 HiCap s = 31 um
><; v.. | |
- 15+ o s e Rez.4 Glucose-HiCaps=31pum |- - -
2 o ‘
0 m l l l
<
g » § | | |
| | | | |
o L0 e W o I
= l o l l l
3 e B | |
B I = I I I
M 05+
| ‘m | |
I ’ I -F I I
| | Le am | |
0,0 1 M I O SO At B s O SN P
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0
Zeit t [min]

Abbildung 11: Integraler Beladungsverlauf der ausgestrichenen Losungen im Trocknungska-

nal mit den Endfilmdicken s. Beladung Null entspricht der Raumfeuchte.

Die Ergebnisse zur Charakterisierung der Trocknungseigenschaften lassen sich wie folgt

zusammenfassen:

Mit Ausnahme der schnell trocknenden Matrix 1 (OSA-Starke Emcap 12634)
zeigen die restlichen Rezepturen ein untereinander ahnliches Trocknungs-
verhalten, welches von einem starken Stofftransportwiderstand im nassen
Film bestimmt wird. Dies kénnte mit Ausnahme von Matrix 1 zu einer Hautbil-
dung wahrend der Spruhtrocknung und damit zur verstarkten Bildung von
Hohlpartikeln fiihren.

Bei Matrix 3 (OSA-Starke HiCap100) kommt der Stofftransportwiderstand erst
mit fortgeschrittener Trocknung bei niedrigen Wasserbeladungen zum Tra-
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gen, was ein verspatetes Aufblahen bzw. Platzen der Partikel bewirken kénn-
te.

Fur die Ubertragung auf den Spriihtrocknungsprozess erwartet man somit fir
Matrix 1 die schnellste Trocknung und damit ein schwaches Aufblahen, selbst
bei hohen Temperaturen. Hier sollten sich im Vergleich mit den anderen Mat-
rixiésungen Partikel mit niedrigem Hohlraumvolumen und gleichmafiger Par-
tikelstruktur bilden.

In vergangenen Oxidationsversuchen zeigte die sprihgetrocknete Emulsion
der Matrix 1 eine schnellere Oxidation des verkapselten Fischéls als zum
Beispiel die sprihgetrockneten Emulsion der Matrix 4. Die schnellere Trock-
nung im diffusiv kontrollierten Bereich lasst eine generell hohe Durchlassig-
keit fur diffusive Prozesse vermuten. So koénnte Luftsauerstoff durch die
durchlassige Feststoffmatrix eindringen und mit dem verkapselten Ol reagie-
ren.

Aufgrund der Screening-Versuche wurden somit ;Matrices 1, 3 und 4 fir die
Sprihtrocknung ausgewahlt. Matrix 4 (OSA-Starke HiCapl00/Glukosesirup)
wurde als Représentant der ahnlich trocknenden OSA-Stéarke-Glukosesirup-
Rezepturen gewahilt.

4.2.2 Verfahrenstechnische Optimierung ausgewahlter Rezepturen inkl. Verspriihen unter

inertisierten Bedingungen und Beurteilung der Oxidationsstabilitat (FS1, FS2)

Um neben der verfahrenstechnischen Optimierung der auf Basis der Screeningversuche
ausgewahlten Rezepturen allgemeine Schlussfolgerungen zu Interaktionen zwischen der
Beschaffenheit der Tragermatrixlosungen bzw. Sprihemulsionen, der Trocknungsbedingun-
gen und der resultierenden Partikelcharakteristika ziehen zu kénnen, wurde das Versuchs-
design auf 4 OSA-Starken (C*Emcap12633, C*Emcap 12634, C*Emcap 12635, HiCap 100)
und deren Mischungen mit Glukosesirup erweitert. Die Trocknung erfolgte an bei Einlass-
temperaturen von 210 und 160 C sowie Auslasstemper aturen von 90 und 60 <. hinsichtlich
der resultierenden Partikelcharakteristika zeigte sich in den sprihgetrockneten OSA-Stérke-
Glukosesirup-Losungen ein signifikanter Einfluss der OSA-Stéarke auf die Partikelgro3e und
die scheinbare Dichte. Letztere wurde ebenfalls durch die Trocknungsbedingungen signifi-
kant erhoht.
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Abbildung 12: Der Einfluss von OSA-Starke und Trocknungsbedingungen auf physikalische

Charakteristika sprihgetrockneter OSA-Starke-Gluksoesirup-Losungen

Die Partikelgrof3e der OSA-Stéarke-Glukosesirup-basierten Partikel erhdhte sich mit zuneh-
mendem mittleren Molekulargewicht der OSA-Starke von 11,7 pm (OSA-Starke Hi-
Cap100/Glukosesirup) auf 19,5 pm (OSA-Starke Emcap12633/Glukosesirup. Da die Viskosi-
tat der Spruhlésungen mit 13-18 mPa s sehr ahnlich war, ist eine unterschiedliche Tropf-
chengrofRe nach der Zerstaubung als Ursache fir die Unterschiede in der PartikelgroRe aus-
zuschlieen. Hingegen konnte eine Abnahme der scheinbaren Dichte der Partikel beobach-
tet werden, die auf Lufteinschlisse im Partikel hinweist . Im Hinblick auf die Trocknungsbe-
dingungen wurde eine Abnahme der Dichte mit steigender Einlass- und steigender Auslass-
temperatur beobachtet, so dass von einer frlheren Fixierung der Partikelstrukturen im
Trocknungsprozess mit diskreten Lufteinschlissen und einer héheren Porositat ausgegan-
gen werden kann.

Um den Einfluss der OSA-Starke deutlicher herauszuarbeiten wurden ebenfalls die reinen
OSA-Starke-Losungen getrocknet. Die Viskositat der Losungen stieg dabei von 40 mPa s
bzw. 48 mPa s fur OSA1 (HiCap 100) und OSA2 (C*Emcapl2635) auf 126 mPa s (OSA3,
C*Emcapl12634) bzw. 4220 mPa s (OSA4, C*Emcap12633). Die im Hinblick auf die Vakuo-
lenbildung ebenfalls relevante Oberflachenspannung variierte hingegen mit 33-41 mN/m nur
wenig. Im Verlauf des Versuches zeigte sich, dass OSA-Starke 4 vollstandig im Sprihturm
verblieb, so dass die Partikel nicht untersucht wurden. Hinsichtlich der Partikelgro3e zeigte

sich ebenfalls ein signifikanter Einfluss der verwendeten nOSA-Starke, der auf sowohl eine
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erhdhte TropfengréfRe nach der Zerstaubung als auch diskrete Lufteinschliisse bedingt durch
Lufteinschluss in den Emulsionen zuriickzufiihren ist. Letzteres spiegelt sich wiederum in

den Daten zur scheinbaren Dichte wieder.
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Abbildung 13: Der Einfluss von OSA-Starke und Trocknungsbedingungen auf physikalische

Charakteristika sprihgetrockneter OSA-Starke-Losungen

Eine ausgepragte Hohlpartikelbildung konnte bei den keiner der ausgewahlten Trocknungs-
bedingungen beobachtet werden. Die Partikelmorphologie wurde jedoch maRgeblich von der
verwendeten OSA-Starke beeinflusst. Eine Zunahme der des Molekulargewichts von OSA1l
zu OSA3 fuhrte zur Ausbildung spherischer, jedoch eingedellter Partikel mit glatter Oberfla-
che. Abb BCD). Bei allen Trocknungsbedingungen wurden tberwiegend deformierte und
eingedellte Partikel mit diskreten Lufteinschliissen beobachtet, was wiederum die Schluss-
folgerung unterstitzt, dass die Lufteinschlisse, die fir eine Abnahme der scheinbaren Dichte
verantwortlich sind, nicht aus Wasserdampfbildung aufgrund der Oberflachenverkrustung im
Trocknungsverlauf zurtickzufiihren sind. Es wurde jedoch ebenfalls ein geringer Anteil klei-
ner, glatter, spherischer Partikel mit zentraler Vakuole gefunden, der darauf hindeutet, dass
Unterschiede im Trocknungsverhalten in der Abhangigkeit von der Tropfengrdl3e auftreten
kénnen. Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Viskositat und Oberflachenspan-
nung der OSA-Starke die Trocknungseigenschaften der Tragerlésungen und damit stabili-
tatsrelevante Partikelcharakteristika beeinflussen. Die Anwesenheit eines weiteren Trager-
bestandteils mit gewiinschten Trocknungseigenschaften wie z.B. Glukosesirup (DE38) redu-

ziert diesen Einfluss.
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Im Folgenden wurde entsprechend unterstellt, dass ein niedriges Molekulargewicht der ver-
wendeten OSA-Starke und die resultierenden Partikelcharakteristika die Stabilitéat des mikro-
verkapselten Ols erhohen. Der Einfluss der OSA-Starke auf die Partikelcharakteristika war
entsprechend den Ergebnissen der Versuche fir die sprihgetrockneten Matrixldsungen, so
dass diese Vorgehen generell als geeignete Strategie zur Bewertung von Tragersystemen in
der industriellen Produktentwicklung angesehen werden kann. Der Gehalt an extrahierbarem
Ol reichte von 3,6 — 6,0 % bei Trocknung bei 160/70 C und 4,4 — 7,5 % in Proben, die bei
210 /90 T getrocknet wurden. Die verwendete OSA-St &rke beeinflusste ebenfalls signifikant
die Mikroverkapselungseffizienz, wodurch noch einmal die Bedeutung der Sprithemulsion
und deren Stabilitat gegenuber Scherbeanspruchung und thermischem Stress hervorgeho-
ben wird.

Der Hydroperoxidgehalt des mikroverkapselten Fischdls wurde signifikant durch die Trock-
nungsbedingungen beeinflusst und betrug 0,5 mmol/kg Ol bei 160/70 T bzw. 1,5 mmol/kg
Ol bei 210/90 <T.

Tabelle 4: Hydroperoxid- und Propanalgehalt in mikroverkapseltem Fischdl, spiirhgetrockent
bei 160/70 oder 210/90 T, nach 56-tagiger Lagerung bei 20 T und 33 % rh sowie Steigung

und Regressionskoeffizient der Regressionsanalyse

Hydroperoxidgehalt Propanalgehalt
Probe  [mmol/kg Ol] Steigung Regressions- [umol/kg Ol] Steigung Regressions-
koeffizient koeffizient

160/70C

OSAl 788+24  1.379° 0.968 56.1+2.8 0.144% 0.944

OSA2 113.4+1.4  2.015° 0.958 729+4.4 0.167°¢ 0.963

OSA3 126.5+2.0 2.266° 0.968 103.7+1.8 0.190° 0.981

OSA4 140.9+25 2.611° 0.967 88.3+5.3 0.175° 0.979
210/90C

OSAl 92.6 £3.8 1.652° 0.974 73.6+x4.1 0.148° 0.968

OSA2 140.7+4.8  2.497° 0.959 100.5+10.9 0.167*% 0.97

OSA3 120.3+3.0  2.150° 0.972 111.0+4.9 0.175° 0.978

OSA4 126.2+2.2  2.264° 0.965 74.9+35 0.145° 0.974

unterschiedliche Buchstaben innerhalb einer Spalte indizierne signifikante Unterschiede zwischen den
Proben (p<0.05)

Wahrend der Lagerung variierte der Verlauf der Lipidoxidation in Abh&ngigkeit von der ver-
wendeten OSA-Starke und den Trocknungsbedingungen (Tabelle 4). Die hichste Stabilitat
wurde bei Verwendung von OSA1 (HiCap100), die einen hohen Anteil an Disacchariden ent-
hielt, erzielt. Das unter Verwendung von OSA1 und OSA2 mikroverkapselte Ol oxidierte da-
bei schneller, wenn die Partikel bei hohen Temperaturen von 210/90C hergestellt wurden.

Der Propanalgehalt war in allen Proben, die bei 210/90 T getrocknet wurden hdéher als in
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den korrespondierenden Proben, die bei 160/70 T ge trocknet wurden. Grundséatzlich korre-

lierten der Hydroperoxidgehalt und der Propanalgehalt sehr gut miteinander (r > 0,92).

Die Ergebnisse des vorliegenden Experiments und die Untersuchungen zur Verteilung des
extrahierbaren Ols in den Mikrokapseln zeigen, dass eine sichere Vorhersage der Stabilitat
Uber diesen Parameter nicht moglich ist. Die physikalischen Partikelcharakteristika hingegen
erlauben erste Rickschlisse auf die Stabilitat des verkapselten Kernmaterials. Besonders
kritisch sind dabei die Partikeldichte im Submikronbereich, die Uber das Molekulargewichts-
profil der Tragermatrix optimiert werden kann, und Lufteinschliisse. Die Ergebnisse des vor-
liegenden Experiments belegen eindeutig, dass es jedoch nicht nur eine mégliche Vakuolen-
bildung ist, die die Stabilitat mikroverkapselter Ole beeintrachtigt, sondern ebenfalls diskrete

Lufteinschlisse wahrend der Emulsionsherstellung und anschlielBenden Spruhtrocknung.

Um den Einfluss des Sauerstoffs auf die Lipidoxidation zu beurteilen, wurden zwei Versuche
durchgefuhrt, in denen der Einfluss des in der Emulsion geldsten Sauerstoffs und des in der
Trocknungsluft anwesenden Sauerstoffs untersucht wurde. Basis der Untersuchung war die
OSA-Starke basierte Tragermatrix unter Verwendung von HiCap100. Die Trocknung erfolgte
mit heier Luft (180/70 ) und vorherigem Austreib en der Luft aus der Emulsion unter Ver-
wendung von Ny, mit Luft als Trocknungsmedium ohne vorherige N,-Behandlung und mit N2-
Behandlung der Emulsion unter Verwendung von N, als Trocknungsgas. Aus Abbildung 14
ist ersichtlich, dass eine Stickstoffbehandlung der Emulsion in Kombination mit Trocknung
unter der inerten N,-Atmosphare die Stabilitat des mikroverkapselten Ols erhoht. Am Ende
der Lagerung betragt der Hydroperoxidgehalt 51 bzw. 67 mmol/kg Ol. Wird hingegen nur das
Trocknungsmedium variiert und beide Emulsionen mit N2 behandelt, so gleicht sich der Ver-
lauf des Hydroperoxidgehalts wahrend der Lagerung an. Diese Ergebnisse geben einen wei-
teren deutlichen Hinweis darauf, dass der Sauerstoffgehalt der Spriihemulsion tUber diskrete
Lufteinschlisse in den Mikrokapseln fir die Lagerungsstabilitdt von hoher Bedeutung ist.
Eine Inertisierung des Spruhturms hingegen bringt keine signifikanten Vorteile im Hinblick

auf die Lipidoxidation wahrend der Lagerung.
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Abbildung 14: Der Einfluss einer N,-Behandlung der Sprihemulsion und Inertisierung des

Spruhturms auf die Entwicklung des Hydroperoxidgehalts in mikroverkapseltem Fischol

Zusammenfassend lasst sich feststellen:
In Kombination mit Glukosesirup wird die Partikelmorphologie OSA-Starke-basierter
Mikrokapseln im untersuchten Trocknungsbereich (160 und 210 C Auslasstempera-
tur und 60 bzw. 90 T Einlasstemperatur) nicht beei nflusst. Insbesondere eine Hohl-

partikelbildung ist nicht zu beobachten.
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Ein Anstieg der OltropfchengroRe in der rekonstituierten Emulsion kann teilweise
durch Koaleszenz wahrend des Sprihtrocknens erklart werden und ist ein mdglicher
Grund fir den hoheren Gehalt an extrahierbarem Ol bei 210/90C. Unterschiede im
Oxidationsverlauf sind jedoch nicht zwingend Uber unterschiedliche Gehalte an
extrahierbarem Ol zu erklaren.

Die Unterschiede in den physikalischen Partikelcharakteristika sind auf unterschiedli-
che Hydrolysegrade der OSA-Starke-Typen und damit auf den Trocknungsverlauf zu-
rickzufihren.

Ein wichtige weitere Determinante ist das Molekulargewicht bzw. die Molekularge-
wichtsverteilung in der Tragermatrix auf die Struktur der Kapselwand und damit auf
den Oxidationsverlauf des verkapselten Fettes aus.

Der Sauerstoffgehalt der Spriilhemulsion bedingt diskrete Lufteinschliisse in den Mik-
rokapseln und ist fur die Lagerungsstabilitat von hoher Bedeutung. Eine Inertisierung
des Spruhturms hingegen bringt keine signifikanten Vorteile im Hinblick auf die Lipi-

doxidation wahrend der Lagerung.

4.2.3 Agglomerationsversuche fiir mikroverkapselte Ole (FS2)

In der Regel sind die Instanteigenschaften, wie auch die Handhabung sprihgetrockneter
Pulver nicht marktgerecht. Deshalb wurde exemplarisch ein nOSA- und ein Kaseinat-
Mikrokapselpulver grofdtechnisch von der Firma Cognis sprihgetrocknet und anschlieBend
an der FS2 zu Rollagglomeraten verarbeitet. Die volumenbezogenen, mittleren Agglomerat-
durchmesser lagen fur die Kaseinat Mikrokapseln bei 1150 um und fur die nOSA Mikrokap-
seln bei 2000 um (Camsizer, Fa. Retsch).

Um die Instanteigenschaften der Rollaglomerate mit den Mikrokapsel-Pulvern vergleichen zu
kénnen, wurden an der LVT Instantzeiten der jeweiligen Stoffe gemessen. In Abbildung 15
ist der zeitliche Verlauf eines in Wasser einsinkenden Pulverzylinders (20 mm Hohe) darge-
stellt. Ist die Hohe des Pulverzylinders um 20 mm gesunken, bedeutet dies eine vollstandige
Redispergierung. Es fallt auf, dass sowohl fur die nOSA- wie fur die Kaseinat-
Mikrokapselpulver, das Pulver schneller als die jeweiligen Agglomerate redispergiert. Dies
konnte allein durch den Agglomerationsprozess nicht signifikant beeinflusst werden. Vermut-
lich bilden sich beim Agglomerationsprozess starke Feststoffbriicken aus, wobei Poren ver-
schlossen werden, was das Eindringen des Wassers erschwert. Das nOSA-Starke basierte
Mirkokapselpulver zeigt eine erstaunlich schnelle Redispergierung, weswegen eine weitere

Optimierung der Instanteigenschaften unter Umstanden nicht erforderlich ist.
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Ist dennoch ein Agglomerationsschritt zu beispielsweise einer Verbesserung der Handha-
bung erwiinscht, so miissen dem Pulver weitere Zusatze (Sprengmittel etc.) hinzugefugt

werden.

— — = n0SA Agglomerate V1
------- nOSA Agglomerate V2
nOSAPulver V02

12 A 12 A

16 a6 4 e Kaseinat Agglomerate

Héhe Pulverschiittung [mm]
Hoéhe Pulverschiittung [mm]

— Kaseinat Pulver

'20 T T
0 10 20 30 40 50 60 0 200 400 600

Zeit [s] Zeit [s]
Abbildung 15: Absinken einer 20mm hohen zylindrischen Pulverschiittung in Wasser. Es

-20

wurden damit die Instantisierungszeiten zweier verschiedener pulverférmiger Fischolkapsel-

materialien vergleichend gegen ihre Agglomerate gemessen.

4.2.4 Einstellung eng definierter homogener TropfchengréfRen in Emulsionen (FS1, LVT
Karlsruhe)

Im Rahmen des Forschungsprojektes wurden Untersuchungen zur Einstellung einer definier-
ten TropfengroRenverteilung in Fisch6l-Emulsionen nach vorgegebener Rezeptur (OSA-
Starke/Glukosesirup) mittels Premix-Membranemulgieren durchgefihrt.

Bei den Voruntersuchungen zeigten sich starke Wechselwirkungen zwischen dem Memb-
ranmaterial und den Inhaltstoffen der Emulsion, insbesondere der OSA-Starke (agiert als
Emulgator). Daher wurden zur Membranauswahl zunédchst Membranen mit unterschiedlichen
PorengroRen aus verschiedenen Materialien und von unterschiedlichen Herstellern getestet.
Die mittlere TropfengréRe (Kennwert: Sauterdurchmesser x; , als Mal3 fir den oberflachen-
bezogenen Mittelwert) und die Breite der TropfengréRenverteilung (Kennwert: Span = (Xg03 —
X103) | Xs0,3) als MaR fur die Breite der Volumenverteilung) der Fisch6l-Emulsionen hangt sehr
stark vom Membranmaterial, der mittleren PorengréRe (Nennporenweite), der transmembra-
nen Druckdifferenz (variiert durch den Betriebsdruck) und der Anzahl an Passagen ab. Ziel
waren Emulsionen mit unterschiedlichen mittleren Tropfengrof3en im Bereich von 0,1-10 pm
bei einer mdglichst engen TropfengréRenverteilung. Die fur stabile Emulsionen mit geeigne-

ten Emulgatorsystemen bekannten Zusammenhange (mittlere TropfengréRe ca. 3-4 ~ Nenn-
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porenweite der Membran, leicht fallend mit steigendem Betriebsdruck, enge Verteilungen ab

der dritten Passage) waren Grundlage der Wahl der Prozessparameter im Versuchsplan:

- Membranhersteller und —material: (Tabelle 1)

- Porengrof3e der Membran: 0,45 pm, 0,8 pm, 3 um, 5 pm, 10 um
- Betriebsdruck: 3 bar, 6 bar, 9 bar, 12 bar, 15 bar

- Anzahl der Passagen: 1 bis 4

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Filtermembranen (X: getestet)

PorengrofRe [um]

Hersteller Material 10 5 3 0,8 0,45 0,4
Whatman Nucleapore X

Whatman Nylon X X
Macherey-Nagel Nitrocellulose X X
Macherey-Nagel Zellulosemischester X
Macherey-Nagel Porafil PE X X
Millipore TCTP X X

Millipore Zellulosemischester X

Munktell Cellulose Nitrat X X X

Pall Versapore X

Als bestes Membranmaterial stellte sich die Nylon-Filtermembran (Hersteller: Whatmann) mit

einem Porendurchmesser von 0,8 um heraus. Es wurde festgestellt, dass die Oltropfen der

Emulsion im vorgegebenen Stoffsystem mit abnehmender Porengréf3e der Membran kleiner

und enger verteilt werden (Abbildung 16).
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Abbildung 16: Abh&ngigkeit der OltropfengroRe vom Porendurchmesser der Membran (10
und 5 pm-Membran: Millipore TCTP, 3 pum-Membran: PALL, Versapore, 0,8 pum-Membran:
Whatmann-Nylon, 0,45 p-Membran: Macherey-Nagel, Nitrocellulose; DL = Durchlauf bzw.

Passage).

Der Betriebsdruck hat einen grofRen Einfluss auf die Tropfengrof3enverteilung (Abbildung 17).
Bei 15 bar werden monomodale TropfengroRenverteilungen erhalten. Nach 3 Durchlaufen
sind die Oltropfen sehr eng verteilt (Abbildung 18).

Mittlere TropfengroRen der Fischélemulsion von ca. 1,2-1,3 um mit enger Tropfengré3enver-
teilung konnten gut eingestellt werden. Dagegen gab es Schwierigkeiten mit gré3eren mittle-
ren TropfengréRen. Bei einer mittleren TropfengréRe von ca. 5 um kam es — vermutlich
durch eine unzureichende stabilisierende Wirkung der Starke als Emulgator - zu deutlichen
Instabilitaiten (Koaleszenz & Aufrahmen), so dass es unmdglich war, eine solche Emulsion
bei der vorgegebenen Rezeptur herzustellen. Eine Emulsion mit einer mittleren Tropfengro-
3e von ca. 2,5 um konnte zwar hergestellt werden, jedoch war die Tropfengrof3enverteilung

etwas breiter.
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Abbildung 17: Abhangigkeit der OltropfengroRe von der Druckdifferenz.
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Abbildung 18: Abhangigkeit der OltropfengréRe von der Anzahl der Passagen.

Aus den Emulgierergebnissen ist ersichtlich, dass das Fischdl sehr gut emulgierbar ist. Es
bilden sich sehr feine Oltropfen schon bei der Herstellung der Rohemulsion (Premix) mit ei-
nem Rotor-Stator-System. Die kleinen Tropfen kdnnen jedoch durch den vorhandenen E-
mulgator nicht ausreichend stabilisiert werden. Zu erwarten ist, dass bei Einsatz eines bes-
ser stabilisierenden Emulgators die angestrebte OltropfengroRe zum einen weiter reduziert,

zum anderen aber auch grof3ere Tropfen stabil hergestellt werden konnen.

Als Alternativen zur OSA-Starke wurden daher Monoglyceridester von Fettsauren eingesetzt.
Nach umfangreichen Versuchsreihen ist es gelungen, mittels Membranemulgieren Emulsio-
nen mit unterschiedlicher und nahezu uberschneidungsfreier OltrépfchengréRenverteilung
herzustellen Eine enge TropfchengréRenverteilung mit einer mittleren OltropfengréRen von
0,6 pm konnte unter Verwendung von Saccharose-Laurylester (Ryoto-L1695, Mitsubishi Ka-
gaku-Food Corporation Tokyo, Japan) und Emulgieren unter Verwendung vier verschiedener
Membranen erreicht werden (Porengréf3e 5um, 3 bar, 3 Durchlaufe; PorengrofRe 5um, 15
bar, 3 Durchlaufe; PorengrofRe 0,45 um, 15 bar, 3 Durchlaufe; Porengréf3e 0,2 pum, 15 bar, 3
Durchlaufe; Abbildung 19). Eine mittlere OltropfengroRe von 1,2 um wurde unter Verwen-
dung von Saccharose-Stearylester (Ryoto-S1670, Mitsubishi Kagaku-Food Corporation To-

kyo, Japan) bei 3 Durchlaufen durch eine Membran mit einem Porengréf3e von 0,8 um er-
zielt.
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Abbildung 19: OltropfengréRenverteilung von Fischélemulsionen, die unter Verwendung ver-

schiedener Monoglyceride von Fettsauren mittels Membranemulgieren hergestellt wurden

4.2.5 Spruhtrocknung und Beurteilung der Oxidationsstabilitét (Emulsionen mit eng defi-
nierter Tropfchengrol3e; FS1)

In Vorversuchen zur Sprihtrocknung von Emulsionen, die unter alleiniger Verwendung von
Monoglyceriden von Fettsauren als Emulgator und Glukosesirup mit einem DE-Wert von 38
hergestellt wurden, zeigte sich, dass die Mikroverkapselungseffizienz mit ca. 60 % sehr ge-
ring ist. Es wurde daher versucht, die Mikroverkapselungseffizienz durch Zugabe weiterer
filmbildender Matrixbestandteile nach dem Emulgieren zu erhéhen. Der Zusatz von Methyl-
cellulose, OSA-Starke oder Gummi arabicum fuhrte zu keiner Erhéhung der Mikroverkapse-
lungseffizienz, jedoch konnte diese nach Zusatz von Natriumkaseinat (10 % der Trocken-
masse) auf 88 % erhoht werden. Als mogliche Ursachen kdnnen eine Reduktion einer Koa-
leszenz der Oltropfen wahrend des Trocknungsprozesses durch sterische Hinderung sowie

eine Akkumulation von Natriumkaseinat an der Partikeloberflache vermutet werden.

Der sich daran anschlieRende Hauptversuch, in dem die Oxidationsstabilitat der Emulsionen
und der spruhgetrockneten Emulsionen untersucht wurde, wurde unter Verwendung von
Saccharose-Laurylester unter o.a. Emulgierbedingungen durchgefihrt. Die Zusammenset-
zung der Emulsion war dabei wie folgt: 18 % Fischol, 21 bzw. 21,5 % Glukosesirup, 4,5 %
Natriumkaseinat, 0,5 bzw. 1 % Saccharose-Laurylester und 55 % Wasser. Die Emulsionen
wurden nach deren Herstellung am Institut fir Lebensmittelverfahrenstechnik an der Univer-

sitat Karlsruhe direkt zur Universitat Kiel transportiert. Hier wurde ein Teil der Emulsion direkt
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eingelagert, dem anderen Teil wurde das Natriumkaseinat zugegeben und die Emulsion
wurde bei 180/07 T auf einem Niro Mobile Minor get rocknet.

Die mittlere OltropfengroRe der Emulsionen nach der Herstellung betrug 0,54 um fir die E-
mulsion mit 1 % Saccharose-Laurylester sowie 0,85 um fir die Emulsion mit 0,5 % Saccha-
rose-Laurylester. Der Hydroperoxidgehalt wurde Uber einen Zeitraum von 18 Tagen verfolgt;
dessen Anstieg war in der Emulsion mit kleiner OltrépfchengréRe hoher als in der Emulsion
mit groRer OltropfchengroRe (Abbildung 20).
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Abbildung 20: Entwicklung des Hydroperoxidgehalts in Saccharose-Laurylester-basierten

Emulsionen mit unterschiedlicher OltropfengroRe (SE: Saccharose-Laurylester)

Die Ergebnisse sind stiitzen damit frihere Untersuchungen(20;21), in denen ebenfalls eine
erhohte Oxidation bei geringerer OltropfengréRe und damit groRerer Oberflache beobachtet
wurde. Nach Spriihtrocknung der Emulsionen stieg die mittlere OltrépfchengréRRe in beiden
rekonstituierten Emulsionen auf ca. 1,8 um an. Als mogliche Ursachen wurden zum einen
eine Schadigung der Emulsionen durch mechanische Beanspruchung wéahrend des Zerstau-

bens als auch ein Oltropfenkoaleszenz vermutet.
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Abbildung 21: Veranderung der OltropfengréRe nach Zerstaubung und Spriihtrocknung einer

Saccharose-Laurylester-basierten Fischolemulsion

In Folgeversuchen wurde daher die Veranderung der OltrépfchengroRe in Saccharose-
Laurylester-basierten Emulsionen, unmittelbar nach der Zerstdubung und in der rekonstitu-
ierten Emulsion untersucht. Hierbei zeigte sich, dass Oltropfenkoaleszenz zu einem grofR3en
Teil wahrend der Trocknung und damit wahrend der Aufkonzentrierung der Emulsion auftritt.
Da die erzeugten Unterschiede in der OltrépfchengroRe in diesen Sprithemulsionen durch
den Trocknungsprozess kompensiert werden, ist dieses Charakteristikum fir die Lagerstabi-

litat in pulverférmigen Emulsion zu vernachlassigen.

4.3 Optimierung des Oxidationsschutzes im Hinblick auf Auswabhl, Konzentration

und Kombination von Additiven mit verschiedenen Wir kprinzipien (FS1)

4.3.1 Testung von Antioxidantien und Komplexbildnern in Emulsionen wahrend des Her-
stellungsprozesses

Die Auswahl der Antioxidantien orientierte sich zunéachst an den Bestimmungen der Richtli-
nie 95/2/EG vom 20. Februar 1995 Uber andere Lebensmittelzusatzstoffe als Farbstoffe und
SuRungsmittel, insbesondere den fir die diatetischen Lebensmittel relevanten Anhangen
Uber zugelassene Zusatzstoffe fur z.B. Sauglingsanfangsnahrung. Fur letztere sind lediglich
verschiedene Tocopherolderivate, Ascorbylpalmitat, Lecithin sowie Zitronenséure und deren
Ester von Mono- und Diglyceriden von Fettsduren sowie Citrate als Zusatzstoffe zugelassen,
die zur Stabilisierung beitragen kdnnen. Eine eingehende Analyse der verfligbaren Literatur
zeigte, dass selbst fir diesen eng begrenzten Bereich moglicher Zusatzstoffe keine systema-
tischen Untersuchungen zu deren Effektivitdt und deren kombinatorischer Wirkung vorlagen.

Darlber hinaus beruht eine Vielzahl der verfiigbaren Studien auf beschleunigten Testmetho-
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den, bei denen Temperaturen oberhalb von 80 T ange wandt werden, und deren Ergebnisse
daher nicht auf den Verlauf der Lipidoxidation bei Umgebungstemperatur Gbertragen werden
kénnen. In Tabelle 1 sind exemplarisch die Ergebnisse des beschleunigten Testverfahrens
bei Temperaturen von 60 bis 80 T und der Hydropero xid- und Propanalgehalt nach mehr-

wdchiger Lagerung fiir drei unterschiedlich stabilisierte LCPUFA-reiche Ole dargestellt.

Tabelle 6: Ergebnisse des Rancimat-Tests bei Temperaturen zwischen 60 und 80 T sowie

der Hydroperoxid- und Propanalgehalt in Fischél nach mehrwéchiger Lagerung bei 20 T

Induktionsperiode Hydroperoxide Propanal
Rancimat [h] [mmol/kg O] [umol/kg O]
Temperatur 60 C 70 C 80 C 20C 20C
Fischol 95+0 43+0 2001 441 + 24 2966 + 240
Algendl 31618 43+x03 340 152 +11 48,3+3,4
DHA-Konzentrat 23,9+ 0 41+0 180 294 +£8 659 + 33

Die Ergebnisse belegen, dass bei der Beurteilung der Stabilitat der Ole eine Verwendung
beschleunigter Testverfahren lediglich bei 60 T zu Ubereinstimmenden Ergebnissen mit
denen der Lagerung bei 20 € kommt. Bei Temperature n von 70 bzw. 80C konnten auf-
grund der kurzen Induktionsperiode und temperaturbedingter chemischer Veréanderungen
keine Unterschiede zwischen den Olen detektiert werden bzw. fiihrten diese sogar zu einer
falschen Einschatzung der Oxidationsstabilitét.

Bei allen Untersuchungen im Rahmen des vorliegenden Projekts wurde das Fischdél zu-
nachst mittels Saulenchromatographie aufgereinigt. In einem ersten Experiment wurde der
Einfluss steigender a-Tocopherolzusatze auf die Wirksamkeit des y— und des d-Derivats un-
tersucht. Eine Wirkungsumkehr von o-Tocopherol bei Konzentrationen oberhalb von
100mg/kg Ol ist in der Literatur beschrieben (31-33). a-Tocopherol verhindert tiber die De-
saktivierung von Alkoxyradikalen deren (3-Spaltung und damit das Entstehen fllichtiger se-
kundéarer Lipidoxidationsprodukte. Bei hohen a-Tocopherol-Konzentrationen kann die Kumu-
lation von den entstehenden Tocopheroxy-Radikalen zu einer Katalyse der Autoxidation fih-
ren. Fir y- und 3-Tocopherol wird das Wirkungsoptimum mit 500 bzw. 1500-2000 mg/kg Ol
angegeben. Die Kombination der Derivate wurde bis dato nicht untersucht. In den Arbeiten,
die im Rahmen des vorliegenden Forschungsprojekts durchgefiihrt wurden, konnte in Fisch-
0l, das mit y- oder &-Tocopherol stabilisiert war, eine negative Wirkung im Sinne einer be-
schleunigten Hydroperoxidbildung durch hohe a-Tocopherolzuséatze (500 bzw. 1000 mg/kg)
beobachtetet werden . Der Einfluss auf die Propanalbildung war entgegengesetzt jedoch im
Vergleich zur Wirkung einzelner Derivate absolut eher von geringer Bedeutung. Die Entwick-
lung ist exemplarisch fir den Hydroperoxidgehalt in mit 3-Tocopherol stabilisierten Proben in
Abbildung 22 dargestellt.
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Abbildung 22: Der Einfluss steigender Zusétze von a-Tocopherol auf die antioxidative Wir-
kung von &-Tocopherol wahrend der Lagerung von Fischdl dargestellt an der Entwicklung

des Hydroperoxidgehalts

Die Geschwindigkeit des Tocopherolabbaus war fur das a-Derivat in allen Proben gleich,
jedoch wurde mit steigender Zugabe von a-Tocopherol der Abbau von y- oder d-Tocopherol
verzdgert. Dieser Effekt ist in der Literatur als ,tocopherol-sparing” beschrieben (34) und
fuhrt zu einem verbesserten Oxidationsschutz in Olen. Ein verbesserter Oxidationsschutz bei
Zusatz von geringen a-Tocopherolmengen tber den Versuchszeitraum von 28 Tagen hinaus
kann in der vorliegenden Studie daher vermutet werden, bei hohen Tocopherolkonzentratio-

nen dominierte jedoch der negative Effekt einer Tocopheroxyradikalanreicherung.

Fir eine effiziente Stabilisierung von LCPUFA-reichen Olen ist die Kombination von Antioxi-
dantien verschiedener Wirkmechanismen notwendig. Generell wird dabei eine Kombination
von Ascorbylpalmitat, Lecithin und Tocopherolen empfohlen. Nahezu alle verfugbaren Stu-
dien wurden unter Verwendung beschleunigter Testverfahren bei hohen Temperaturen
durchgefuhrt. In den weiteren Versuchen erwies sich eine Kombination von Tocopherolen,
niedrig im Gehalt an a-Tocopherol (100mg/kg) und hoch im Gehalt an &-Tocopherol
(1000mg/kg), 500mg Ascorbylpalmitat/kg und 2000 mg Lecithin/kg als sehr effizient zur Sta-
bilisierung von Fischdl (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Entwicklung des Hydroperoxidgehalts in Fischdl stabilisiert mit Tocopherol
(100mg a- und 1000 mg d-Tocopherol/kg) und mit unterschiedlichen Kombination von As-
corbylpalmitat (AP) und Lecithin (LC)

Der in der Literatur beschriebene synergistische Effekt fir die Kombination von Tocophero-
len, Ascorbylpalmitat und Lecithin im Vergleich zu bindren Mischungen von Tocopherolen mit
Ascorbylpalmitat oder Lecithin konnte in der vorliegenden Studie nur bedingt bestatigt wer-
den (Abbildung 24). Bei niedriger Lecithinkonzentration (500 mg/kg Ol) war die Inhibierung
der Hydroperoxidbildung geringer als bei den aufsummierten einzelnen Effekten, bei einem
Lecithingehalt von 2000mg Lecithin/kg konnte eine geringe Zunahme der inhibierenden Wir-

kung beobachtet werden.
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Abbildung 24: Vergleich der inhibierenden Wirkung der aufsummierten Effekte binarer Antio-
xidanskombinationen von Tocopherolen mit Ascorbylpalmitat oder Lecithin mit dem inhibie-
renden Effekt der terndren Kombination (Hydroperoxidgehalt nach 28 Tagen Lagerung bei
20 T, bezogen auf Tocopherol-stabilisiertes Fischo I)
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Abbildung 25: Der Einfluss eines Zitronensaurezusatzes auf die Entwicklung des Hydropero-

xidgehalts in Fischol stabilisiert mit Tocopherolen Ascorbylpalmitat und Lecithin
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Durch den Einsatz eines Komplexbildners (Zitronensaure) konnte die Entwicklung des
Hydroperoxidgehalts reduziert werden (Abbildung 25). Da ein Zusatz von 100 mg/kg Ol keine
zusatzliche Stabilisierung gegeniiber dem Ol, das nur mit Ascorbylpalmitat, Tocopherol und
Lecithin stabilisiert war, muss davon ausgegangen werden, dass auch das Lecithin chelie-
rende Eigenschaften besitzt. Ein Zusatz von 500 mg Zitronenséaure/kg Ol fiihrte zu einer Sta-

bilitdtsernéhung, unabhangig vom Lecithinzusatz.

Der Zusatz eines carnosolséaurereichen Rosmarinextrakts zu der ternaren Kombination be-
stehend aus Tocopherolen (100mg a-/1000 mg &-Tocopherol) Ascorbylpalmitat (500 mg/kg)
und Lecithin (2000 mg/kg) flhrte zu einer sehr deutlichen Inhibierung der Lipidoxidation
(Abbildung 26). Nach 46 Tagen Lagerung bei 20 <C be trug der Hydroperoxidgehalt 12,6 +
0,5 mmol/kg, der Propanalgehalt betrug 4,6 + 0,6 pmol/kg Ol. Die bindre Kombination von
Tocopherolen und Rosmarinextrakt zeigte eine vergleichbare Wirksamkeit. Der Synergismus
von a-Tocopherol und Carnosolsdure wurde von Hopia et al. (35) mit der Regeneration des
Tocopherols erklart. Dartber hinaus wird fir Carnosolsédure auch die Eigenschaft, Radikale
zu stabilisieren beschrieben (Kochhar and Rossell, 1990; zitiert in (36), so dass der Wirkme-
chanismus mit dem des Ascorbylpalmitats vergleichbar ist. Carnosolséure besitzt jedoch ein
niedrigeres Halbstufenpotential als Ascorbylpalmitat und kann daher als effektiverer Syner-
gist angesehen werden (37). Entsprechend war in den Versuchen der vorliegenden Arbeit
die Kombination von Tocopherolen mit carnosolsédurereichem Rosmarinextrakt (1000 mg/kg
= 400 mg Carnosolsaure/kg = 1,2 mmol/kg) deutlich effektiver als die Kombination mit 500

mg Ascorbylpalmitat/kg (= 1,2 mmol/kg).
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Abbildung 26: Der Einfluss des Zusatzes eines Carnosolséure-reichen Rosmarinextrakts auf

die Entwicklung des Hydroperoxidgehalts in Fischél stabilisiert mit Tocopherol bzw. To-

copherol, Ascorbylpalmitat und Lecithin.

Fur die Stabilisierung LCPUFA-reicher Ole in spriihgetrockneten Emulsionen ist zusatzlich
zur Stabilisierung des Ols per se der Herstellungsprozess und die Stabilitat des Ols im Mik-
ropartikel zu bertcksichtigen. Grundséatzlich kann der Herstellungsprozess in vier Teilschritte
untergliedert werden: (1) die Herstellung einer Dispersion bzw. Voremulsion, (2) den Emul-
gierprozess, (3) die Zerstaubung der Emulsion und (4) die Trocknung der Emulsionstropf-
chen (38). Gegenlber den in der Literatur untersuchten fischdlbasierten o/w-Emulsionen
zeichneten sich die Spriihemulsionen durch eine hohen Trockenmassegehalt von 45 % und
einen hohen Olanteil von 40 % in der Trockenmasse aus. Da Sprithemulsionen i.d.R. inner-
halb kirzester Zeit (mit einer maximalen Standzeit von einigen Stunden) weiterverarbeitet
werden, liegt das Hauptaugenmerk auf der Stabilisierung wéahrend des Herstellungsprozes-
ses.

In den Projektarbeiten konnte in chromatographisch aufgereinigtem Fischdl nach Dispergie-
ren und Homogenisieren ein Anstieg des Hydroperoxidgehalts um ca. 15 mmol/kg Ol beo-
bachtet werden (Abbildung 27). Der Dispergierschritt unter Verwendung verschiedener
Dispergierwerkzeuge fiihrte dabei zu einem Anstieg um ca. 9 mmol/kg Ol, das nachfolgende
Homogenisieren zu einem Anstieg um weitere 4-6 mmol//kg Ol. Durch den Einsatz von To-
copherolen konnte die Lipidoxidation reduziert werden, auch wahrend des Homogenisierens
zeigte sich der fur die Stabilisierung von Olen beschriebene Effekt der Wirkungsumkehr bei

hohen a-Tocopherolkonzentrationen.
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Abbildung 27: Der Hydroperoxidgehalt in Fischélemulsionen in Abhéngigkeit von der Stabili-

sierung mit unterschiedlichen Kombinationen von Tocopherolderivaten

Als geeignete Strategie zur Stabilisierung von Emulsionen wahrend der Emulsionsherstel-
lung konnte die Kombination von lipophilen primaren Antioxidantien in Kombination mit
hydrophilen Chelatoren identifiziert werden. Eine effiziente Stabilisierung wurde durch die
Kombination von Tocopherolen (100 mg a-/1000 mg d&-Tocopherol), Ascorbylpalmitat und
Zitronensaure (jeweils 500 mg) erreicht. Bei der Auswahl muss jedoch die Zusammenset-
zung der spezifischen Matrix beriicksichtigt werden. Chelierende Agenzien kdnnen z.B. die
Loslichkeit von Metallionen und deren Redox-Potential veréndern, die Freisetzung von prote-
ingebundenen Metallionen durch Ascorbat ist ebenfalls beschrieben (39). Sinapinsaure er-
wies sich sowohl bei aquimolarer Substituierung des priméaren Antioxidans Tocopherol als
auch des Ascorbylpalmitat als weniger effizient im Hinblick auf die Inhibierung der Hydrope-
roxidbildung.

4.3.2 Testung von Antioxidantien und Komplexbildnern in ausgewahlten Rezepturen

Hinsichtlich der Lagerungsstabilitat mikroverkapselter Ole wurde in der vorliegenden Studie
angenommen, dass eine Pravention oxidativer Verdnderungen lediglich durch lipophile Anti-
oxidantien erreicht werden kann. Hydrophile Antioxidantien (einschlie3lich sekundarer Antio-

xidantien wie z.B. chelierenden Substanzen) sind in der amorphen Matrix immobilisiert.
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Abbildung 28: Der Einfluss der Stabilisierung des Ols mit verschiedenen Kombinationen von
Tocopherolderivaten, Ascorbylpalmitat, Lecithin, Citrem und carnosolsaurereichem Rosma-

rinextrakt auf die Entwicklung des Hydroperoxidgehalts in spriihgetrockneten Fischol-
Emulsionen

Die effiziente Stabilisierung des Kernmaterials durch Zusatz einer Kombination von Tocophe-
rolderivaten, Synergisten in Form von Ascorbylpalmitat und einem carnosolséaurereichen
Rosmarinextrakts sowie eines chelierenden Agens spiegelt sich in der hohen Stabilitat des
mikroverkapselten Ols wider (Abbildung 28) und unterstiitzt damit die getroffene Annahme.

Der aquimolare Austausch der als primares Antioxidans wirkenden Tocopherolderivate durch
Sinapinsaure verringerte die Stabilitat des mikroverkapselten Ols (Abbildung 29). Eine Sub-

stitution des synergistisch wirkenden Ascorbylpalmitats ist hingegen mdglich.
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Abbildung 29: Der Einfluss der Stabilisierung des Ols mit verschiedenen Kombinationen von

Tocopherolderivaten, Ascorbylpalmitat, Zitronensaure, Citrem und Sinapinsaure auf die Ent-

wicklung des Hydroperoxidgehalts in sprithgetrockneten Fischdl-Emulsionen

Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen:

Versuche zur Beurteilung der Stabilitat und Stabilisierung von Olen reich an LCPUFAs
sollten unter moderaten Temperaturen durchgefiihrt werden.

Hinsichtlich der Stabilisierung von Bulkdl sind bei Tocopherolderivaten Kombinationen
reich in y- oder &Tocopherol und niedrig im a-Tocopherolgehalt zu favorisieren.

Die Antioxidansformulierung sollte Synergisten (Ascorbylpalmitat oder Carnosolsaure)
enthalten. Fir Carnosolsaure ist ein Gehalt von 400mg/kg Ol ausreichend.

Der Einsatz chelierender Substanzen sollte auf den Fe2+- und Cu2+- Gehalt des Ols
abgestimmt werden. Als Alternative zu Zitronensaure kann Lecithin reich an Phosphatidy-
lethanolamin verwendet werden.

Als geeignete Strategie zur Stabilisierung von Sprihemulsionen konnte die Kombination
von lipophilen primaren Antioxidantien in Kombination mit hydrophilen Chelatoren identi-
fiziert werden.

Eine Pravention oxidativer Veranderungen in mikroverkapselten Olen kann vorrangig
Uber lipophile Antioxidantien erreicht werden.

Eine dquimolare Substitution von Tocopherol durch Sinapinsaure fuhrt zu einer Abnahme
der Aktivitat des Radikalfangers in Anwesenheit von Ascorbylpalmitat in Emulsionen und

spriihgetrockneten Emulsionen. Eine dquimolare Substitution der fir LCPUFA-reiche Ole
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notwendigen hohen Tocopherolkonzentration durch Sinapinsaure ist weniger effizient.

Eine Substitution von Ascorbylpalmitat durch Sinapinséure ist hingegen mdaglich.

4.4 Identifizierung von Schlisselverbindungen fiir d as Fehlaroma von oxidiertem
Fischol, Entwicklung von Indikatorverbindungen (FS1 , FS3)

Wie die Literaturtibersicht zeigt, wurde das Konzept der ,Molekularen Sensorik®, d.h. die
Aufklarung der Struktur aromaaktiver Verbindungen und eine Korrelation der Konzentration
zum Geruchsschwellenwert bisher weder fiir einzelne w-3 Fettsauren noch bei Fischélen
durchgefiuhrt. Ziel der Arbeit war es daher, zundchst in Modellversuchen an einzelnen w-3
Fettsauren die bei der Autoxidation entstehenden, geruchsaktiven Verbindungen strukturell
aufzuklaren und anhand von Stabilisotopenassays quantitativ zu bestimmen. Danach sollten
diese Verbindungen als Indikatoren zur Bewertung der Aromaqualitat von Fischdl bzw. ver-

kapseltem Fischdl genutzt werden.

4.4.1 Modellversuche zur Peroxidation von w3-Fettsaduren (FS3)

4.4.1.1. Aromaprofil autoxidierter w-3-Fettsduren
Aufgrund von Literaturdaten kann angenommen werden, dass insbesondere durch oxidati-

ven Abbau von w-3 Fettsauren flichtige Verbindungen gebildet werden, die den fischigen
Geruch von Fischdlen hervorrufen. Um diese Hypothese zu Uuberprifen, wurden a-
Linolensaure (ALA; C18:3), Eicssapentaenséure (EPA; C20:5) und Docosahexaensaure
(DHA; C22:6) in Anwesenheit von Cu?**-lonen und Licht in Modellversuchen peroxidiert. Die
flichtige Fraktion wurde durch Aufnehmen in Diethylether und anschlieBende SAFE-
Destillation isoliert. Die durch SAFE-Destillation gewonnen Extrakte wurden zuné&chst von
einem Sensorikpanel bewertet. Die trainierten Mitglieder dieses Panels bewerteten verschie-
dene einzelne Geruchseindriicke im Vergleich zu den drei Destillaten. Dabei wurden folgen-
de Einstufungen von 0 = nicht wahrnehmbar bis 3 = deutlich wahrnehmbar verwendet (Ab-
bildung 30).

Wahrend DHA und EPA sich im Aromaprofil relativ ahnlich waren, wich ALA deutlich von
beiden Fettsduren ab. Das Destillat aus autoxidierter EPA zeigte einen starker tranigen und
kéasigen, sowie fettigeren Gesamteindruck als das Destillat aus DHA, letztere dagegen roch
starker nach Kleber als EPA. Im Destillat von oxidierter ALA traten hingegen die angeneh-
men Geruchseindriicke, z.B. Wassermelone und Gurke, deutlicher hervor, wogegen z.B. der

tranige Geruchseindruck wesentlich geringer war.
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Zusatzlich zum Aromaprofil sollten die Panelmitglieder eine hedonische Bewertung des Ein-
druckes (1 = sehr angenehm bis 6 = sehr unangenehm) sowie zusétzlich die Intensitaten des
fischigen Gesamteindruckes (0 = nicht wahrnehmbar bis 3 = deutlich wahrnehmbar) bewer-
ten.

Beide Bewertungen (Tabelle 7) zeigten die Bewertung ,unangenehm® fir das Destillat aus
DHA und EPA, wobei letztere als deutlich unangenehmer empfunden wurde. Der fischige
Gesamteindruck war bei beiden Anséatzen deutlich zu erkennen.

ALA wich, wie auch beim Aromaprofil, klar von DHA und EPA ab. Die bessere Bewertung
beziiglich der hedonische Bewertung (Akzeptanz) und die geringere Ahnlichkeit mit Fisch
sind moglicherweise durch die starkeren Eindriicke von angenehmen Noten, wie Wasserme-
lone und Gurke erklarbar (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Aromaprofil der Destillate aus den 48 h autoxidierten w-3 Fettsduren ALA,
DHA und EPA

Tabelle 7: Hedonische Bewertung der Destillate aus den drei autoxidierten Fettsauren

Ansatz hedonische Bewertung® fischiger Gesamteindruck”
ALA 2,2 0,6
DHA 4,2 2,1
EPA 51 2,2

1 = angenehm, 6 = sehr unangenehm.

0 = nicht wahrnehmbar, 3 = sehr intensiv.
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4.4.1.2. Ergebnisse der Aromaextraktverdinnungsanalyse (AEVA)
Zur Klarung der Frage nach den geruchsaktivsten Verbindungen wurden die drei Destillate

einer Aromaextraktverdiinnungsanalyse unterzogen. Dazu wurden zunachst die aromaakii-
ven Verbindungen durch GC-Olfaktometrie lokalisiert, die Aromaintensitat durch Abriechen
gestufter Verdinnungen bestimmt (AEVA) und schliel3lich die Geruchsstoffe strukturell auf-
geklart. Die Ergebnisse der Identifizierungsexperimente in Kombination mit den Aromagquali-
taten und FD-Faktoren sind in Tab. 3 zusammengefasst. Den héchsten FD-Faktor in allen
drei Destillaten wies Verbindung 25 auf, die mit einem metallisch, stechenden Geruch we-
sentlich zum Gesamtaroma beitragen sollte. Einzelheiten zur ldentifizierung sind dem fol-

genden Abschnitt zu entnehmen.

Strukturaufklarung von Verbindung 25

Uber Geruch, RI-Werte, und Massenspektrum in El-Modus konnte eine hohe Ahnlichkeit zu
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal festgestellt werden (Geruch: metallisch, stechend, RI-Werte:
FFAP 2000, DB 5 1380). Die Unterschiede in den RI-Werte legten die Vermutung nahe, dass
die unbekannte Verbindung etwas polarer war. Eine weitere Doppelbindung wurde postuliert,
da die molare Masse (Verbindung Nr. 26: 166 g/mol, trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal: 168
g/mol) diese Vermutung unterstitzte. Die Aufnahme des NMRs (Tabelle 8) nach Reinigung
des Destillates mittels Normalphasen-HPLC bestéatigte die Annahme, dass sich die neue
Verbindung lediglich in einer zusatzlichen Doppelbindung von trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal
unterschied. Die Stellung dieser Doppelbindung an C7 und C8 konnte Uber das 1H-NMR

aufgeklart werden.

Tabelle 8: Vergleich der 1H-NMR Daten von trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal und Verbindung
Nr. 26

(E)-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal* (E)-4,5-Epoxy-(E,Z2)-2,7-decadienal

ppm ppm
1-CHO 9.57 9.28
2-CH 6.39 6.15
3-CH 6.56 5.78
4-CH 3.33 2.80
5-CH 2.96 2.53
6-CH, 1.65 2.14
7-CH 1.48 5.36
8-CH 1.33 5.55
9-CH. 1.33 1.97
10-CH; 0.91 0.97

*Daten aus Lin et al. (1999)
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Die Identifizierungsexperimente ermdglichten somit die Identifizierung von Verbindung 25 als
trans-4,5-Epoxy-(E,Z)-2,7-decadienal.

Ebenfalls von grof3er Bedeutung in allen drei Ansatzen war das nach Geranienblattern rie-
chende (Z)-1,5-Octadien-3-on (Nr. 6, Tabelle 9). Die Verbindung wurde auch in einem Destil-
lat aus autoxidierter a-Linolenséure charakterisiert (Ullrich und Grosch, 1988). Pan identifi-
zierte diese Verbindung ebenfalls beim Abbau von EPA-ethylester aus Seetang, doch erfolg-
te in dieser Studie keine Bewertung des Einflusses auf das Aroma (Pan et al., 2004a,
2004b).

(2)-3-Hexenal (Nr. 3, Tabelle 9) wies in allen drei Ansdtzen ebenfalls einen hohen FD-Faktor
auf. Die Verbindung ist als wichtiges Sekundarprodukt der Peroxidation von a-Linolensdure
bekannt (Pan et al., 2004; Noble und Nawar, 1971; Badings 1970; Ullrich und Grosch, 1988).
Eine weitere, nach Wassermelone riechende Verbindung wurde als (Z,2)-3,6-Nonadienal
identifiziert (Nr. 10, Tab. 3). Dieser Aldehyd wurde auch als Inhaltsstoff von Fisch (Joseph-
son et al., 1986; Tressl et al., 1982) sowie in autoxidiertem DHA-methylester (Noble und Na-
war, 1971) gefunden.

(E,Z)-2,6-Nonadienal (Nr. 12, Tabelle 9) wurde bereits in vielen Studien als Sekundéarprodukt
von ungeséttigte Fettsauren beschrieben (Pan, 2004a; Noble und Nawar, 1971; Ullrich und
Grosch, 1988; Josephson et al., 1986; Hsieh et al., 1989).

(E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal (Nr. 22, Tabelle 9) wurde von Schuh und Schieberle (2005) in oxi-
dierter ALA gefunden und konnte auch in der vorliegenden Studie in allen Ansatzen mit ei-
nem hohen FD-Faktor gefunden werden.

Erstaunlicherweise zeigten (Z)-4-Heptenal (fischig), (E,E)-2,4-Heptadienal (fettig) und 1-
Penten-3-on (stechend) dagegen mit unangenehmen Geruchseindriicken nicht die hdchsten
FD-Faktoren in den Oxidationsansatzen.

Einen hohen FD-Faktor, insbesondere im Destillat aus autoxidiertem EPA wies auch Kom-
ponente 7 auf. Aufgrund der im Folgenden beschriebenen Vorgehensweise wurde die Ver-
bindung als (Z,2)-2,5-Octadienal identifiziert.
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Tabelle 9: Wichtige Aromastoffe, die mindestens in einem der drei Destillate einen FD-Faktor

von =64 aufwiesen

Nr. | Verbindung Geruchseindruck RI FDin
FFAP | DB5 EPA DHA ALA
1 | 1-Penten-3-on nach Kleber, stechend 1025 693 64 64 32
2 | (2)-3-Hexenal grun 1137 802 | 1024 1024 4096
3 | (2)-4-Heptenal nach Fisch, nach Tran 1231 908 128 128 32
4 | unbekannt nach Pilz 1291 982 128 4 16
5 | unbekannt suR, frisch 1320 996 32 128 32
6 | (2)-1,5-Octadien-3-on nach Geranie 1363 987 |28192 [28192 1024
7 | (2,2)-2,5-Octadienal su, nach 1435 | 1038| 1024 512 256

Honigmelone

8 | (E,2)-2,4-Heptadienal fettig 1452 995 64 64 128
9 | (E,E)-2,4-Heptadienal fettig 1485 1017 128 64 256
10 | (Z,2)-3.6-Nonadienal fg‘ﬁgh nachwasserme- | 1,95 | 1100| 1024 | 1024 512
11 | unbekannt nach Gurke, fettig 1538 1135 512 512 16
12 | (E,Z2)-2,6-Nonadienal nach Gurke, fettig 1572 1159 512 512 1024
13 | Buttersaure nach Kase 1618 800 | 1024 <1 <1
14 | unbekannt fettig 1656 - <1 128 16
15 | unbekannt fettig 1662 - 64 1024 128
16 | unbekannt sauerlich 1718 - 512 512 128
17 | unbekannt fettig, stechend 1757 - 128 4 8
18 | (E,Z,E/Z)-2,4,7-Decatrienal | fettig, stechend 1800 - 256 256 128
19 | (E,E,2)-2,4,7-Decatrienal fettig, sauerlich 1817 1289 512 512 64
20 | unbekannt sauerlich 1857 - 256 256 16
21 | (E,E,E)-2,4,7-Decatrienal fettig, nach Gurke 1864 1320 128 256 128
22 | (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal nach Haferflocken 1871 1277 | 1024 512 2048
23 | unbekannt muffig, alt 1950 - 128 256 <1
24 | unbekannt metallisch, stechend 2000 - 256 8 128
25 | 1aNs S EPOY-( E227 | metallisch, stechend | 2065 | 1384 |28102 (28102 | 28102
26 | unbekannt fettig, metallisch 2183 1518 64 32 8
27 | unbekannt metallisch, stechend 2476 1667 256 512 16
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Strukturaufklarung von Verbindung 7

Unter der Annahme, dass es sich um (Z,2)-2,5-Octadienal handelt, wurde zunachst versucht,
die Verbindung in Anlehnung an eine von Schuh und Schieberle (2005) beschriebene Vor-
gehensweise aus (Z)-3-Hexenal und einer C-2-Komponente zu synthetisieren. Obwohl die
Verbindung in geringen Mengen entstand, wurde eine zweite Komponente in wesentlich ho-
herer Ausbeute gebildet. Diese wurde als (E,Z)-2,5-Octadienal charakterisiert. Die Zuord-
nung des isomeren (Z,Z2)-2,5-Octadienal im Syntheseansatz erfolgte daher mittels Ge-
ruchseindruck und MS-Spektren. Diese Merkmale sowie die RI-Werte stimmten mit dem Ge-
ruchseindruck von Verbindung 7 Uberein. Somit konnte die Vermutung, dass es sich um
(Z,2)-2,5-Octadienal handelte, bestéatigt werden. (Z,Z)-2,5-Octadienal wurde von Badings
(1970) in oxiderter ALA mit einem fettigen, melonenahnlichen Geruch vermutet. Tressl wies
die Verbindung in Pilzen nach (Tressl et al., 1982). Mit etwas niedrigeren FD-Faktoren wur-
den drei Verbindungen mit intensiv fettigen Geruchsqualitdten gefunden, die alle das Mas-
senspektrum von 2,4,7-Decatrienal ergaben. Im Folgenden sind die Details zur ldentifizie-

rung der jeweiligen geometrischen Isomere dargestellt.

Identifizierung der Verbindungen 18, 19 und 21

Die geruchsaktiven Verbindungen Nr. 18, 19 und 21 wiesen alle einen ahnlichen Ge-
ruchseindruck (fettig) und ein &hnliches MS-Spektrum auf (El- und Cl-Modus). Unter Anwen-
dung eines analogen Syntheseweges nach Schuh und Schieberle (2005) mit (Z)-3-Hexenal
als Ausgangssubstanz bestatigte die Vermutung, dass es sich um 2,4,7-Decatrienale handel-
te. Durch Saulenchromatographie konnten zwei Isomere isoliert und mittels 1H-NMR analy-
siert werden. Dadurch konnte die Zuordnung Nr. 19 = (E,E,Z)-2,4,7-Decatrienal und Nr. 21 =
(E,E,E)-2,4,7-Decatrienal getroffen werden. Bei letzterem konnten die Positionen der Dop-
pelbindungen durch NMR belegt werden, aufgrund der Eulationsreihenfolge ist aber vom
(E,E,E)-2,4,7-Decatrienal auszugehen. Bei Verbindung 18 fiihrte die Elutionsreihenfolge zu
dem Schluss, dass es sich entweder um (E,Z,E)-2,4,7-Decatrienal oder (E,Z,2)-2,4,7-
Decatrienal handeln muss. 2,4,7-Decatrienale wurden bereits als Lipidoxidationsprodukte
beschrieben (Pan et al., 2004a; Noble und Nawar, 1971) und bereits mit fischigem Fehlaro-
ma in Verbindung gebracht, allerdings ohne systematische Studien (Badings, 1970; Ke et al.,
1975; Meijboom und Stroink, 1972).

4.4.1.3 Quantifizierung von Schlisselaromastoffen
Um die Unterschiede in den FD-Faktoren der Aromastoffe aus dem Abbau der drei Fettsau-

ren zu belegen, wurden 12 wichtige Geruchsstoffe als Indikatoraromastoffe mittels Stabilliso-

topenverdinngsassays (SIVA) quantifiziert. Die héchsten Konzentrationen in den EPA- bzw.
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DHA-Ansatzen wiesen (E,E,Z2)-2,4,7-Decatrienal und (2)-3-Hexenal gefolgt von 1-Penten-3-
on auf (Tabelle 10). Wesentliche Unterschiede zum ALA-Ansatz waren die deutlich geringe-
ren Konzentrationen von (E,E,Z)-Decatrienal und 1-Penten-3-on in diesem Ansatz, wohinge-

gen das (Z)-3-Hexenal hohere Konzentrationen im ALA-Modell aufwies.

Tabelle 10: Konzentrationen (ug/g Fettsaure) wichtiger Geruchsstoffe in den Destillaten aus

autoxidierten Fettsauren

NF. Aromastoff Konzentration [pg/g]
EPA DHA ALA
1 |1-Penten-3-on 69,63 79,37 20,42
2 | (2)-3-Hexenal 182,47 173,03 216,49
3 | (2)-4-Heptenal 9,05 9,57 3,06
6 |(2)-1,5-Octadien-3-on 0,81 1,98 0,02
7 |(Z,2)-2,5-Octadienal 0,35 0,63 0,28
10 |(Z,2)-3,6-Nonadienal 2,85 6,68 1,28
12 | (E,2)-2,6-Nonadienal 6,13 3,78 2,84
19 |(E,E,2)-2,4,7-Decatrienal 427,62 605,16 58,06
21 |(E,E,E)-2,4,7-Decatrienal 13,53 15,13 5,76
22 |(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 6,48 6,89 6,03
26 |trans-4,5-(E,Z)-2,7-Epoxy-decadienal 7,74 9,45 1,65

Im Hinblick auf die Aromaintensitat ,fischig“ sind aber aufgrund der niedrigen Geruchs-
schwelle sicherlich die deutlich héheren Gehalte von 1-(Z)-5-Octadien-3-on, (Z2)-4-Heptenal
und trans-4,5-Epoxy-(E,Z)-2,7-decatrienal in den DHA- und EPA-Ansatzen von Bedeutung.

In der Literatur wurde oft lediglich Gber den relativen Anteil an der Gesamtpeakflache quanti-
fiziert, so dass ein Vergleich mit den hier ermittelten Daten nur schwer mdglich ist (Pan et al.,
2004, 2005, Frankel, 2005). Ullrich (1989) quantifizierte die Gehalte an 1-Penten-3-on, (2)-3-
Hexenal, (Z)-1,5-Octadien-3-on und (E,Z)-2,6-Nonadienal nach der Autoxidation von a-
Linolensaure bzw. a-Linolenséduremethylester (Tabelle 11). In der Tabelle sind aber deutliche
Unterschiede zu den Daten von Ullrich zu erkennen, was u.a. durch die unterschiedliche

Aufarbeitung erklart werden kann.
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Tabelle 11: Vergleich der quantitativen Ergebnisse der vorliegenden Studie mit Daten zu a-
ALA nach Ullrich und Grosch (1988)

Konzentration (ug/kg)

Nr. | Aromastoff Ullrich EPA DHA ALA
1 |1-Penten-3-on 83 69,63 79,37 20,42
2 | (2)-3-Hexenal 10 182,47 173,03 216,49
6 |(2)-1,5-Octadien-3-on 0,1 0,81 1,98 0,02

12 | (E,2)-2,6-Nonadienal 13 6,13 3,78 2,84

4.4.1.4. Rekombinat des EPA-Autoxidationsansatzes
Anhand der fur die autoxidierte EPA quantitativen Daten wurde ein Rekombinat erstellt und

dieses einem trainierten Sensorikpanel im Vergleich zum Destillat aus der autoxidierten Fett-
saure angeboten (Abbildung 31). AnschlieRend wurde eine Gesamtbeurteilung der Ahnlich-
keit erstellt. Das Aromaprofil des Rekombinates erhielt vom Sensorikpanel die Bewertung
2,4, d.h. es konnte eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem Destillat gefunden werden. Der
wesentliche Unterschied zum Destillat war eine intensivere fettige Note im Rekombinat. Mit
nur 12 Verbindungen konnte somit das Aroma des Destillates aus oxidierter EPA gut simu-
liert werden. Insbesondere die sehr gute Ubereinstimmung der Intensitat der ,fischig, trani-

gen“ Note zeigt, dass die 12 entscheidenden Aromastoffe identifiziert und quantifiziert wur-
den.

nach Tran

nach Gurke

nach Wassermelone nach Haferflocke

nach Kase metallisch

fettig, grin

Abbildung 31: Aromaprofil des Rekombinats von autoxidierter EPA (grau) im Vergleich zum

Originaldestillat (schwarz)
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4.4.2 Untersuchungen zur Klarung von aromaaktiven Verbindungen in oxdiertem Fischdl
(FS3)

4.4.2.1. Aromaaktive, flichtige Abbauprodukte in Menhadendl nach forcierter Oxidation
Um aromaaktive Abbauprodukte in oxidiertem Fischdl zu analysieren, wurde Menhadendl

(Omevital 18/12 TG Gold), das auch fur die Mikroverkapselung verwendet wurde, einer for-
cierten Oxidation unterzogen. Zur forcierten Bildung von aromaaktiven Abbauprodukten wur-
de dem Ol Cu-(Il)-Palmitat zugesetzt und fiir 48 h bzw. 96 h belichtet. Das Fischol hatte ei-
nen Anteil von 18% EPA und 12% DHA. Um zunachst Abweichungen durch unterschiedliche
Chargen auszuschlie3en, wurde frisches Fischél, jeweils vor und nach der Oxidation, aus
zwei unterschiedlichen Chargen mittels Aromaprofilanalyse verglichen.

In Abbildung 32 sind die jeweiligen Aromaprofile gegenibergestellt. Die Geruchsaktivitat des
undesodorierten Ausgangsmaterials, wirkte sich bereits auf die Geruchsaktivitat des oxidier-
ten Ols aus. So war Fischol A vor und nach der Oxidation jeweils fischiger/traniger im Ver-

gleich zu Fischdél B.

Kleber,

stechend
3.0

25

fett, grin 20 Fisch, tranig
15

frisch Gras, grin

Geranie Gurke
------- Fischol A oxidiert ------- Fischol A desodoriert
------- Fischdl B oxidiert Fischol B desodoriert

Abbildung 32: Aromaprofile von Menhadendl zweier Chargen, jeweils vor und nach der Oxi-

dation

AnschlieRend wurden die Aromastoffe bzw. fliichtige Fraktion durch Extraktion/Destillation
isoliert und das Destillat einer AEVA unterzogen (Abbildung 33). Im FD-Chromatogramm trat
eine Vielzahl aroma-aktiver Verbindungen auf, unter denen 14 Komponenten hohe FD-

Faktoren im Bereich 256-4096 aufwiesen.
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Abbildung 33: FD-Chromatogramm des 96 h belichteten Fischdls (Omevital; Cognis)

2200

Die Ergebnisse der Identifizierungsexperimente in Kombination mit den FD-Faktoren zeigten

(2)-1,5-Octadien-3-on sowie eine unbekannte, terpenartig riechende Komponente mit den

hdchsten FD-Faktoren (FD 4096). In Tabelle 12 sind die weiteren wichtigen aromaaktiven

Verbindungen nach 96 h Belichtung den Daten aus einer 48-stiindigen Belichtung/Oxidation

gegenubergestellt.

Tabelle 12: Wichtigste aromaaktive Verbindungen (FD =256) von 96 h oxidiertem, belichte-

tem Fischdl im Vergleich zu 48 h belichtetem Fischol

Nr. Verbindung kD Nr. Verbindung kD
96h 48h 96h 48h

5 (2)-1,5-Octadien-3-on 24096 4096 6 (E,Z)-1,3,5-Undecatrien 512 512
7 Eg)beka”m (terpenar- 1096 1024 | 8  (2,2)-3,6-Nonadienal 512 1024
4  1-Octen-3-on 2048 1024 | 9 Unbekannt (gurkig) 512 2048
1 1-Penten-3-on 1024 256 | 10 (E,Z2)-2,6-Nonadienal 256 1024
2  (2)-3-Hexenal 1024 2048 | 11 Unbekannt (fettig) 256 128
13 2,4,7-Decatrienal 1024 512 | 12 (E,E)-2,4-Nonadienal 256 64
3 (2)-4-Heptenal 512 1024 | 14 Unbekannt 256 2048

(nasses Hundefell)

Weitere Aromastoffe die in belichtetem Fischdl auftraten (Daten nicht gezeigt) waren trans-

4,5-Epoxy-2,7-decadienal (metallisch),

1-Penten-3-ol,
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Decadienal, (E,E)-2,4-Heptadienal, Hexanal, (E)-2-Hexenal, Nonanal, (E,E)-2,4-Nonadienal,
(E,Z2)-2,4-Nonadienal, (E)-2-Nonenal, (Z)-2-Nonenal, Octanal, (E)-2-Octenal, (E)-2-Pentenal,

Butandion, y-Heptalacton, &-Octalacton, y-Nonalacton, & —Nonalacton und Essigséaure.

Identifizierung von Verbindung 7

Ein eindeutiger Peak im Gaschromatogramm konnte dem unbekannten Aromastoff Nr.7
nicht zugeordnet werden. Daher wurde das Destillat mittels S&dulenchromatographie fraktio-
niert, wobei die Verbindung in Eluat A (100% Pentan) gefunden wurde, ein mégliches Indiz
fur unpolare Verbindungen. Durch den frisch, terpenartigen Geruch und die RI-Werte auf
zwei unterschiedlich polaren Saulen: 1438 (FFAP) und 1188 (SE 54) wurde (E,Z,2)-1,3,5,8,-
Undecatetraen (Trivialname: Finaverren) vermutet. Zunéchst konnte aber kein MS-Spektrum
erhalten werden. Mittels zweidimensionaler Massenspektrometrie (GC/GC-MS) mit Sniffing-
Port an beiden GCs gelang es aber, das Spektrum eindeutig dem (E,Z,2)-1,3,5,8,-
Undecatetraen zuzuordnen. Im Cl-Modus konnte die molekulare Masse von 148 bestatigt
werden. In Abbildung 34 ist das MS dargestellt, das durch hdhere Aufarbeitungsmengen er-
halten wurde. (E,Z,2)-1,3,5,8,-Undecatetraen wurde in Braunalgen als Lockstoff fir Gameten
gefunden (Pettus et Moore 1970) und auch in den Braunalgengattungen Dictyosiphon foeni-
culaceus und Asphyllum nodosum gefunden (Pohnert et Boland 2002). (E,Z,Z2)-1,3,5,8,-
Undecatetraen wurde auch in hoheren Pflanzenarten, wie in Ananas und Mango entdeckt
(Berger 1985). Im Bereich der Fischprodukte fand German et al. (1991) (E,Z,2)-1,3,5,8,-
Undecatetraen im Kiemenhomogenat der Regenbogenforelle, allerdings wurde kein Mas-

senspektrum erhalten.
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Identifizierung der Verbindung 14 (Tabelle 12)

In belichtetem Menhadendl trat eine unbekannte Verbindung mit einem FD = 256 mit den RI-
Werten 1673 (DB 5) und 2098 (FFAP), die durch ihren eigentimlichen Geruch nach ,nassem
Hundefell“ hervortrat. Da kein Peak zu erkennen war, der dem Aromastoff zugeordnet wer-
den konnte, wurde zunachst mittels Kieselgelsdulenchromatographie versucht, die Verbin-
dung anzureichern. Die Verbindung wurde mittels Pentan/Ether 80:20 von Kieselgel eluiert,
einen mdogliches Indiz fur einen Aldehyd. Durch ein zweidimensionales GC/MS konnte der

gesuchte Aromastoff schlie3lich angereichert und ein MS-Spektrum erhalten werden (Abbil-

dung 35). Das MS-CI-Spektrum zeigte eine Molmasse von 190 (Abbildung 36).
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Abbildung 35: MS-Spektrum der Verbindung 14 im EI-Modus
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Abbildung 36: MS-Spektrum der Verbindung 14 im CI-Modus
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Die Differenz von 18 zur Massenspur m/z 173 (Abb. 7) kénnte auf eine Wasserabspaltung
deuten. Massenspektren von anderen dreifach ungesattigten Aldehyden, z.B. (E,E,E)-2,4,6-
Nonatrienal, (E,E,Z2)-2,4,7-Decatrienal und (E,Z,Z2)-2,4,7-Tridecatrienal zeigen ebenfalls die
Massen m/z 79 und m/z 91 als wichtige Fragmente. Aufgrund der Moleklimasse von 190
konnte somit die Struktur eines Tetraenals vermutet werden, z.B. des Tridecatetraenals.
Vergleichende MS-Daten von anderen Tetraenalen wurden in der Literatur nicht gefunden,
jedoch aber Spektren von Dien-, Trien- und Tetraenen. Millar (2000) zeigte anhand von No-
nadecadi-, tri- und tetraen die jeweils charakteristischen Massenpeaks. Auch hier waren fir
die Triene und Tetraene die Massenspuren 79 und 91 von grol3er Bedeutung. Auch bei lang-
kettigen Methylestern von langkettigen Fettsauren mit Dreifach- und Vierfachbindung waren
m/z 79 und m/z 91 die Hauptfragmente (Noble et al. Nawar 1971 b). Noble et al. Nawar
(1971 a) vermuteten Tridecatetraenal als Autoxidationsprodukt aus Methyl-4,7,10,13,16,19-
Docosahexanoat; ein eindeutiger Nachweis konnte aber aufgrund fehlender Referenzsub-
stanz nicht erbracht werden. Broekhof et al. (1986) synthetisierten ein Tridecatetraenal-
Isomer. Das entstandene Isomer (E,Z,Z)-2,4,7,12-Tridecatetraenal, das mit einem ,griinen,
strengen Geruch nach Alge, Metall, Maigldéckchen, Fett, Nitril und Meer” beschrieben wurde.
Leider sind dort aber keine Angaben Uber RI-Werte und MS-Spektren vorhanden.

In Anlehnung an die Synthese von Nonatrienal und Decatrienal (Schuh und Schieberle,
2005) wurde Tridecatetraenal mittels Wittig-Reaktion synthetisiert. Obwohl die gesuchte un-
bekannte Verbindung in Spuren entstand, wurde hauptsachlich ein leicht fettig riechendes
Isomer mit Rl = 2573 (FFAP) gebildet.

Um das MS-Spektrum der Verbindung 14 mit einem Tridecatetraenal-Isomer vergleichen zu
kénnen, wurde dann (Uber eine basenkatalysierte Aldoladdition all-trans-2,4,6,8-
Tridecatetraenal synthetisiert. Hierbei stellte sich heraus, dass bei der Wittig-Reaktion als
Hauptprodukt all-trans-2,4,6,8-Tridecatetraenal gebildet wurde. Die Struktur wurde mittels H-
NMR und COSY uberprift (Abbildung 37).

9.|6 6.|14 6.|43 |6.24 6.|17 2.|16 l.|33
H
AN X N
0 | | | | | |
7.13 6.68 6.47 591 142 0.87

Abbildung 37: Struktur von all-trans-2,4,6,8- Tridecatetraenal mit Zuordnung der &-Werte aus
NMR-Daten

61



Verglichen mit dem MS-Spektrum des gesuchten Isomers waren die Massenfragmente m/z
79, 91, 105, 161 und 147 ebenfalls im all-trans-2,4,6,8- Tridecatetraenal von Bedeutung

(Abbildung 38).
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Abbildung 38: Massenspektren (MS-EI) von all-trans-2,4,6,8,-Tridecatetraenal

Da sich Verbindung 14 und das synthetisierte all-trans-2,4,6,8,-Tridecatetraenal lediglich

hinsichtlich der RI-Indices unterschieden (vgl. Tabelle 13), wurden zunachst Daten aus der

Literatur zu ungesattigten Aldehyden mit 13 C-Atomen gesucht.

In Tabelle 14 sind alle bekannten Literaturdaten Uber RI-Indices von Aldehyden mit 13 C-

Atomen aufgelistet. Je mehr trans—Doppelbindungen (an den C-Atomen 2,4,6 und 8), desto

spater wird die Verbindung eluiert. Die Retentionsindexdifferenz zwischen der OV-1701 und
der DB-5 Saule betrugt ca. 160 bei Verbindung 14. Die gleiche Differenz tritt bei den De-

catrienalen mit isolierter cis-Doppelbindung auf. Bei den all-trans Verbindungen ist der Un-
terschied hoher. Es konnte sich somit bei Verbindung 14 um das (E)-2,(2)-4,7,10-

Tridecatetraenal handeln. Ein moglicher Bildungsweg aus DHA ist in Abbildung 39 darge-

stellt. Der Bildungsweg ist analog auch aus EPA oder Eicosahexaensdure mdaglich.
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Tabelle 13: Retentionsindizes von gesattigten bzw. ungesattigten Aldehyden mit 13 C-

Atomen. Daten zu Tridecatrienal aus Blank (2001)

Ov1701 DB5 FFAP Geruchsqualitat
Tridecanal 1594 1512 1795
E-2-Tridecenal 1650 1581 1956 grin, Metall
E.E -2,4 -Tridecadienal 1791 1631 2100
E,Z,Z -2,4,7-Tridecatrienal 1737 1584 — Meer, EiweilR
E.E,Z -2,4,7-Tridecatrienal 1771 1630 — Tier

E,E,E -2,4,7-Tridecatrienal 1791 1647 -
E.E,E -2,4,6-Tridecatrienal 1883 1708 2342
all-trans-2,4,6,8,-Tridecatetraenal 1988 1785 2573

Tier, Schwein

Verbindung 14 1737 1573 2100 nasses Hundefell
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— — — S — — O~R
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Abbildung 39: Méglicher Bildungsweg von Tridecatetraenal aus DHA

4.4.2.2. Wichtige Aromastoffe in kommerziellem Fischél (Aldrich)

Weiterhin wurde zur Klarung von Aromastoffen mit fischigem Fehlaroma ein kommerziell

erhaltliches, undesodoriertes Menhadendl (Sigma Aldrich) mit einem bereits stark unange-

nehm fischigen Geruch verwendet. Das Menhadendl wies im Vergleich zu Omevital 18/12

TG Gold einen geringeren Anteil an EPA (13%) und DHA (13,5%) auf (Abbildung 40).

Wie das Aromaprofil in Abbildung 41 zeigt wurde dieses Fischdl als wesentlich fischiger be-

wertet al.s das belichtete Fisch6l von Cognis. Die Ergebnisse der AEVA in Kombination mit

den Daten der ldentifizierungsexperimente zeigten, dass darin (Z)-1,5-Octadien-3-on eben-

falls mit einem FD = 8192 die wichtigste Aromakomponente war. Weitere Aromastoffe waren

mit jeweils einem FD von 2048 das gurkige (E,Z)-2,6-Nonadienal, das frisch terpenartige

(E,Z,2)-1,3,5,8-Undecatetraen, das melonenartige (Z,Z2)-3,6-Nonadienal und eine fettige,

63



firnartig

riechende Verbindung mit RI (FFAP) = 1517. Mit einem FD von 1024 folgte das fetti-

ge (E,E)-2,4-Decadienal.
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Abbildung 40: Fettsauremuster des kommerziellen Menhadendls (Sigma Aldrich)
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Abbildung 41: Aromaprofil von Menhadendl (Sigma Aldrich) im Vergleich zu Omevital 18/12

TG Gold

(Cognis), frisch und 48h oxidiert.
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Im kommerziellen Fischél wurden auch 1-Octen-3-on (FD=512), Undecatrien (FD 256) und
(2)-4-Heptenal (FD 128) gefunden. Eine geringere Bedeutung als im oxidiertem Fischdl hatte
mit einem FD < 16 das stechende 1-Penten-3-on. Andere Aromastoffen mit einem FD < 32
waren griine Komponenten, u.a. (Z)-3-Hexenal, (E)-2-Hexenal oder das haferartige (E,E,Z)-
2,4,6-Nonatrienal. Trans-4,5-Epoxy-2,7-decadienal hatten mit FD = 16 und Tridecatetraenal
mit FD = 32 einen geringeren Beitrag am Aroma des kommerziellen Fischdls, konnten aber
ebenfalls nachgewiesen werden.

4.4.2.3. Aromaaktive Verbindungen in mikroverkapseltem Fischol (MFO)
4.4.2.3.1. Optimierung der Extraktion und Destillation von MFO
Im Gegensatz zu Fisch6l musste bei mikroverkapseltem Fischol (MFO) zunachst durch Was-

serzusatz das Verkapselungsmaterial suspendiert werden, um die Aromastoffe zu extrahie-
ren. In Abbildung 42 ist zu erkennen, dass sich MFO durch einen Losungsmittelzusatz nicht
in Suspension bringen lieRen, im Gegensatz zu Wasser.

Abbildung 42: Von links nach rechts 1,5 g MFO mit jeweils 16 ml Wasser, Diethylether
(DEE), Pentan (P), Dichlormethan (DCM) versetzt

Fur die Destillation wurde daher MFO zunachst mit einer DEE/H,O-Mischung versetzt. Auf-
grund des hohen Anteils an emulgierendem Verkapselungsmaterial traten im Vergleich zur
Destillation mit DEE von Fischol bei der Destillation von MFO/ nOSA erhebliche Verluste auf.
Der grofite Teil des LOsungsmittels konnte nicht vom Verkapselungsmaterial abgetrennt
werden, auch durch die SAFE-Destillation konnte dieses Problem nicht behoben werden.
Deshalb wurde zunéchst versucht mit DCM/H,O-Mischung das MFO zu re-suspendieren und
das Losungsmittel durch Zentrifugation abzutrennen und somit ohne Verkapselungsmaterial
der SAFE-Destillation zu zu fihren. Da dies jedoch nur bedingt zu einer Verbesserung fuhrte
und hohe Verluste zu verzeichnen waren, wurden die MFO-Ansatze mit verschiedenen Lo6-

sungsmitteln (s. Abb. 14) und Wasser in unterschiedlichen Mischungsverhéltnissen (s. Abb.
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15) um die Extraktion zu optimierenn. Auch die Reihenfolge der Zugabe von Wasser und
Losungsmittel wurde untersucht.

Zu den Abbildungen 42-44: Zuordnung der verwendeten Losungsmittel: Rohrchen Nr.1, 4, 7
mit Diethylether (DEE); R6hrchen Nr. 2, 5, 8 mit Pentan (P); Rohrchen Nr. 3, 6, 9 mit Dich-
lormethan (DCM).

Abbildung 43: Nr.1-6 jeweils m(MFO): m (H,O): m( Lésungsmittel) = 1: 2,5 : 2,5. Nr.1-3 wur-
de zuerst Wasser, dann Losungsmittel zugegeben, in 4-6 gleichzeitige Zugabe von Wasser

und Lésungsmittel

Abbildung 44: Zuerst mit Wasser gemischt, dann Losungsmittel hinzugefigt, im Vergleich zu
Abbildung 43 verandertes Massenverhaltnis der Rohrchen Nr.7-9: m(MF): m (H,O): m( L6-
sungsmittel) = 1: 5: 5

In Abbildung 45 mit rotem Kreis gekennzeichnet, kann man besonders gut erkennen, wie die
DCM-Tropfchen in wassrigem Verkapselungsmaterial eingebettet sind. Diese waren auch
durch Zentrifugation nicht abzutrennen, und die gallertartige Masse verstopfte die SAFE-
Apparatur. Wie in der letzten Abbildung der Versuchsreihe zu sehen, wurde auf3erdem ver-

sucht durch kurzes Erhitzen (1 min, 80C) die Emuls ion aufzubrechen.
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Abbildung 45: Versuch wie in Abb. 42 nur zusatzlich fir 1 Minute in 80T heil3es Wasserbad
gegeben.

Alle Versuchsreihen fiihrten allerdings nicht zu einem schnelleren und verlustarmen Abtren-
nen des Losungsmittels. Zuletzt wurde daher das MFO nur in dest. Wasser suspendiert und
die Aromastoffe mittels SAFE-Destillation isoliert. Der erhaltene wéassrige Aromaextrakt wur-
de danach mehrfach mit DEE ausgeschiittelt. Obgleich die SAFE-Destillation mit wassriger
Lésung langwieriger war, so hat sich diese Vorgehensweise als Methode der Wahl erwiesen.
Bei den MFO Kas-Proben wurde die SAFE-Destillation des Wasserextraktes durch eine hef-
tige Schaumbildung erschwert, so dass vor der Destillation einige Tropfen Silicon-

Entschaumer zur MFO-Suspension zugegeben werden mussten.

4.4.2.3.2. Aromaextraktverdiinnungsanalyse von MFO
Die Ergebnisse der AEVA des ungelagerten, im Labormal3stab hergestellten mikroverkapsel-

ten Fischdls ist in Abbildung 46 zusammen mit den Strukturformeln der wichtigsten Verbin-
dungen zu sehen. Parallel zu diesen Untersuchungen wurde das frische Fisch6l sowie das
96 h belichtete Fischdl der gleichen Charge untersucht. Zum Vergleich sind die wichtigsten
Verbindungen aus AEVAs des frischen und belichteten Fischéls in Tabelle 14 gegenliberge-

stellt, jeweils bezogen auf 50 g Fischdl.
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Abbildung 46: FD-Chromatogramm von mikroverkapseltem Fischdl (nOSA), ungelagert

Tabelle 14: Aromaaktive Verbindungen (FD = 16) in ungelagertem, mikroverkapseltem
Fischél (MFO) im Vergleich zu frischem (F) und 96 h belichtetem Fischol

Verbindung Geruchseindruck F 96h MFO
(2)-1,5-Octadien-3-on nach Geranie 8 = 4096 256
(Z,2)-3,6-Nonadienal nach Melone 2 512 128
(E,2)-2,4-Nonadienal gran, fett - 128 128
Sotolon nach Maggi, wirzig - - 128
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal metallisch - 8 32
trans-4,5-Epoxy-deca-2,7-dienal metallisch - 1024 32
Tridecatetraenal® nasses Hundefell 2 512 32
1-Octen-3-on nach Pilz 1 2048 16
(E,Z,2)-1,3,5,8-Undecatetraen frisch, terpenig 2 = 4096 16
unbekannt Gurke - k.A. 16
unbekannt fett - k.A. 16

k.A., da kein direkter Vergleich der Proben untereinander beziiglich dieser einzelnen Verbindungen

Die Ergebnisse zeigten, dass es vermutlich bereits durch die thermische Belastung bei der
Sprihtrocknung des MFO zur Entwicklung von Fettoxidationsprodukten kommt, wenngleich
nicht so intensiv, wie in den Belichtungsversuchen.

Auffallig war jedoch die maggiartige Note des gesamten Aromaextrakts. Im Gegensatz zu

oxidiertem Fischdl wurde im MFO das maggiartige Sotolon gefunden (Nachweis durch RI
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und Geruch), welches einen hohen FD von 128 aufwies. Sotolon kdnnte aus Reaktionen des
Verkapselungsmaterials wahrend der Spruhtrocknung gebildet werden.

Da es ebenfalls Ziel war, die Mikroverkapselung im industriellen Mal3stab zu verwenden,
wurden im spateren Verlauf des Projektes auch Proben im Spruhturm getrocknet (Cognis,
lllertissen). Industrielle MFO-Proben wurden mit nOSA und Kaseinat (KAS) verkapselt, und
ebenfalls fur die AEVA verwendet. Signifikante Veranderungen konnten allerdings nicht ver-
zeichnet werden, jedoch lag bei industriellem MFO (nOSA und KAS) insbesondere der FD
von (Z)-1,5-Ocadien-3-on etwas hoher. Im Vergleich mit frischen MFO-Proben wurden jene

aus industriellem Maf3stab leicht fischiger bewertet als jene aus dem Labormalfistab.

4.4.2.4. Sensorische Bewertung von MFO und von mit MFO angereicherten Lebensmitteln
4.4.2.4.1. Mikroverkapseltes Fischdl
Bereits bei frischem MFO war orthonasal eine hohe bis sehr hohe Unterscheidbarkeit zwi-

schen der Verkapselung mit nOSA und Kaseinat detektierbar. Jedoch war bereits bei fri-
schem MFO ortho- und retronasal keine Akzeptanz der Probanden gegeben. Orthonasal
waren nach 2-wdchiger, anaerober Lagerung bei 20C geringe und bei 37<C signifikante
Unterschiede zu den frischen Proben zu verzeichnen. Auch orthonasale Vergleiche zwischen
dem im Industrie- und Labormafstab hergestellten nOSA-MFO wurden durchgefuihrt. Es
ergab sich eine hohe Unterscheidbarkeit. Probanden, die im Triangeltest richtig unterschie-

den haben bezeichneten im allgemeinen das industrielle MFO als fischiger.

4.4.2.4.2. Brotbackmischung mit MFO angereichert
Bei der frischen Brotbackmischung wurden zunachst Stiicke (6-8 g) mit Krume und Kruste

ortho- und retronasal beurteilt. Bei der Doppelbestimmung wurden zunéchst keine bzw. eine
geringe Differenzierbarkeit zur Kontrolle festgestellt, sowohl bei Proben mit 1% MFO Kasei-
nat, als auch bei Proben mit 1% MFO nOSA. Um Differenzen durch unterschiedlich groR3e
Anteile der Kruste zu vermeiden, wurden nochmals Triangeltests durchgeftihrt, jedoch Kru-
me und Kruste getrennt getestet. Hier waren mit einem Signifikanzniveau von a > 0,20 (vgl.
Amtl. Sammlung 8 64 LFGB) keine Unterschiede zwischen frischer Kontrollbackmischung
und frischer mit MFO angereicherter Backmischung zu verzeichnen. Dies galt sowohl fur die
Verkapselung mit Kaseinat als auch mit nOSA (Tabellen 15 und 16).

Aufgrund der orthonasalen Ergebnisse von Krume und Kruste getrennt und der retronasalen
Ergebnisse von Krume wurde auf einen weiteren retronasalen Triangeltest der Kruste ver-
zichtet, da insbesondere der Anteil gleichmafdig gebraunter Kruste nicht ausreichend war. So

wurde auch nur die Krume der gelagerten Proben sensorisch beurteilt (Tabelle 17).
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Tabelle 15:Triangeltest von frischer, ungelagerter Brotbackmischung mit und ohne MFO

Kaseinat
Brot, angereichert mit 1% MFO Kaseinat
Kruste/ Krume Krume Kruste
Teilnehmer | richtige Antwort | Teilnehmer | richtige Antwort | Teilnehmer | richtige Antwort

Retronasal 14 2 13 2 - -

14 8 13 3 - -
Orthonasal 14 3 13 2 13 4

14 8 13 5 13 3

Tabelle 16: Triangeltest von frischer, ungelagerter Brotbackmischung mit und ohne MFO
nOSA

Brot, angereichert mit 1% MFO nOSA

Kruste/ Krume Krume Kruste

Teilnehmer | richtige Antwort | Teilnehmer | richtige Antwort | Teilnehmer | richtige Antwort
Retronasal 13 4 14 3 - -
13 7 14 4 -
Orthonasal 13 4 13 2 13 4
13 8 13 5 13 3

Tabelle 17: Triangeltest von 3 Monate gelagerten Brotbackmischung mit MFO im Vergleich

zu Brotbackmischungen ohne MFO

1% MFO Kaseinat 1% MFO nOSA
Teilnehmer richtige Antwort | Teilnehmer richtige Antwort
Retronasal 13 13 13 13
13 11 13 10
Orthonasal 13 13 13 13
13 11 13 11

Da bei der ungelagerten Brotbackmischung keine sensorischen Unterschiede im Triangel-
tests festgestellt werden konnten, wurde zunachst vermutet, dass der Anteil von 1% MFO ein
geeigneter prozentualer Zusatz ist, bei dem ein Off-flavor unter der Wahrnehmungsschwelle
liegt oder die durch Backen entstehenden Rdstprodukte geringe Fehlaromen Uberdecken.
Das MHD von Brotbackmischungen wird im Regelfall bei einer kiihlen und trockenen Lage-
rung fir 6 Monaten gewahrt. Deshalb war es Ziel, die Brotbackmischungen, gelagert bei
20T (+/- 2C) und in einer luftdurchlassigen Verpa ckung (handelslibliche beschichtete Pa-
piertite), bis zu einer Lagerung von 6 Monaten sensorisch zu beurteilen. Jedoch bereits
nach 3 Monaten Lagerung waren die mit MFO, sowohl nOSA- als auch Kasei-
nat-Verkapselung, hergestellten Brote signifikant unterscheidbar von den Broten ohne
MFO-Zusatz. Trotz des nur 1%igen Zusatzes wurden die Brote mit MFO orthonasal und
retronasal als deutlich fischiger bezeichnet. Die Akzeptanz war bem Brot mit MFO im Ge-

gensatz zum Brot ohne MFO nicht gegeben. Eine ausreichende Lagerféhigkeit Uber
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6 Monate fur Brotbackmischungen mit MFO konnte somit durch die Mikroverkapselung we-
der durch nOSA, noch durch Kaseinat erzielt werden. Sicherlich spielt hierbei die luftdurch-
lassige Verpackung eine wesentliche Rolle. Fir vergleichende Untersuchungen waren aber

keine unter Vakuum verpackten Proben vorhanden.

4.4.2.4.3. Sauglingsanfangsnahrung mit MFO angereichert
Aus Tabelle 18: ist ersichtlich, dass bereits die Sauglingsanfangsnahrung (SAN) bei den or-

thonasalen Triangeltests der frischen SAN eine sehr hohe Unterscheidbarkeit aller mit MFO
zur Kontrolle ohne MFO gegeben ist. Bei den retronasalen Tests schwanken die Ergebnisse
zwischen keiner und hoher Unterscheidbarkeit. Nur bei sojabasierter SAN war bei retronasa-
ler Doppelbestimmung die Unterscheidbarkeit ausgepragt. Hier haben auch orthonasal alle
Probanden richtig unterschieden.

Weiterhin war die Unterscheidbarkeit im Gesamtaroma der Proben mit verschiedenen Ver-
kapselungsmaterialien interessant, wenngleich orthonasal nur eine mittlere Unterscheidbar-
keit zwischen Zusatz unterschiedlicher Verkapselungsmaterialien (Kaseinat und nOSA) ver-
zeichnet wurde. Alle Probanden, die richtig differenziert haben, bewerteten aber SAN mit
MFO KAS fischiger als SAN mit MFO nOSA. Auch retronasal wurde SAN mit MFO KAS als

fischiger bewertet.

Tabelle 18: Triangeltest auf Unterscheidbarkeit von soja- oder milchbasierter SAN mit und

ohne Zusatz von MFO

milchbasierte SAN mit 5% MFO angereichert
nOSA/Kontrolle ohne MFO Kaseinat/Kontrolle ohne MFO
. . richtige | Abweichung . richtige Abweichung
frische SAN | Teilnehmer Antwort Skala 0-3 Teilnehmer Antwort Skala 0-3
Retronasal 14 6 1,41 14 8 1,53
13 11 (+/-0,13) 13 13 (+/-0,22)
Orthonasal 14 12 2,16 14 13 2,17
16 14 (+/- 0,28) 16 15 (+/-0,19)
I i i 0, I-
milchbasierte SA’\(I:E;';SAJ MFO angerei sojabasierte SAN mit 5% MFO angereichert
nOSA/Kaseinat nOSA/Kontrolle ohne MFO
. . richtige | Abweichung . richtige Abweichung
frische SAN | Teilnehmer Antwort Skala 0-3 Teilnehmer Antwort Skala 0-3
Retronasal 14 9 1,37 14 11 1,66
13 7 (+/- 0,59) 13 11 (+/- 0,22)
Orthonasal 14 9 1,99 14 14 1,82
17 12 (+/- 0,14) 16 16 (+/-0,07)
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Bei Sauglingsanfangsnahrung konnte zwischen den Verkapselungsmaterialien nicht unter-
schieden werden. Laut Panelteilnehmern war das fischige, stechende Aroma bei beiden Ver-
kapselungsmaterialien so dominierend, dass eine beschreibende Differenzierung nicht mog-
lich war. Da bereits bei frischer SAN eindeutig zwischen den jeweiligen Proben unterschie-
den wurde, wurden von den gelagerten Proben keine weiteren Triangeltests mehr gemacht,
sondern nur Aromaprofile erstellt (Abbildung 47A).

In Bild A ist zunachst das Aromaprofil milchbasierter SAN mit MFO nOSA dargestellt. Es ist
eindeutig erkennbar, dass bereits ungelagerte SAN mit MFO nOSA geruchsaktiver als die
Kontroll-SAN ohne MFO war. Wahrend der Lagerung veranderte sich die Kontrolle kaum,
wahrend eine deutliche Zunahme der Geruchsaktivitat von SAN mit Zusatz zu verzeichnen
ist. Weiter war erkennbar, dass wahrend der Lagerung bei 37T eine raschere Zunahme als
bei einer Lagerung von 20<C stattfand. Jedoch nahm die Geruchsaktivitat in beiden Fallen
stetig zu.

Ebenfalls milchbasierte SAN ist in Abbildung 47B zu sehen. Jedoch wurden hier verglei-
chend jeweils die Anfangs- und Endpunkte der Lagerung von MFO KAS und von MFO nOSA
dargestellt. Bei KAS als Verkapselungsmaterial ist ein @hnlicher Verlauf zu verzeichnen. U-
berraschend war jedoch, dass die im Triangeltest als fischiger bezeichnete SAN mit MFO
KAS, die hier teilweise eine geringere Flache aufweist, jeweils als stechender bewertet wur-
de. Zur Vervollstandigung wurden in Bild C die Profile der sojabasierten SAN mit MFO nOSA
dargestellt. Im Vergleich zur milchbasierten Probe ergab sich jedoch kein besonder Unter-
schied, sondern es wurde ebenfalls eine stetige Zunahme der Geruchsaktivitat wahrend der

Lagerung detektiert.
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Abbildung 47: Bild A zeigt das Aromaprofil der milchbasierten SAN mit MFO nOSA im Ver-
lauf der Lagerung im Vergleich mit Kontroll-SAN ohne MFO; in Bild B sind jeweils Anfangs-
und Endpunkte von SAN mit MFO KAS der von SAN mit MFO nOSA gegenlbergestellt.In
Bild C dargestellt ist die sojabasierte SAN mit MFO nOSA im Verlauf der Lagerung vergli-

chen zur sojabasierten Kontroll-SAN ohne MFO.
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4.4.2.5. Quantifizierung einzelner Markerverbindungen in MFO
Aus den mittels AEVA ermittelten Hauptaromastoffen, wurden wenige Verbindungen ausge-

wahlt, die als Qualitatsmarker flur Fischdl, bzw. mikroverkapseltes Fischdl vorgeschlagen
werden konnen. In Tabelle 19 ist ein vorliegender Datensatz (Einfachbestimmung) des in-

dustriell hergestelltem MFO dargestellt.

Tabelle 19: Konzentration von 4 Aromastoffen in gelagertem, mikroverkapselten Fischol
(MFO)

Konz. (ug/kg Ol)

Aromastoff T Lagerdauer Lagertemperatur
yp (Wochen) 20T 37C
(2)-1,5-Octadien-3-on n-OSA 2 0,007 0,1
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal n-OSA 2 0,006 0,008
(E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal KAS 2 0,01 0,03
(E)-2-Hexenal n-OSA 2 — 0,3
(E)-2-Hexenal n-OSA 4 0,16 0,54
(E)-2-Hexenal n-OSA 9 0,41 0,70
1-Penten-3-on n-OSA 4 0,04 0,14
1-Penten-3-on n-OSA 9 0,10 0,17

Wie zu erwarten ist die jeweilige Konzentration bei erhohter Lagertemperatur ebenfalls er-
hoht, wie an (Z2)-1,5-Octadien-3-on und (E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal zu sehen ist. Anhand von
(E)-2-Hexenal und 1-Penten-3-on in NOSA ist der tendenzielle Konzentrationsanstieg mit der

Lagerdauer auch bei 20T zu beobachten.

4.4.3 Beurteilung der Oxidationsstabilitat von mikroverkapselten Olen in verschiedenen
Lebensmittelsystemen (FS1)

Auf Basis der Erfahrungen der Industriepartner und der Forschungsstellen ist eine Anreiche-
rung von Wurst- und Backwaren (insbes. Brot) ohne Qualitétsverlust bei Einsatz eines hoch-
wertigen Ols bzw. Omega-3-Konzentrats méglich. Die Anreicherung von Friihstiickscerealien
wird aufgrund der PartikelgroRe des mikroverkapselten Ols als schwierig angesehen. Eine
Patentrecherche zeigte, dass in der Lebensmittelindustrie alternative Verfahren zur Anrei-
cherung bereits existieren. Auf Basis dieser Informationen wurden zusammen mit dem pro-

jektbegleitenden Ausschuss folgende Lebensmittelsysteme fir die Anreicherung ausgewahit.

Sauglingsanfangsnahrung (milch- und sojabasiert)
Musliriegel (ohne/mit Schokolade): Musliriegel sollen exemplarisch als Beispiel fir ein
getreidehaltiges Lebensmittel untersucht werden. In einem ersten Schritt ist die Stabi-

litat des mikroverkapselten Ols und die Produktsensorik direkt nach der Herstellung
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zu Uberprifen. Als Alternative wurde die Anreicherung einer Brotbackmischung ange-
regt.
Tabletten

Nach Herstellung eines Produktionsansatzes mikroverkapselten Fischdls unter Verwendung
von Natriumkaseinat bzw. n-OSA-Starke als Emulgatoren bei der Cognis Deutschland
GmbH, wurden bei den Industriepartnern verschiedene Lebensmittelsysteme angereichert.
Die sensorische Bewertung des mikroverkapselten Fischdls und der damit angereicherten

Lebensmittelsysteme wurde von einem trainierten Sensorikpanel an der FS1 vorgenommen.
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Abbildung 48: Sensorische Bewertung von mikroverkapseltem Fischdl nach dreimonatiger

Lagerung bei 20 T

Die Sensorik des mikroverkapselten Fischéls wurde mittels bewertender Prifung mit Skala
nur im Attribut ,Maggi“ als unterschiedlich bewertet. Das Attribut war im OSA-Starke —

basierten mikroverkapselten Fischol deutlicher ausgepragt als in der Natriumkaseinat-
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basierten Variante. Sowohl nach dreimonatiger Lagerung bei 20C als auch bei sechsmona-
tiger Lagerung bei 5 T wurden signifikante Abweich ungen im Vergleich zur Kontrolle (Lage-
rung bei —18<TC) festgestellt. Dartiber hinaus wurden auch deutliche Unterschiede zwischen
den in den beiden verschiedenen Matrices verkapselten Olen beschrieben. Die Intensitat der
beiden Deskriptoren metallisch und stechend nach dreimonatiger Lagerung bei 20  war
z.B. bei dem in OSA-starkebasierter Matrix verkapselten Fischdl deutlich erhoéht (Abbildung
48).

Bei der Herstellung von Oblongtabletten unter Zusatz von variierenden Mengen (200 —
1000 mg mikroverkapseltes Fischol/Tablette) an mikroverkapselten Fischol auf Basis von
OSA-Starke konnte die grundsatzliche Pressbarkeit des mikroverkapselten Fischols gezeigt
werden (durchgefihrt bei der Fa. Queisser, Flensburg). Die Produktsensorik wich bereits
unmittelbar nach Herstellung signifikant vom mikroverkapselten Fischol ab und wurde vom

Panel als stechend und fischig beschrieben.

Die Anreicherung von Musliriegeln wurde nach ausfuhrlicher Ricksprache und Diskussion
mit Mitarbeitern der Produktentwicklung zweier flhrender Hersteller der entsprechenden
Produkte im Technikum an FS1 durchgefiihrt. Die ausgewahlte Rezeptur basierte auf Hafer-
flocken und Haferfleks als Getreidekomponente und einer Bindermasse bestehend aus Ko-
kosfett, Zucker, brauner Zucker und Honig. Letztere wurde auf ca. 115 erhitzt. Die Zugabe
des mikroverkapselten Fischdls erfolgte entweder in die Bindermasse oder in die Getreide-
mischung. Bei einer dritten Variante wurde ein Misliriegel mit Schokoladeniberzug herge-
stellt, bei dem die Zugabe des mikroverkapselten Fischols in den Uberzug erfolgte. Die Rie-
gel wurden vakuumverschweif3t und kihl gelagert. Die sensorische Begutachtung erfolgte
nach 24-stindiger Lagerung. Die Kontroll-Riegel hatten einen charakteristischen Honig-
Geruch. Im Gegensatz dazu konnte bei den mit mikroverkapselten Fischdl angereicherten
Riegeln unabhéngig von der Art der Zugabe (im Binder, Uber die Getreidemischung, im
Schokoladentuiberzug) eine signifikante Abweichung im Geschmack (muffig, stark metallisch)
nachgewiesen werden. Der Geruch der Uber den Binder angereicherten Riegel wurde als
muffig bezeichnet, der Geruch der Uber die Trockenstoffe angereicherten Riegel wurde hin-
gegen nicht als stark abweichend von der Kontrolle wahrgenommen. Auf Grund der unbe-
friedigenden Ergebnisse aus diesen Vorversuchen erfolgten keine weitergehenden Untersu-

chungen in Zusammenarbeit mit den Industriepartnern.
Brotbackmischungen auf Basis von Mehl der Type 550 wurden bei der Mihlenchemie GmbH
& Co. KG mit mikroverkapselten Olen (Kaseinat- und OSA-Starke basierte Matrices) zu 1%

angereichert. Die Produktsensorik des gebackenen Brotes unmittelbar nach Ausmischen der
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Backmischungen wies keine signifikanten Unterschiede zur nicht angereicherten Kontrolle
auf. Bereits nach 3 Monaten Lagerung der Backmischungen bei 20C wurden nach Ausba-
cken des Brotes hochsignifikante Abweichungen zwischen angereichertem Produkt und der
Kontrolle festgestellt. Das angereicherte Produkt wurde unabhangig von der Tragermatrix

des mikroverkapselten Fischdls als fischig, metallisch und muffig beschrieben.

Die Anreicherung von Sauglingsanfangsnahrung mit mikroverkapselten Fischol wurde bei
der Humana GmbH zu 5% durchgefiihrt. Angereichert wurde eine milchbasierte Nahrung
sowie eine Sojaproteinisolatbasierte Nahrung. Die milchbasierte Sauglingsanfangsnahrung
wurde sowohl mit kaseinatbasiertem als auch OSA-starkebasiertem mikroverkapselten
Fischoél angereichert. Die sojabasierte Sauglingsanfangsnahrung wurde nur mit mikroverkap-
seltem Fischdl auf OSA-Basis angereichert. Bereits unmittelbar nach der Anreicherung wur-
den signifikante Unterschiede in der Sensorik im Vergleich zur nicht angereicherten Kontrolle
festgestellt. Die Abweichungen wurden als fischig und metallisch beschrieben. Mdgliche
sensorische Abweichungen wahrend der Lagerung wurden im Vergleich gegen die angerei-
cherte Sauglingsnahrung gelagert bei -18 T untersu cht. Nach 2 Monaten Lagerung bei 37
T konnten keine statistisch signifikanten Untersch iede festgestellt werden. Nach viermona-
tiger Lagerung hingegen wichen die milchbasierten angereichten Produkte signifikant von
der jeweiligen Kontrolle ab. Die Abweichung wurde als stechend und muffig beschrieben. Die
sojabasierte Sauglingsanfangsnahrung wies bei der gewéhlten Lagerungstemperatur einen
sehr starken Eigengeruch auf, welcher vermutlich die fliichtigen Oxidationsprodukte der Au-

toxidation Uberlagerte, so dass keine signifikante Abweichung festgestellt wurde.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass eine Schadigung des Ols bereits wahrend des
Mikroverkapselungsprozesses auftreten kann, die die Sensorik des Produktes beeintrachtigt.
Darlber hinaus konnten in Abhangigkeit von der Verkapselungsmatrix Unterschiede in der
Produktsensorik festgestellt werden. Fir die industrielle Praxis sollte die sensorische Scha-
digung des Oles vor dem Spriihtrocknungsprozess minimiert werden. In weitergehenden
Versuchen wurde daher exemplarisch Uberprift inwieweit Uber die Zusammensetzung, eine
Maskierung oder eine Aromatisierung die Sensorik des mikroverkapselten Fischdls beein-
flusst werden kann. In Vorversuchen mit Fischélemulsionen wurden zunachst die Méglichkei-
ten einer Aromatisierung untersucht. Von den eingesetzten Aromen (Apfel, Orange, Zitrone,
Minze, Vanille, Apfel-Zitrone, Apfel-Vanille; 0,1-0,3 %) praferierten die Panelisten die Emul-
sionen, die mit der Kombination Apfel-Vanille aromatisiert worden waren. In einem Folgever-
such wurde eine Fischdlemulsion vor der Sprihtrocknung mit 0,13 % Apfel-Vanille-Aroma
aromatisiert und die Entwicklung der Produktsensorik des mikroverkapselten Fischéls Uber

einen Zeitraum von vier Wochen bei 20 T bewertet
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Abbildung 49: Sensorische Bewertung von mikroverkapseltem Fischél mit und ohne Aroma-

tisierung nach vierwochiger Lagerung bei 20 C

Aus Abbildung 49 ist ersichtlich, dass die Intensitat der ausgewahlten Geruchsattribute nach
vierwochiger Lagerung in dem aromatisierten mikroverkapselten Fischdl signifikant verringert
war. Der Zusatz von (-Cyclodextrin in die Sprihemulsion war hingegen weniger effektiv.
Zwar konnte durch einen einprozentigen Zusatz der spezifische Geruch des frischen Fisch-
0Ols in der Emulsion unterbunden werden, jedoch war die Intensitatsabnahme der ausgewahl-
ten Deskriptoren wahrend der Lagerung des mikroverkapselten Fischéls nur an einzelnen

Tagen und fir einzelne Deskriptoren signifikant.

Die Untersuchungen zeigen, dass die Anreicherung von pulverférmigen Lebensmitteln mit
mikroverkapselten Fischél mdglich ist, jedoch wéhrend der Lagerung i.d.R. erhebliche Ver-
anderungen gegeniber den Kontrollprodukten auftreten. Die sensorische Beurteilung der
Lagerproben lasst den Schluss zu, dass hierflr Uberwiegend der oxidative Abbau des ver-
kapselten Fischéls verantwortlich ist. Die in diesem Projekt untersuchte Matrixkapsel kann
deshalb auch nach Optimierung der Zusammensetzung und Verfahrensparameter nur als
~-Rumpfstruktur® betrachtet werden. Eine weitere Beschichtung dieser Matrixkapsel ist erfor-
derlich um eine akzeptable Lagerstabilitét hinsichtlich der sensorischen Eigenschaften pul-

verférmiger Produkte zu erreichen.
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5 Experimenteller Tell
5.1 Forschungsstelle 1

5.1.1 Mikroverkapselung mittels Spruhtrocknung

Die Mikroverkapselung mittels Sprihtrocknung wurde im Technikum an Forschungsstelle 1
durchgefuhrt. Die wasserldslichen Tragermatrixbestandteile wurde in destiliertem Wasser
gelost. Mit einem Dispergierwerkzeug wurde eine Grobemulsion hergestellt, dabei wurde das
Ol kontinuierlich der wassrigen Phase zugefiihrt. Der Homogenisierprozess wurde unter
Verwendung eines Hochdruckhomogenisators (Panda2K, GEA Soavi, Deutschland) durch-
gefuhrt. Zunachst wurden die Emulsionen einstufig bei 50 bar homogenisiert, daran an-
schlieBend erfolgte i.d.R. eine zweistufige Homogenisierung bei 200/50 bar mit zwei Durch-
laufen. Fur die Spruhtrocknung stand ein Niro Mobile Minor (Niro A/S, Danemark) zur Verfi-
gung. Die Zerstaubung erfolgte mittels rotierender Scheibe, die Trocknungstemperatur lag,
sofern nicht anders angegeben, bei 180/70 . Die T rocknungsversuche zur verfahrenstech-
nischen Optimierung wurden am Institut fir Thermische Verfahrenstechnik der Universitat

Karlsruhe (Forschungsstelle 2) durchgefiihrt.

5.1.2 Charakterisierung von Emulsionen und Mikrokapseln

Rasterelektronemikroskopische Aufnahmen wurden an einem CamScan 44 REM/EDX
(CamScan USA Inc., Cranberry, USA) angefertigt. Die physikalische Charakterisierung des
mikroverkapselten Fischols beinhaltete u.a. die Bestimmung der PartikelgroRe, der Oltropf-
chengroRRe, der Partikeloberflache und —dichte. Die Partikelgréf3e wurde nach Dispergieren
des mikroverkapselten Ols in MCT-OI (Miglyol 812, Sasol Germany, Deutschland) tber La-
serbeugung analysiert (Helos, Fa. Sympatec, Detuschland). Zur Bestimmung der Oltropfen-
gréRe wurde das mikroverkapselte Ol in destilliertem Wasser redispergiert und die Oltrop-
fengroBRe mit demselben System bestimmt. Die Linsenauswahl erfolgte entsprechend der
erwarteten mittleren DispersphasengréRe. Die wahre Dichte des mirkoverkapselten Ols wur-
de mittels Heliumpyknometrie bestimmt (AccuPyc, Fa. Porotec, Deutschland). Zur Oberfl&-
chenbestimmung wurde an der Forschungsstelle 1 das Gemini 2360 (Micromeritics, Mon-
chengladbach, Deutschland) verwendet. Die Proben wurden vor der Analyse 12 h entgast.

Die Bestimmung des Gesamtdlgehalts der Mikrokapseln erfolgte libe rdie Methode nach Mo-
jonnier (BVL L 02.06-E(EG) und 1(EG) bis 8(EG):1981-01, Methode 4, Anhang 2). Im Rah-
men der Untersuchungen zur Verteilung des extrahierbaren Ols wurden drei verschiedene
Methoden verglichen, die sich im Extraktionsldsungsmittel und der Durchfihrung unterschie-
den. Hierbei handelte es sich um die Soxhlet-Extraktion (40), eine petrolether-basierte
Schnellmethode zur Beurteilung von Milchpulver (29), sowie ein zweistufiges Verfahren zur

Bestimmung des Oberflachendls und des gesamt-extrahierbaren Ols (30).
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Die Visualisierung der Olfraktionen erfolgte tiber konfokale Laserscanningmikroskopie (Leica
TCS SP, Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland). Die Olphase wurde vor dem Mikrover-
kapselungsprozess mit Nilrot angefarbt, als Laser wurden ein He- und ein Ne-Ar-Laser bei

einer Wellenlange von 488 nm verwendet.

5.1.3 Bestimmung der Lipidoxidation

Die notwendige Extraktion der Olphase erfolgte nach Rekonstituieren des mikroverkapselten
Fischols zunachst unter Verwendung von Ethanol, Hexan und Petrolether (41). Da in einigen
Proben keine ausreichende Phasentrennung erreicht werden konnte, wurde nach ausfihrli-
chem Vergleich beider Extraktionsverfahren ein alternatives Verfahren basierend auf 2-
Propanol und Isooctan (42).

Die Bestimmung des Hydroperoxidgehalts erfolgte in Anlehnung an eine photometrische
Referenzmethode zur Bestimmung des Hydroperoxidgehalts in Milchfett (43). 2-Propanol
wurde als Losungsmittel verwendet, nach Zugabe aller Reagenzien wurden die Proben bei
60 T im Wasserbad fur 30 min inkubiert und die Extinktion nach Abkihlen der Probe bei
485 nm gemessen. Die Bestimmung der Anisidinzahl erfolgte nach dem Referenzverfahren
fr Bulkéle (BVL L 13.00-15:2001-07).

Die Bestimmung flichtiger sekundarer Lipidoxidationsprodukte erfolgte an Forschungsstelle
1 mittels statischer Headspace-Gaschromatographie. 1g Probe wurde mit 2 ml EDTA-
Lésung in 20ml-Probengefalen rekonstituiert. Nach 30mindtiger Inkubation wurde 1ml des
Kopfraums in einen Agilent 6890 GC injiziert. Bei der verwendeten S&ule handelte es um
eine VF-1701ms-Saule (60m*0,32mm*1,0um). Das Ofentemperaturprogramm war wie folgt:
45 C, Erhéhung auf 100 T mit %C/min, Erhéhung au f 240 T mit 15 T/min, 4min Halten.

Die Detektion erfolgte tber einen Agilent 5975 massenselektiven Detektor.

5.1.4 Sensorik

Die sensorische Bewertung des Fischols, der mikroverkapselten Ole und der angereicherten
Lebensmittel erfolgte Uber ein zehnkopfiges trainiertes Sensorikpanel an Forschungsstelle 1.
Folgende Methoden kamen zum Einsatz: Einfache beschreibende Prifung (DIN 10964, 196-
02). Die Deskriptoren wurden in Anlehnung an international anerkannte Referenzverfahren
ausgewahlt (ASTM E 1627-94; 2004). Triangeltests und Duo-Trio-Tests wurden nach den
Referenzmethoden ASTM E 1885-04 (1ISO-4120:2004) und ASTM E 2610-08 (DIN 10971,
2003-01) durchgefiihrt. Rangordnungsprifungen und Gleich-Ungleich-Test basierten auf den
Referenzmethoden nach DIN 10963, 1997-11, und ASTM E 2139-05 (DIN10954, 1997-10).
Die proben wurden dem Panel in blauen Normglasern (zur Prifung von Speisedlen, vertrie-

ben von der Deutschen Gesellschaft fir Fettwissenschaften) prasentiert.
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5.2 Forschungsstelle 2

Methodik der inversen Mikroramanspektroskopie

Zur Charakterisierung der Trocknungseigenschaften der in Tabelle 3 aufgelisteten Trager-
matrices, wurde die jeweilige wassrige Losung mit einer Rakel zu einem Film auf einer Glas-
platte ausgestrichen. Die Dicke der Filme lag zwischen 100-150 um. Die Glasplatte mit dem
ausgestrichenen Film befand sich bei jedem Versuch in einem auf 30 C temperierten Kanal,

der von trockener Zuluft (30 T) mit einer Stromung sgeschwindigkeit von 0,1 m/s durch-

? e
[l

stromt wurde.

« Glasplatte_  Film ¢
< Abluft_| _ <~—u
Heizplatte -
‘ ' N7 7]
Isolierung t l'/i
==ll|_Vorlauf Temperierung
Piezofokus T der Heizplatte
[0-200um] durch Kryostaten
| S— [20..60°C]
Mikroskop / konfokales L -
Raman-Spektrometer —>

Schwingungsisolierter Tisch

Abbildung 50: Aufbau des Trocknungskanals mit Inverser-Mikro-Raman-Spektroskopie

Mit der Inversen-Mikro-Raman-Spektroskopie (IMRS) kann berihrungslos, online und
ortsaufgeldst die chemische Zusammensetzung im Film gemessen werden. Dazu wird ein
Laserstrahl (514nm) in einem Punkt im Film fokussiert. Das Raman-Streulicht, welches durch
die Relaxation der Molekile an diesem Punkt emittiert wird, gelangt tber dasselbe Objektiv,
mit dem der Laser eingestrahlt wird, zurtick zum Spektrometer. Anhand der Raman-Spektren
kann aufgrund von Reinstoffkalibrierungen die chemische Zusammensetzung quantitativ
ausgewertet werden. Indem das Objektiv und damit der Fokuspunkt vertikal verschoben
werden, bestimmt man an allen vertikalen Positionen die chemische Zusammensetzung des
Films. Somit ist es moglich, den Verlauf der Wasserkonzentration bzw. —beladung im

schrumpfenden Film wéhrend der Trocknung zu messen.

Fir das Erstellen der Verlaufe der Konzentrationsprofile im trocknenden Film war eine um-

fangreiche Kalibrierung jedes Stoffsystems notwendig. Dies umfasste die Bestimmung tem-
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peraturabhangiger Brechungsindizes, Dichten sowie Ramanspektren der Reinstoffe und Ka-
librierungen verschiedener Verdinnungen der Matrixlosungen. Alle Rezepturen und Rein-
stoffe wurden beziiglich des Wassergehaltes auf den Gleichgewichtszustand unter Raumbe-
dingungen kalibriert. Dies bedeutet, dass beim Erreichen der Gutsfeuchte, die der Gleichge-
wichtsfeuchte unter Raumbedingungen entspricht, die normierte Beladung Null erreicht ist.
Die Messungen mittels Raman-Spektroskopie wurden auf diesen Zustand kalibriert. Eine

Beladung Null im Trocknungsversuch entspricht also der Feuchte bei Raumbedingungen.

5.3 Forschungsstelle 3

5.3.1 Chemikalien und Untersuchungsmaterial

5.3.1.1. Fischdl und mikroverkapseltes Fischdl
Untersuchungsmaterialien waren Fischdlproben von Menhaden, die mindestens 12 % DHA

und 18 % EPA aufwiesen. Die Proben waren alle winterisiert und gebleicht. Das kommerziell
erhaltliche Fischél von Sigma Aldrich war nicht desodoriert. Proben von Cognis waren so-
wohl deodoriert (Omevital 18/12 TG Gold), als auch undesodoriert (Fischol 18/12). Die mik-
roverkapselten Ole wurden aus Omevital 18/12 TG Gold hergestellt, bestehend aus 39%
Omevital, 48,75% Glucosesirup, 9,75% nOSA-Starke (Hi-Cap) und 2,5% Wasser. Der Antell
freien Fetts betrug 3,7 £ 0,02 % (Daten Universitat Kiel).

5.3.1.2. Mit mikroverkapseltem Fischdl angereicherte Lebensmittel

Angereicherte Brotbackmischung

Die Brotbackmischung bestand aus Weizenmehl Type 550, Kochsalz, Fettpulver, Enzymmi-
schung, Raffinadezucker, Ascorbinsaure und 1% MFO. Das Verkapselungsmaterial bestand
entweder aus Kaseinat oder aus nOSA-Starke. Als Kontrolle wurde die Mischung ohne MFO

verwendet.

Angereicherte Sauglingsanfangsnahrung (SAN)

Untersucht wurde Humana 1 (Milchwirtschaftliche Industrie Gesellschaft Herford) auf Milchb-
und auf Sojabasis. Der milchbasierten SAN wurden 5% MFO nOSA oder 5% MFO Kaseinat

zugesetzt.
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5.3.1.3. Referenzaromastoffe

Aromastoff Firma Ort
0-Decalacton Aldrich Steinheim
y-Decalacton Aldrich Steinheim
Decansaure Aldrich Steinheim
(E,E)-2,4-Decadienal Aldrich Steinheim
(E,2)-2,4-Decadienal Aldrich Steinheim
(E,E,2)-2,4,7-Decatrienal Synthese

Dodecanséaure Aldrich Steinheim
trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal Synthese

trans-4,5-Epoxy-2,7-decadienal Synthese

(E,E)-2,4-Heptadienal Aldrich Steinheim
y-Heptalacton Aldrich Steinheim
Heptansaure Fluka Neu-Ulm
(2)-4-Heptenal Symrise Holzminden
Hexanal Aldrich Steinheim
Hexanséaure Fluka Neu-Ulm
(E)-2-Hexenal Aldrich Steinheim
(2)-3-Hexenal Synthese

(E)-2-Hexen-1-ol Aldrich Steinheim
(2)-3-Hexen-1-ol Aldrich Steinheim
1-Hexen-3-on Lancaster Muhlheim
(E,E)-2,4-Nonadienal Aldrich Steinheim
(E,2)-2,6-Nonadienal Aldrich Steinheim
(E,2)-2,6-Nonadienol Aldrich Steinheim
(Z,2)-3,6-Nonadienal Synthese

(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal Synthese

0-Nonalacton Aldrich Steinheim
y-Nonalacton Aldrich Steinheim
Nonanal Aldrich Steinheim
(2)-2-Nonenal Synthese

0-Octalacton IFF

y-Octalacton Aldrich Steinheim
Octanal Aldrich Steinheim
Octansaure Aldrich Steinheim
(2)-1,5-Octadien-3-on Synthese

(E)-2-Octenal Aldrich Steinheim
1-Octen-3-on Lancaster Muhlheim
1-Penten-3-on Aldrich Steinheim
1,3,5,8-Undecatetraen Synthese

(E)-2-Undecenal Alfa
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5.3.1.4. Isotopenmarkierte Standards

Verbindung

[?H,]-Butterséure
[H4]-(E,E)-2-4-Decadienal

[*H4]-trans-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal

[*H4]- 2-Heptanol

[?H,]-(E)-2-Hexenal Synthese nach Literatur
[*H2]-(E,2)-2,6-Nonadienal

[*C,]-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal

[ 6-°H]-(2)-1,5-Octadien-3-on

[?H,]-1-Penten-3-on

5.3.1.5. Synthese neuer Aromastoffe
5.3.1.5.1. 2,4,6,8-Tridecatetraenal
Synthese von 2,4,6,8-Tridecatetraensduremethylester

Tris[2-(2-methoxyethoxy)-ethyl]-amin (TDA-1) (1 mmol, 323 mg), 80 ml gesattigte und 80 ml
Dichlormethan wurden fir mehrere Minuten stark gerihrt. Anschlieend wurden Methyl-4-
(triphenylphosphonium)crotonat-bromid (1,5 mmol, 662) und (E,E)-2,4-Nonadienal (1 mmol,
138 mg) zugegeben und fir mind. 12 h unter Lichtausschluss Raumtemperatur geriihrt. Dar-
auf wurde die organische Phase abgetrennt. Die wéssrige Phase wurde zweimal mit Dich-
lormethan (100 ml) ausgeschiittelt. Alle organischen Phasen wurden nach Vereinigung und
Zugabe von 10%iger Salzsaure (75 ml) fur 12 h gerthrt. Wiederum wurde die organische
Phase abgetrennt und die wassrige zweimal mit Dichlormethan (100 ml) ausgeschuttelt.
Organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und am Rotationsverdampfer einge-
engt. Nebenprodukte wurden grob mit einer wassergekihlten Kieselgelsaule (50 g, Saulen-

durchmesser 1,5 cm) chromatographisch abgetrennt. Eluiert wurde mit 200 ml Diethylether.

Reduktion zu 2,4,6,8-Tridecatetraen-1-ol

Die Reduktion des 2,4,6,8-Tridecatetraensauremethylesters erfolgte durch Zugabe von Li-
thiumaluminiumanhydrid (Spatelspitze vorsichtig unter Rihren hinzugeben). Nach 1 h Rih-
ren bei Raumtemperatur wurden einige Tropfen Wasser unter starken Rihren zugegeben.
Um den Niederschlag aufzulésen, wurde 10%ige Schwefelsdure nach Beenden der Gasent-
wicklung zugetropft. Wasserphase wurde mittels Schiitteltrichter abgetrennt. Die Etherphase

wurde Uber Natriumsulfat getrocknet.

Oxidation zu 2,4,6,8-Tridecatetraen-1-al

Die 2,4,6,8-Tridecatetraen-1-ol-L6sung wurde am Rotationsverdampfer eingeengt und der
Ruckstand in Dichlormethan aufgenommen. 1 mmol Dess-Martin-Reagenz wurde hinzuge-
geben und 12 h gertihrt. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Lésungsmittel am Rotati-

onsverdampfer vollstandig entfernt und der Rickstand in Pentan aufgenommen. Zur Reini-
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gung der Synthese wurde eine Kieselgelsdaulenchromatographie durchgefiihrt (wasserge-

kuhlten Kieselgelsaule, 50 g Kieselgel, Sdulendurchmesser 1,5 cm).

5.3.1.5.2. Synthese von all-trans-2,4,6,8-Tridecatetraenal (ber basenkatalysierte Aldoladditi-
on (nach Buttery 1975)
1. In einen Kolben im Salzeisbad (-5C) wurden 6 mm ol (E,E)-2,4-Nonadienal und 12 mmol

Acetaldehyd gegeben. Unter Rihren wurden 5 Tropfen Kaliumhydroxidlésung (50 %) zu-
gegeben, 15 min bei -5 und weiter bei Raumtemperatur (1 h) gerthrt.

2. Die Ldsung wurde in 100 ml Diethylether aufgenommen, zunéchst mit HCI (50 ml, 3 N),
dann mit Natriumcarbonatlésung gewaschen und abschlieBend Uber Natriumsulfat ge-
trocknet

3. Abtrennen der Nebenprodukte erfolgte durch S&ulenchromatographie Uber eine Kiesel-
gelsaule.

Das entstandene Produkt all-trans-2,4,6-Undecatrienal wurde mittels GC/MS charakterisiert.

Die Abtrennung von nicht umgesetzten (E,E)-2,4-Heptadienal und Nebenprodukten erfolgte

mit einer wassergekihlten Kieselgelsaule (Saulendurchmesser von 1,5 cm).

2,4,6-Nonatrienal eluierte bei einem Pentan/Ether-Mischungsverhaltnis von 80/20.

Problem der Synthese war die geringe Ausbeute, da ein groRer Teil weiter zu vermutlich Un-

decatetraenal und Tridecapentaenal (Vermutung durch RI-Werten und MS-Daten, jedoch

nicht weiter untersucht). Diese Nebenprodukte konnten durch Kieselgelséaule und auch durch

praparativen HPLC nicht abgetrennt werden

5.3.1.5.3. d2-(Z)-4-Heptenal
1. Syntheseschritt: d,-(Z)-3-Hexenol

In einem 100 ml-Dreihalskolben 180 mg Lindlar-Katalysator in 8 ml Pentan geldst, versetzt

mit 0,8 ml Chinolin. Reaktionsgefal3 mit Deuterium fullen und 2 g 3-Hexin-1-ol mit Tropftrich-
ter tropfenweise unter Rihren zugeben. Nach 2,5 h mittels GC das Reaktionsende Uberpri-
fen und gegebenenfalls nochmals Katalysator zugeben. Nach Ende der Reaktion filtrieren,
trocknen und mittels Kieselgelsdule aufreinigen. D,-(Z)-3-Hexenol eluiert in der Fraktion
70/30 (Pentan/Ether).

Abtrennung von Chinolin wichtig. Anscheinend negativer Einfluss des 2. Syntheseschritts,

wie es ein Test im kleinen Mal3stab gezeigt hat.

2. Syntheseschritt: Bromierung zu d,-(Z)-3-Hexen-1-Bromid:
d»-(Z2)-3-Hexen-1-ol aus Schritt 1 in 3 ml Pyridin 16sen und auf — 20C kihlen. Unter Rihren

und Uber einen Zeitraum von 2 Stunden tropfenweise Phosphortribromid hinzugeben
(4 mmol). (Vorsicht! Stark exotherme Reaktion!). Weiteres Rihren fir 1 h bei — 10C, an-

schlieBend bei Raumtemperatur. Nach 15 h mit Eis kiuhlen und Pentan und Wasser (je
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50ml) zugeben. Die organische Phase mit Wasser, wassriger Natriumhydrogencarbonatl6-

sung (1 Mol) und nochmals Wasser waschen. Trocknen mit Natriumsulfat.

3. Syntheseschritt: d,-(Z2)-4-Heptenal:

Tetrahydofuran (THF) zun&chst Gber Natriumsulfat vortrocknen, anschliel3end vorsichtig mit
Natriumhydrid trocknen.

D,-(2)-3-Hexen-1-Bromid aus 2. (etwa 7,5 mmol) mit 7,5 mmol Magnesium in 5 ml getrock-
netem THF unter Reflux fir 45 min rihren. Auf 5C abkihlen und 7,5 mmol Triethylformat
zugeben. Bei 5°C fur 30 min rihren, danach 1,5 h bei 25T und dann unter Reflux fir 4 h
bei 65 -70°C. AbschlieRend Uber Nacht bei Raumtemp eratur stehen lassen.

Die erhaltene d,-(Z)-4-Heptenaldiethylacetal-Lésung wird mit Eis gekihlt und mit 10 ml ver-
dunnten Schwefelsaure (5 %, v/v) hydrolisiert und fir 30 min unter Reflux auf 50°C erhitzt.
Nach Abkuhlen zweimal mit Diethylether (je 50 ml) ausschutteln. Die vereinigten organischen
Phasen mit Wasser, wassriger NaHCO;-Losung und nochmals mit Wasser waschen (je
100 ml). Uber Na,SO, trocknen und an der Vigreux Kolonne einengen. D,-(Z)-4-Heptenal in

Pentan aufnehmen und aufreinigen durch Silbernitrat-Kieselgel-Chromatographie.

5.3.1.5.4. Synthese von Cu-(ll)-Palmitat

510 mg Cu-(ll)-Acetat und 1700 mg Palmitinsaure jeweils in 50 ml Ethanol I6sen, dann beide
Losungen vereinigen und Uber Nacht stehen lassen. In gesattigter Toluol-L6sung Iésen und
unter Rickfluss zum Sieden bringen. Anschliel3end abfiltrieren, erkalten lassen und abrotie-

ren. Umkristallisierung mit Toluol wiederholen und nochmals abrotieren.

5.3.2 Modellversuche; Aromastoff-Isolierung

5.3.2.1. Autoxidation der freien Fettsaure
250 mg freie Fettsdure wurden in ein Quarzgefal3 eingewogen, 2 mg Cu-(ll)-Palmitat und

anschlieRend 5 mL Diethylether zugegeben. Nach Lésen der Fettsaure wurde das Lésungs-
mittel mit Sauerstoff vollstandig abgeblasen. Der Quarztiegel wurde sofort die Oxidationsap-
paratur gehéngt. Diese bestand aus einer abgedunkelten Kammer, in der eine Leuchtstoff-
réhre angebracht war. Im Abstand von 5 cm zur Lampe wurde das Quarzgefal3 befestigt. Um
eine Erhitzung zu vermeiden hing der Tiegel in einem Wasserbad, das durch ein Kryostat auf

25 gehalten wurde.

5.3.2.2. Oxidation des Ols durch Belichtung
50 g winterisiertes, gebleichtes Fischdl (Cognis) wurden in einen Kolben aus Quarzglas ge-

wogen. 5 mg Cu-(Il)-Palmitat mit etwas Diethylether zugesetzt und im Ultraschallbad (2 x
5 min) geldst. Das Losungsmittel wurde anschlieBend mit Sauerstoff abgeblasen (10 min).
In einer Kammer mit 2 Leuchtstoffrohren (Philips TL 20 W/55 de Luxe; Abstand 5 cm) wird

86



der verschlossene Kolben anschlieend fur 48 h oder 96 h belichtet und mehrmals mit Sau-
erstoff abgeblasen. Durch ein Wasserbad wird der Kolben auf 25C temperiert. 50 g des zu
untersuchenden Ols werden mit 600 mL Diethylether versetzt und 30 min bei Raumtempera-

tur gerthrt.

5.3.2.3. Isolierung der fliichtigen Verbindungen
Zur Abtrennung der nichtfliichtigen Bestandteile wird eine SAFE-Destillation nach Engel et

al. (1999) durchgefihrt. Die SAFE-Apparatur (Abb. 19) wird auf 40C temperiert und durch
eine Hochvakuumpumpe evakuiert. Die Diethyletherlésungen wird langsam durch einen
Tropftrichter in einen auf 40C temperierten Rundko Iben getropft. Flichtige Bestandteile re-
sublimieren in einem mit flissigem Stickstoff gekuhlten Rundkolben. Zur Verminderung von
Verlusten und zum Schutz der Hochvakuumpumpe befindet sich zwischen gekuhltem Rund-
kolben und Hochvakuumpumpe eine flissigstickstoffgekihlte Kiihifalle. Der somit erhaltene
Extrakt wird an der Virgreuxkolonne (39C) auf etwa 5 ml und weiter mittels Mikrodestillation

auf etwa 250 pL eingeengt.

Abbildung 51: SAFE-Apparatur (Engel et al., 1999): Tropftrichter (1), temperierter Rundkol-
ben (2), flissigstickstoff-gekihlter Rundkolben (3), Kuhlfalle (4), Anschluss Hochvakuum-
pumpe (5)

5.3.2.4. Isolierung aus mikroverkapseltem Fischol
125 g mikroverkapseltes Fischdl (MFO), das entspricht 50 g reinem Fischdl, werden unter
Ruhren fur 1 h mit finffacher Menge an H,Oges. resuspendiert. Die Emulsion wird direkt far

eine SAFE-Destillation verwendet. Der wassrige Extrakt wird mit insgesamt gleicher Menge
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Diethylether dreimal ausgeschuttelt, mit Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend an der
Vigreux-Kolonne eingeengt. MFO mit nOSA als Verkapselungsmaterial konnte ohne Hilfsmit-

tel destilliert werden, MFO mit Kaseinat bendtigte 1 Tropfen Silicon-Entschaumer.

5.3.3 Analytische Methoden

5.3.3.1. Kapillargaschromatographie/ Olfaktometrie (HRGC-O)
Zur ldentifizierung der Aromastoffe werden mit Hilfe der Kapillargaschromatographie die

flichtigen Substanzen aufgetrennt. Mit einem Y-Splitter wird der Gasstrom 1:1 aufgeteilt und
zu einem FID (Flammenionisationsdetektor) und einen Sniffingport geleitet. Somit werden
simultan aromaaktive Substanzen am FID detektiert und die dazugehérigen Geruchsqualita-
ten und —intensitaten protokolliert. Mit einer homologen Alkanreihe werden die Retentionsin-
dizes (RI-Werte) bestimmt. Zur Identifizierung von Aromastoffen werden Ris auf zwei Saulen
unterschiedlicher Polaritat (FFAP und DB 5) bestimmt, mit Ris aus Datenbanken verglichen

und mit Referenzsubstanzen Uberprift.

RI-Bestimmung (Kovats, 1958):
+ -
RI =100 EN (RT, ~RT,)

RT,.,, — RT,
RI: linearer Retentionsindex
RT,: Retentionszeit der Verbindung
RT,: Retentionszeit des Alkans mit n Kohlenstoffatomen
RT,: Retentionszeit des Alkans mit n+1 Kohlenstoffatomen
N: Anzahl der Kohlenstoffatome des Alkans n

5.3.3.2. Aromaextraktverdiinnungsanalyse (AEVA)

Der Aromaextrakt wird mit Diethylether 1:2 (v/v) verdinnt, die erhaltene Verdiinnung wieder-
um 1:2 verdiinnt, usw. Man erhélt die Verdiinnungsstufen 2" wobei 2° = 1 dem unverdiinnten
Aromaextrakt entspricht. Beginnend mit der niedrigsten Verdinnungsstufe werden die L6-
sungen olfaktorisch durch GC-O untersucht. Die Verdinnungsstufe, bei der ein Aromastoff
gerade noch wahrgenommen wird, wird als Flavour Dilution —Faktor (FD-Faktor) bezeichnet.
(Schieberle und Grosch, 1988)

5.3.3.3. Fettsdurenanalyse nach AOAC-Methode
Es wurde jeweils 1 Tropfen des zu untersuchenden Fischdls in ein Pyrex-Roérchen geflllt.

1,5 ml NaOH-L6sung werden dazugegeben und homogenisiert. Der Kopfraum wird mit
Stickstoff abgeblasen und das Réhrchen wird verschlossen. In einen Evaporator bei 100C
fur 30 min Fett aufschlieen, anschieRend Rohrchen unter kalten Wasser abkuhlen und die
Fettsauren liegen frei vor. 2 ml methanolische Lésung von Bortrifluorid (Sigma) dazugeben,

vortexen und fur weitere 35 min in den Evaporator geben. Abkihlen bei Raumtemperatur auf
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etwa 40C. 1 ml Isooctan zugeben, mit Stickstoff be gasen und vortexen. Organische Phase
nochmals ausschiitteln und zur GC-Injektion (GC-MS; GC-FID). Als Referenzlésung wurde

Supelco 37 Component FAME Mix verwendet.

5.3.3.4. Quantitative Bestimmung durch Stabilisotopenassays

Die Quantifizierung von Aromastoffen erfolgte Uber die Sabilisotopenverdiinnungsanalyse
(SIVA). Hierzu wurden die Proben entsprechend der Aromaidentifizierung aufgearbeitet. Je-
doch wurden wahrend der Aromaextraktion mittels Losungsmittelzusatzes bei Fischdl die
isotopenmarkierten Standardlésungen zugegeben. Bei den MFO-Proben wurden bereits

wahrend der Resuspension mit Wasser isotopenmarkierte Standardldsungen zugegeben.

5.3.3.4.1. Konzentrationsbestimmung der isotopenmarkierten Standards
Die Konzentrationsbestimmung der isotopenmarkierten Standards wird iber HRGC/FID be-

stimmt. Berechnungen erfolgen tber deren Peakflachen. Zunachst wird eine Eichgerade von
Methyloctanoat und der unmarkierten Verbindung erstellt, in den Verhaltnissen 1:0,25, 1:1
und 1:4 erstellt mit der Geradenfunktion (y = mx + t).

AnschlieBend kann Uber das Peakverhdltnis Methyloctanoat und isotopenmarkierter Stan-

dard mit folgender Formel die Konzentration ermittelt werden:

c(Analyt ) =c(STD)e (M -t)/m

I(STD)
¢ (Analyt): Konzentration des isotopenmarkierten Standards
c (STD): Konzentration von Methyloctanoat
m: Wert m der Geradenfunktion
t: Wert t der Geradenfunktion
| (Analyt): Intensitat der isotopenmarkierten Verbindung
| (STD): Intensitat von Methyloctanoat

5.3.3.4.2. Konzentrationsbestimmung des Analyten in der Probe
Uber die relativen Intensitaten der ausgewahlten Massenspuren am HRGC-MS-CI erfolgt die

Quantifizierung. Die Konzentration des Analyten errechnet sich wie folgt:

_m 1, [Rf
A_I—

m

S

ma: Masse des Analyten in der Probe

ms: Masse des zupipettierten, markierten Standards
Ia: Intensitat des lons m/z des Analyten (unmarkiert)
Is: Intensitét des lons m/z des Standards (markiert)
Rf: Responsefaktor

Der Responsefaktor wird berechnet aus den Mischungen des Analyten und des Standards,

mit den Mischungsverhaltnissen 1:3, 1:1 und 3:1 mit der Formel:
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ca: Konzentration des Analyten

cs: Konzentration des markierten Standards

Ia: Intensitat des lons m/z des Analyten (unmarkiert)
Is: Intensitat des lons m/z des Standards (markiert)
Rf: Responsefaktor

Analyt Quantifizierung Gber isotopenmarkierten Standard

(E,E,Z)-2,4,7-Decatrienal; (E,E)-2-4-Decadienal  [*Ha]-(E,E)-2-4-Decadienal

trans-4,5-Epoxy-2,7-decadienal [2H4]-trans-4,5-Epoxy-(E)-Z-decenaI
(E)-2-Hexenal [*H,]-(E)-2-Hexenal

(Z2,2)-3,6- und (E,Z)-2,6-Nonadienal [2H2]-(E,Z)-2,6-N0nadienal

(E.E.2)- und (E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal [**C,]-(E,E,Z)-2,4,6-Nonatrienal
(2)-1,5-Octadien-3-on [5,6-°H]-(2)-1,5-Octadien-3-on
1-Penten-3-on [’H,]-1-Penten-3-on

5.3.4 Chromatographische Methoden

5.3.4.1. Saulenchromatographie
Zur Auftrennung der Substanzen des Aromaextrakts nach Polaritat wird eine Kieselgelsaule

verwendet. Kieselgel 60 nach Esterbauer (1968) gereinigt und auf einen Wassergehalt von
7% eingestellt. 30 g gereinigtes Kieselgel 60 werden mit Pentan aufgeschlammt und in eine
wasser-gekihlte Glassaule (ca. 33 x 1,5 cm) geflllt und mit weiteren 100 ml Pentan konditi-
oniert. Nach Probenaufgabe wird mit zunehmender Polaritat aufgetrennt. Reihenfolge und
Zusammensetzung des Elutionsmittels wird in Tabelle 20 gezeigt. Eine Abtrennung der Fett-
sauren und fliichtigen Stoffe direkt vom Ol erfolgte mit einer dicken, kurzen S&ule (20 x
3,0 cm)

Tabelle 20: Elutionsmittel der Saulenchromatographie

Fraktion Volumen (mL) Eluent
A 100 mL Pentan / Ether (100/0, v/v)
B 100 mL Pentan / Ether (90/10, v/v)
C 100 mL Pentan / Ether (80/20, v/v)
D 100 mL Pentan / Ether (70/30, v/v)
E 100 mL Pentan / Ether (60/40, v/v)
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5.3.4.2. HPLC

HPLC System

Hochruckpumpe: Abimed Gilson

UV-Detektor: Shimadzu Spectophootometric Detector SPD-2A
Saule: Nukleosil 120A (5um)

Laufmittel: Pentan/ tert-Butylmethylether (95/5; v/v)

5.3.4.3. Quantifizierung
Nach der Autoxidation fur 48 Stunden wurde die oxidierte Saure in Diethylether auf-

genommen. Die Standards wurden in entsprechender Konzentration zupipetiert. Anschlie-
Rend wurde wie bei der Aromaextraktverdiinnungsanalyse einer SAFE-Destillation unterzo-
gen. Der so enthaltene Extrakt mit internem Standard wurde mit GC-MS (HRGC/ITD Saturn
2000) und GC-GC-MS (TDGC/ITD 800) vermessen. (Cl-Modus, Methanol als Reaktionsgas)
(Tabelle 21). Die Responsefaktoren wurden mittels Mischungen von markiertem und unmar-

kierten Aromastoffen gemessen.

Tabelle 21: Verwendete Standards und Massenspuren

Nr. Aromastoff Standard Massenspur
1 |1-Penten-3-on d,-1-Penten-3-on 85/87
2 | (2)-3-Hexenal d>-(Z2)-3-Hexenal 81/83
3 |(2)-4-Heptenal d»-(Z)-4-Heptenal 95/97
6 |(2)-1,5-Octadien-3-on d,-(2)-1,5-Octadien-3-on 125/127
7 |(Z,2)-2,5-Octadienal d,-(2)-1,5-Octadien-3-on 125/127

10 | (Z,2)-3,6-Nonadienal d»-(E,Z)-2,6-Nonadienal 139/141

12 | (E,2)-2,6-Nonadienal d>-(E,Z)-2,6-Nonadienal 139/141

13 | Buttersaure d,-Buttersaure 89/91

19 | (E,E,2)-2,4,7-Decatrienal ds-(E,E)-2,4-Decadienal 151/157

21 |(E,E,E)-2,4,7-Decatrienal d4-(E,E)-2,4-Decadienal 151/157

22 | (E,E,2)-2,4,6-Nonatrienal 3C,-(E,E,E)-2,4,6-Nonatrienal 137/139

26 | (E)-4,5-(E,2)-2,7-Epoxydecadienal |d,-(E)-4,5-Epoxy-(E)-2-decenal 81/143

5.3.5 Spektroskopische Methoden
5.3.5.1. HRGC/Massenspektroskopie (MS)

System | (eindimensional)

Uber einen Gaschromatograph 5890 Series Il (Hewlett Packard, Waldbronn) werden die

Substanzen ins Sektorfeld-Massenspektrometer MAT 95 S (Finnigan MAT, Bremen) geleitet.
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Die Injektion erfolgt Cool-On-Column. Aufnahme der EI-Spektren erfolgt bei einer lonisie-
rungsenergie von 70 eV, der Cl-Spektren erfolgt bei einer lonisierungsenergie von 115 eV.
Das System wird zur Uberprifung von identifizierten Substanzen verwendet und zur Identifi-

zierung.

System Il (zweidimensional)

Injektion erfolgt an einem Gaschromatograph der Mega2-Series (Fisons Instruments) mit
MCSS-System (Moving Column Stream Switching System) mit FFAP-S&ule und ist Uber eine
Kihlfalle (MFA 815, Fisons Instruments) mit dem zweiten Chromatograph HRGC 5160 (Car-
lo Erba, Hofheim) verbunden. Bei der zweiten Kapillarsdule handelt es sich um eine DB 5.
Das Saulenende ist mit einem lon Tap Detektor (ITD, Typ800, Finnigan MAT, Bremen) ver-
bunden. Methanol dient als Reaktandgas bei 90 eV im CI-Modus. Im EI-Modus werden die
MS-Spektren bei 70 eV durch ElektronenstoRionisation erzeugt. An beiden HRGCs kann
Uber Sniffing-Port die Geruchsqualitat verglichen werden.

Das System wird zur Identifizierung von Aromastoffen verwendet. Im Gegensatz zu System |
kénnen Uberlagerte Aromastoffe durch 2 Saulen getrennt und bei geringer Geruchsschwelle

durch die Kihlfalle angereichert werden.

5.3.6 Sensorische Untersuchungen

5.3.6.1. Probenvorbereitung von Lebensmitteln, angereichert mit MFO
5.3.6.1.1. Brotbackmischungen, mit und ohne MFO angereichert
Sowohl mit, als auch ohne MFO angereicherte Brotbackmischungen wurden nach Anleitung

einer herkdbmmlichen Brotbackmischung fir Weil3brot zubereitet: Zu 495 g Brotbackmi-
schung wurde 1 Packung Trockenhefe (Dr. Oetker, Bielefeld) und 280 ml lauwarmes Wasser
zugegeben. Der Teig wurde 1 min bei kleiner Stufe, dann 4 min bei héchster Stufe geknetet.
Der Teig wurde abgedeckt und wurde bei 40C und 100 % Luftfeuchte fir 30 min gehen ge-
lassen. Anschlieend wurde er in eine gefettete Kastenform gegeben und nochmals fir
30 min gehen gelassen. Gebacken wurde das Brot bei 210C fur 10 min und fur weitere
30 min bei 180<C, bei 100% Luftfeuchte. Fir verglei chende sensorische Tests der Universi-
tat Kiel wurden die Brote mit einem Brotbackautomaten mit dem Programm ,Weil3brot, mittle-

re Braunung" zubereitet. FlUr sensorische Bewertungen wurden Stiicke zu 6-8 g geschnitten.

5.3.6.1.2. Sauglingsanfangsnahrung (SAN), mit und ohne MFO angereichert
Milch- und sojabasierte SAN mit oder ohne MFO wurden wie handelsiibliche HUMANA 1 laut

Herstellerangaben zubereitet: Fir 100 mL trinkfertige Nahrung werden 90 mL mit 13 g SAN
zubereitet. Da bei den Untersuchungen aber kein heil3es Wasser verwendet wurde, wurde
nach Wasserzugabe fur eine Stunde gerihrt.

Fir die sensorischen Untersuchungen wurden jeweils 20 mL pro Sensorikglas abgefullt.
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5.3.6.2. Aromaprofilanalyse
Fir sensorische Tests wurden dem geschulten Sensorikpaneel die Proben in neutralen Sen-

sorikglasern gereicht. Die Intensitaten der Geruchsqualitdten konnten auf einer Skala von 0
bis 3 bewertet werden. Aromaprofile der Fischolproben (12 mL & Glas) wurden von jeweils
12-14 Teilnehmern durchgefiihrt. Die verwendeten Vergleichssubstanzen der Geruchs-

gualitdten kbénnen Tabelle 22 enthommen werden.

Tabelle 22: Referenzsubstanzen zur Erstellung des Aromaprofils der SAN mit und ohne MFO

und verschiedener

Geruchsqualitat Verbindung

nach Kleber, stechend 1-Penten-3-on

fisch tranig (2)-4-Heptenal

grin, gras Hexanal

nach Gurke (E,2)-2,6-Nonadienal
nachGeranie (2)-1,5-Octadien-3-on
frisch 1,3,5-Undecatrien
fett, grin (E)-2-Nonenal

11 Probanden erstellten Aromaprofile der Séauglingsanfangsnahrung. In Tabelle 23 sind die

Verbindungen und deren Geruchsqualitaten, die als Referenzen verwendet wurden.

Tabelle 23: Referenzsubstanzen zur Erstellung des Aromaprofils der SAN mit und ohne
MFO. Sowohl milch-, als auch sojabasierte SAN. Milchbasierte SAN mit MFO nOSA und
MFO KAS, Sojabasierte SAN nur mit MFO nOSA

Geruchsqualitat Verbindung

stechend 1-Penten-3-on

fischig, tranig (Z)-4-Heptenal

grin, nach Gras (2)-3-Hexenal

nach Gurke (E,2)-2,6-Nonadienal

nach Geranie (2)-1,5-Octadien-3-on

nach Melone (Z,2)-3,6-Nonadienal

fett (E,E)-2,4-Decadienal

metallisch trans-(4,5)-Epoxy-(E)-2-Decenal
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5.3.6.3. Triangeltest
Der ,Forced Choice*-Test wurde nach der Amtlichen Sammlung von Untersuchungs-

verfahren nach 8 64 LFGB: Untersuchung von Lebensmitteln/ Sensorische Prifverfahren/

Dreieckspriufung durchgefiihrt und ausgewertet.

6 Darstellung der wirtschaftlichen Verwertbarkeit u nd Nutzen fur klein- und
mittelstandische Unternehmen

Die Supplementierung von Lebensmitteln mit LCPUFAs stof3t in der Lebensmittelwirtschaft
auf immer groRReres Interesse. Neben diatetischen Lebensmitteln wie z.B. Sauglingsnahrung,
wo eine physiologisch begriindete Notwendigkeit zur Anreicherung gegeben ist, wachst auch
der Markt der funktionellen Lebensmittel stetig, die Gber den N&ahr- und Geschmackswert
hinaus den Gesundheitszustand und das Wohlbefinden des Verbrauchers steigern sollen.
Wie eine Studie der CMA jedoch jungst zeigte, sind deutsche Lebensmittelhersteller beim
Einsatz von LCPUFAs im europdischen Vergleich eher zuriickhaltend. Wéhrend europaweit
29,4 % der befragten Unternehmen LCPUFAs einsetzten, waren es in Deutschland nur 15
%. Fuhrend sind nordeuropdische Lander, in denen bis zu 50 % der befragten Unternehmen
mit LCPUFAs supplementierten. Zwei Griinde sind hierfir ausschlaggebend. Es ist zum ei-
nen zu vermuten, dass die Kosten fir Produktentwicklung inklusive der Beurteilung der Pro-
duktsicherheit, Innovationen am Markt, insbesondere bei klein- und mittelstdndischen Unter-
nehmen, erschweren. Zum anderen ist bedingt durch die Oxidationsanfalligkeit der Produkte
und die damit verbundene geringe sensorische Haltbarkeit der Produkte ein hohes Absatzvo-
lumen notwendig.

Die Mitgliederstruktur des Diatverbandes e.V. ist durch klein- und mittelstdndische Unter-
nehmen gepragt. Insgesamt sind in beiden Verbanden zzt. 100 Unternehmen mit einem Um-
satz von 3,4 Mrd. Euro organisiert. Durch grundlegende Arbeiten zur Stabilisierung der mik-
roverkapselten Rohstoffe (verlangerte Haltbarkeit) und durch beschleunigte Lagertest (redu-
zierte Entwicklungskosten) kann die Wettbewerbsposition dieser Unternehmen gestarkt wer-
den und klein- und mittelstandischen Unternehmen der Markteintritt in den Wachstumsmarkt

"Functional Food" erleichtert werden.

Die grundlegenden wissenschaftlichen Erkenntnisse zur Tragermatrixauswahl und verfah-
renstechnischen Optimierung der vorliegenden Arbeit besitzen eine hohe Relevanz fir die
industrielle Praxis im Hinblick auf die Applikationsentwicklung und die Qualitatssicherung im
Wachstumsmarkt der funktionellen Lebensmittel. Die Erkenntnisse zum Einfluss der rheolo-
gischen Eigenschaften der Emulsionen auf die physikalischen Partikelcharakteristika weisen
einen Weg, in einfachen Untersuchungen und Trocknungssimulationen individuelle Testsys-

teme zu entwickeln, um so in kiirzester Zeit Uber die Eignung verschiedener Tragersysteme
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fur eine Applikation zu entscheiden. Im Rahmen der Experimente zur Mikroverkapselungsef-
fizienz wurden unterschiedliche Extraktionsverfahren zur Quantifizierung des extrahierbaren
Ols vergleichend bewertet. Es zeigte sich, dass iber gangige Schnellmethoden eine Ab-
schatzung, jedoch nicht eine Quantifizierung des extrahierbaren Ols maglich ist. Hinsichtlich
des weit verbreiteten Extraktionsverfahrens nach Soxhlet konnte aufgezeigt werden, dass
der Analysenfehler bei der beobachteten inhomogenen Verteilung der Dispersphase durch
Standardisierung der Methodik auf eine Anzahl der Losungsmitteldurchlaufe im Gegensatz
zu der in der Methodenvorschrift angegebenen Standardisierung der Extraktionszeit mini-
miert werden kann.

Im Hinblick auf die Applikationsentwicklung kénnen aus den Ergebnisse grundsatzliche Emp-
fehlungen abgeleitet werden. Bei Kernmaterialien, bei deren Oxidation sensorisch aktive
Verbindungen auftreten, ist eine strikte Minimierung des extrahierbaren Kernmaterials bzw.
eine effiziente chemische Stabilisierung notwendig. Eine Stabilitatsbeurteilung auf Basis des
Gehalts an extrahierbarem Ols ist nicht méglich. Hinsichtlich der chemischen Stabilisierung
LCPUFA-reicher Ole kann eine Beurteilung verschiedener Antioxidanskombinationen unter
Verwendung des temperaturkatalysierten und durch permanente Sauerstoffzufuhr beschleu-
nigten Rancimat-Tests erfolgen, jedoch darf die verwendete Temperatur nicht mehr als 60 C
betragen. Allgemein hat sich aufgrund der multiplen Systemubergange wahrend des Mikro-
verkapselns eine Kombination primarer lipophiler Antioxidantien mit Synergisten und einem

hydrophilen chelierenden Agens als besonders effizient erwiesen.
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