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Ausgangssituation:

In den letzten Jahren stieg aufgrund eines er-
hoéhten Erndhrungsbewusstseins die Frage nach
Lebensmittelinhaltsstoffen mit chemoprotekti-
vem Potential. Wildheidelbeeren (Vaccinium
myrtillus L.) besitzen aufgrund des hohen An-
teils bioaktiver Inhaltsstoffe eine im Vergleich
zu anderen Obst- und Gemdisearten sehr hohe
anti-oxidative Kapazitdt. Daher sind sie fiir den
Einsatz in funktionellen Lebensmitteln beson-
ders geeignet. Den roten Beerenfarbstoffen

(Anthocyane) werden des Weiteren antikanze-
rogene und antiinflammatorische Eigenschaften
zugesprochen. Im Organismus wird die Wirk-
samkeit der Anthocyane wesentlich durch de-
ren pharmakokinetische Eigenschaften (Biover-
figbarkeit, Stoffwechsel, Ausscheidung) beein-
flusst. Zuséatzlich ist die Stabilitat der Antho-
cyane und somit die zelluldre Verfigbarkeit
auch unter Zellkulturbedingungen limitiert. In
den vergangenen Jahren hat die Verkapselung
von Wirkstoffen - vorwiegend im Pharmabe-
reich — dazu geflihrt, dass Substanzen gezielt
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am Wirkort freigesetzt werden kénnen. Von be-
sonderem Interesse hierbei ist der Einsatz von
Verkapselungstechniken fir Anthocyane. Damit
kénnte die Bioverfigbarkeit soweit moduliert
werden, dass durch die Bestadndigkeit der ver-
kapselten Anthocyane bei der Magen-Darm-
Passage das Erreichen des potentiellen Wirkor-
tes und somit auch die biologische Wirksamkeit
in Hinblick auf die Pravention verbessert wird.

Ziel des Forschungsvorhabens (Teilprojekt 7 im
DFG/AiF-Cluster ,Bioaktive Inhaltsstoffe aus
mikrostrukturierten Multikapselsystemen”) war
es, die praventiven und mdglichen ungiinstigen
Wirkungen der Verkapselung des Heidelbeerex-
traktes (HBE) im Vergleich zum unverkapselten
HBE im biologischen System in vitro zu erfas-
sen. Des Weiteren sollten Stabilitat, Freisetzung
und Verfligbarkeit der unterschiedlichen HBE
beladenen Kapselpraparaten vergleichend mit
unverkapseltem HBE in Modellen des Gastroin-
testinaltraktes (GIT) charakterisiert werden.

Forschungsergebnis:

Die Untersuchungen von Forschungsstelle 1 in
Kooperation mit der AG Prof. Mader (Cluster-
teilprojekt (TP) 6) mittels In-Vitro-Freisetzungs-
und Stabilitdtsuntersuchungen legen nahe, dass
die vorliegenden Verkapselungstechniken (Pek-
tin-amidhohl- (vgl. TP 2), Molkenprotein- (vgl.
TP 3) und Apfelpektinkapseln mit Schelllack-
coating (vgl. TP 5)) zu einer unerwiinschten
Freisetzung der Anthocyane wahrend der Ma-
genpassage flihren. Weiterhin zeigte sich, dass
diese HBE-beladenen Kapselsysteme zu einer
kontinuierlichen Freisetzung und héheren Wirk-
stoffkonzen-trationen in simuliertem Dinn-
darmmilieu beitragen kénnen. Bei weiteren In-
kubationen mit humanem Dinndarminhalt
(ndher an der In-Vivo- Situation) wurde deut-
lich, dass der Abbau/Zer-fall der Anthocyane
durch unterschiedliche Verkapselungstechniken
(Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpek-
tinkapseln) beeinflusst wird. Durch eine verzo-
gerte Freisetzung durch Verkapselung konnte
Uber einen gewissen Zeitraum der Anthocyan-
abbau kompensiert werden.

Um eine Aussage Uber Wirkkomponenten im
HBE treffen zu kénnen, wurden die HBE-Sub-
fraktionen (vgl. TP 1) ihrem mengenmaRigen
Anteil im HBE entsprechend eingesetzt. Da bei
Inkubationen mit Anthocyan- und Polymerfrak-
tion keine antioxidativen Effekte in den Zellsys-
temen detektiert wurden, konnte die Phenolcar-
bonsaurefraktion als wirksamste Subfraktion
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des HBE identifiziert werden.

Es stellte sich heraus, dass die multidispersen
Hillkapseln (TP4), aufgrund der duBeren Olpha-
se in dieser Formulierung nicht fir die verwen-
deten In-Vitro-Zellkulturexperimente geeignet
waren. Bei Inkubationen mit anderen HBE-
beladenen Kapselsystemen wurde lediglich im
Konzentrationsbereich 50 - 500 pg/ml bei den
Molkenprotein- und Apfelpektinkapseln ein sig-
nifikanter Einfluss auf die Zellvitalitdt beobach-
tet. Eine tendenzielle Erh6hung des Glutathion-
gehaltes der Zelle (100 - 500 pg/ml), eine
Kompensation der Reaktiven Sauerstoffspezies
(ROS) mit steigender Konzentration (100 - 500
Mg/ml) und ein positiver Einfluss auf die Bildung
von DANN-Strangbriichen (5 - 10 pg/ml) wurde
nach Inkubation mit Kapselsystemen (Pektina-
midhohl-, Molkenprotein- und Apfelpektinkap-
seln) nachgewiesen. Generell waren die biologi-
schen Wirkungen der mit HBE-beladenen
Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Apfelpek-
tinkapsel mit denen des nicht verkapselten HBE
vergleichbar.

In den Untersuchungen der Forschungsstelle 3
konnte gezeigt werden, dass der unverkapselte
HBE sowie die meisten der isolierten Subfrakti-
onen (vgl. TP 1) als hochpotente Inhibitoren der
Aktivitdt des epidermalen Wachstumsfaktor-
Rezeptors (EGFR) im zellfreien System (ELISA)
wie auch in humanen Kolonkarzinomzellen
(Western Blot Analyse) wirken. Dabei zeigte
sich, dass die biologische Wirksamkeit des Ex-
traktes nicht ausschlieRlich auf die enthaltenen
An-thocyane zurlickzufiihren ist. Im Vergleich
zur EGFR-hemmenden Wirkung des nativen HBE
nach Kurzzeitinkubation, verringerten die Ver-
kapselungen, insbesondere in die lipid- und pro-
teinbasierten Systeme (vgl. TP 4 und TP 3), die
biologische Aktivitat an diesem Messparameter.
Ein Grund flr die Verringerung dieser biologi-
schen Aktivitat ist eine maogliche Interaktion des
Kapselproteins mit Inhaltsstoffen des HBE. Dies
konnte durch Koinkubationansatze bestatigt
werden, bei denen der unverkapselte Extrakt
sowohl mit unbeladenen Kapseln als auch mit
Serumalbumin inkubiert wurde, was in beiden
Ansatzen zu einer deutlichen Unterdriickung der
EFGR-hemmenden Aktivitdt des HBE flihrte. Im
Gegensatz zu den Formulierungen auf Lipid-
und Proteinbasis verringerte sich die Bioaktivitat
des HBEs, der in Pektinhohlkugeln verkapselt
wurde vgl. TP 2), nicht. Langzeituntersuchun-
gen (Sulforhodamin B Assay Uber 72 h) zur
Tumorzellwachstumshemmung zeigten, dass
die Verkapselung in die Protein- und Lipidsys-
teme hinsichtlich dieses Endpunktes zu keiner
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Verringerung der Bioaktivitdt des HBE flhrte.
Die Ex-Vivo-Verdauung mit lleostomainhalt
fihrte zu einer Abnahme der biologischen Akti-
vitdt des HBEs hinsichtlich der EGFR-
Phosphorylierung, die mit der Anthocyanab-
nahme, gemessen von Forschungsstelle1, asso-
ziiert werden konnte.

Obwohl eine Hemmung der katalytischen To-
poisomeraseaktivitdt im Relaxations- und Deka-
tenierungsassay durch den HBE messbar war,
konnte eine Beeintrachtigung der DNA-Integritat
durch Giftung humaner Topoisomerasen (ICE-
Bioassay) sowohl im unverkapselten als auch in
verkapselten Systemen ausgeschlossen wer-
den.

Eine Induktion anwendungslimitierender Effekte
kann anhand dieser untersuchten Endpunkte
ausgeschlossen werden. Schlie3lich wurde in
Abhangigkeit der Verkapselung in den unter-
suchten Struktursystemen eine unterschiedlich
verzogerte Freisetzung und Stabilitadt der Leit-
verbindungen des Extraktes unter Zellkulturbe-
dingungen mittels HPLC-Analyse identifiziert.

Die Untersuchungen der beiden Forschungsstel-
len zeigen, dass die Freisetzung des HBE und
dessen biologische Wirkung durch Verkapse-
lung moduliert werden kann. Abgesehen von
der Wirkung auf den EGFR zeigten die meisten
der untersuchten Endpunkte, dass die biologi-
sche Wirksamkeit des Extraktes durch die Ein-
bringung in die strukturierten Systeme nicht
substantiell vermindert wird. Damit stellen diese
Kapselsysteme eine Maoglichkeit dar, bioaktive
Stoffe zu verkapseln, um den Zielort zu errei-
chen, ohne dass die Wirksamkeit malgeblich
beeinflusst wird. Da mit diesen In-Vitro-
Systemen komplexe Mechanismen, wie Auf-
schluss und Bioverfigbarkeit, nicht vollsténdig
abgebildet werden kdonnen, sollten diese Ergeb-
nisse zu den Verkapselungssystemen in einer
humanen Interventionsstudie bestatigt werden.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Lebensmittel mit gesundheitsféordernden Aspek-
ten sind nicht nur aus erndahrungswissenschaft-
licher Sicht, sondern vor allem aus 6konomi-
scher Sicht von hoher Bedeutung. In
Deutschland werden Wachstumsraten fiir funk-
tionelle Milch- und Milchprodukte, Getréanke,
Backwaren, Getreideprodukte, SiRwaren und
Brotaufstriche von 15 — 20 % pro Jahr publi-
ziert. So war alleine fir probiotische Milchge-
tranke eine Steigerungsrate von 17 % in 2005
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zu verzeichnen, obwohl die Preise im Vergleich
zu konventionellen Milchgetrédnken um bis zu
100 % erhoht sein kénnen. Laut der Deutschen
Gesellschaft fir Erndhrung (DGE) wachst auch
der Markt fir Nahrungsergédnzungsmittel stetig.
Der gesamte Bereich Nahrungsergédnzungsmittel
umfasst ca. 1 Mrd. €. In den letzten Jahren
kommen immer mehr Nahrungsergdnzungsmit-
tel auf der Basis sekundarer Pflanzeninhaltsstof-
fe auf den Markt.

Das Forschungsvorhaben lieferte insbesondere
fur kleinere Unternehmen wertvolle Hinweise in
Hinblick auf die wissenschaftliche Untermaue-
rung gesundheitsbezogener Produktaussagen,
sog. ,Health Claims”. Sowohl die positive
Wirksamkeit des verwendeten HBE als auch die
Auslobung weiterer enthaltener bioaktiver HBE-
Subfraktionen stadrken die Position der Herstel-
lerbetriebe, da dies dem Verlangen des Ver-
brauchers nach méglichst gesundheitsférdern-
den Lebensmitteln nachkommt.

Die im Vorhaben gewonnenen ersten Erkennt-
nisse von HBE-beladenen Verkapselungssyste-
men (Pektinamidhohl-, Molkenprotein- und Ap-
felpektinkapseln) missen noch mit einer
humanen Interventionsstudie verifiziert werden.
Dennoch ergeben sich bereits durch die erziel-
ten Ergebnisse wichtige Erkenntnisse hinsicht-
lich potentiell gesundheitsférdernder Eigen-
schaften von unverkapseltem und verkapseltem
HBE, die von den Betrieben der Fruchtsaftin-
dustrie zur Imagesteigerung und zur Starkung
der Wettbewerbsfahigkeit im Rahmen des ex-
pandierenden Marktes an funktionellen Le-
bensmitteln genutzt werden kann.
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