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Einleitung

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Emulsionen sind mehrphasige Systeme, auf die in der dermalen Applikation von
Arzneistoffen und auch im kosmetischen Bereich nicht verzichtet werden kann.
Durch Variationen in der quantitativen Zusammensetzung von lipophiler und
hydrophiler Phase kénnen sie an die Bediirfnisse trockener oder fettiger Haut
angepasst werden und sie ermoglichen die Verarbeitung von hydrophilen und
lipophilen Arzneistoffen. Um die hydrophile und die lipophile Flissigkeit, die eine
Emulsion bilden, in einer stabilen Zubereitung zu verbinden, ist der Einsatz von
Substanzen notig, die in sich beide Eigenschaften vereinen. Diese Emulgatoren
haben dadurch oberflaichenaktive Eigenschaften, die auch zur Reizung der Haut
beitragen konnen [1]. Es ist daher wiinschenswert, sie durch Substanzen zu
ersetzen, die nicht nur keine schadigenden Eigenschaften haben, sondern - im

Gegenteil - sogar die Gesundheit der Haut fordern.

In Kosmetika werden schon seit einiger Zeit Algenextrakte eingesetzt, da ihnen
beispielsweise eine Straffung der Haut zugesprochen wird. Eine Substanz, die
vermutlich zu dieser Wirkung beitragt ist das sulfatierte Polysaccharid Fucoidan,
dem in vielen Untersuchungen der letzten Jahre wiinschenswerte Eigenschaften
zur Anwendung auf der Haut nachgewiesen wurden. Hierzu gehoéren
beispielsweise antioxidative Wirksamkeit, Verdickung der Haut und Steigerung der
Hautelastizitat [2], [3]. Die Struktur von Fucoidan und auch von anderen marinen
Polysacchariden lasst erwarten, dass diese Substanzen zur Stabilisierung von

Emulsionen geeignet sein kdnnen.

Wahrend viele herkdmmliche Emulgatoren Nebenprodukte aus der Erdélindustrie
sind bzw. diese bendtigen, kann mit dem Einsatz von Algen-Polysacchariden ein

nachwachsender Rohstoff als Quelle von Emulgatoren verwendet werden.
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1.2 Zielsetzung
In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob es mdglich ist, mit einem wassrigen
Extrakt aus Algenmaterial Emulsionen zu stabilisieren. Der Extrakt enthalt aufgrund
des einfachen Extraktionsverfahrens eine Vielzahl an zum Teil sulfatierten
Polysacchariden und andere Substanzen. Aufgrund der Struktur vieler mariner
Polysaccharide wird vermutet, dass sie als Polymeremulgatoren eingesetzt werden
konnen, da ihr haufig hydrophiles Riickgrat auch weitere eher lipophile Gruppen
tragt und die Molekile so hydrophile und lipophile Eigenschaften in sich vereinen.

Ziel dieser Arbeit ist es, diese Vermutung zu bestatigen.

Zunachst wurden die Extrakte aus unterschiedlichen Algen untersucht, um
festzustellen, welcher der Extrakte die besten Eigenschaften beziglich der
Stabilisierung von Emulsionen zeigt. Die Extrakte flir dieses Screening wurden von
der Kieler Firma Coastal Research Management (CRM) zur Verfligung gestellt. Als
Algenmaterial wurden dabei Algen mit einem moglichst hohen Polysaccharidgehalt
gewahlt. Nach der Entscheidung aus dem Screening waren unterschiedliche
Untersuchungen notwendig. Zum einen sollte das Extraktionsverfahren verbessert
werden, andererseits sollten auch das Herstellungsverfahren und die
Zusammensetzung der Emulsionen im Hinblick auf die Herstellung moglichst

stabiler Emulsionen optimiert werden.
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2 Theoretischer Teil

2.1 Emulsionen

Das Europaische Arzneibuch definiert eine Emulsion als , ein disperses System aus
mindestens zwei nicht miteinander mischbaren Fliissigkeiten. Eine der Fliissigkeiten
ist in Trépfchenform in der anderen Fliissigkeit dispergiert” [4]. Solch ein disperses
System ist kinetisch instabil und muss daher durch verschiedene Mechanismen
stabilisiert werden. In Einzelfdllen ist es ausreichend, die Viskositat der
kontinuierlichen Phase so weit zu erhdhen, dass ein Koaleszieren der Tropfchen
nicht moglich ist. Diese Variante findet sich beispielsweise bei der Kiihlsalbe DAB,
deren dullere Phase aus Erdnussél mit dem Zusatz von gelbem Wachs und
Cetylpalmitat besteht [5]. In den weitaus meisten Fallen ist es jedoch notig, die
Stabilitat von Emulsionen durch den Zusatz bestimmter emulsionsstabilisierender

Substanzen zu erhéhen.
Diese Substanzen lassen sich in drei Gruppen unterteilen [6]:

- oberflachenaktive Substanzen,
- feinverteilte Feststoffe und

- natirliche makromolekulare Polymere.

Die Gruppe der oberflachenaktiven Substanzen (sogenannte , kleine Molekiile“) ist
dabei die am haufigsten vertretene, bringt aber oft den Nachteil hamolytischer
Aktivitat mit sich und hat zusatzlich haufig irritatives Potential bei dermaler
Anwendung [1]. Es handelt sich um Substanzen, die in ihrem Molekiilaufbau einen
hydrophilen und einen lipophilen Teil aufweisen, die raumlich voneinander
getrennt sind. So bietet sich die Moglichkeit der Anreicherung in der Grenzflache

zwischen Wasser und Ol.

Werden feinverteilte Feststoffe zur Stabilisierung verwendet, spricht man auch von

,Pickering-Emulsionen”, die 1907 von Spencer Umfreville Pickering erstmals
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beschrieben wurden [7]. Verwendung finden dabei Partikel, deren GroRe im
Nanometer-Bereich liegt und die sowohl von der wassrigen als auch von der 6ligen
Phase benetzt werden koénnen, wie beispielsweise Calciumcarbonat, oder aber
auch Bakterien [8]. Die dritte Mdglichkeit der Stabilisierung durch Polymere ist

schliefllich Gegenstand dieser Arbeit.

Zunachst soll aber beleuchtet werden, welche Instabilitatserscheinungen in
Emulsionen auftreten kénnen — und auch, wie diesen entgegengewirkt werden
kann. Hierbei kann zwischen reversiblen und irreversiblen
Instabilitatserscheinungen unterschieden werden. Da die in dieser Arbeit
betrachteten Emulsionen vom Typ Ol-in-Wasser (O/W) vorliegen, werden die

folgenden Beispiele auf diese Phasenlage bezogen.

Als meistens reversible Instabilitdtserscheinungen sind vor allem Aufrahmen und
Flockung von Emulsionen zu nennen. Aufrahmen bedeutet, dass die dispersen
Oltrépfchen aufgrund ihrer im Vergleich zur wissrigen Phase meist geringeren
Dichte nach oben schwimmen. Bei der Flockung von Emulsionen handelt es sich
um die Anlagerung einzelner Tropfchen aneinander, wobei die Tropfen zwar durch
einen dinnen Film voneinander getrennt bleiben, sich sonst aber wie ein groRerer
Tropfen verhalten. Meist sind sowohl Aufrahmen als auch Flockung durch leichtes
Schitteln rickgangig zu machen. Zu den irreversiblen Instabilitatserscheinungen
zahlen Koaleszenz und Ostwald-Reifung, die letztlich bis zu einem Brechen der
Emulsion, also einer vollstandigen Auftrennung in die beiden Phasen, fiihren
konnen. Hierbei bedeutet Koaleszenz, dass zwei (oder mehrere) Tropfchen sich
einander anndhern und dabei zu einem grofReren Tropfen zusammenfliel3en.
Ostwald-Reifung beschreibt ein Phdanomen, das vor allem in polydispersen
Emulsionen auftritt: groRere Tropfchen wachsen immer weiter auf Kosten der
kleineren Tropfchen, die wiederum dadurch verschwinden. Die hier beschriebenen

Instabilitatserscheinungen sind schematisch in Abbildung 2.1.1 dargestellt.
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Abbildung 2.1.1: Instabilitétserscheinungen in Emulsionen
Aufrahmungserscheinungen sind hierbei hauptsachlich eine Frage der kinetischen
Stabilisierung, da jeder Unterschied in der Dichte der beiden Phasen zu
Bestrebungen der dispersen Phase fiihrt, aufzurahmen (oder zu sedimentieren).
Eine Unterdriickung ware theoretisch durch eine absolute Anpassung der Dichte
beider Phasen moglich, was aber zu strengen Limitierungen der Zusammensetzung

fihren wirde. Zudem ist die Dichte temperaturabhangig, daher ware bei
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Verwendung dieses Ansatzes eine durchgehende strenge Temperierung der
Emulsion notig. Eine weitere Moglichkeit ist die Verwendung einer dufSeren Phase,
die eine FlieRgrenze aufweist, sodass die treibende Kraft fiir die Teilchenbewegung
diese nicht Uberwinden kann. Die Geschwindigkeit v dieses Vorganges ist unter
anderem abhangig von der TropfchengroRe (dem Tropfchenradius) der dispersen
Olphase r, dem bereits erwdhnten Dichteunterschied Pront. — Pdisp. UNd der
dynamischen Viskositdat der dauBeren wassrigen Phase n. Einen Zusammenhang
zwischen diesen GroRen stellt das Stokes‘sche Sedimentationsgesetz her, das
allerdings nur fir verdiinnte Dispersionen gilt. Die Beziehung zwischen der
Aufrahmungsgeschwindigkeit in Emulsionen und den sie beeinflussenden Faktoren
wird daher streng genommen nicht durch dieses Gesetz beschrieben, da es sich
nicht um verdinnte Systeme handelt. Diesem Umstand wird durch die Einflihrung
eines sogenannten Hinderungsfaktors f(¢) < 1 Rechnung getragen [9], sodass die
Aufrahmungsgeschwindigkeit durch die folgende Gleichung (1) beschrieben

werden kann:

2- 2, = .
V= r (pdlsp. pkont.) gf(¢) (1)

9-n

Eine gute Moglichkeit zur Stabilisierung von Emulsionen gegeniber Aufrahmen ist
daher die Erzeugung moglichst kleiner Tropfchen, die von einer duBeren Phase mit
hoher Viskositdit umgeben werden. Da Aufrahmen aber durch Schitteln von
Emulsionen riickgangig gemacht werden kann, ist dieses Phanomen nicht als

kritisch hinsichtlich der Stabilitat zu bewerten.

Flockung von Emulsionen ist eine Folge der van-der-Waals-Krafte, die in allen
dispersen Systemen auftreten. Sie sind in ihrer Starke umgekehrt proportional zum
Abstand zwischen zwei Tropfchen. Je dichter die Tropfchen also gepackt sind,
desto starker wirken die van-der-Waals-Krafte. Den van-der-Waals-Kraften

entgegengesetzt wirken elektrostatische AbstolRung und sterische Hinderung.
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Elektrostatische AbstoBung kann beispielsweise durch den Einsatz geladener
Emulgatoren bewirkt werden, wodurch alle Tréopfchenoberflachen gleichsinnige
Ladungen tragen. Das Zusammenspiel dieser Krafte wird mit der DLVO-Theorie
(benannt nach Derjaguin, Landau, Verwey und Overbeek) beschrieben und ist in
Abbildung 2.1.2 schematisch dargestellt. Die van-der-Waals-Krafte (gestrichelt
dargestellt) wirken dabei (ber etwas geringere Entfernungen als die

elektrostatische AbstoRung (gepunktet dargestellt).

A-.

AbstoRung

"+, elektrostatische AbstoRung

\\u// P Abstand

Potenzialenergie

van-der-Waals-Krifte

—

Anziehung

\J

Abbildung 2.1.2: Abhdngigkeit der Potenzialenergie vom Teilchenabstand entsprechend
der DLVO-Theorie, modifiziert nach [10]

Die Kurve der resultierenden Kraft (in der Abbildung durchgehend gezeichnet)
weist daher ein primares Minimum in der Potenzialenergie bei sehr geringer
Entfernung der Tropfchen und ein sekundares Minimum bei etwas groRerer

Entfernung auf [10].
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Zu einer Flockung der Tropfchen kommt es also genau dann, wenn der Abstand
zwischen den Tropfchen mit der Lage eines energetischen Minimums
Ubereinstimmt. Dies hat zur Folge, dass durch Veranderung der Ladungen (also der
elektrostatischen AbstolRung) auch pH-Wert und Elektrolytkonzentration einen

Einfluss auf die Emulsionsstabilitdt ausiiben kdnnen.

Zusatzlich zu den mit der DLVO-Theorie beschriebenen Effekten kdnnen
Emulgatoren mit grolRen Kopfgruppen (wie beispielsweise Polyethylenglykol-
Ketten) durch sterische Hinderung eine Anndherung der Tropfchen verhindern

[11].

Zusammenfassend lassen sich die folgenden generellen Regeln zur Reduktion von
Flockung in Emulsionen aufstellen [12]: Eine Stabilisierung mit Hilfe von Ladungen
kann durch hohes Oberflachen- bzw. Zetapotential, niedrige
Elektrolytkonzentration und niedrigvalente lonen erreicht werden. Zur sterischen
Stabilisierung mussen vier Kriterien erfillt werden: Eine komplette Bedeckung der
Tropfchen mit den stabilisierenden Ketten, feste Verankerung dieser Ketten in den
Tropfchen (durch mindestens teilweise Léslichkeit der Ketten im Ol), dicke
(5—-10 nm) adsorbierte Schichten und eine moglichst temperaturunabhangig gute

Loslichkeit der Polymerketten.

Koaleszenz von Emulsionstropfchen kann immer dann auftreten, wenn sich
mehrere Tropfchen (beispielsweise durch Aufrahmen oder Flockung) stark
aneinander annahern. Ausdiinnung und Riss des Emulgatorfilmes konnen die Folge
sein, wodurch mehrere Tropfchen zu einem zusammenflieRen. Daher ist eine
Moglichkeit zur Vermeidung von Koaleszenz, die Annaherung der Tropfchen zu
vermeiden, wie es auch schon im Zusammenhang mit der Vermeidung von

Flockung beschrieben wurde.

Als Ostwald-Reifung (benannt nach Wilhelm Ostwald, 1853-1932) wird schlieRlich
die Diffusion einzelner Molekiile der inneren Phase durch die duRere Phase

bezeichnet, die das Wachstum der grolRen und das Verschwinden der kleineren
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Tropfchen zur Folge hat. Eine Voraussetzung dafiir ist eine gewisse Mischbarkeit
der beiden Phasen, da sonst keine Diffusion aus den kleinen in die grolien
Tropfchen erfolgen kann. Die Triebkraft hierfiir ist das unterschiedliche chemische
Potential der Tropfchen. Durch die Oberflaichenspannung sind die kleineren
Tropfchen mit starker gekrimmten Oberflachen instabiler als groflere Tropfchen

und haben daher das Bestreben, diesen instabilen Zustand zu verlassen [13].

SchliefBlich wird sich also eine Emulsion vollstandig in ihre beiden Phasen
auftrennen (,,Brechen”), wenn sich einzelne Tropfchen aneinander anndahern und
zu groBeren Tropfchen koaleszieren. Dieser Vorgang wird durch das

Vorhandensein polydisperser Tropfchen beschleunigt.

2.2 Stabilisierung von Emulsionen mit Polymeremulgatoren
Polymeremulgatoren kdnnen mehrere Effekte bewirken, die die Stabilisierung von

Emulsionen beglinstigen kdonnen:

- Erhohung der Viskositat der dauBeren Phase,

- Ausbildung eines vergleichsweise starken Filmes um die Oltrépfchen,

- sterische Stabilisierung und

- bei Verwendung geladener Polymere zusatzlich elektrostatische

Stabilisierung.

Die Kriterien, die in Bezug auf die sterische Stabilisierung von Emulsionen bereits in
Kapitel 2.1 genannt wurden, gelten im besonderen Malie fir den Einsatz von

Polymeremulgatoren.

Damit Polymere Uberhaupt in der Lage sind, Emulsionen zu stabilisieren, missen
sie sich an der Grenzfliche zwischen Wasser und Ol anreichern kénnen. Die
strukturelle Vorstellung kann den Mechanismen der Adsorption von Polymeren an
Feststoffe entlehnt werden. Diese beschreiben Sato et al. unter anderem mit den

in Abbildung 2.2.1 dargestellten Moéglichkeiten.
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Abbildung 2.2.1: Mdéglichkeiten der Adsorption von Polymeren an Feststoffen modifiziert
nach {Sato 1980 #194}; Erlduterungen siehe Text

Dabei beschreibt (1) die Adsorption der Polymere an jeweils nur einem Ende der
Kette, wahrend in (2) durch Bildung von Schlaufen in einem linearen Molekiil die
Adsorption an mehreren Stellen erfolgt. Bei einem verzweigten Molekiil,
beispielhaft in (3) dargestellt, kann die Adsorption ebenfalls an mehreren Stellen

des Molekiils erfolgen, ohne dass dafiir grolRe Schlaufen gebildet werden [14].

Eine Gruppe von Polymeremulgatoren, die weite Verwendung findet, sind
Blockcopolymere aus Polyethylenoxid (PEO) und Polypropylenoxid (PPO). Sie
werden auch als Poloxamere bezeichnet. Sie sind mit einer Vielzahl verschiedener
Kettenlangen erhaltlich und die Struktur kann schematisch wie in Abbildung 2.2.2

folgt dargestellt werden:

Abbildung 2.2.2: Struktur eines PEO-PPO-PEO-Blockcopolymeres

Die PEO-Ketten (hier an den Enden des Molekdls dargestellt) sind dabei hydrophil,
wahrend die mittlere PPO-Kette hydrophobe Eigenschaften aufweist. Dadurch
kann sich das Copolymer in einer O/W-Emulsion derart anordnen, dass sich der
PPO-Anteil an der Grenzflache befindet (da er weder wasser- noch 6ll6slich ist),

wahrend die PEO-Ketten nach aulien in die hydrophile Phase ragen [15]. Dadurch

10
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wird einerseits die Grenzflache stabilisiert und auBerdem eine Anndherung
mehrerer Tropfchen sterisch verhindert. Somit ist weder Koaleszenz noch Flockung

in solcherart stabilisierten Emulsionen zu erwarten.

Neben den Blockcopolymeren gibt es die sogenannten Pfropf-Copolymere. Hierbei
sind mehrere kurze lipophile Seitenketten an einer polymeren hydrophilen Kette
vorhanden, die ebenfalls bewirken, dass sich das Makromolekil an Phasengrenzen
anreichern kann. Ein kommerziell erhaltliches Beispiel fiir ein solches Pfropf-
Copolymer ist Inulin-Dodecylcarbamat  (siehe  Abbildung 2.2.3), ein

hydrophobisiertes Inulin-Derivat.

OH

A

H
© OH

Abbildung 2.2.3: Struktur von Inulincarbamat nach {Stevens 2001 #192}

Inulin besteht aus B-(2->1)-verknlpften Fructoseeinheiten, die als hydrophiles
Rickgrat des Polymers dienen. Als hydrophobe Gruppen koénnen dann
beispielsweise Alkylreste an primdaren und sekundaren Hydroxylgruppen
eingefiihrt werden [15]. Diese Alkylketten kénnen auf Oltrépfchen stark adsorbiert

werden, die Grenzflichenspannung senken und so die Oltropfchen stabilisieren.

Octyl-Inulincarbamat verhalt sich in Bezug auf die Oberflachenspannung dabei
vergleichbar zu vielen klassischen Tensiden. Es senkt die Oberflachenspannung auf
etwa 35 mN/m und hat eine kritische Mizellbildungskonzentration von etwa 0,01%

[16].
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Auch  wasserlosliche  Cellulosederivate  kdnnen  emulsionsstabilisierende
Eigenschaften zeigen, wie es beispielsweise auf Hydroxypropylmethylcellulose
(Hypromellose, HPMC) zutrifft. Hier sind die hydrophileren Hydroxypropyl- und die
lipophileren Methylreste statistisch zufadllig entlang der Celluloseketten verteilt
und sorgen dafiir, dass sich eher hydrophile und eher lipophile Molekilteile
abwechseln, was die Anlagerung an Grenzflichen zwischen Wasser und Ol

beglnstigt. Ein moéglicher Molekiilausschnitt ist in Abbildung 2.2.4 dargestellt.

n

Abbildung 2.2.4: mégliche Teilstruktur von Hypromellose, ErlGuterungen siehe Text
Die Kreise in der Abbildung zeigen die Stellen, an denen die genannten Reste oder

auch underivatisierte Hydroxylgruppen vorliegen kénnen.

1997 konnten beispielsweise Hayakawa et al. zeigen, dass eine Emulsion nur aus
Silikonol, Wasser und HPMC hergestellt werden kann und auch Uber einen

Zeitraum von mindestens 72 Stunden stabil bleibt [17].

Akiyama et al. modifizierten Hydroxyethylcellulose mit einer lipophilen Alkylkette
(Cig) und hydrophilen Sulfonsdureresten und setzten diese Substanz zur
Emulsionsstabilisierung ein. Sie wird daher als HHM-HEC (hydrophobically-
hydrophilically-modified hydroxyethylcellulose) bezeichnet. Akiyama et al. konnten
zeigen, dass durch den Einsatz dieses Polymeres stabile Emulsionen erzeugt

werden konnten [18]. Da diese Emulsionen jedoch vergleichsweise grol3e
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Tropfchen enthielten, wurden zusatzlich klassische Emulgatoren mit einem
niedrigen HLB verwendet [19], wodurch die TropfchengréRe deutlich reduziert

werden konnte.

An Alginat wurde von Yang et al. eine weitere hydrophobe Modifizierung
durchgefiihrt [20]. Da Alginat viele freie Hydroxyl- und Carboxylfunktionen
aufweist (vergleiche Abschnitt 2.3.2), ist eine Modifizierung vergleichsweise leicht
moglich. Als hydrophobe Reste flihrten Yang et al. Dodecanolreste in das Molekdl
ein. Zur Herstellung der Emulsionen verwendeten sie 10% Sonnenblumendl und
eine Konzentration von 0,3% bis 1,2% Dodecanolalginat in der wassrigen Phase.
Die Herstellung erfolgte mittels eines Feinsthomogenisators und anschlieRender
Ultraschallhomogenisierung. Sie konnten zeigen, dass diese Modifizierung von
Alginat zu einer Substanz fuhrt, die (bevorzugt in einer Konzentration von Uber
0,8% in der Wasserphase bei den untersuchten Bedingungen) zur

Emulsionsstabilisierung eingesetzt werden kann.

Auch der Einfluss des erwdahnten Fucoidan auf die Stabilitat von Emulsionen wurde
2008 bereits untersucht [21]. Dabei diente das Fucoidan allerdings nicht allein als
Emulgator, sondern wurde Emulsionen zugesetzt, die durch Rinderserumalbumin
(BSA) stabilisiert wurden. Diese Emulsionen wurden mit einem Rotor-Stator-
System vorhomogenisiert und anschlieend erfolgte die eigentliche Emulgierung
durch Ultraschall. Durch einen 1%igen Zusatz von Fucoidan zu Emulsionen mit
0,5% BSA, die als lipophile Phase 20% Maiskeimdl enthielten, konnte der Betrag
des Zetapotentials deutlich erhoht werden und die Aufrahmgeschwindigkeit wurde
in etwa halbiert. Weitere Untersuchungen, die 2010 vero6ffentlicht wurden,
zeigten, dass Fucoidan zwar die Oberflachenspannung von Wasser nicht senkt,
aber dennoch die Emulsionsstabilitat der BSA-stabilisierten Emulsionen auch bei

unterschiedlichen pH-Werten erhéht [22].
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2.3 Einsatzgebiete mariner Substanzen

Substanzen marinen Ursprungs sind in den letzten Jahrzehnten immer starker in
den Fokus wissenschaftlicher Untersuchungen geriickt. Da die Bandbreite sehr
groR ist, soll der Schwerpunkt in dieser Arbeit auf die Substanzen gelegt werden,
die Hauptbestandteile der untersuchten Alge Ascophyllum nodosum sind.
Ascophyllum nodosum — zu Deutsch Knotentang — ist eine Braunalge, die vor allem
im Nordatlantik heimisch ist. Schon 1954 entdeckten Vacca et al.,, dass ein
ethanolischer Extrakt aus Ascophyllum nodosum eine Wirksamkeit gegeniber
Bakterien (beispielsweise Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus
pyogenes) aufweist. Weiterhin stellten sie fest, dass diese Wirksamkeit in
Abhangigkeit vom Erntezeitpunkt der Alge schwankte [23]. Welche Inhaltsstoffe
allerdings fir die Wirkung verantwortlich sind, war zu diesem Zeitpunkt

unbekannt.

2.3.1 Fucoidan
Fucoidan ist ein sulfatiertes Polysaccharid, das in verschiedenen Braunalgen und
auch in Wirbellosen vorkommt. Seine Aufgabe ist dabei nicht vollstandig
aufgeklart, es ist jedoch zu vermuten, dass Fucoidan dazu beitragt, eine
Austrocknung der Algen zu verhindern. Zusatzlich wird davon ausgegangen, dass

Fucoidan die Stabilitat der Zellwdande erhoht [24].

Ein Fucoidan-Oligosaccharid aus Ascophyllum nodosum kann die in Abbildung 2.3.1

folgende Struktur haben [25]:
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Abbildung 2.3.1: Struktur eines Oligosaccharides aus Fucoidan

Es ist deutlich zu erkennen, dass eine gewisse Lipophilie aufgrund der Methylreste
an jedem Monomer und ausgepragte Hydrophilie anhand der Sulfatreste und der
Hydroxylgruppen erklart werden kann. Es handelt sich hierbei um zwei
Substituenten, die so oder dhnlich auch in bekannten Polymeremulgatoren wie
HPMC (Methylreste) und HHM-HEC (Sulfonsdurereste) vorliegen (siehe Kapitel
2.2). Es kann angenommen werden, dass dieses Zusammenspiel hydrophiler und
lipophiler Bausteine eine Ausrichtung, vergleichbar derjenigen aus Abbildung 2.2.1
(3) ermoglicht. Es handelt sich um ein verzweigtes Polymer, das an mehreren

Stellen mit der dispersen Phase interagieren kann.

Es muss aber beachtet werden, dass die qualitative und quantitative
Zusammensetzung der Monomere, der Molekiilaufbau, der Sulfatierungsgrad und
auch die Position der Sulfatgruppen nicht nur zwischen den Spezies schwanken,
sondern auch stark vom Erntezeitpunkt und dem Ort abhdngen, an dem die Alge

geerntet wird. Die konkrete Angabe einer Struktur wird schon durch diese
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Umstande erschwert. Die analytische Herausforderung der Strukturaufklarung ist

zusatzlich zu bewaltigen.

Seit den 1970er Jahren wachst die Zahl an Vero6ffentlichungen in Bezug auf
Fucoidan stark an. Dabei werden einerseits Beitrage zur Extraktion und
Strukturaufklarung geleistet, andererseits wird aber auch der Bioaktivitat von
Fucoidan immer mehr Aufmerksamkeit gewidmet. In verschiedenen
Untersuchungen konnten dabei Hinweise auf Wirkungen gegen Tumore,
Stimulation von Immunantworten, antikoagulierende und antithrombotische
Aktivitat [26], Forderung von Zellwachstum und Hemmung der Spermienbindung
an Eileiterzellen [3] gefunden werden. Zusatzlich wird Fucoidan in Kosmetika

eingesetzt um die Hautalterung zu verlangsamen [2].

Es wurden einige Patente zu Fucoidan veroffentlicht, beispielsweise zu Methoden
und Zusammensetzungen von Fucoidan als Nahrungserganzungsmittel oder
Hautpflegeprodukt [27], als effektives haarstarkendes Mittel [28], aber auch zur

Senkung der Blutkoagulation [29].

Die Extraktion von moglichst reinem Fucoidan erfolgt haufig in mehrstufigen
Prozessen, die zum Teil sehr aufwendig sind. Es werden unterschiedliche
Losemittel eingesetzt um Begleitstoffe zu entfernen, eine chromatographische
Aufreinigung wird ebenfalls haufig durchgefiihrt. Auch enzymatische Extraktion

von Fucoidan ist moglich [30].
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2.3.2 Alginat
Alginat ist das vorwiegende strukturgebende Polysaccharid in Braunalgen. Es
besteht aus linear 1,4-verbundenem a-L-Guluronat und B-D-Mannuronat, die
sowohl homo- als auch heteropolymer vorliegen kénnen. In Abbildung 2.3.2 ist ein

moglicher Ausschnitt eines solchen Heteropolymeres (nach [31]) dargestellt.

Es sind sowohl hydrophile Carboxylreste als auch lipophilere Methylreste tber das

Molekil verteilt, sodass eine Anlagerung an Grenzflachen vorstellbar ist.

Coo-
\O
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COO-
© HO o
H
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)
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Abbildung 2.3.2: Heteropolymerer Ausschnitt von Alginat

Gehandelt werden Natrium-, Kalium- und Calciumalginat, Alginsdure und
Propylenglycolalginat, die sich in ihrer Wasserloslichkeit und Quellbarkeit
unterscheiden. Wegen einer gewissen Quellbarkeit werden Alginate auch zur

Stabilisierung von Emulsionen tber eine Erhohung der Viskositat eingesetzt.

Durch Zusatz von Calciumionen zu Alginatlésungen kann eine Gelierung erfolgen.
Diese Gele werden vielfaltig verwendet, beispielsweise als Wundauflagen,
Materialien zur Erstellung von Zahnabdriicken oder auch zur kontrollierten

Freigabe von Arzneistoffen [32].

Der Mechanismus der Gelbildung wurde zuerst von Grant et al. mit Hilfe des
sogenannten Eierkarton-Modelles erklart [33]. Dabei werden Calciumionen
(dargestellt als Kreise) durch mehrere benachbarte und gegenlberliegende
Guluronsauremonomere (die Ketten) komplexiert und bilden so eine recht starre

und feste Struktur aus.
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Grants Modellvorstellung entspricht Abbildung 2.3.3:

OO0
)
OO0

Abbildung 2.3.3: Das Eierkarton-Modell, das die Gelierung von Calciumalginat beschreibt
(modifiziert nach {Grant 1973 #211})

Wenige Jahre spater konnten Morris et al. allerdings zeigen, dass im Gegensatz zu
der hier dargestellten Schichtstruktur hauptsachlich eine Dimerisierung der
Polyguluronat-Blocke erfolgt, die sich nur in Anwesenheit von (iberschiissigen Ca?*-

lonen weiter zusammenlagern [34].

Neben der Zugabe von Calcium-lonen gibt es eine weitere Moglichkeit zur
Gelierung von Alginat: die Ausbildung von Alginsauregelen durch den Zusatz
starker Sduren. Draget et al. untersuchten den Einfluss der chemischen
Zusammensetzung und des Molekulargewichtes von Alginat auf die Eigenschaften
daraus hergestellter Alginsdauregele [35]. Sie konnten zeigen, dass die Gelbildung in
guluronsaurehaltigen Abschnitten effektiver ist als die in mannuronsaurehaltigen
Abschnitten. Der genaue Mechanismus der Gelbildung ist dabei allerdings noch
nicht entschlisselt. Ein Erklarungsversuch ist, dass durch die Saurezugabe eine
Protonierung der Carboxylreste erfolgt, wodurch die AbstofRung gleichsinniger

Ladungen reduziert wird und sich die Ketten naher aneinander lagern kénnen.

18



Material

3 Material

Wissrige Algenextrakte von CRM

Ascophyllum nodosum

Knotentang
Fucaceae
Phaeophyceae (Braunalgen)

Palmaria palmata

Lappentang
Palmariaceae
Rhodoplantae (Rotalgen)

Saccharina latissima

Zuckertang
Laminariaceae
Phaeophyceae (Braunalgen)

Ulva lactuca

Meersalat
Ulvaceae
Chlorophyta (Griinalgen)

Undaria pinnatifida

Wakame
Alariaceae
Phaeophyceae (Braunalgen)

Ascophyllum nodosum

grob gemahlen

Alfred Galke GmbH
Gittelde / Harz
Deutschland

Charge unbekannt

fein gemahlen

Chargen 8797, 17811, 21762
(franzosischer Zulieferer;
Erntezeitpunkte 2008, 2011
und 2012)

Alfred Galke GmbH
Gittelde / Harz
Deutschland

Extraktions- und Losemittel

Wasser

bidestilliertes Wasser aus der hauseigenen FinnAqua
Destillationsanlage

Ethanol

Kraul & Wilkening &
Stelling GmbH & Co
Hannover
Deutschland

Ethanol 99%
vergallt mit Petrolether
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Lipophile Emulsionsbestandteile

mittelkettige Triglyceride

Miglyol® 812

Sasol Germany GmbH
Hamburg
Deutschland

dickfllssiges Paraffin

Merkur WOP 240 PB

Sasol Germany GmbH
Hamburg
Deutschland

Sasol Germany GmbH

hochviskose Triglyceride | Miglyol® 829 Hamburg
Deutschland
Cognis GmbH

Oleyoleat Cetiol® Disseldorf

Deutschland

weitere Emulsionsbestandteile

Benzylalkohol

Caesar & Loretz GmbH
Hilden
Deutschland

The Lubrizol Corporation

Carbomer Carbopol 980 NF Wickliffe

USA

Caesar & Loretz GmbH
Trometamol Hilden

Deutschland

weitere Materialien

Filterpapier

Grade 597

Whatman GmbH
Dassel
Deutschland
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4 Methoden

4.1 Extraktion der Polysaccharide

Die Extraktion der Polysaccharide erfolgte (soweit sie nicht von CRM Kiel
durchgefiihrt wurde) mittels Bewegungsmazeration auf einer Magnetriihrplatte.
Als Extraktionsmittel diente dabei (soweit nicht anders angegeben) bidestilliertes
Wasser, das auf Raumtemperatur abgekiihlt wurde. Die Parameter
Ausgangsmaterial, Extraktionsdauer sowie das Verhadltnis zwischen Alge und
Wasser werden im Ergebnisteil unter Kapitel 5.5 naher untersucht und sind daher

dort beschrieben.

Der wassrige Extrakt wurde schlieRlich durch Abzentrifugieren des Algenmaterials
mit Hilfe einer Sigma 6-16K Zentrifuge (Sigma Laborzentrifugen GmbH, Osterode
am Harz, Deutschland) bei 20°C und 9600 rpm Uber 45 Minuten abgetrennt. Sofern
der Rohextrakt verwendet wurde, wurde der Uberstand nach dem Zentrifugieren
abdekantiert, durch Filterpapier von den verbleibenden Feststoffen befreit und mit

Benzylalkohol als Konservierungsmittel versetzt (2% m/m).

Zur Aufreinigung der Polysaccharide wurde der filtrierte Uberstand unter Rithren
zu gleichen Teilen mit Ethanol versetzt, wodurch eine Ausfdllung der
Polysaccharide erfolgte. Dieser Riickstand wurde durch Zentrifugation bei den
oben genannten Parametern von der Ethanol-Wasser-Mischung abgetrennt. Um
sicher alle wasserunloslichen Bestandteile zu entfernen, wurden diese
Polysaccharide dann erneut in Wasser geldst und bei gleichen Bedingungen erneut
zentrifugiert und der Uberstand wurde schlieBlich ein letztes Mal filtriert. Die so
erhaltene Polysaccharidlésung wurde, wie unter Kapitel 4.2 beschrieben,

gefriergetrocknet.

Innerhalb einer Versuchsreihe wurden Durchmischungen der Chargen vermieden,
um keine zusatzlichen materialbedingten Unterschiede zwischen einzelnen

Emulsionen zu erzeugen. Unterschiedliche Versuchsreihen wurden allerdings zum
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Teil auch mit Extrakten aus unterschiedlichen Chargen durchgefiihrt, da die

herstellbare Chargengrof3e stark beschrankt war.

4.2 Gefriertrocknung

Fir die Versuche, bei denen es notig war, den Extrakt- oder auch den
Polysaccharidgehalt in der wassrigen Phase zu variieren, wurde der hergestellte
Extrakt bzw. die Polysaccharidlésung in einem Klein GFT-6 — Gefriertrockner (Klein
Vakuumtechnik, Freudenberg, Deutschland) getrocknet. In groRen Schalen aus
Edelstahl wurde der Extrakt zunachst bei -30 °C eingefroren und anschliefend bei
-30°C und 0,370 mbar so lange getrocknet, bis die Temperatur des Gutes sich an
die Stellflaichentemperatur angeglichen hat, was ein Zeichen dafir ist, dass es
durch Sublimationskalte nicht weiter gekihlt wurde, also kein Wasser mehr
sublimieren konnte. AnschlieBend wurde bei erhéhter Temperatur von 20 °C und
weiter reduziertem Druck das moglicherweise noch starker anhaftende Wasser aus

dem Gut entfernt.

Die nach der Trocknung noch im Gut vorhandene Restfeuchte wurde nicht
bestimmt, daher wurde auch keine Einwaagekorrektur vorgenommen, um
moglicherweise vorhandenes Wasser auszugleichen. Leichte Schwankungen
zwischen verschiedenen Versuchsreihen kdénnten also zum Teil auch auf eine
geringe Restfeuchte zurlickzufliihren sein. Da aber, wie bereits erwahnt, keine
Chargen innerhalb einer Versuchsreihe durchmischt wurden, hat eventuell

vorhandene Restfeuchte keine Auswirkungen auf beobachtete Trends.
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4.3 Charakterisierung der Extrakte

4.3.1 Gravimetrische Bestimmung des Polysaccharidgehaltes
Um eine Einschatzung des gesamten Polysaccharidgehaltes in den
unterschiedlichen Extrakten zu ermdglichen, wurde eine gravimetrische
Bestimmung durchgefiihrt. Hierzu wurde der polysaccharidhaltige Extrakt mit
einem Uberschuss an Ethanol versetzt, was zu einer Ausfillung der Polysaccharide
flihrte. Der Extrakt wurde mit Hilfe einer Wasserstrahlpumpe und eines Blichner-
Trichters mit tariertem Filterpapier abfiltriert, das Filterpapier wurde getrocknet

und der Polysaccharidriickstand konnte ausgewogen werden.

Diese einfache Bestimmung wurde gewahlt, da auch bei der Aufreinigung der
Polysaccharide die Prazipitation der Polysaccharide mit Ethanol erfolgte, und somit

die tatsachlich verwendeten Substanzen quantifiziert werden konnten.

4.3.2 Brechungsindex
Der Brechungsindex der Extrakte wurde mit einem Abbé-Refraktometer bei
Raumtemperatur bestimmt. Die Skala des Gerates ermoglicht eine Genauigkeit von

drei Stellen nach dem Komma, eine vierte Stelle wurde zusatzlich geschatzt.

4.3.3 Dichte
Zur Ermittlung der Dichte der Flissigkeiten wurde ein Biegeschwinger DMA 48
(Anton Paar GmbH, Ostfildern-Scharnhausen, Deutschland) bei 22°C verwendet.
Die Kalibrierung des Gerates erfolgte durch die Vermessung von Wasser und Luft

bei der entsprechenden Temperatur.

Das in dem Gerat befindliche U-Rohr wird dabei mit der zu untersuchenden
Flassigkeit gefillt und anschlieBend in Schwingungen versetzt. Die Eigenfrequenz
des gefiillten U-Rohres wird ermittelt, und da diese durch die Masse des
schwingenden Teiles beeinflusst wird und das Volumen durch die Aufhdangung des

Rohres definiert ist, kann daraus die Dichte der Priiffliissigkeit bestimmt werden.
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4.3.4 Viskositit und Fliefverhalten
Zur Untersuchung der Viskositdt wurde das SV-10 Vibro-Viskometer (Malvern
Instruments, Worcestershire, UK) verwendet. Die Messung erfolgte bei
Raumtemperatur. Bei diesem Gerat werden zwei Platin-Platten in Vibration
versetzt und aus dem Widerstand, den die Probe dieser Bewegung entgegensetzt
kann nach Multiplikation mit der Dichte der Probe die dynamische Viskositat
berechnet werden. Diese Messung ist nur dann sinnvoll, wenn es sich bei der
Probe um eine idealviskose Flissigkeit handelt, da es keine Moglichkeit gibt, das
Schergefdlle bzw. die Schubspannung zu beeinflussen oder zu bestimmen.
Dennoch wurde an einigen Stellen auch in pseudoplastischen Extrakten bzw.
Polysaccharidlosungen nur die im Vibro-Viskometer bestimmte Viskositat
verwendet, um einen einzelnen Zahlenwert fiir die Betrachtung zu verwenden.
Dieses Vorgehen ist als gerechtfertigt anzusehen, da das wesentliche Ziel der
jeweiligen Untersuchungen ein Vergleich verschiedener Zubereitungen war. Der

Absolutwert hingegen war von untergeordnetem Interesse.

Die Uberpriifung des FlieRverhaltens erfolgte an einem Bohlin Rheometer CVO 120
HRNF (Malvern Instruments, Worcestershire, UK) mit einem Zylinder-Becher-
Aufbau. Das Schergefalle wurde zunachst von 0 auf 50 Umdrehungen pro Sekunde

gesteigert und anschlieBend wieder auf 0 zurlickgefahren.

4.3.5 Oberflichenspannung
Die Oberflaichenspannung wurde mit dem Tensiometer K12 (Kriiss GmbH,
Hamburg, Deutschland) mit einer Wilhelmy-Platte bei Raumtemperatur bestimmt.
Dazu wurde die Platinplatte 2 mm tief in die Flissigkeit eingetaucht. Die

Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software K122 der Firma Krdss.
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4.4 Herstellung der Emulsionen

4.4.1 Vorhomogenisierung
Die Emulsionen wurden nach der Einwaage aller benétigten Substanzen zunachst
bei Raumtemperatur mit einem Rotor-Stator-System (Ultra-Turrax® T25, IKA®-
Werke GmbH & CO. KG, Staufen, Deutschland) so vorhomogenisiert, dass ein
optisch homogenes Erscheinungsbild gegeben war. Die Geschwindigkeit und Dauer

dieser Vorhomogenisierung wurde variiert und ist jeweils angegeben.

4.4.2 Hochdruckhomogenisierung
Die eigentliche Herstellung der Emulsionen erfolgte mittels
Hochdruckhomogenisierung. Da die genauen Prozessparameter wesentlicher
Bestandteil der Ergebnisse sind, wird auf sie in Kapitel 5 ndaher eingegangen. Hier
soll nur das generelle Prinzip der Hochdruckhomogenisierung kurz erldutert
werden.

Prallring Homogenisierspalt

Kraft F

Roh- -
emulsion (Stempel)

/
N / \Emulsion Ventilkdrper
Ventilsitz

Abbildung 4.4.1: Funktionsprinzip eines Ring-Spalt-Homogenisators

Wie in Abbildung 4.4.1 zu sehen ist, wird eine Rohemulsion in den Homogenisator
eingebracht. Die zunachst noch recht groRen Tropfchen werden durch einen Spalt
gedriickt, der aus einem Prallring und einem Stempel gebildet wird. Der Druck
kann hierbei Gber den Abstand zwischen Ring und Stempel reguliert werden. Der
far die in dieser Arbeit beschriebenen Untersuchungen verwendete Gaulin APV

Hochdruckhomogenisator (Gaulin, Libeck, Deutschland) lasst sich von 130 bar bis
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1000 bar regulieren. Eine automatische Rickfliihrung der Emulsion ist hier nicht
moglich, jedoch kann die Emulsion manuell als ,,Rohemulsion” erneut dem Prozess
zugefiihrt werden. Eine solche Wiederholung wird als weiterer ,Zyklus”
bezeichnet. Der Homogenisator bietet zwar die Moglichkeit einer Temperierung
des Reservoirs, die Temperatur der Emulsionen wurde jedoch nicht aktiv
beeinflusst. Je nach angewendetem Druck konnte eine Erwarmung auf etwa 45 °C
beobachtet werden, der Temperatureinfluss wurde allerdings nicht gesondert

betrachtet.

4.5 Charakterisierung der Emulsionen

4.5.1 Lichtmikroskopie
Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem digitalen Keyence VHX
500 Lichtmikroskop (Keyence Deutschland GmbH, Neu-Isenburg, Deutschland) in
500facher VergrolRerung gemacht. Die Zubereitungen wurden unverdinnt auf
einen Objekttrager aus Glas gegeben und die Beleuchtung erfolgte mittels

Durchlicht.

4.5.2 Lichtstreuung
Zur Untersuchung der Stabilitat und der TropfchengroBe der Emulsionen wurde
das Prinzip der Mehrfachlichtstreuung ausgenutzt. Dafir wurde der Turbiscan™

der Firma Formulaction (L'Union, Frankreich) verwendet.

Ein Messkopf (Abbildung 4.5.1) mit einer Infrarot-Lichtquelle (A =880 nm) und
integriertem Detektor, sowohl fiir zurlckgestreutes (45°) als auch fiir durch-
tretendes Licht (180°), fahrt eine aus Glas bestehende Messzelle vom Boden bis zu
einer Hohe von maximal 55 mm ab und detektiert alle 40 um den Anteil an

zurlickgestreutem (BS) bzw. durchtretendem Licht (T).
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Diide & iy 0§
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Abbildung 4.5.1: Messkopf des Turbiscan™

(von http://www.formulaction.com/images/turbiscan_head2.jpg)

Die dabei fur Ruckstreuung und / oder Transmission erhaltenen Werte werden zu
jedem Messzeitpunkt grafisch gegen die entsprechende Hohe des Probengefalies
aufgetragen. Die Messwerte werden dabei relativ zu der Riickstreuung angegeben,
die bei Vermessung einer Standardsuspension von monodispersen Kugeln in

Silikonol erhalten wird.

Eine Rlckstreuung des Lichtes beruht auf Unterschieden im Brechungsindex der
kontinuierlichen und der dispersen Phase und ist daher eine gut zugangliche GroRe

zur Charakterisierung von Emulsionen.

Durch die Detektion des zurlickgestreuten Lichtes kdnnen in Emulsionen vor allem
zwei wichtige Charakteristika untersucht werden, die in dieser Arbeit als
Hauptindikatoren zur Beurteilung der Stabilitat genutzt wurden. Nach der Mie-
Theorie ist es moglich aus dem Anteil des zurlickgestreuten Lichtes die
durchschnittliche TropfchengroRe zu ermitteln, sofern der Brechungsindex beider
Phasen und das Phasenverhaltnis bekannt sind. Aus diesen Bedingungen ergibt
sich die Problematik, dass mit Hilfe dieser Methode nur die TrépfchengroRe in
nicht-aufgerahmten oder -sedimentierten Emulsionen berechnet werden kann, da

sonst das Phasenverhaltnis auf einer bestimmten Hohe in unbekannter Weise
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verandert ist. Allerdings ist es durchaus moglich zu beobachten ob eine Koaleszenz
auftritt, da groBere Tropfchen das Licht weniger zurlickstreuen als kleine. Diese
Beziehung gilt dabei nur fir Teilchen, die groBer als die Wellenlange des

gestreuten Lichtes sind [36].

Weiterhin kann durch Messungen Uber einen langeren Zeitraum die Wanderung
einer durch Aufrahmen erzeugten Phasengrenze verfolgt und ihre Geschwindigkeit
berechnet werden. Jede Kurve steht dabei flr einen Messzeitpunkt, an dem die
gesamte Kivette einmal durch den Messkopf abgefahren wird. Anhand des
sprunghaften Anstiegs der Riickstreuung an der Phasengrenze und dem bekannten
Messzeitpunkt kann genau berechnet werden, mit welcher Geschwindigkeit sich

die Phasengrenze nach oben bewegt.

Wie sich die beschriebenen Phdanomene von Koaleszenz bzw. Aufrahmen bei dieser

Analysemethode darstellen, wird in der folgenden Abbildung 4.5.2 gezeigt:

Backscattering - no zoom Backscgtterine - no zoom N

- =ESSS[ e —a———r

B - = o
355 D 50% or
305 i A0, g
255 ; o:
208 0 30% :
15% 205 0:00:06:43
10% 5 0-00:07-25
S 1056
o 0%

omm 10mm 20mm 30mm ) omm 10mm 20mm 30mm

scan Named  Mo-ref scan Named  No-ref

Abbildung 4.5.2. Darstellung von Aufrahmung (links) und Koaleszenz oder Flockung
(rechts) im Turbiscan™

In der linken Abbildung zeigt sich sehr deutlich, dass am Boden der Kiivette eine
Schicht nach oben (auf der x-Achse nach rechts) wandert, die Emulsion rahmt also
auf. In der rechten Abbildung hingegen ist keine wandernde Phasengrenze zu
erkennen, daflr sinkt der Anteil zurlickgestreuten Lichtes liber die gesamte Hohe

der Kivette. Diese Beobachtung Ilasst sich durch eine Zunahme der
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TropfchengrolRe, verursacht durch Flockung oder Koaleszenz erklaren. Eine

Unterscheidung zwischen Flockung und Koaleszenz ist so allerdings nicht moglich.

Ein Vergleich verschiedener Stabilitatsuntersuchungen kann zusatzlich mit Hilfe
der Software Easysoft (Version 1.2.2; Formulaction 2005) durchgefiihrt werden.
Hierzu werden die Ruickstreuungskurven BST zeit (t)- und ortsabhangig (h)
dargestellt und eine sogenannte Stability Kinetics-Kurve wird berechnet. Die
Wertepaare fur die Darstellung dieser Kurve werden wie in Gleichung (2) folgt

bestimmt:

h=Meniskus
Z‘BST'(", h _BSTtU(:ref), h
dt _ _h=Boden (2)
Anzahl Messwerte

Nach Ermittlung dieser Stability Kinetics-Kurve kann die Software den Turbiscan
Stabilitatsindex (TSI) berechnen. Dies geschieht nach der im Folgenden

dargestellten Gleichung (3):

t=Intervallende

2.

TSI — t=Start 3
“" " Anzahl Messwerte (3)

Da die Unterschiede zwischen den aufgenommenen Riickstreuungskurven zeitlich
und ortlich immer grofRer werden, je instabiler die Emulsionen sind, wachst dann
auch der TSI. Im Gegensatz bedeutet also ein niedriger TSI, dass sich die Kurven
kaum voneinander unterscheiden und die Emulsionen stabil sind. Ein Vergleich
verschiedener TSI ist dabei nur dann sinnvoll, wenn gleiche Systeme betrachtet
werden und der Vergleich nach der gleichen Zeit und auf der gleichen Probenhdhe

erfolgt [36].

In dieser Arbeit wird zur Auswertung der mittlere Tropfchendurchmesser bei
vollgefillter Kiivette auf einer Hohe von 20 mm berechnet. Der Brechungsindex
von der dispersen und der kontinuierlichen Phase wurde jeweils vor Herstellung

der Emulsion bestimmt und diente als Berechnungsgrundlage. Der Anteil der
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dispersen Phase auf der entsprechenden Hohe direkt nach der Herstellung war
aufgrund der Einwaage bekannt. Auch die Berechnung des TSI erfolgte im Rahmen
dieser Arbeit Uber die unteren 20 mm der Kivette aus den geglatteten Kurven der

Rickstreuung.

4.6 Statistische Versuchsplanung

Die Erstellung und Auswertung statistischer Versuchsplane (Design of Experiments,
DOE) erfolgte mit der Software Design-Expert (Version 8, StatEase Inc.,
Minneapolis, USA). Mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung kann der Einfluss
verschiedener sogenannter Faktoren auf einen oder mehrere Zielparameter
untersucht werden. Dabei ist es auch moglich Wechselwirkungen zwischen
unterschiedlichen Faktoren zu erkennen, was ausgeschlossen ist, wenn in einer
Versuchsreihe nur ein Faktor zur gleichen Zeit verandert wird. Sofern nicht alle das
Ergebnis beeinflussenden Parameter gesteuert werden kénnen oder sollen, ist es
allerdings notwendig, diese konstant zu halten oder durch Blockbildung

mathematisch zu berlicksichtigen.

Je nach Fragestellung kommen dabei verschiedene Modelle zum Einsatz. Die
einfachsten Versuchsplane dienen dazu, die moglichen Faktoren zu gewichten.
Dies geschieht, indem der Einfluss der unterschiedlichen Faktoren Uber eine hohe
und eine niedrige Stufe variiert und die ZielgroRe gemessen wird. So lasst sich
herausfinden, welche der untersuchten Faktoren die ZielgroRBe signifikant
beeinflussen und welche nicht. Auf diese Art werden allerdings nur lineare
Zusammenhange erhalten, unabhangig davon, ob dies der Realitdt entspricht oder
nicht. Um nicht-lineare Zusammenhange aufzudecken missen daher mehr als zwei
Stufen je Faktor untersucht werden. Da dies die Versuchsanzahl erhoht, sollten in
solchen Optimierungsversuchsplanen maoglichst nur relevante Faktoren

einbezogen werden.

SchliefRlich gibt es Mischungsversuchsplane, die sich von den bisher genannten

dadurch unterscheiden, dass fiur die Zusammensetzung der Einzelkomponenten
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weniger die Gesamtmenge als vielmehr das Verhaltnis zueinander fir das Ergebnis
ausschlaggebend ist. Weiterhin missen alle betrachteten Komponenten insgesamt
eine Summe von 100% ergeben. Dies flhrt zu anderen mathematischen Methoden
der Auswertung. Zusatzlich konnen diese Mischungsplane mit anderen Designs,
beispielsweise sogenannten optimalen Designs kombiniert werden, um sowohl
den Einfluss einer Zusammensetzung, als auch beispielsweise der

Prozessparameter, auf eine oder mehrere ZielgroBen zu untersuchen.

Nach der Aufstellung des Versuchsplanes erfolgt seine Evaluierung. Jede
statistische Auswertung geht mit moglichen Fehlern einher, die der Bearbeiter
kennen und bericksichtigen sollte. Je nach Fragestellung sind dabei gewisse
Unsicherheiten besser oder schlechter zu tolerieren. Eine Maoglichkeit der
Beurteilung ist die Betrachtung des Standardfehlers und seiner Verteilung Uber
den Versuchsraum. Sollte sich ein Optimum an einer Stelle des Versuchsraumes
mit hohem Standardfehler befinden, ist es kritischer zu betrachten als an einer
Stelle mit einem niedrigeren modellbedingten Standardfehler. Es empfiehlt sich
daher, bereits vor der Durchflihrung der Versuche den Standardfehler mit der Lage

eines erwarteten Optimums zu vergleichen.

Nach der Ermittlung der ZielgroBe in Abhdngigkeit von den unterschiedlichen
Faktorkombinationen wird eine Varianzanalyse (ANOVA) durchgefiihrt. So wird
abgeschatzt, welche Schwankungen der ZielgroRe rein zufallig sind und welche sich
auf eine Veranderung der Faktoren zurlckflihren lassen. Zur Einstufung wird der
sogenannte F-Wert (Quotient der Varianzen) berechnet und es wird durch den
p-Wert angegeben, wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, dass ein Ergebnis wie das
beobachtete nur rein zufallig eintritt. Je niedriger also der p-Wert, desto geringer

ist die Wahrscheinlichkeit, ein solches Ergebnis nur zufallig zu erhalten.

Das aus den signifikanten Faktoren zusammengesetzte Modell kann schlieflich
hinsichtlich der Beschreibung der Daten anhand verschiedener KenngroRen

bewertet werden. Die wohl bekannteste ist R%, das angibt, welcher Teil der
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Unterschiede in den Daten durch das Modell erklart wird. Da aber durch eine
Uberparametrisierung eine zwar sehr gute aber nicht sinnvolle Anpassung des
Modelles an die Daten moglich ist, sollte eher das sogenannte adjusted R?
betrachtet werden, in dem auch die Anzahl der im Modell verwendeten Parameter
eingeht. Je naher adjusted R? an 1 ist, desto besser beschreibt das Modell die
erhobenen Daten. Da aber die statistische Versuchsplanung auch zu
Prognosezwecken eingesetzt wird, sollen nicht nur bereits gemessene sondern
auch zuklnftig zu erhebende Daten moglichst gut beschrieben werden. Diese
Fahigkeit des Modelles wird durch das predicted R? angegeben. NaturgemaR ist
predicted R? kleiner als adjusted R?, die Differenz sollte dabei jedoch einen Wert
von 0,2 moglichst nicht Gberschreiten. Falls dies doch der Fall ist, sollten entweder

die Daten oder das Modell in Frage gestellt werden.
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5 Praktischer Teil

5.1 Screening verschiedener Algenextrakte
Um zu untersuchen, welcher Algenextrakt am ehesten zur Stabilisierung von
Emulsionen geeignet ist, wurden einfache Vorversuche durchgefiihrt. Die
Extraktion der in Kapitel 3 genannten Algen erfolgte dabei zunachst extern durch
die Firma CRM. Das genaue Verfahren unterliegt dabei dem Betriebsgeheimnis. Die
Auswahl der Algen erfolgte aufgrund des vergleichsweise hohen
Polysaccharidgehaltes. Die von CRM hergestellten wassrigen Extrakte aus
Ascophyllum nodosum, Palmaria palmata, Saccharina latissima, Ulva lactuca und
Undaria pinnatifida wurden zunachst gefriergetrocknet. Es ist davon auszugehen,
dass das so hergestellte Material einerseits Polysaccharide der entsprechenden
Algen enthalt, es werden aber auch Salze oder andere wasserlosliche Inhaltsstoffe
vorhanden sein. Diese getrockneten Substanzen wurden nun jeweils durch Zugabe
von Wasser in hochviskose Losungen Uberfiihrt. Da es sich um Kleinstansatze
handelte wurde die Viskositat nicht gemessen sondern nur visuell beurteilt. Zu
diesen Losungen wurden mittelkettige Triglyceride (Anteil in der fertigen
Zubereitung ca. 25%) gegeben und mit einem Ultra-Turrax® fir drei Minuten bei
13500 rpm homogenisiert. Die so entstandenen Emulsionen wurden schlieflich

mikroskopisch im Hinblick auf ihre Homogenitat beurteilt.

Die genaue Zusammensetzung der unterschiedlichen Emulsionen und die
mikroskopischen Bilder (500fache VergroRerung; MaRstab 50 pm) der hier

beschriebenen Emulsionen sind in Abbildung 5.1.1 dargestellt.
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Ascophyllum nodosum

31,0% Trockenextrakt

42,5% Wasser

26,5% mittelkettige Triglyceride

Palmaria palmata

52% Trockenextrakt

24,2% Wasser

23,8% mittelkettige Triglyceride

Saccharina latissima

43,3% Trockenextrakt

33,1% Wasser

23,6% mittelkettige Triglyceride

Ulva lactuca

19,7% Trockenextrakt

55,8% Wasser

24,7% mittelkettige Triglyceride

Undaria pinnatifida

4,3% Trockenextrakt

70,9% Wasser

24,8% mittelkettige Triglyceride

Abbildung 5.1.1: Emulsionen aus hochkonzentrierten Polysaccharidlésungen
verschiedener Algen, 500fache VergréfSerung, MafSstab 50 um
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Auffallig ist hier zunachst der niedrige Trockengehalt der Emulsion aus Undaria
pinnatifida, die Viskositat der Losung war jedoch vergleichbar mit der der ibrigen
Losungen. Der Vergleich der Bilder zeigt, dass annahernd homogene Emulsionen
nur mit den Extrakten aus Ascophyllum nodosum und Saccharina latissima
hergestellt werden konnten. Die Emulsion aus Extrakt von Palmaria palmata zeigt
ein unregelmaliiges Aussehen mit sehr vielen vergleichsweise groRen Trépfchen.
Der Extrakt aus Ulva lactuca war zwar in der Lage, etwas kleinere Tropfchen zu
stabilisieren, der Rand der Probe zeigt jedoch deutlich, dass schon der leichte
Druck des Deckgldaschen zu einer Entmischung der Phasen fiihrt. Auch der Extrakt
aus Undaria pinnatifida bewirkt keine homogene Verteilung feiner Tropfchen der

lipophilen Phase sondern lasst weiterhin relativ grof3e Tropfchen erkennen.

Zum weiteren Vergleich der mit Extrakten aus diesen finf Algen stabilisierten
Emulsionen wurden aullerdem Zubereitungen hergestellt, bei denen direkt der von
CRM hergestellte Extrakt verwendet wurde. Dieser wurde mit der gleichen Masse
an mittelkettigen Triglyceriden (resultierender lipophiler Anteil 50% m/m) versetzt
und mit einem Ultra-Turrax® fiir zwei Minuten bei 13500 rpm homogenisiert. Die
so hergestellten Emulsionen wurden im Turbiscan™ Uber zehn Minuten verglichen.

Dabei wurden die in Abbildung 5.1.2 folgenden Diagramme erhalten:
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Abbildung 5.1.2: Turbiscan™-Diagramme der Emulsionen mit 50% mittelkettigen
Triglyceriden aus verschiedenen ungetrockneten Algenextrakten, hergestellt von CRM

Auch hier ist zu erkennen, dass bereits innerhalb einer Messzeit von zehn Minuten

deutliche Unterschiede zwischen den Emulsionen bestehen. Eine wandernde

Phasengrenze, verursacht durch Aufrahmungserscheinungen, ist vor allem bei den

Emulsionen zu erkennen, die mit dem Extrakt aus Palmaria palmata bzw. aus
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Saccharina latissima hergestellt wurden. Die starkste Koaleszenz (sinkende
Rickstreuung lber die gesamte Hohe des Probengefalies) ist bei der Emulsion zu
erkennen, die mit dem Extrakt aus Ulva lactuca hergestellt wurde, gefolgt von
derjenigen mit Extrakt aus Undaria pinnatifida. Die Emulsion, die durch den Extrakt
aus Ascophyllum nodosum stabilisiert wurde, zeigt weder Koaleszenz noch

Aufrahmen so stark ausgepragt wie die anderen Emulsionen.

Da beide Vorversuche dafiir sprechen, dass der Extrakt aus Ascophyllum nodosum
die besten emulsionsstabilisierenden Eigenschaften zeigt, liegt der Fokus dieser

Arbeit auf der Verwendung ebendieses Extraktes.

5.2 Voruntersuchungen zur Hochdruckhomogenisierung

Wie bereits in Kapitel 4.4 beschrieben, sind die Variationsmoglichkeiten am
verwendeten Hochdruckhomogenisator begrenzt auf die Variation des Druckes
und der Temperatur im Vorratsgefals, wobei letztere nicht variiert wurde.
Zusatzlich besteht die Moglichkeit, eine bereits homogenisierte Emulsion erneut in
den Homogenisator zu geben (in dieser Arbeit als Anzahl der Zyklen bezeichnet).
Der Einfluss der einzelnen Variationsmoglichkeiten wird hier zunachst separat

betrachtet um eine erste Einschatzung zu ermaoglichen.

5.2.1 Einfluss der Zyklenanzahl
Als Modellemulsion wurde eine Emulsion eingesetzt, die aus dem von CRM
hergestellten ungetrockneten Extrakt aus Ascophyllum nodosum und 25% (m/m)
mittelkettigen Triglyceriden besteht. Diese Versuche wurden in einem
Druckbereich von 130 bar bis 300 bar durchgefiihrt um auch einen ersten Eindruck
vom Einfluss des Druckes zu erhalten. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.2.1

dargestellt.
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Abbildung  5.2.1:  Verdnderung der Trépfchengréfie  mit  Erhéhung  des
Homogenisierdruckes und steigender Anzahl der Zyklen (n = 1)

Es zeigte sich, dass der Tropfchendurchmesser druckunabhdngig durch eine
steigende Zyklenzahl verringert werden kann. Dieser Einfluss ist vor allem bei einer
Erhohung von einem auf zwei Zyklen sehr stark ausgepragt. AuBerdem ist auffallig,
dass bei nur einfacher Homogenisierung der Druck keinen eindeutig ausgepragten
Einfluss auf die TropfchengrofSe ausiibt. Es ist als wahrscheinlicher anzusehen, dass
die hier von 2,5um bis 5,3um erzielten Tropfchengréflen durch
Zufallsschwankungen beeinflusst werden, als dass tatsachlich bei 150 bar deutlich
grolRere Tropfchen entstehen als bei hoherem oder geringerem Druck. Auch nach
zwei Zyklen liegt noch kein durch den Homogenisierdruck hervorgerufener Trend
vor, die TropfchengroBen schwanken aber nur noch zwischen 2,0 um und 2,4 um.
Im Vergleich zwischen drei und vier Zyklen wird nur noch eine minimale
Verringerung der Tropfchengrofle durch den zusatzlichen Zyklus erreicht.
Aullerdem ist nach vier Zyklen ein (wenn auch geringer) Einfluss des Druckes

eindeutig zu erkennen: mit steigendem Druck wachsen die Tropfchen von 1,9 um
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auf 2,1 um. Inwieweit dieser geringe Unterschied in der Tropfchengrofle als

stabilitatsrelevant anzusehen ist, wird in spateren Untersuchungen betrachtet.

Im Folgenden werden daher alle Emulsionen (soweit nicht anders erwahnt) durch

eine vierfache Homogenisierung hergestellt.

5.2.2 Einfluss des Homogenisierdruckes
Bereits in Kapitel 5.2.1 war zu erkennen, dass der Homogenisierdruck einen
Einfluss auf die TropfchengrolRe auslibt. Dieser soll nun genauer untersucht
werden. Dazu wurden beispielhaft Emulsionen aus dem von CRM hergestellten
Extrakt von Ascophyllum nodosum unter Anwendung verschiedener Driicke
hergestellt. Der niedrigste untersuchte Homogenisierdruck liegt dabei bei 130 bar
und er wurde zunichst auf 720 bar begrenzt. Auch der Olgehalt wurde hier
zwischen 5% (m/m) und 25% (m/m) variiert um zu ermitteln, ob auch dieser einen
Einfluss auf den Effekt des Druckes hat. Dabei konnten die in Abbildung 5.2.2

folgenden Ergebnisse ermittelt werden.
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Abbildung 5.2.2: Einfluss des Homogenisierdruckes auf die Tropfchengréfie in
Abhdéngigkeit vom Olgehalt (n = 1)
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Es ist dabei deutlich zu erkennen, dass ein steigender Druck bei hohem Olgehalt
eine VergroBerung der Tropfchen von 1,9 um auf tber 2,1 um bewirkt, wahrend
bei nur 5% Ol die Trépfchen mit steigendem Druck geringfiigig kleiner werden (von
0,88 um sinkt die TropfchengroRe auf 0,86 um) . Beides sind Phanomene, die auch
bereits in der Literatur beschrieben wurden [37]. Die grofleren Tropfchen bei
erhohtem Druck kommen dadurch zustande, dass zwar primar aufgrund des
hoheren Energieeintrages kleinere Tropfchen gebildet werden, diese jedoch sofort
koaleszieren, da die Stabilisierung beispielsweise aufgrund zu geringer
Emulgatormengen nicht moglich ist. Diese Beobachtungen haben zur Folge, dass
fir eine Optimierung der Emulsionsstabilitat Druck und Zusammensetzung (bisher

bezogen auf den Olgehalt) nicht getrennt voneinander betrachtet werden diirfen.

5.3 Voruntersuchungen zur Zusammensetzung der Emulsionen

5.3.1 Einfluss des Olgehaltes
Zunichst wurde der Einfluss des Olgehaltes auf die Stabilitdt der Emulsionen ndher
untersucht. Hierzu wurde erneut der von CRM hergestellte ungetrocknete Extrakt
aus Ascophyllum nodosum verwendet. Die Homogenisierung erfolgte bei einem
Homogenisierdruck von 130 bar jeweils innerhalb von vier Zyklen. Der Olgehalt
wurde ausgehend von 5% in ebenfalls vier Schritten auf 25% erhoht. Ausgewertet
wurde hier sowohl der Tropfchendurchmesser direkt nach der Herstellung als auch
die Stabilitat (anhand des TSI) der Zubereitungen liber einen Zeitraum von zwolf

Stunden. Die Beobachtungen sind in Abbildung 5.3.1 dargestellt.
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TSI
w

5% 10% 15% 20% 25%
Olgehalt

——TSI Tropfchengrole

Abbildung 5.3.1: Abhdngigkeit der Emulsionsstabilitét und der Tropfchengréfe vom
Olgehalt der Emulsionen (n = 1)

Die TropfchengrofRe steigt unter diesen Bedingungen anndhernd linear von
0,88 um bei 5% Ol auf 1,89 um bei 25% Ol an. Der TSI steigt ebenfalls mit
steigendem Olgehalt, die Zubereitung wird also instabiler, je mehr Ol verwendet
wird. Ab einem Olgehalt von 10% ist auch dieser Zusammenhang anndhernd linear,
da der TSI aber nur eine relative GroRe ist, sollte diesem Umstand nicht zu viel

Bedeutung beigemessen werden.

5.3.2 Einfluss des Extraktgehaltes
Da zu erwarten ist, dass die Emulsionen stabiler werden, je mehr Emulgator
enthalten ist, wurde ein Teil des von CRM erhaltenen Extraktes aus Ascophyllum
nodosum gefriergetrocknet. Dieser wurde dem ungetrockneten Extrakt der
gleichen Charge in unterschiedlichen Anteilen zugesetzt, um Extrakte
unterschiedlicher Polysaccharidkonzentration zu erhalten. Als lipophile Phase
wurden jeweils 15% mittelkettige Triglyceride gewahlt, um die Mitte des bisher
untersuchten Bereiches abzubilden. Die Homogenisierung erfolgte Gber 4 Zyklen

bei einem vergleichsweise hohen Druck von 750 bar, da das Ziel darin bestand,
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Einflisse aufzudecken und nicht, moglichst stabile Emulsionen herzustellen. Der
Anteil an gefriergetrocknetem Extrakt, der jeweils noch zu dem Extrakt von CRM
zugesetzt wurde, betrug zwischen 0% und 10%. Eine Messung der Riickstreuung
nach vierwochiger Lagerung der Emulsionen unter Laborbedingungen zeigt das in

Abbildung 5.3.2 folgende Bild:
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Abbildung 5.3.2: Einfluss des Zusatzes an Trockenextrakt auf die Stabilitiit der Emulsionen

Anhand der Lage der Phasengrenze (Anstieg der Rickstreuung auf einer
bestimmten Hohe der Probe) ist zu erkennen, dass nach vier Wochen deutliche
Unterschiede zwischen den Emulsionen mit unterschiedlichem Extraktgehalt
existieren. Die Emulsion ohne weiteren Zusatz von Trockenextrakt zeigt eine
Phasengrenze bei ca. 45 mm Probenhdhe, wohingegen die Phasengrenze der
Emulsion mit dem hdchsten Zusatz an Trockenextrakt nur bei ca. 4 mm zu sehen
ist. Es ist eindeutig zu sehen, dass die Phasengrenze immer langsamer wandert, je
hoher der Extraktgehalt ist. Dieses Ergebnis ist nicht verwunderlich, es sollte
jedoch untersucht werden, ob es auf eine Veranderung in der

Oberflachenspannung der Extrakte, eine Erhéhung der Viskositat, auf eine erhdhte
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Menge an emulgierender Substanz oder auch auf Wechselwirkungen aller dieser
Aspekte zurickzufihren ist. Daher wurden sowohl die Viskositat und
Oberflachenspannung der Polysaccharidlosungen (also der duBeren Phase der

Emulsionen) als auch die resultierende TropfchengréBe der Emulsionen bestimmt.
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Abbildung 5.3.3: Veriinderung von Viskositét und Oberfliichenspannung der Extrakte mit
unterschiedlichem Trockengehalt und resultierender TropfchengréfSe der Emulsionen
(n=1)

Die entsprechenden Graphen sind in der folgenden Abbildung 5.3.3 dargestellt.

Die Oberflachenspannung (hellgrau) der Polysaccharidlésungen sinkt zwar mit
steigendem Gehalt an Trockenextrakt leicht ab, ist aber im Vergleich zu klassischen
Emulgatoren mit etwas Uber 40 mN/m vergleichsweise hoch. Die Viskositat der
Losungen (dunkelgrau) steigt leicht an, jedoch ist ein Anstieg von knapp 2,5 mPa - s
auf 30 mPa-s nicht als allein stabilitatsrelevant zu bewerten. Es kann daher
vermutet werden, dass vor allem die erhohte Menge an grenzflaichenaktiven
Polysacchariden dazu fiihrt, dass auch die Oberflaiche von kleineren Troépfchen
stabilisiert wird, was die Stabilitdt der Emulsionen erhéht. Dazu passend ist zu

sehen, dass die Tropfchengrofle (schwarz) der Emulsionen mit steigendem Zusatz
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an Trockenextrakt von 1,8 um auf 1,3 um sinkt. Die erhohte Stabilitat der
Emulsionen mit einem hoheren Trockenextraktgehalt ist daher vermutlich vor
allem auf die kleineren Tropfchen zurlickzufiihren, deren Aufrahmen zusatzlich

durch die leicht ansteigende Viskositat verlangsamt wird.

5.4 Einfluss von Olgehalt und Homogenisierdruck
Nachdem sowohl der Olgehalt als auch der Homogenisierdruck in den
vorangehenden Untersuchungen im Wesentlichen unabhdngig voneinander
betrachtet wurden, sollte nun eine erste zusammenfiihrende Untersuchung der
beiden Parameter durchgefiihrt werden. Da zunachst noch mit dem von CRM
hergestellten Extrakt gearbeitet wurde, blieb der Extraktgehalt hier
unberiicksichtigt. Insgesamt wurden neun Emulsionen hergestellt, deren Olgehalt
5%, 15% und 25% betrug. Als Homogenisierdruck wurden 130 bar, 250 bar und
500 bar verwendet (hier Uber flinf Zyklen). Als Indikator fir die Stabilitdt der

Emulsionen wurde auch hier die Tropfchengrofle direkt nach der Herstellung

herang
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Abbildung  5.4.1: Einfluss von Homogenisierdruck und  Olgehalt auf den
Trépfchendurchmesser der Emulsionen
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Dabei wird deutlich, dass der Einfluss des Olgehaltes deutlich gréRer ist als der des
Druckes, dass aber dennoch auch der Homogenisierdruck die entstehende
TropfchengréRe beeinflusst. Je mehr Ol die Emulsionen enthielten, desto groRer
waren die entstehenden Trépfchen (< 1 pum bei nur 5% Ol und 2,5 — 3 um bei 25%
Ol), wihrend je nach Olanteil entweder ein optimaler Druck im Bereich zwischen
130 bar und 500 bar existiert oder eine Erhéhung des Druckes (vor allem bei
hohem Olgehalt) zu einer VergréRerung des Tropfchendurchmessers fiihrte. Diese
Erkenntnis bestatigt, dass die Zusammensetzung der Emulsionen und der

Herstellungsprozess nicht getrennt voneinander untersucht werden sollten.

Da jedoch zu erwarten war, dass auch die Qualitat des Extraktes einen starken
Einfluss auf die Stabilitdit der Emulsionen hat, wurde zunachst der
Extraktionsprozess  ndher  betrachtet. Ein  Zusammenhang  zwischen
Polysaccharidgehalt, Olgehalt und Homogenisierdruck wird schlieRlich in Kapitel

5.6 hergestellt.

5.5 Optimierung des Extraktionsprozesses
Zu Beginn der Untersuchungen wurde mit dem von CRM hergestellten Extrakt aus
Ascophyllum nodosum gearbeitet, es sollte jedoch auch eine Optimierung des

Extraktionsprozesses stattfinden.

Da ein guter Extrakt verschiedenen Anforderungen bezliglich Gehalt und
Emulgiereigenschaften der  Polysaccharide  genigen sollte,  wurden

unterschiedliche Kriterien zum Vergleich der Extrakte herangezogen:

Zunachst wurde ein moglichst hoher Gehalt an Polysacchariden gewiinscht, wobei
die Polysaccharide auch moglichst quantitativ aus der Alge in den Extrakt Gberflihrt
werden sollten. Der Polysaccharidgehalt im Extrakt wurde gravimetrisch durch
Ausfallen mit Ethanol bestimmt (siehe Kapitel 4.3.1). Weiterhin soll aber auch die

Qualitat der durch den Extrakt hergestellten Emulsionen moglichst hoch sein. Die
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Vergleichbarkeit der Emulgierfahigkeit wurde erreicht, indem zunachst mit jedem
Extrakt vier verschiedene Emulsionen (,Markeremulsionen”) hergestellt wurden.
Hierbei wurde der Olgehalt zwischen 5% und 25% und der Druck im
Hochdruckhomogenisator zwischen 130 bar und 500 bar variiert, sodass aus jedem
Extrakt vier unterschiedliche Emulsionen hergestellt wurden. Hintergrund ist, dass
wie bereits in den Abschnitten 5.3 und 5.4 beschrieben wurde, sowohl der Olanteil
als auch der Homogenisierdruck einen Einfluss auf die Emulsionsstabilitat haben.
Je kleiner dabei der Unterschied zwischen den vier Emulsionen ist, desto hoher ist
die Emulgierkapazitat des Extraktes. Um den Vergleich zu erleichtern werden in
den entsprechenden Abbildungen Flachen dargestellt, deren Eckpunkte den
Markeremulsionen entsprechen. Bei der Betrachtung muss dabei berlicksichtigt
werden, dass diese Flachen nicht unbedingt der Realitdt entsprechen. Es ware

ebenso denkbar, dass Minima oder Maxima der TropfchengrdfSe zu finden sind.

Zusatzlich wurde der Absolutwert der beobachteten TropfchengroRe dieser vier
Emulsionen als Kriterium herangezogen: je kleiner die entstehenden Tropfchen,

desto stabiler die Emulsion.

Zunachst wurde dabei das gleiche Algenmaterial verwendet, das auch bei CRM
zum Einsatz kam (grob gemahlene Alge) und der Prozess wurde variiert. Da die
genaue Vorgehensweise von CRM ein Betriebsgeheimnis ist, kann hier kein
konkreter Vergleich der Prozesse dargestellt werden. Der Extrakt von CRM fihrt
bei der oben beschriebenen Vorgehensweise zu Emulsionen mit einem minimalen

Tropfchendurchmesser von 1,02 um.

5.5.1 Fraktionierung des groben Algenmaterials
Das grobe Algenmaterial wurde auf einem Siebturm fraktioniert, um zunachst auf
einfache Weise den Einfluss des Zerkleinerungsgrades auf das Extraktionsergebnis
zu ermitteln. Dabei wurden drei Siebfraktionen miteinander verglichen:
0-1000 pm, 1000 — 1250 pm und 1250 -1600 pm. Zu erwarten ware dabei, dass

aufgrund der im Verhaltnis groBeren Oberflaiche aus dem kleinsten Material die
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hochste Ausbeute erzielt werden kann. Fir jede dieser Fraktionen wurde ein
Massenteil Alge mit zehn Masseteilen heiflem (ca. 70°C) bidestilliertem Wasser
(1+10) versetzt und auf einer Magnetriihrplatte fir 22 Stunden gerihrt.
AnschlieBend wurde das Algenmaterial abzentrifugiert und der Uberstand wurde
hinsichtlich Polysaccharidgehalt und Emulgierfahigkeit untersucht. In Abbildung
5.5.1 wird zunachst der Polysaccharidgehalt (PS) der verschiedenen Extrakte
dargestellt. Dabei werden die gravimetrisch gefundenen Polysaccharide einerseits
auf die Einwaage an getrockneter Alge und andererseits auf die erhaltene Masse

an Extrakt bezogen.

20%

15%

10%

5% - SR - S -1 -

0% | |
0-1000 pm 1000 - 1250 pm 1250 - 1600 pm

Siebfraktion Algenmaterial

extrahierte Polysaccharide bezogen auf eingesetztes
Algenmaterial

B PS/Alge PS/Extrakt

Abbildung 5.5.1: Vergleich des aus unterschiedlichen Siebfraktionen des Algenmaterials
extrahierten Polysaccharidgehaltes (n = 1)

Es zeigte sich dabei wie erwartet, dass der Polysaccharidgehalt im Extrakt der
Fraktion mit den kleinsten Partikeln mit 1,49% deutlich liber dem der anderen

beiden Fraktionen (0,97% bzw. 1,05%) liegt.
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Betrachtet man nun die TropfchengroRBen der wie oben beschrieben hergestellten
Markeremulsionen, so zeigt sich, dass der Extrakt aus der kleinsten Siebfraktion
mit dem hochsten Polysaccharidgehalt dennoch zu Emulsionen mit gréReren
Tropfchen fiihrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.5.2 dargestellt. Bei der
Fraktion von 0 — 1000 um war die Ausbeute so gering, dass nur drei Emulsionen
hergestellt werden konnten. Die Ergebnisse dieser Fraktion sind daher nicht als

Flache sondern als Punkte dargestellt.

4,0
BN 1250 - 1600 pm |
3,5° 1000 - 1250 pm
0-1000 pm
3,0 1 " .

Tropfchendurchmesser / pm

Abbildung 5.5.2: Vergleich der Markeremulsionen aus den unterschiedlichen Siebfraktionen
im Hinblick auf ihre TrépfchengréfSe

Zundachst fallt auf, dass die Tropfchen in den Emulsionen immer kleiner werden, je
grober das verwendete Algenmaterial war. Dieser Unterschied tritt vor allem bei
dem hohen Olgehalt von 25% deutlich zutage. Bei nur 5% Ol ist kein deutlicher

Trend zu erkennen. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRen, dass das
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Polysaccharidgemisch in dem gréberen Anteil besser zur Emulsionsstabilisierung
geeignet ist als dasjenige in den feineren Bestandteilen. Es konnte allerdings durch
die Fraktionierung keine deutliche Verbesserung im Vergleich zu dem von CRM

hergestellten Extrakt erzielt werden.

Als nachstes soll daher untersucht werden, ob eine Zerkleinerung des
Drogenmaterials im gequollenen Zustand zu einer erhéhten Ausbeute und einer

Verbesserung des Extraktes in Bezug auf die Emulsionsstabilisierung fihrt.

5.5.2 Verwendung eines Rotor-Stator-Homogenisators
Das grobe Algenmaterial und heiRes Wasser wurden eingewogen (1 Teil Alge +
10 Teile Wasser) und 15 Stunden auf einer Magnetriihrplatte gerihrt.
AnschlieBend wurde ein Ultra-Turrax® T50 bei 7000 rpm fiir zwei Minuten zur
Zerkleinerung des gequollen Drogenmaterials genutzt und anschlieRend wurde
weitere 6 Stunden auf einer Magnetrihrplatte geriihrt. SchlieBlich wurde das
Algenmaterial abzentrifugiert und der Uberstand wurde charakterisiert. Es konnte
ein Polysaccharidgehalt von 1,38% erreicht werden, was weniger ist als fiir die
Siebfraktion von 0—-1000 um, jedoch etwas mehr als bei der Fraktion 1000 —
1250 pm. Ein Vergleich der vier Marker-Emulsionen mit denen der Siebfraktion
1000 — 1250 um zeigt jedoch, dass durch die Zerkleinerung keine deutlich

verbesserten Emulgiereigenschaften erzielt werden konnten (Abbildung 5.5.3):
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Abbildung 5.5.3: Vergleich der Markeremulsionen fiir zerkleinertes und gesiebtes
Drogenmaterial

Die TropfchengrofRen sind durch die Verwendung des Ultra-Turrax® teilweise
etwas groRer als beim gesiebten Material, teilweise etwas kleiner, bewegen sich
jedoch insgesamt in der gleichen GroBenordnung. Eine entscheidende

Verbesserung konnte auf diesem Wege also noch nicht erreicht werden.

5.5.3 Verwendung von fein gemahlenem Algenmaterial
Da neben der bisher verwendeten grob gemahlenen Qualitat auch fein
gemahlenes Algenmaterial im Handel erhaltlich ist, wurde nun die Auswirkung der
verwendeten GroRRe des Algenmateriales auf das Extraktionsergebnis untersucht.
Der Vergleich zwischen diesen beiden erfolgte durch Extraktion mit Wasser im
Verhaltnis ein Teil Alge und zehn Teile Wasser. Die Droge und das Wasser wurden
in einem Weithalsglas mit Hilfe eines Magnetriihrers fir 18 Stunden gerihrt. Dabei

wurde jede Algenqualitat einmal mit heifem Wasser und einmal mit Wasser auf
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Raumtemperatur versetzt. Dann wurde die grobe Droge jeweils mit einem Ultra-
Turrax® zerkleinert (2 min; 8000 rpm) und alle Ansatze wurden weitere 4 Stunden
gerihrt. AnschlieRend erfolgte die Abtrennung des Extraktes durch Zentrifugieren
(15 min, 20°C; 7830 rpm). Auch mit diesen vier Extrakten wurden die vier
Emulsionen zur Beurteilung der Emulgierkapazitat hergestellt. Der Vergleich der

erhaltenen TropfchengroRen ist in Abbildung 5.5.4 dargestellt.

Wasser Raumtemperatur heilRes Wasser

35 ‘ 35 ‘

3,0 . fein ‘ 3,0 . fein

grob grob

2,5 2,5

2,0

2,0

15

Tropfchendurchmesser / um
Tropfchendurchemsser / um

1,0

Abbildung 5.5.4: Trépfchengréfie der Markeremulsionen bei Verwendung von feinem und
grobem Algenmaterial mit Wasser unterschiedlicher Temperaturen

Zunachst ist auffallig, dass die Emulsionen aus dem feinen Algenmaterial
durchgehend kleinere Tropfchen aufweisen (maximal 1,5 um) als diejenigen aus
dem groben Algenmaterial (bis zu 3 um). Auch der Anstieg in der TropfchengrofRe
bei Erhéhung des Olgehaltes resultiert bei dem feinen Algenmaterial nur in einem
Wachstum von <1 um, wahrend die Tropfchen aus dem groben Material fast um
2 um grolRer werden. Der Einfluss des Homogenisierdruckes ist bei niedrigem
Olgehalt kaum zu beobachten, bei hohem Olgehalt fiihrt jedoch fiir beide
Ausgangsmaterialien eine Erhéhung des Homogenisierdruckes zu grofReren
Tropfchen. Aus diesen Beobachtungen kann also schon die Schlussfolgerung
gezogen werden, dass das feine Algenmaterial sich deutlich besser zur Extraktion

von emulgierenden Substanzen eignet als das grobe Material.
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Zusatzlich wurde der Polysaccharidgehalt in den jeweiligen Extrakten gravimetrisch
bestimmt. Die Ergebnisse dieser Messungen und auch die TrépfchengroRe der
Markeremulsion mit den jeweils kleinsten Tropfchen sind in Abbildung 5.5.5

dargestellt.
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Abbildung 5.5.5: Vergleich von grobem und feinem Algenmaterial und der Extraktion mit
heifilem und auf Raumtemperatur abgekiihltem Wasser (n = 1)

Auch hier ist deutlich zu sehen, dass ein Unterschied in der erzielten
TropfchengrolRe besteht: die TropfchengrélRe der Emulsionen, die mit dem Extrakt
aus dem feinen Material hergestellt wurden ist ca. 0,2 um kleiner als die
vergleichbare TropfchengrolRe in den Emulsionen aus grobem Algenmaterial. Dass
der Unterschied bei hoherem Olanteil deutlich stirker ausgeprigt ist, wurde
bereits beschreiben. Eine Erklarung hierfiir ist, dass in Bezug auf das eingesetzte
Algenmaterial deutlich mehr Polysaccharide aus der feinen Droge mit 24% bzw.
25% extrahiert werden konnten als aus der groben Droge. Hier wurden nur 14%

extrahiert.
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Die vier Markeremulsionen, die mit dem Extrakt aus feinem Algenmaterial und
heiBem Wasser hergestellt wurden, wurden zusatzlich mit Hilfe der Lichtstreuung
hinsichtlich ihrer Langzeitstabilitdat untersucht. Dabei wurden Messungen Uber

einen Zeitraum von 250 Tagen durchgefiihrt.

Die Emulsionen wurden wahrend dieser Zeit unkonditioniert im Labor gelagert um
Erschiitterungen oder sonstige Beeinflussungen durch Transport zu vermeiden.
Nach 250 Tagen wurde — wie in Kapitel 4.5.1 beschrieben — der Turbiscan
Stabilitatsindex ermittelt. In Abbildung 5.5.6 wird dieser gegen den

Homogenisierdruck und den Olgehalt der jeweiligen Emulsion dargestellt.
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Abbildung 5.5.6: Stabilitdt der Markeremulsionen aus feiner Droge mit heiflem Wasser
nach 250 Tagen

Auch hier zeigt sich eine Beobachtung, die schon in Kapitel 5.4 beschrieben wurde:

Bei einem niedrigen Olgehalt war ein niedriger Homogenisierdruck besser fiir die

Stabilitit der Emulsionen. Bei hohem Olgehalt senkt ein hoherer
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Homogenisierdruck jedoch die Emulsionsstabilitdt. Eine Erhohung des Olgehaltes
fihrt unabhangig vom eingesetzten Druck zu einer Verringerung der Stabilitat. Die
héchste Stabilitit zeigte also die Emulsion, die mit 5% Ol bei 130 bar aus feinem
Algenmaterial hergestellt wurde. Nach der Lagerung war mit dem bloBen Auge nur
wenig Aufrahmen zu sehen. Leichtes Schitteln flhrte weiterhin zu einer

vollstandigen Redispergierung.

Es konnte also gezeigt werden, dass die Verwendung des feinen Materials
deutliche Vorteile gegeniiber der Verwendung des groben Algenmaterials mit sich
bringt. Nun sollte weiterhin untersucht werden, welches Verhaltnis zwischen
Algenmaterial und Extraktionsmittel zu einer moglichst hohen Ausbeute fiihrt,
ohne die Abtrennung von Extrakt und Droge zu stark zu erschweren. Die
Temperatur des verwendeten Wassers hingegen hat keinen wesentlichen Einfluss

auf die Emulgierfahigkeit des Extraktes.

5.5.4 Ermittlung des Verhiltnisses zwischen Algenmaterial und
Extraktionsmittel

Da sich, wie in Abschnitt 5.5.3 beschrieben, das feine Algenmaterial in
Kombination mit dem Rihren auf einer Magnetriihrplatte als geeignet erwiesen
hat, sollte im nachsten Schritt untersucht werden, welches Verhaltnis zwischen
Alge und Wasser gewahlt werden sollte, um eine moglichst hohe
Polysaccharidkonzentration im Extrakt bei erschopfender Extraktion der Alge zu
erreichen. Untersucht wurde der Zusatz von 5 Teilen, 10 Teilen und 20 Teilen
Wasser (Raumtemperatur) zu jeweils einem Teil Alge. Der extrahierte
Polysaccharidgehalt wurde gravimetrisch bestimmt und auch hier einerseits
ausgedriickt als Polysaccharidgehalt im Extrakt und andererseits auch bezogen auf
die eingesetzte Algenmasse. Es handelt sich hierbei um Dreifachbestimmungen.
Die so hergestellten Extrakte zeigten einen Polysaccharidgehalt von 1,2% bis 3,8%,

dargestellt in Abbildung 5.5.7. Interessant ist, dass die Masse der Polysaccharide,
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die in Bezug auf das Algenmaterial extrahiert werden konnten, sich nicht
signifikant (p > 0,05) voneinander unterscheiden, daher kann davon ausgegangen
werden, dass auch bei niedrigem Wasseranteil noch eine annahernd quantitative
Extraktion erfolgt. Der Polysaccharidgehalt im Extrakt steigt jedoch mit sinkendem

Wassergehalt signifikant (p < 0,05) an.
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Abbildung 5.5.7: Polysaccharidgehalt in Abhdngigkeit vom Verhdltnis zwischen
Extraktionsmittel und Alge (n = 3; Fehlerbalken = Standardabweichung)

Zur Uberpriifung der Emulgierkapazitit wurden auch hier die bereits bekannten
Markeremulsionen hergestellt. Die TropfchengroBe der unterschiedlichen
Emulsionen ist in Abbildung 5.5.8 dargestellt. Sie ist im Vergleich zu vorherigen
Untersuchungen fiir alle Verhaltnisse deutlich verbessert, mit einer maximalen
GroRe von knapp 1,6 um. Es ist deutlich zu erkennen, dass die erzielten Tropfchen
umso grolRer werden, je mehr Wasser zur Extraktion verwendet wurde, je geringer
also auch die Polysaccharidkonzentration im hergestellten Extrakt ist. Daher
scheint ein geringer Wasserzusatz von Vorteil zu sein. Weiterhin ist der Einfluss des

Druckes bei allen untersuchten Verhadltnissen wenig ausgepragt, bei niedrigem
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Olgehalt und einem Verhiltnis von einem Teil Alge mit finf Teilen Wasser fiihrt

eine Erhohung des Druckes sogar zu einer Verringerung der Tropfchengrole.
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Abbildung 5.5.8: Markeremulsionen aus den Extrakten, die mit einem unterschiedlichen
Verhdltnis zwischen Droge und Extraktionsmittel hergestellt wurden

Da sowohl der hohe Polysaccharidgehalt im Extrakt als auch die hergestellten
Emulsionen fiir die Verwendung eines Extraktes mit dem Verhaltnis aus einem Teil
Alge mit funf Teilen Wasser sprechen, wurde dies flir die weiteren Extraktionen
beibehalten. Der Unterschied zwischen Emulsionen mit hohem und niedrigem
Olgehalt ist zwar vergleichsweise stirker ausgepragt als bei Verwendung von mehr
Wasser im Verhaltnis zur Alge, dies wurde aber nicht als ausschlaggebend
bewertet. Eine weitere Verringerung des Wassergehaltes wurde nicht in Betracht
gezogen, da die Viskositat des Ansatzes schon bei diesem Verhaltnis sehr hoch war

und erwartet werden konnte, dass sowohl das Riihren wahrend der Extraktion als
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auch die Abtrennung des feinen Algenmaterials in noch hdoherer Konzentration

nicht praktikabel gewesen waren.

5.5.5 Extraktionsdauer
Nachdem nun mit dem feinen Algenmaterial die Ausgangsqualitat festgelegt war
und auch das Verhaltnis zwischen Alge und Wasser bei Raumtemperatur auf 1 + 5
optimiert werden konnte, sollte ermittelt werden, wie die Extraktionsdauer
sinnvoll zu wahlen war. Da in mehreren Gefdallen gleichzeitig extrahiert wurde,
wurden  Sechsfachbestimmungen  durchgefiihrt und  Mittelwert  und

Standardabweichung berechnet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5.5.9 dargestellt.
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Abbildung 5.5.9: Polysaccharidgehalt im zeitlichen Verlauf (n=6; Fehlerbalken =
Standardabweichung)

Die hohen Standardabweichungen lassen sich vermutlich dadurch erklaren, dass
der Polysaccharidgehalt Gber unterschiedliche GefaRRe gemittelt werden musste.
Dabei sind groBe Unterschiede zwischen den einzelnen GefdaBen nicht
verwunderlich. Da die Ergebnisse dementsprechend nicht als aussagekraftig zu

bezeichnen sind, wurde entschieden, die folgenden Extrakte sicherheitshalber
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Uber mindestens 72 Stunden zu rihren. Es konnte aufgrund der hier erhobenen
Daten zumindest nicht ausgeschlossen werden, dass der Polysaccharidgehalt im

Extrakt (iber diesen Zeitraum ansteigt.

5.6 Optimierung von Prozess und Zusammensetzung

Der Prozess zur Herstellung der Emulsionen aus dem nun definiert hergestellten
Extrakt gliedert sich in die Einwaage der Substanzen, die Vorhomogenisierung
mittels Rotor-Stator-System und die eigentliche Hochdruckhomogenisierung.
Dieser gesamte Prozess wird nun mit Hilfe der statistischen Versuchsplanung
beschrieben und optimiert. In den folgenden Abschnitten wird auf eine detaillierte
Darstellung der Varianzanalysen verzichtet, diese sind stattdessen im Anhang

(Abschnitt 8.1) aufgefiihrt.

5.6.1 Vorhomogenisierung
Da zur Vorhomogenisierung mit einem Ultra-Turrax® gearbeitet wird, dessen
Geschwindigkeit sich nicht stufenlos regeln lasst, war hier die Anwendung eines D-
Optimalen Designs notwendig, da nur dieses die Moglichkeit bietet, die Stufen fir
bestimmte Faktoren in unsymmetrischen Abstanden festzulegen. Es konnte
erwartet werden, dass die letztlich erzielte TropfchengroRe kleiner wird, je mehr
Energie in das System eingebracht wird. Da schon durch die Vorhomogenisierung
Energie eingebracht wurde, war zu erwarten, dass die resultierende

TropfchengrolRe sank, je schneller und langer die Vorhomogenisierung erfolgte.

Um diesen Einfluss zu untersuchen wurde ein statistischer Versuchsplan
ausgearbeitet, der nur die beiden Faktoren Dauer und Geschwindigkeit in der
Anwendung des Ultra-Turrax® zur Herstellung der Rohemulsionen beinhaltete.
Nach der entsprechenden Vorhomogenisierung wurde jeweils die TropfchengroRe
der Rohemulsion direkt im Turbiscan™ ermittelt. AnschlieRend wurde die
Hochdruckhomogenisierung bei 300 bar tber 4 Zyklen durchgefiihrt und direkt im
Anschluss wurde erneut die mittlere TropfchengréRe jeder Emulsion wie oben

beschrieben vermessen. Dabei wurde der Olgehalt der Emulsionen konstant bei
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15% gehalten, da zu erwarten ist, dass die Richtung eines zu beobachtenden
Trends sich nicht durch eine andere Zusammensetzung verschiebt, lediglich die

Starke der Auspragung ist nicht Gbertragbar.

Die Parameter wurden Uber einen Bereich von 8000 bis 24000 Umdrehungen pro
Minute und einen Zeitraum von 30 Sekunden bis funf Minuten untersucht.
Insgesamt wurden 16 Messungen durchgefiihrt, aufgeteilt auf neun
Faktorkombinationen und sieben Wiederholungen. Die entsprechenden

Faktorkombinationen sind in Abbildung 5.6.1 dargestellt.
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Abbildung 5.6.1: Faktorkombinationen des statistischen Versuchsplanes zur Untersuchung
der Vorhomogenisierung

59



Praktischer Teil

Da ein Optimum eher am Rand des Modelles im Bereich der hohen
Geschwindigkeit und langer Zeit erwartet wurde, war darauf zu achten, dass der
Fehler des Modelles gleichmaRig auf alle Gebiete verteilt war. Die Verteilung des
Standard-Designfehlers aufgrund der gewahlten Modellpunkte ist in Abbildung
5.6.2 dargestellt.
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Abbildung 5.6.2: Verteilung des Standard Error of Design Ulber die gewdhlten
Designpunkte

Insgesamt ist der Fehler dieses Designs mit ca. 0,6 als niedrig zu beurteilen. Die
Verteilung des Fehlers ist wie gewtlinscht sehr gleichmaRig, ohne dass ausgepragte

Maxima berticksichtigt werden missten.

Wie bereits erwahnt, wurden mit diesem Versuchsplan zwei verschiedene
ZielgroRen untersucht. Die erste war der Tropfchendurchmesser der Emulsionen
nach der Vorhomogenisierung und vor der eigentlichen Hochdruck-

homogenisierung. Die Bestimmung erfolgte wie unter 4.5.2 beschrieben aus der
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Rickstreuung auf einer Hohe von 20 mm. Design Expert® schlagt eine
Transformation der gewonnenen Daten durch Ziehen der Quadratwurzel vor, dies
bewirkt eine bessere Anndherung der Residuen an die Normalverteilung, wie

Abbildung 5.6.3 zu entnehmen ist.
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Abbildung 5.6.3: Verteilung der Residuen im Wahrscheinlichkeitsnetz: durch Ziehen der
Quadratwurzel transformierte Daten (links) und untransformierte Daten (rechts)

Diese Transformation wurde fir die weiteren Berechnungen verwendet. Es wurde
eine Varianzanalyse durchgefiihrt, deren genaue Ergebnisse Tabelle 8.1.1 zu
entnehmen sind. Dabei wurde ein quadratisches Modell zugrunde gelegt. Es
konnte sowohl ein signifikanter Einfluss der Zeit als auch ein signifikanter Einfluss
der Geschwindigkeit ermittelt werden. Zusatzlich ist auch die Wechselwirkung
dieser beiden Faktoren und zumindest das Quadrat der Geschwindigkeit als
signifikant fur die TropfchengroBe nach der Vorhomogenisierung anzusehen
(jeweils p < 0,0001). Auch das Quadrat der Zeit hat mit p = 0,0006 wahrscheinlich
einen signifikanten Einfluss. Das Modell insgesamt ist mit p < 0,0001 als signifikant
zu bezeichnen, alle untersuchten Faktoren beeinflussen die TropfchengroBe. Zwar
ist auch der Lack of Fit als signifikant berechnet (p = 0,004), jedoch kann dies
dadurch erklart werden, dass die Reproduzierbarkeit der Messungen so hoch ist,
dass schon sehr geringe Abweichungen im Modell als signifikant bewertet werden
[38]. Weiterhin ist die Signifikanzgrenze durch das Programm mit 0,01% sehr

niedrig gewahlt.
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Sowohl R? (0,9979), als auch adjusted R? (0,9969) und predicted R? (0,9944) sind
fur diese Modell anndahernd 1. Das bedeutet zum Einen, dass das Modell die Daten
sehr gut beschreibt (R?), auch unter Einbeziehung der Parameteranzahl (adjusted
R2). Auch die Vorhersage neuer Daten durch das Modell ist als sehr gut
einzuschatzen (predicted R?), was vor allem daran zu erkennen ist, dass adjusted

und predicted R? sehr nah beieinander liegen.

Die grafische Darstellung der durch das Modell geschatzten gegen die tatsachlich
gemessenen Werte in Abbildung 5.6.4 veranschaulicht diese gute

Ubereinstimmung innerhalb der entsprechenden Wertepaare.
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Abbildung 5.6.4: Darstellung der geschéitzten und gemessenen Werte fiir die
Trépfchengréfse nach der Vorhomogenisierung

Betrachtet man die F-Werte in Tabelle 8.1.1 fir den Einfluss von Geschwindigkeit
und Zeit auf die erzielte TropfchengroRe, so ist zu bemerken, dass der F-Wert der
Geschwindigkeit mit 4284,38 deutlich liber dem der Zeit mit 273,60 liegt. Der F-
Wert gibt an, wie stark der durch einen Faktor ausgeldste Effekt im Vergleich zu

beobachteten zufalligen Schwankungen ausgepragt ist. Aus den hier aufgefiihrten
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Werten kann daher die Schlussfolgerung gezogen werden, dass sowohl
Geschwindigkeit als auch Zeit einen signifikanten Einfluss auf die erzielte
TropfchengroBe haben, aber der Effekt der Zeit deutlich geringer ausgepragt ist.
Diese Aussage bestatigt sich bei der grafischen Darstellung der Ergebnisse, die in

Abbildung 5.6.5 zu sehen ist.
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Abbildung 5.6.5: Abhdngigkeit der Tropfchengréfie nach der Vorhomogenisierung von
Geschwindigkeit und Dauer der Vorhomogenisierung

Um kleinere TropfchengroRen in der Rohemulsion zu erzielen, ist es also sinnvoll,
die hochstmogliche Geschwindigkeit zu wahlen. Aullerdem fihrt zwar die
Homogenisierung Uber einen verlangerten Zeitraum zu einer Verringerung der
TropfchengroBe, hat aber keinen so stark ausgepragten Effekt wie eine Erhéhung
der Geschwindigkeit. Die leichte Wechselwirkung der beiden Faktoren (Faktor AB
in der ANOVA) ist beispielsweise daran zu erkennen, dass eine Verlangerung der
Zeit bei einer niedrigen Geschwindigkeit die TropfchengroRBen starker beeinflusst,

als bei einer hohen Geschwindigkeit.
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Als nachster Schritt erfolgt die Hochdruckhomogenisierung der Rohemulsionen mit
den oben beschriebenen Parametern. Im Anschluss wurde erneut die
TropfchengroBe der Emulsionen vermessen. Die entsprechende Varianzanalyse ist
in Tabelle 8.1.2 aufgefiihrt. Alleine der p-Wert des Modelles von 0,5905 zeigt sehr
deutlich, dass hier kein signifikanter Einfluss vorliegt. Die Variabilitat zwischen den
Messwerten war niemals signifikant grofler als die Variabilitdit zwischen
Wiederholungen des gleichen Messpunktes. Die Werte fir R? (0,2787), adjusted R?
(-0,0819) und predicted R? (-0,6787) veranschaulichen ebenfalls sehr deutlich, dass
weder die Geschwindigkeit noch die Dauer der Vorhomogenisierung bei den hier
betrachteten Parametern die TropfchengroRe der fertigen Emulsionen signifikant

beeinflussen.

Dies ist ebenfalls der Gegenliberstellung von gemessenen und berechneten

Werten in Abbildung 5.6.6 zu entnehmen:

Design-Expert® Software

d HDH / pm Predicted vs. Actual

Color points by value of 1.50 —
d HDH / um:

1.49876
1.42527

1.48 —

1.46

Predicted

1.42 —

142 144 1.46 148 1.50

Actual

Abbildung 5.6.6: Darstellung der vorhergesagten und tatsdchlichen Werte fiir die
TrépfchengrdfSe nach der Hochdruckhomogenisierung
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Es ist deutlich zu erkennen, dass kein Zusammenhang zwischen den Messwerten
und den durch das Modell vorhergesagten Werten besteht. Dennoch wird der

Vollstandigkeit halber in Abbildung 5.6.7 das nicht signifikante Modell gezeigt:
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Abbildung 5.6.7: TropfchengréfSe der Emulsionen nach der Hochdruckhomogenisierung in
Abhdngigkeit von den Parametern der Vorhomogenisierung (nicht signifikantes Modell)

Unabhangig von den verwendeten Parametern der Vorhomogenisierung haben die

fertigen Emulsionen einen Tropfchendurchmesser zwischen 1,4 um und 1,5 pm.

Es kann also die Schlussfolgerung gezogen werden, dass zumindest im
beobachteten Versuchsraum (15% mittelkettige Triglyceride, 300 bar, 4 Zyklen) die
Geschwindigkeit und Dauer der Vorhomogenisierung keinen Einfluss auf die

letztlich erzielte TropfchengréRe hat.

Um diese Beobachtung auch bei anderen Driicken im Hochdruckhomogenisator zu

bestatigen, wurden die extremen Bedingungen der Vorhomogenisierung (5 min bei
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Tropfchendurchmesser / pm

24000 rpm und 30 Sekunden bei 8000 rpm) jeweils bei 130 bar, 500 bar und

1000 bar in zweifacher Ausfiihrung hergestellt vermessen.

Dabei ergaben sich die in Abbildung 5.6.8 dargestellten Unterschiede.
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Abbildung 5.6.8: Extrembedingungen der Vorhomogenisierung (iber den gesamten
Druckbereich des Hochdruckhomogenisators (n = 2; Fehlerbalken = Standardabweichung)

Vergleicht man jeweils die Extrema der Vorhomogenisierung innerhalb des
gleichen Homogenisierdruckes, so bestatigt sich das Ergebnis aus dem statistischen
Versuchsplan auch fiir einen grofSeren Druckbereich: mit p > 0,05 gilt fiir jeden der
betrachteten Homogenisierdricke, dass Dauer und Geschwindigkeit der
Vorhomogenisierung die nach der Hochdruckhomogenisierung resultierende
TropfchengréRe nicht beeinflussen. Eine Ubertragung auf einen anderen Olgehalt
erfolgt in diesem Zusammenhang nicht. Dennoch sollte nicht auf eine
standardisierte Vorhomogenisierung verzichtet werden, um insgesamt die

Reproduzierbarkeit in der Herstellung der Emulsionen zu gewahrleisten. Die Wahl
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der Parameter dieser Vorhomogenisierung ist allerdings von untergeordnetem

Interesse.

Bemerkenswert ist zusatzlich, dass der Homogenisierdruck (wie auch schon in den
Voruntersuchungen mit dem Extrakt von CRM gezeigt wurde) die TropfchengroRe
signifikant (p < 0,05) beeinflusst und zwar auch hier in der Art, dass ein héherer

Druck zu gréBeren Tropfchen fiihrt.

5.6.2 Homogenisierdruck und Zusammensetzung der Emulsionen
Nachdem nun festgestellt werden konnte, dass sich die stabilitdtsbeeinflussenden
Faktoren innerhalb einer Algencharge hauptsichlich auf Olgehalt,
Polysaccharidgehalt und Homogenisierdruck beschranken, wurde auch der
Zusammenhang und gemeinsame Einfluss auf die Emulsionsstabilitat mit Hilfe
eines statistischen Versuchsplans untersucht. Da der Druck nur in der Zehnerstelle
reguliert werden kann, wurde auch hier ein D-optimaler Versuchsplan
durchgefiihrt, der mit einem Mischungsdesign Ulberlagert wurde (kombinierter
Versuchsplan). Der Druck wurde hierbei erneut (iber den gesamten Druckbereich
des Homogenisators von 130 bar bis 1000 bar variiert, der Olgehalt lag zwischen
5% und 25% und der Polysaccharidgehalt wurde zwischen 2% und 5% variiert. Als
Vorhomogenisierung wurde einheitlich Gber eine Minute bei 13500 rpm der Ultra-
Turrax® aus Kapitel 5.6.1 verwendet. Die Zyklenzahl im Homogenisator wurde
konstant auf 4 Zyklen gehalten. Als ZielgroRe diente vor allem der in Kapitel 4.5.1
erlauterte TSI, der sowohl nach 28 Tagen als auch nach 120 Tagen bestimmt
wurde. Wahrend dieser Zeit wurden die Proben ohne Bewegung bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Zusatzlich wurde die direkt nach der

Homogenisierung resultierende TropfchengréRe betrachtet.

In den folgenden Darstellungen und Tabellen wird der Wasseranteil mit A
bezeichnet, B ist der Olgehalt, C der Polysaccharidgehalt und D der

Homogenisierdruck.
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A'Wasser

C:Polysaccharid

Zunachst werden in  Abbildung 5.6.9 die tatsachlich untersuchten

Faktorkombinationen dargestellt:
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Abbildung 5.6.9: Faktorkombinationen zur Untersuchung des Einflusses von
Homogenisierdruck und Zusammensetzung auf die Stabilitét der Emulsionen

Insgesamt resultieren aus diesem Aufbau 31 Versuche, dabei sind insgesamt vier
komplette Wiederholungen enthalten. Auch hier ware ein niedriger und
gleichmaRBig verteilter Standardfehler erstrebenswert, da jedoch ein komplexeres
Modell als im vorangegangenen Kapitel gewahlt wurde, muss ein etwas hdherer
Fehler in Kauf genommen werden, der in Abbildung 5.6.10 beispielhaft fiir einen

Polysaccharidgehalt von 3,5% dargestellt ist:
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Abbildung 5.6.10: Verteilung des Standardfehlers zur Untersuchung des Einflusses von
Homogenisierdruck und Zusammensetzung auf die Stabilitit der Emulsionen bei einem
Polysaccharidgehalt von 3,5%

Am Rand ist der Fehler am hochsten; der Fehler in der Mitte ist etwas hoher als in
den duBeren Bereichen, der Fehler an den Eckpunkten des Designs ist erneut
deutlich erhoht. Diese Verteilung verandert sich nicht wesentlich bei einem
anderen Polysaccharidgehalt, daher wird hier auf die weitere Darstellung
verzichtet. Der starke Anstieg unterhalb von 130 bar erklart sich dadurch, dass kein
Druck unter 130 bar untersucht wurde, dieser Druckbereich gehort also nicht zum

Versuchsraum.

Die Auswertung des TSI nach 28 Tagen erforderte erneut eine Transformation der
Daten durch Ziehen der Quadratwurzel. Nach insgesamt 120 Tagen war keine
Transformation der Daten mehr nétig. Die entsprechenden Varianzanalysen finden
sich in Tabelle 8.1.3 und Tabelle 8.1.4. Mit p < 0,0001 konnte fiir beide ZielgroRRen

ein signifikantes Modell berechnet werden.

69



Praktischer Teil

Beide Modelle sind komplex zusammengesetzt. Anhand der F-Werte fiir den
Einfluss der linearen Mischung (209,662 nach 28 Tagen bzw. 678,63 nach 120
Tagen) ist zu erkennen, dass alleine diese schon einen groBen Teil der Veranderung
des TSI erklaren kann. Dass dieses Modell die Daten recht gut beschreibt, zeigt sich
zum einen in dem nicht signifikanten Lack of Fit (p = 0,5 bzw. p =0,9), zum anderen
ist dies auch an der Gegenlberstellung der berechneten und gemessenen Werte in

Abbildung 5.6.11 zu erkennen.
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Abbildung 5.6.11: Berechnete und gemessene Werte fiir den TSI nach 28 (links) bzw. 120
Tagen (rechts)

Die Werte verlaufen zwar nicht streng auf der eingezeichneten Gerade, zeigen
aber nur eine zufillige Streuung um diese herum. In Ubereinstimmung damit
stehen die Werte fiur adjusted und predicted R?: nach 28 Tagen gilt adjusted R? =
0,9601 und predicted R? = 0,8508 wahrend nach 120 Tagen fur adjusted R? =

0,9848 und predicted R? = 0,9650 berechnet wurde.

Eine weitere untersuchte ZielgroRe war der Tropfchendurchmesser der
Emulsionen direkt nach der Homogenisierung. Die ANOVA der entsprechenden
Ergebnisse ist in Tabelle 8.1.5 dargestellt. Es konnte ein signifikantes Modell
(p <0,0001) erstellt werden, dessen Lack of Fit mit p =0,1768 nicht signifikant ist.
Das Modell beschreibt die Daten mit adjusted R? = 0,9785 sehr gut und liefert mit

predicted R? =0,9257 auch eine gute Vorhersage neuer Daten. Grafisch ist fir die
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TropfchengrélRe in Abbildung 5.6.12 zu erkennen, dass gemessene und berechnete

Werte in guter Ubereinstimmung stehen:
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Abbildung 5.6.12: Gegeniiberstellung der gemessenen und durch das Modell berechneten
Trépfchendurchmesser

Auch hier ist nur eine geringe zufallige Streuung um den idealen geraden Verlauf

herum zu erkennen.

Da gezeigt werden konnte, dass alle betrachteten Modelle zu zufriedenstellenden
Ergebnissen fuhrten, werden im Folgenden die Ergebnisse dieser Untersuchungen
dargestellt. Da es nicht moglich ist, alle Kombinationen auf einmal darzustellen,
werden alle ZielgréBen in drei Stufen mit steigendem Polysaccharidgehalt
betrachtet. Aus den vorangegangenen Untersuchungen ist dabei zu erwarten, dass
eine Steigerung des Polysaccharidgehaltes die Emulsionsstabilitat deutlich erhéhen
sollte, dass ein héherer Olgehalt einen destabilisierenden Effekt hat und der

Einfluss des Druckes von der Zusammensetzung der Emulsionen abhangt.
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Abbildung 5.6.13 zeigt die Emulsionsstabilitat anhand des TSI nach 28 Tagen und

nach 120 Tagen bei einem Polysaccharidgehalt von 2%.
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Abbildung 5.6.13: Turbiscan Stabilitédtsindex nach 28 Tagen (oben) und 120 Tagen (unten)
bei einem Polysaccharidgehalt von 2%

Bei diesem mit 2% sehr niedrigen Polysaccharidgehalt ist deutlich zu erkennen,
dass die Emulsionen bei einem héheren Olgehalt instabiler sind als bei niedrigem

Olgehalt (héherer TSI). Der hier dargestellte Einfluss des Homogenisierdruckes

72



Optimierung von Prozess und Zusammensetzung

zeigt tendenziell, dass ein héherer Druck zu instabileren Emulsionen fiihrt. Ob bei
einem Olgehalt von 15% nach 28 Tagen tatsichlich ein Pessimum um die 500 bar
vorliegt, kann aus diesen Daten nicht mit Gewissheit festgestellt werden. Da die
Schwankungen im TSI nach 120 Tagen an dieser Stelle allerdings deutlich geringer
sind, ist davon auszugehen, dass es sich um ein mathematisches Artefakt ohne
praktische Relevanz handelt. Der Einfluss des Homogenisierdruckes auf die
Emulsionsstabilitat ist allerdings bei héherem Olgehalt stiarker ausgepragt als bei

einem geringen Olgehalt.

Der Tropfchendurchmesser dieser Emulsionen direkt nach der Homogenisierung ist

in Abbildung 5.6.14 dargestellt:
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Abbildung 5.6.14: TropfchengréfSe der Emulsionen mit 2% Polysaccharidgehalt direkt nach
der Hochdruckhomogenisierung

Hier zeigt sich erneut der Zusammenhang zwischen Emulsionsstabilitat und

TropfchengréRe: bei hohem Olgehalt sind die entstandenen Trépfchen deutlich

groRer (ca. 1,6 um) als bei niedrigem Olgehalt (<1 um). Dieser Effekt I4sst sich
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dadurch erklaren, dass die Polysaccharidmenge, die zur Oberflachenstabilisierung
vorhanden ist, im Vergleich zum Ol immer geringer wird und daher keine groRRen

Oberflachen (also kleine Tropfchen) stabilisiert werden kénnen.

Die hier dargestellte Kurvatur des Druckeinflusses muss mit Vorsicht betrachtet
werden. Es scheint, als ob bei hohem (15%) Olgehalt ein Druck von 1000 bar zu
kleineren Tropfchen fihrt als niedrigerer Druck (130 bar), wahrend dieses
Phianomen bei niedrigem Olgehalt genau gegenteilig ausgeprigt ist. Dies
widerspricht allerdings den gemachten Voruntersuchungen (siehe Kapitel 5.2.2)

und konnte also auch ein mathematisches Artefakt sein.

Eine Erhohung des Polysaccharidgehaltes auf 3,5% fiihrt zu den in Abbildung 5.6.15
folgenden Ergebnissen. Hier ist bereits eine erhdhte Emulsionsstabilitat (insgesamt
niedrigerer TSI) zu beobachten. Bei hohem Druck steigt anscheinend nach 28
Tagen die Stabilitit mit einer Erhéhung des Olgehaltes leicht an, dieser Effekt ist
jedoch nach 120 Tagen in Richtung eines Optimums bei ca. 10% Olgehalt
verschoben, sodass auch hier eher von einem mathematischen als von einem
praktisch relevanten Effekt ausgegangen werden sollte. Bemerkenswert ist
auRerdem, dass sich der destabilisierende Einfluss eines hoheren
Homogenisierdruckes hier sowohl nach 28 als auch nach 120 Tagen vor allem bei
einem geringen Olgehalt von 5% wiederfinden Il3sst. Bei niedrigem
Homogenisierdruck hingegen scheint der Einfluss des Olgehaltes auf die
Emulsionsstabilitat nach 28 Tagen zwar vernachlassigbar zu sein, nach 120 Tagen
ist jedoch zu sehen, dass der TSI umso niedriger (die Stabilitat also hoher) ist, je

niedriger auch der Olgehalt der Emulsionen ist.
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Abbildung 5.6.15: Turbiscan Stabilitétsindex nach 28 Tagen (oben) und 120 Tagen (unten)

bei einem Polysaccharidgehalt von 3,5%
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Die entsprechenden TropfchengréBen sind in der folgenden Abbildung 5.6.16

dargestellt:
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Abbildung 5.6.16: Tropfchengréfse der Emulsionen mit 3,5% Polysaccharidgehalt direkt
nach der Hochdruckhomogenisierung

Im Vergleich zu dem niedrigeren Polysaccharidgehalt sind die TropfchengrofRen
anndhernd unverindert mit etwa 1,6 pm bei 15% Olgehalt und <1 pm bei 5%
Olgehalt. Auch hier sollte der Einfluss des Homogenisierdruckes nicht
Uiberbewertet werden, es hat aber den Anschein, dass bei niedrigem Olgehalt der
niedrigste Druck zu den kleinsten Trépfchen fiihrt, wiahrend bei hohem Olgehalt

der gegenteilige Effekt auftritt.

Die erhohte Stabilitat der Emulsionen mit 3,5% Polysaccharidgehalt gegentiiber 2%
Polysaccharidgehalt scheint also weniger auf eine verringerte TropfchengréRe
zurlickzufiihren zu sein, als vielmehr zumindest anteilig auch auf andere
Veranderungen wie beispielsweise eine Erhohung der Viskositdat durch den

erhdhten Polysaccharidgehalt.
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Bei dem hochsten untersuchten Polysaccharidgehalt von 5% sind schlielRlich die
stabilsten Emulsionen des Versuchsplanes zu beobachten, wie Abbildung 5.6.17 zu
entnehmen ist:
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Abbildung 5.6.17: Turbiscan Stabilitédtsindex nach 28 Tagen (oben) und 120 Tagen (unten)
bei einem Polysaccharidgehalt von 5%
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Ein leicht erhdhter TSI wurde hier nur noch bei niedrigem Olgehalt und der
Herstellung bei einem hohen Homogenisierdruck beobachtet. Fiir eine andere
Zusammensetzung und Homogenisierdruck unterhalb von 500 bar waren mit
diesem Polysaccharidgehalt alle beobachteten Emulsionen Uber den
Beobachtungszeitraum von 120 Tagen als stabil zu bezeichnen. Eine weitere
Erhohung des Polysaccharidgehaltes ware nicht praktikabel, da die
Polysaccharidlosungen selbst schon eine sehr hohe Viskositat aufweisen und die
Polysaccharide sich nur sehr langsam l6sen. Da aulRerdem bei der richtigen Wahl
der Homogenisierungsparameter bereits mit 5% Polysaccharid stabile Emulsionen
hergestellt werden kdnnen, ist eine weitere Erhohung des Materialeinsatzes nicht

sinnvoll.

Auch hier wurde zusatzlich der Einfluss von Zusammensetzung und
Homogenisierdruck auf die resultierende TropfchengroBe untersucht. Die

Ergebnisse sind in Abbildung 5.6.18 dargestellt:
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Abbildung 5.6.18: Trépfchengrdéfie der Emulsionen mit 5% Polysaccharidgehalt direkt nach
der Hochdruckhomogenisierung
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Die mit 5% Polysaccharidgehalt gemessenen und berechneten TropfchengrofBen
liegen bei 15% Olgehalt etwas unterhalb derjenigen bei nur 3,5%
Polysaccharidgehalt, bei 5% Ol und 1000 bar etwas oberhalb doch die
Unterschiede sind sehr gering und vermutlich weniger stabilitatsrelevant als die
mit einer weiteren Erhohung des Polysaccharidgehaltes einhergehende Erhéhung

der Viskositat der wassrigen Phase.

Um den aufgrund der Beobachtungen vermuteten Einfluss der Viskositat zu
unterstlitzen, wurden wassrige Losungen der in den Versuchsplanen verwendeten
Polysaccharidcharge hergestellt und im Zylinder-Becher-Rheometer vermessen.
Der Konzentrationsbereich ist dabei so gewahlt, dass die Konzentrationen an
Polysaccharid den der dulReren Phase im Versuchsplan abdecken. Die Ergebnisse

sind in Abbildung 5.6.19 dargestellt.
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Abbildung 5.6.19: Flieffkurven von unterschiedlich konzentrierten wdssrigen
Polysaccharidlésungen (n = 1)

Alle Losungen zeigen ein mehr oder weniger stark ausgepragtes pseudoplastisches
FlieBverhalten. Der Anstieg in der Viskositat ist vor allem bei dem Sprung von 6%

zu 7% Polysaccharid sehr deutlich ausgepragt. Die im Rahmen des Versuchsplanes
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stabilsten Emulsionen haben bezogen auf die wassrige Phase einen
Polysaccharidgehalt von 5,6% bis 6,2%, was einer Scherviskositat von knapp
100 mPa-s entspricht. Da sich allerdings die FlieBkurven zur Darstellung von
Zusammenhang zwischen der Viskositat der dufleren Phase und anderen
KenngrolRen der Emulsionen nicht gut eignen, wurde die Viskositdt dieser
Losungen ebenfalls mit dem Vibro-Viskometer bestimmt (Dreifachbestimmung),
um nur einen Zahlenwert auszuwerten. Die Veranderung der Viskositat mit der

Konzentration, die so ermittelt wurde, ist in Abbildung 5.6.20 dargestellt.
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Abbildung 5.6.20: Viskositidt wdssriger Polysaccharidlésungen (n =3; Fehlerbalken =
Standardabweichung)

Ein Vergleich der Ergebnisse beider Methoden zeigt zwar, dass eine direkte
Vergleichbarkeit nicht gegeben ist, aber die Entwicklung der Viskositat mit
steigender Konzentration ist nach beiden Methoden als dhnlich einzuschatzen.
Anhand der hier dargestellten Kurve wurde daher die Viskositat der duReren Phase

der Emulsionen aus dem statistischen Versuchsplan abgeschatzt.
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Um die wesentlichen Stabilisierungsparameter der untersuchten Emulsionen
deutlicher herauszustellen, wurden die im Rahmen des Versuchsplanes
gewonnenen Daten auf unterschiedliche Art gegeneinander aufgetragen und es

wurde bewertet, ob eine zufallige Streuung oder ein Trend zu erkennen ist.

Als erstes wurde der TSI nach 120 Tagen gegen den Tropfchendurchmesser der

frisch hergestellten Emulsionen aufgetragen (Abbildung 5.6.21):
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Abbildung 5.6.21: Einfluss des Trépfchendurchmessers nach der Homogenisierung auf den
TSI nach 120 Tagen

Wie bereits aufgrund der Ergebnisse des Versuchsplanes vermutet wurde, ist die
TropfchengroRe nicht alleine fir die Stabilitat entscheidend, ein direkter

Zusammenhang zwischen diesen beiden GroRen kann nicht festgestellt werden.
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Da die nachste Vermutung war, dass die Viskositat der Polysaccharidlésungen fir
die Stabilitat der Emulsionen ausschlaggebend sein kdnnte, folgt in Abbildung
5.6.22 nun die Darstellung des TSI nach 120 Tagen gegen die Viskositat der

auReren Phase:
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Abbildung 5.6.22: Einfluss der Viskositdt der dufSeren Phase auf den TSI nach 120 Tagen

Hier lasst sich ein Trend dahingehend erkennen, dass mit steigender Viskositat
tatsachlich ein niedrigerer TSI zu beobachten ist. Bei einer niedrigen Viskositat gibt
es weitere Einflussfaktoren; die Werte des TSI unterscheiden sich noch sehr stark.
Je hoher die Viskositat jedoch wird, desto geringer werden diese Schwankungen.
Bei der Betrachtung der Viskositdit muss beachtet werden, dass eine hohe
Viskositat der duReren Phase in Emulsionen zwar dazu fuhrt, dass das Aufrahmen
verlangsamt wird, im Hochdruckhomogenisator bedeutet jedoch eine hohe
Viskositat auch, dass die Bildung kleinerer Tropfchen primar erschwert wird. Dieses
Zusammenspiel der TropfchengroRe und der Viskositat wird daher im Folgenden

ebenfalls ndher beleuchtet.
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Da im Gesetz nach Stokes r? im Zahler und die Viskositat im Nenner eingehen, wird

auch dieser Quotient im Zusammenhang zu dem TSI in Abbildung 5.6.23 grafisch

dargestellt:

TSI 120 Tage

40

35

30

25

0,00 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05 0,06 0,07

r*/n

Abbildung 5.6.23: Beeinflussung des TSI nach 120 Tagen durch den Quotienten aus dem
quadrierten Trépfchenradius und der Viskositdt

Es ist deutlich zu erkennen, dass der TSI klein ist, die Stabilitat der Emulsionen also

hoch, wenn auch der Quotient klein ist. Je héher der Quotient aus Tropfchenradius

und Viskositat wird, desto instabiler sind die Emulsionen. Der Zusammenhang ist

nicht vollkommen linear — gerade im oberen und unteren Wertebereich streuen

die Werte starker — da aber auch das Stokes’sche Gesetz keinen linearen

Zusammenhang beschreibt, wenn sich die Zusammensetzung der Emulsionen

verandert, war dies auch nicht zu erwarten.
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Um einen moglichen Einfluss des Homogenisierdruckes auf die Emulsionsstabilitat

darzulegen, wird in Abbildung 5.6.24 der entsprechende Zusammenhang

dargestellt:
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Abbildung 5.6.24: Zusammenhang zwischen dem Homogenisierdruck und dem TSI nach
120 Tagen

Es ist sehr deutlich zu sehen, dass der Homogenisierdruck alleine die
Emulsionsstabilitat nicht beeinflusst. Es kann vielmehr geschlossen werden, dass
die Herstellung stabiler Emulsionen druckunabhangig (ber den gesamten

untersuchten Bereich moglich ist.
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Der die Stabilitat der Emulsionen am starksten beeinflussende Faktor muss daher
die Zusammensetzung der Emulsionen sein. In der folgenden Grafik wird daher der
TSI nach 120 Tagen zunichst gegen jeweils den Gehalt an Wasser, Ol und

Polysaccharid aufgetragen:
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Abbildung 5.6.25: Beeinflussung des TSI nach 120 Tagen durch den Gehalt der
Einzelkomponenten

Sehr deutlich zu erkennen ist, dass weder der Wasseranteil noch der Olanteil
alleine einen eindeutig ausgepragten Einfluss auf den TSI nehmen, ein steigender
Polysaccharidgehalt jedoch durchaus einen gesenkten TSI und damit eine erhohte
Stabilitat der Emulsionen zur Folge hat. Bei einem Polysaccharidgehalt von 2%
gehen weitere Faktoren mit in die Beeinflussung des TSI ein, je grofler der
Polysaccharidgehalt jedoch wird, desto geringer wird die Schwankung innerhalb
des TSI. Dieser Einfluss ist dem beobachteten Einfluss der Viskositat ahnlich - diese
Aussagen stlitzen sich also gegenseitig, da die Viskositait mit dem

Polysaccharidgehalt ansteigt.
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Zusammenfassend wird nun der Polysaccharidgehalt einerseits bezogen auf die

Olphase und andererseits bezogen auf die Wasserphase dargestellt (Abbildung

5.6.26):
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Abbildung 5.6.26: Beeinflussung des TSI nach 120 Tagen durch die Relation zwischen
Polysaccharidgehalt und Olgehalt bzw. Wassergehalt

Der Polysaccharidgehalt bezogen auf den Wasseranteil beeinflusst dabei vor allem
die Viskositdt, dementsprechend ist der bereits bekannte Zusammenhang zu
beobachten. Interessant ist, dass auch ein steigender Polysaccharidgehalt bezogen
auf die vorhandene Olphase einen leichten Trend hin zu stabileren Emulsionen
zeigt. Je mehr Polysaccharid je Ol also zur Verfiigung steht, desto stabiler sind die

Emulsionen.
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Zu vermuten ist dabei, dass dies auf die Moglichkeit zur Stabilisierung einer
groBeren Gesamtoberflache und damit kleinere Tropfchen zurlickgefliihrt werden
kann. Eine entsprechende Gegenlberstellung der TropfchengroBe gegen den

Polysaccharidgehalt je Olanteil stiitzt diese Vermutung (Abbildung 5.6.27):

t

B>
-
>

Db
8
>
»

>

o
i
|

Tropfchendurchmesser / pm

0 T T T T T T T T T 1
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Polysaccharid / Ol

Abbildung 5.6.27: Beeinflussung der Trépfchengréfie durch die je Ol zur Verfiigung
stehende Polysaccharidmenge

Es ist deutlich zu erkennen, dass die Tropfchen immer kleiner werden, je mehr
Polysaccharid in Relation zum Ol zur Verfiigung steht. Ein Uberschuss an
Polysaccharid im Vergleich zum Ol wurde hier nicht untersucht, da
Polysaccharidkonzentrationen lUber 5% aufgrund der hohen Viskositat praktisch
schwer zu realisieren sind und ein Olgehalt in einer Emulsion von unter 5% nicht

praxisrelevant ware.

Zusammenfassend lasst sich also festhalten, dass die stabilsten Emulsionen unter

den folgenden Bedingungen herzustellen sind:

hohe Viskositat der auReren Phase,

hoher Polysaccharidgehalt,

hohes Verhiltnis von Polysaccharid zu Ol und

geringes Verhaltnis zwischen dem Tropfchenradius und der Viskositat.
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Die meisten dieser Punkte lassen sich durch den Einsatz hoher
Polysaccharidkonzentrationen erreichen. Limitierend wirkt hier allerdings die
Viskositat der dufleren Phase, also der Polysaccharidlésung, da auch eine
Verarbeitung im Homogenisator moglich sein muss. Der Einfluss der weiteren
Parameter

- Homogenisierdruck,

- Tropfchengrolle,

- Anteil an Ol und

- Anteil an Wasser

hingegen ist nicht so stark ausgepragt, dass diese alleine die Stabilitdit der

Emulsionen beeinflussen konnen.
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5.7 Stabilisierung der Emulsionen durch Gelbildung

Da in dem als Emulgator eingesetzten Polysaccharidgemisch auch Alginat
enthalten ist, wurde untersucht, ob es maoglich ist, die Gelbildungseigenschaften
von Alginat zur zusatzlichen Stabilisierung der Emulsionen auszunutzen. Zur
Gelierung von alginathaltigen Losungen sind vor allem zwei Methoden Ublich: eine
Absenkung des pH-Wertes beispielsweise liber eine Zugabe von Salzsaure, oder
der Zusatz von Ca**-lonen durch den Zusatz von Calciumchlorid (vergleiche auch

Kapitel 2.3.2).

5.7.1 Zusatz von Salzsdure
Als Modellemulsionen wurden die Emulsionen vereinigt, die im Rahmen der
Untersuchungen zur Vorhomogenisierung (Abschnitt 5.6.1) hergestellt wurden. Sie
enthielten also als lipophile Phase mittelkettige Triglyceride in einem Anteil von

15% und wurden Uber 4 Zyklen bei 300 bar homogenisiert.

Zu jeweils 20g dieser Emulsionen wurden 5g HClI gegeben, wobei die
Konzentration der Salzsaure in zehn Schritten von 0 bis 0,2 N variiert wurde. Die
Emulsionen wurden anschlieBend fiir 15 Minuten im Turbiscan™ vermessen. Die

Wanderung der Phasengrenze ist in Abbildung 5.7.1 dargestellt:
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Abbildung 5.7.1: Wanderung der Phasengrenze in Emulsionen, denen Salzséure
unterschiedlicher Konzentration zugesetzt wurde

Es ist zu sehen, dass durch den Zusatz von Salzsdure kein stabilisierender Effekt
erzeugt werden kann. Im Bereich hoher Salzsdurekonzentrationen (helle Kurven)
wandert die Phasengrenze deutlich schneller nach oben, als ohne Salzsaurezusatz
(schwarze Kurve). Optisch resultierte der Salzsdaurezusatz zudem in einer Flockung
der Emulsionen, die anscheinend durch Ausfallung des Alginates in Form von

Alginsdure bedingt war.
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5.7.2 Zusatz von Calciumchlorid
Fir die Untersuchung des Calciumchlorid-Einflusses wurde eine ahnliche
Vorgehensweise wie in Abschnitt 5.7.1 beschrieben gewadhlt. Zu 20g der
Modellemulsion wurden 5g einer Calciumchlorid-Lésung zugesetzt, deren
Konzentration in acht Schritten von 0% bis 2% variiert wurde. Auch hier wurde der
Verlauf der Phasengrenze im Turbiscan™ fiir 15 Minuten verfolgt (siehe Abbildung

5.7.2)

Hohe der Phasengrenze / mm

0 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Zeit/ s

s ()9 e (0, 25 % = 0, 5% =====0,75% 1% 1,25% 1,5% 1,75% 2%

Abbildung 5.7.2: Wanderung der Phasengrenze in Emulsionen, denen Calciumchlorid
unterschiedlicher Konzentration zugesetzt wurde

Es konnte ebenfalls keine Stabilisierung der Emulsionen erreicht werden, sondern
diese Emulsionen wurden durch die Bildung des schwerldslichen Calciumalginates
destabilisiert, wie an der schnellen Wanderung der Phasengrenzen in den
Emulsionen mit hoherem Zusatz von Calciumchlorid (hellere Kurven) zu sehen ist.
In diesen Emulsionen konnte — wie in denen mit Salzsaure-Zusatz — optisch eine

Ausfallung beobachtet werden.
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5.7.3 Zusatz von Carbomer
Da gezeigt werden konnte, dass eine Ausnutzung der Gelbildungsfahigkeiten von
Alginat zur Emulsionsstabilisierung nicht geeignet ist, sogar im Gegenteil zu einer
Destabilisierung fuhrt, wurde ein weiterer Gelbildner zugesetzt. Die Wahl fiel auf
Carbomer Ph. Eur. (Carbomer 50000), das nach Basenzugabe in Wasser klare Gele
bildet. Weiterhin zeigt Carbomer selbst keine emulsionsstabilisierenden
Eigenschaften. Es wurden erneut die in 5.6.1 hergestellten und anschlieBend
vereinigten Emulsionen verwendet. Eine Mischung aus Carbomer und Trometamol
im Verhaltnis von 1 + 1,3 Masseteilen wurde anteilig mit der Emulsion versetzt und
angerieben, bis die Gesamtmasse von 25 g erreicht war. Anschliefend wurden die
Emulsionen bei 13500 rpm mit einem Ultra-Turrax® behandelt um den Gelbildner
zu dispergieren. Diese Vorgehensweise ist moglich, da Carbomer-stabilisierte Gele
zwar konzentrationsabhangig pseudoplastisches bzw. plastisches FlieRen zeigen,
jedoch durch die hohen Scherkrdafte nicht zerstort werden. Als
Konzentrationsbereich fur das Carbomer wurden Zusdtze von 0% bis 1%
untersucht. Die Untersuchung der Stabilitat erfolgte wie schon in den beiden

vorangehenden Abschnitten tber jeweils 15 Minuten im Turbiscan™.
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Die entsprechenden Kurven sind in Abbildung 5.7.3 dargestellt:
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Abbildung 5.7.3: Wanderung der Phasengrenze in Emulsionen, denen Carbomer
unterschiedlicher Konzentration zugesetzt wurde

Anhand dieser Abbildung ist eine Beurteilung des Einflusses der
Carbomerkonzentration auf das Aufrahmen der Emulsionen schwer zu beurteilen.
Zu sehen ist aber, dass die Emulsionen mit nur wenig Carbomer (dunkle Linien)
eine etwas hohere Phasengrenze zeigen, die auch eine eindeutige Tendenz hat,
sich nach oben zu bewegen. Bei hoheren Carbomerkonzentrationen ist nur noch
ein Rauschen zu erkennen. Diese Beobachtung spricht bereits dafir, dass der
Zusatz von Carbomer das Aufrahmen der Emulsionen deutlich verlangsamt. Da
aber noch nicht festgestellt werden konnte, ab welcher Carbomerkonzentration
der stabilisierende Effekt als ausreichend erachtet werden kann, wurden die
Emulsionen nach 5 Tagen erneut vermessen und anhand dieser Messungen wurde
der TSI Gber 50 mm Kivettenhéhe ausgewertet. Die Ergebnisse sind in Abbildung

5.7.4 dargestellt.
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Abbildung 5.7.4: Beeinflussung des TSI nach 5 Tagen durch den Zusatz von Carbomer in
verschiedenen Konzentrationen (n = 1)

Es ist deutlich zu sehen, dass bereits ein 0,3%iger Carbomerzusatz die Stabilitat der
Emulsionen stark erhoht (deutlich erniedrigter TSI). Ab 0,6% Carbomerzusatz sind
nach 5 Tagen keine erheblichen Unterschiede mehr zwischen den hoheren

Konzentrationen zu sehen.

Es kann also festgestellt werden, dass durch den Zusatz von Carbomer (und
Anpassung des pH-Wertes mittels Trometamol) die Stabilitdt der Emulsionen auch
bei niedrigerer Polysaccharidkonzentration deutlich erhoht werden kann. Es ist
daher moglich, je nach Anforderungen an die Rezeptur sowohl mit geringer als

auch mit hoher Extraktmenge stabile Emulsionen zu produzieren.
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5.8 Verwendung unterschiedlicher Algenchargen

Wie bereits in Kapitel 2.3 erwahnt wurde, hat der Zeitpunkt und Ort der Ernte
einen deutlichen Einfluss auf die Zusammensetzung der Polysaccharide im
Algenmaterial. Daher wurden vergleichende Versuche an vier unterschiedlichen
Algenchargen bzw. den aus ihnen extrahierten, ausgefdllten und
gefriergetrockneten Polysacchariden durchgefiihrt. Da erwartet wurde, dass sich
die Unterschiede vor allem in Eigenschaften widerspiegeln, die fir die
Stabilisierung von Emulsionen relevant sind, wurden die Oberflachenspannung und
die  Viskositat der  jeweiligen Polysaccharidlosungen  verschiedener
Konzentrationen untersucht. Zusatzlich wurden Emulsionen hergestellt, in denen
die primare Tropfchengroe und die Emulsionsstabilitdit gemessen wurden.
Verglichen wurden hier getrocknete Polysaccharide aus einer Charge des Extraktes
von CRM und getrocknete Polysaccharide aus den in Kapitel 3 aufgefiihrten
Chargen Ascophyllum nodosum (fein gemahlen), die wie in Kapitel 5.5 ermittelt,
extrahiert wurden. In Abbildung 5.8.1 erfolgt nun zunachst die Darstellung der
dynamischen Viskositat dieser Polysaccharidldsungen (bestimmt mit dem Vibro-

Viskometer laut Kapitel 4.3.4).
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Abbildung 5.8.1: Dynamische Viskositéit der Polysaccharidlésungen aus Algenmaterial
unterschiedlicher Chargen (n = 1)
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Die Unterschiede zwischen den Chargen sind mit einer Differenz von etwa
130 mPa's zwischen der am hochsten und der am niedrigsten viskosen Losung bei
5%igen Losungen als gravierend zu bewerten. Es ist offenkundig, dass durch solche
Unterschiede die Stabilitdt der Emulsionen stark beeinflusst wird. Schon dieses
Ergebnis zeigt, dass eine Standardisierung der Extrakte bzw. eine ndhere
Untersuchung des Ausgangsmateriales zur reproduzierbaren Herstellung von

Emulsionen gleichbleibender hoher Qualitat unabdingbar ist.

Auch die Oberflachenspannung der wassrigen Losungen unterscheidet sich, je
nachdem aus welcher Charge des Algenmateriales die Polysaccharide extrahiert
wurden. Dies ist in Abbildung 5.8.2 dargestellt. Es sind zwar Unterschiede zwischen
den Chargen zu sehen, da aber insgesamt die Oberflaichenspannung mit einem
Minimum von 40 mN/m? nicht sehr stark gesenkt wird, fallen auch die

Unterschiede zwischen den Chargen nicht so stark ins Gewicht.
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Abbildung 5.8.2: Oberflichenspannung der Polysaccharidlésungen aus Algenmaterial
unterschiedlicher Chargen (n = 1)

Aus den unterschiedlichen Chargen wurden auch Emulsionen mit 15%

mittelkettigen Triglyceriden bei 130 bar tber 4 Zyklen hergestellt, deren Stabilitat

im Turbiscan™ Uber 20 Minuten bestimmt wurde. Dabei war von der Charge 8797
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nicht mehr ausreichend Material vorhanden, sodass nur drei Emulsionen
miteinander verglichen werden konnten. Die Tropfchengrélle in den Emulsionen
direkt nach der Homogenisierung und auch der TSI nach der 20minitigen Messung

ist in Abbildung 5.8.3 dargestellt:
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Abbildung 5.8.3: Trépfchendurchmesser und TSI von Emulsionen aus unterschiedlichen
Chargen des Algenmaterials (n = 1)

Es handelt sich um Einfachbestimmungen, doch nach den bisher gemachten
Erfahrungen bezliglich der Reproduzierbarkeit ist zumindest der Unterschied
zwischen den Chargen 17811 (1,5um) und 21762 (2,4 um) auch ohne
Mehrfachbestimmungen als gesichert zu betrachten. Diese Unterschiede dulRern
sich auch bereits nach 20 Minuten im TSI in der Art, dass der TSI der Charge 21762
deutlich groRer ist als derjenige, der anderen beiden Chargen. Die Emulsionen
weisen eine geringere Stabilitdt auf. Die Charge 21762 ist auch diejenige, die die
hochste Oberflachenspannung der Polysaccharidlésung und auch die hdchste
Viskositat dieser Losung zeigte. Beides kann die geringere Stabilitat der Emulsionen
erklaren: durch die hohere Oberflaichenspannung der duBeren Phase ist die

Bildung kleiner Tropfchen erschwert und wahrend eine hohe Viskositdt der
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dulleren Phase in Emulsionen die Stabilitat zwar erhoht, wird so auch die primare

Bildung kleiner Tropfchen erschwert.

Als Fazit dieser Untersuchungen bleibt, dass das verwendete Algenmaterial die
Stabilitat der Emulsionen signifikant beeinflusst. Es gibt viele mogliche Griinde, auf
die diese Unterschiede zuriickgefiihrt werden konnten, angefangen bei dem
Verhaltnis der verschiedenen Polysaccharide zueinander, der Polymerlange, bis hin
zu der individuellen Zusammensetzung der Polysaccharide aus den Monomeren
beziglich der Abfolge im Molekil und der Stéchiometrie. Es ware sicherlich sehr
interessant, einen Zusammenhang zwischen diesen Charakteristika der
Polysaccharide und der Stabilitdat der aus ihnen hergestellten Emulsionen zu
untersuchen, wiirde jedoch den Rahmen dieser Arbeit sprengen, da die Zielsetzung
sich zunachst auf die generelle Eignung der Polysaccharide zur Stabilisierung der

Emulsionen bezieht.

Nach den Beobachtungen aus Kapitel 5.7.3 darf jedoch erwartet werden, dass mit
Hilfe einer Gelierung der Emulsionen durch Carbomer und Trometamol auch
zunachst weniger stabile Emulsionen chargenunabhdngig weiter stabilisiert

werden kdnnen.

5.9 Variation der lipophilen Phase
Da in den vorangegangen Untersuchungen nur mittelkettige Triglyceride als
lipophile Phase eingesetzt wurden, wurde nun untersucht, wie gut andere lipophile
Flissigkeiten durch die Polysaccharidmischung aus Ascophyllum nodosum
emulgiert werden kénnen. Zur Beurteilung wurden die aus Kapitel 5.5 bekannten
Markeremulsionen mit einer 3%igen Polysaccharidlésung (konserviert mit 2%
Benzylalkohol) hergestellt und die TropfchengroRe bestimmt. Wie dort bereits
beschrieben, gilt auch hier, dass die Stabilisierungseigenschaften fir die
betreffende Flissigkeit als umso hoher eingeschatzt werden kénnen, je kleiner die
erzielten Tropfchen sind und je naher die TropfchengroRen der unterschiedlichen

Emulsionen beieinander liegen.
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Fir diese Untersuchungen wurden erneut mittelkettige Triglyceride zum Vergleich
verwendet. Zusatzlich wurden mit flissigem  Paraffin  (unverzweigte
Kohlenwasserstoffe) und Oleyloleat (flliissiges Wachs) zwei weitere chemisch
moglichst unterschiedliche lipophile Flussigkeiten verwendet. Aullerdem wurde
mit den hochviskosen Triglyceriden eine chemisch den mittelkettigen Triglyceriden
ahnliche Flissigkeit, die allerdings eine vergleichsweise hohe Dichte (1,005 g/cm?3
laut eigener Messung) hat, verwendet. Die TropfchengrofRen der

Markeremulsionen sind in Abbildung 5.9.1 dargestellt.
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Abbildung 5.9.1: Markeremulsionen aus einer 3%igen Polysaccharidlésung mit
mittelkettigen Triglyceriden (oben links), dickfliissigem Paraffin (oben rechts),
hochviskosen Triglyceriden (unten links) und Oleyloleat (unten rechts)
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Innerhalb dieses Vergleiches fallt sehr deutlich auf, dass die mit Oleyloleat
hergestellten Emulsionen wesentlich kleinere Tropfchen beinhalten als diejenigen,
die mit mittelkettigen Triglyceriden hergestellt wurden. Auch der Unterschied
zwischen 5% und 25% Olgehalt bzw. der Homogenisierung bei 130 und 500 bar ist
bei der Verwendung von Oleyloleat deutlich geringer ausgepragt, als bei den
bisher untersuchten Emulsionen. Optisch geben die Emulsionen mit Oleyloleat
ebenfalls ein sehr gleichmiRiges Bild ab. Ahnliches zeigt sich bei der Verwendung
der hochviskosen Triglyceride. Aufgrund der héheren Dichte ist hier allerdings kein
Aufrahmen, sondern Sedimentation zu beobachten. Paraffin hingegen zeigt in
diesen Untersuchungen keine nennenswerten Unterschiede zu den mittelkettigen
Triglyceriden, ist also im Hinblick auf die Eignung weder als vorteilig noch als

nachteilig zu bewerten.

Diese Untersuchungen bestatigen, dass sich nicht nur Emulsionen mit
mittelkettigen Triglyceriden durch die Polysaccharide aus Ascophyllum nodosum
stabilisieren lassen, sondern auch andere Substanzen als lipophile Phase
verwendet werden konnen. Da damit die Fragestellung nach der generellen
Eignung dieser Polysaccharide eindeutig beantwortet werden kann, wurde auf

weitergehende Untersuchungen verzichtet.

5.10 Fazit

Die Optimierung einer konkreten Formulierung zur kosmetischen Anwendung
wirde sich aufgrund der vielen Einflussfaktoren zwar als komplexe
Aufgabenstellung erweisen, jedoch konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
solche Untersuchungen auch eine hohe Aussicht auf Erfolg haben. Die Optimierung
miusste die Schwankungen des natlirlichen Ausgangsmateriales bertcksichtigen —
es muss also entweder eine Standardisierung der Extrakte erfolgen, oder die
Optimierung von Rezeptur und Prozess ware fir jede Algencharge neu
erforderlich. Im Anschluss kann dann die Zusammensetzung der Emulsionen

betrachtet werden. Je nach Anforderungen und gewilinschten beziehungsweise
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unerwiinschten Zusatzstoffen, konnen die Polysaccharide alleine zur Stabilisierung
genutzt werden, eine prozessunabhangige Moglichkeit ware aber auch, die
Emulsionen beispielsweise durch den Zusatz von Carbomer zusatzlich zu
stabilisieren. Flr die Herstellung der Emulsionen ist das in dieser Arbeit
angewendete Vorgehen aus einer Vorhomogenisierung mit einem Rotor-Stator-
System und der eigentlichen Homogenisierung im Hochdruckhomogenisator sehr
gut geeignet. Die genauen Parameter der Homogenisierung sollten im Rahmen der
Entwicklung konkreter Rezepturen Berlicksichtigung finden, wobei der
Homogenisierdruck nicht zu hoch gewahlt werden sollte. Insgesamt ist allerdings
die Zusammensetzung der Emulsionen kritischer zu untersuchen als die

Prozessparameter.

Die im Rahmen dieser Arbeit hergestellten Emulsionen weisen allerdings alle eine
deutliche Braunfarbung und einen charakteristischen Algengeruch auf. Dies kann
einerseits als Zeichen flr die Natlrlichkeit dieser Emulsionen betrachtet werden,
es konnte aber (gerade im Hinblick auf die Akzeptanz beim Konsumenten)
durchaus lohnenswert  sein, diese  Auffalligkeiten durch weitere

Aufreinigungsschritte im Extraktionsprozess zu vermindern.
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6 Zusammenfassung

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Stabilisierung von Emulsionen
mit polysaccharidhaltigen Extrakten aus Ascophyllum nodosum moglich ist. Die
Extrakte kdnnen dabei auf einfache Weise im wassrigen System hergestellt werden
und eine Aufreinigung mittels mechanischer Trennung durch Filtration und
Zentrifugation sowie eine Ausfdllung der Polysaccharide durch Ethanol ist
ausreichend. Fir eine hohe Ausbeute bietet es sich an, moglichst fein gepulvertes
Algenmaterial zu verwenden und das Pflanze — Menstruum - Verhaltnis moglichst
klein zu halten (in dieser Arbeit ein Teil Alge mit funf Teilen Wasser). In geniigend
hoher Konzentration sind die so gewonnenen Polysaccharide dazu geeignet,
einfache Emulsionen aus mittelkettigen Triglyceriden und Wasser alleine zu
stabilisieren. Zur Herstellung bietet es sich dabei an, zunachst eine standardisierte
Vorhomogenisierung zum Beispiel mit einem Rotor-Stator-System durchzufiihren
und eine Hochdruckhomogenisierung anzuschlieBen. Der Druck im
Hochdruckhomogenisator sollte dabei allerdings nicht zu hoch gewahlt werden, da
dies auch destabilisierend auf die Emulsionen wirken kdnnte. Es ist weiterhin
moglich, die bendtigte Polysaccharidkonzentration zu senken, indem die
Emulsionen zusatzlich mit Carbomer stabilisiert werden. Insgesamt kann also
neben der kosmetischen und pharmakologischen Wirksamkeit auch das
technologische Potential dieser Substanzen ausgenutzt werden. Die
Emulgierfahigkeit ist dabei nicht auf die mittelkettigen Triglyceride beschrankt, da
gezeigt werden konnte, dass sich mit Paraffin vergleichbare Ergebnisse erzielen
lassen und mit Oleyloleat oder hochviskosen Triglyceriden sogar noch kleinere

Tropfchen erzielt werden konnten.

Eine weitere Aufreinigung der Extrakte ist zur Emulsionsstabilisierung nicht notig,
allerdings konnte es maoglich sein, den charakteristischen Geruch der Algen durch
weitere Reinigungsschritte zu reduzieren, sowie die braunliche Farbung zu

minimieren, um die Akzeptanz fiir eine kosmetische Anwendung zu erhéhen.
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7 Abstract (english version)

It could be demonstrated within this thesis that emulsions can be stabilised with
extracts containing polysaccharides from Ascophyllum nodosum. Extracts can be
produced using standard extraction technology. Purification can be performed
mechanically by filtration and centrifugation, and the polysaccharides can be
precipitated by the addition of ethanol. To enhance the yield the used raw alga
should be pulverised and the alga-menstruum ratio should be set as low as
possible (within this work 1 part of alga plus 5 parts of water). The obtained
polysaccharides can stabilise simple emulsions containing medium-chained
triglycerides and water as long as their concentration is high enough. For
preparation of the emulsions a standardised pre-homogenisation step using for
example a rotor-stator-system should be performed followed by a high-pressure-
homogenisation. The pressure should not be set too high, as this may cause

destabilisation of the emulsions.

It is also possible to lower the needed amount of polysaccharides with the use of
additional carbomer to enhance the stability of the emulsions. Thus, the
technological potency of the polysaccharides can be used in addition to cosmetic
and pharmacological properties. The emulsification is not restricted to medium-
chained triglycerides, as it could be shown that also emulsions containing paraffin
lead to similar results, whereas the use of oleyl oleat or high viscous triglycerides

even leads to smaller droplets within the final formulation.

Further purification of the extracts is not necessary for stabilisation of emulsions,
but eventually the characteristic smell of the algae and the brownish colour could

be reduced by additional purification steps.
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8 Anhang

8.1 ANOVA aus Abschnitt 5.6

Tabelle 8.1.1: ANOVA der TrépfchengréfSe nach der Vorhomogenisierung

Response 1 dUT/ um

Transform: Square Root Constant: O
ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Source Sum of df Mean F Value
Squares Square

Model 26,3067 5 5,2613  964,3665

A-Geschwindigkeit 23,3745 1 23,3745 4284,3824

B-Zeit 1,4927 1 1,4927 273,5993

AB 0,3184 1 0,3184 58,3642

A? 3,8832 1 3,8832  711,7579

B2 0,1348 1 0,1348 24,7107

Residual 0,0546 10  0,0055

Lack of Fit 0,0456 3 0,0152 11,8062

Pure Error 0,0090 7 0,0013

Cor Total 26,3613 15

p-value
Prob > F
<0,0001
< 0,0001
<0,0001
< 0,0001
<0,0001
0,0006

0,004

significant

significant

Tabelle 8.1.2: ANOVA der TrépfchengréfSe nach der Hochdruckhomogenisierung

Response 2 d HDH / pm

ANOVA for Response Surface Quadratic Model

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Source Sum of df  Mean F Value
Squares Square
Model 0,0023 5 0,0005 0,7729
A-Geschwindigkeit 0,0008 1 0,0008 1,3976
B-Zeit 0,0004 1 0,0004 0,6181
AB 0,0003 1 0,0003 0,5350
A? 0,0000 1 0,0000 0,0581
B2 0,0009 1 0,0009 1,5738
Residual 0,0060 10 0,0006
Lack of Fit 0,0021 3  0,0007 1,2461
Pure Error 0,0039 7 0,0006

Cor Total 0,0083 15

p-value
Prob > F
0,5905
0,2645
0,45
0,4813
0,8143
0,2382

0,3633

not significant

not significant
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Tabelle 8.1.3: ANOVA des TSI nach 28 Tagen in Abhdngigkeit von Zusammensetzung und
Homogenisierdruck

Response 2 TSI 28 Tage

Transform: Square Root Constant: O
ANOVA for Combined Quadratic x Quadratic Model

*** Mixture Component Coding is L_Pseudo, ***

Mixture Components ABC
Process Factors D

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type lll]

Source Sum of df Mean F Value p-value
Squares Square Prob > F
Model 22,4383 17  1,3199 43,4692 <0,0001 significant
Linear Mixture 12,7323 2 6,3662 209,6618 <0,0001
AB 0,0698 1 0,0698 2,3004 0,1533
AC 0,0291 1 0,0291 0,9584 0,3454
AD 0,2670 1 0,2670 8,7935 0,0109
BC 0,1415 1 0,1415 4,6614 0,0501
BD 0,6622 1 0,6622 21,8103 0,0004
CD 0,0279 1 0,0279 0,9201 0,3549
ABD 0,4031 1 0,4031 13,2757 0,003
ACD 0,0543 1 0,0543 1,7872 0,2042
BCD 0,0088 1 0,0088 0,2910 0,5987
AD? 0,1016 1 0,1016 3,3452 0,0904
BD? 0,1166 1 0,1166 3,8396 0,0719
CD? 0,0007 1 0,0007 0,0225 0,8831
ABD? 0,0021 1 0,0021 0,0679 0,7984
ACD? 0,0000 1 0,0000 0,0000 0,9964
BCD? 0,0000 1 0,0000 0,0000 0,9951
Residual 0,3947 13  0,0304
Lack of Fit 0,2486 8 0,0311 1,0636 0,4959 not significant
Pure Error 0,1461 5 0,0292
Cor Total 22,8330 30

VI



Anhang

Tabelle 8.1.4: ANOVA des TSI nach 120 Tagen in Abhdngigkeit von Zusammensetzung und
Homogenisierdruck

Response 3 TSI 120 Tage

ANOVA for Combined Quadratic x Quadratic Model
*** Mixture Component Coding is L_Pseudo, ***

Mixture Components ABC
Process Factors D

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Source Sum of df Mean F Value p-value
Squares Square Prob > F
Model 3249,8274 17 191,1663 114,9720 <0,0001 significant
Linear Mixture 2256,7501 2 1128,3751 678,6316 <0,0001
AB 2,6132 1 2,6132 1,5716 0,2320
AC 23,7615 1 23,7615 14,2908 0,0023
AD 27,5443 1 27,5443 16,5658 0,0013
BC 48,3085 1 48,3085 29,0539 0,0001
BD 97,2954 1 97,2954 58,5158 < 0,0001
CcD 3,6506 1 3,6506 2,1956 0,1622
ABD 33,3485 1 33,3485 20,0566 0,0006
ACD 4,9734 1 4,9734 2,9911 0,1074
BCD 0,9589 1 0,9589 0,5767 0,4611
AD? 11,7561 1 11,7561 7,0704 0,0197
BD? 7,5893 1 7,5893 4,5644 0,0522
CD? 3,5662 1 3,5662 2,1448 0,1668
ABD? 0,0327 1 0,0327 0,0197 0,8906
ACD? 3,3849 1 3,3849 2,0357 0,1772
BCD? 2,6607 1 2,6607 1,6002 0,2281
Residual 21,6154 13 1,6627
Lack of Fit 7,0464 8 0,8808 0,3023 0,9351  not significant
Pure Error 14,5690 5 2,9138
Cor Total 3271,4428 30
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Tabelle 8.1.5: ANOVA der TropfchengréfSe in Abhdngigkeit von Homogenisierdruck und
Trépfchengréfie

Response 1 d/um

ANOVA for Combined Quadratic x Quadratic Model
*** Mixture Component Coding is L_Pseudo, ***

Mixture Components ABC
Process Factors D

Analysis of variance table [Partial sum of squares - Type Ill]

Source Sum of df Mean F Value p-value
Squares Square Prob > F
Model 2,1611 17 0,1271 81,4944 < 0,0001 significant
Linear Mixture 2,0900 2 1,0450 669,9341 <0,0001
AB 0,0004 1 0,0004 0,2714 0,6111
AC 0,0004 1 0,0004 0,2543 0,6225
AD 0,0000 1 0,0000 0,0001 0,9942
BC 0,0001 1 0,0001 0,0351 0,8543
BD 0,0022 1 0,0022 1,4214 0,2545
CD 0,0004 1 0,0004 0,2281 0,6409
ABD 0,0000 1 0,0000 0,0019 0,9657
ACD 0,0001 1 0,0001 0,0773 0,7854
BCD 0,0005 1 0,0005 0,3019 0,5920
AD? 0,0125 1 0,0125 8,0453 0,0140
BD? 0,0087 1 0,0087 5,5500 0,0348
CD? 0,0115 1 0,0115 7,3751 0,0177
ABD? 0,0036 1 0,0036 2,2849 0,1546
ACD? 0,0134 1 0,0134 8,6023 0,0116
BCD? 0,0095 1 0,0095 6,0694 0,0285
Residual 0,0203 13 0,0016
Lack of Fit 0,0161 8 0,0020 2,3840 0,1768  not significant
Pure Error 0,0042 5 0,0008
Cor Total 2,1814 30
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