Dobberstein, M. et al. (2011) Mitteilungsblatt Fleischforschung Kulmbach 50, Nr. 194, 265-272

Herstellung von Nanoemulsionen aus Gewiirzextrakten
mittels Ultraschalltechnologie
Processing nanoemulsions based on spice extracts using ultrasound technology

M. DOBBERSTEIN, I. DEDERER und K. TROEGER

Zusammenfassung

Zur Verarbeitung von Gewdlrzextrakten in Kochschinken sollten stabile Nano-Emulsionen
(Ol-in-Wasser =0O/W) mittels Ultraschalltechnologie hergestellt werden. Fiir diesen Zweck
wurde eine Methode entwickelt, um 1%ige O/W-Emulsionen aus Rosmarinextrakt, a-Toco-
pherol und Flissigrauch mittels Ultraschallprozessor UP400S herzustellen. Dazu wurden die
Geréateparameter Temperatur (6), Amplitude (A), Zyklus (Z), Beschallungszeit (t), sowie Ver-
dinnungseffekt und Losungsverhalten der Zutaten optimiert. Die erzielte PartikelgroRe
wurde mittels statischer Lichtstreuung gemessen. Aus den gesammelten Erkenntnissen der
Vorversuche ergaben sich fiir die Ultraschallbehandlung die Parameter: 6,=70 °C; Z=0,7; A
=0,75, t=180 s. Die PartikelgroRe der Emulsionstropfchen bewegte sich Uberwiegend in
einer GroRenordnung von 42 nm bis 2,6 um. Den grofiten Anteil stellten dabei Tropfen mit
einer Partikelgroe von 134 nm und 670 nm. Die entwickelte Methode ermdglicht die Her-
stellung von homogenen und stabilen Emulsionen flir die Weiterverarbeitung in Koch-
schinken.

Summary

This study deals with the production of nano-emulsions based on spice extracts using the
ultrasound technology. A method to create one percent o/w—emulsions by usage of the
ultrasound processor UP400S was therefore developed using rosmary extract, a-tocopherol
and liquid smoke. The parameters temperature (8), amplitude (A), cycle (Z), time (t), thinning
effect and dilution of raw materials have been optimized. In cooperation with the MRI
Karlsruhe, Department of Food Technology and Bio Process Engineering, the particle size
was determined using the static light scattering. As results of this study, the optimized
parameter 6=70 °C; Z=0.7; A=0.75, t =180 s have been discovered to process emulsions
using the ultrasound technology. Particle diameters varied from 42 nm to 2.6 pm. Most of the
particles were detected at sizes of 134 nm and 670 nm. The developed method to process
homogeneous stable emulsions may then be used for further processing of cooked ham.

.. . Ultraschall — Nano-Emulsion — Rosmarin — Gewdlrzextrakt —
Schliisselworter

PartikelgroRRe
Key Words uItra.soun.d — nano-emulsion — rosemary — spice extract —
particle size
Einleitung (DRUSCH & HEINS, 2010; WEISS et al.,
2009). Der Begriff ,Nano-Partikel* wird
Fir den Einsatz von Gewdrzextrakten in derzeit noch kontrovers diskutiert. Ver-
Kochschinken sollten mittels Ultraschall- schiedene Regierungsbehérden und wis-
technologie Nano-Emulsionen hergestellt senschaftliche Einrichtungen definieren
werden. Durch die vergrélerte Oberflache Nanomaterialien Uber neuartige, grélien-
von Nano-Lebensmitteln kdnnen physika- abhangige Eigenschaften (z.B. KUHLING,
lisch-chemische Eigenschaften verandert 2008; GREINER, 2011). Fur die vorlie-
werden (MORARU et al.,, 2009) wie z.B. gende Arbeit wird der Begriff Nano-Emul-
die Erhéhung des nutritiven Werts durch sion, gemal ,International Union of Pure
den Zusatz Wert gebender Inhaltsstoffe and Applied Chemistry“, fir Emulsionen
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verwendet, bei denen die Trdpfchengrélie
in einer Dimension von 10®° Metern (nm)
vorliegt.

Die Tropfchenzerkleinerung kann mit ver-
schiedenen Verfahren, wie z.B. der Hoch-
druckhomogenisation oder Zerkleinerung
mittels Ultra-Turrax erreicht werden. Bei
der Anwendung der Ultraschalltechnologie
zur Emulsionsherstellung werden die zwei
Phasen mittels Beschallung durch Fre-
quenzen oberhalb des menschlichen Hor-
frequenzbereiches homogenisiert. Die bei
diesem Verfahren entstehenden Kavi-
tationsblasen bewirken eine mechanische
Zerkleinerung der  Emulsions-Tropfen
(JAHNICH, 2007).

Durch Beschallung als eine Form des
Energieeintrags werden chemische Reak-
tionen und Prozesse beeinflusst (MASON
& LORIMER, 2002). Der Energieeintrag
unterteilt sich in Reibung, Turbulenzen,
Wellen und Kavitation. Der Energieanteil,
der in Kavitation umgewandelt wird, hangt
von mehreren Faktoren ab (MASON &
PETERS, 2003). Zu den wohl bedeutends-
ten Faktoren zahlt die Intensitat der Be-
schleunigung. Gemal dem ,Gesetz von
Bernoulli“ erzeugt eine hdhere Beschleu-
nigung hohere Geschwindigkeiten und da-
durch hohere Druckunterschiede. Somit
erhdht sich die Wahrscheinlichkeit, dass
Vakuum- bzw. Kavitationsblasen anstatt
von Wellen in der Flussigkeit erzeugt wer-
den. Dies bedeutet: Je hdher die Be-
schleunigung, desto hdéher ist der Ener-
gieanteil, der in Kavitation umgewandelt
wird (CRAVOTTO & CINTAS, 2006).

Ausgehend von den Ergebnissen voran-
gegangener Studien im MRI Kulmbach,
Institut flr Sicherheit und Qualitat bei

Tab. 1: Rezepturen der Versuchs-Emulsionen

Fleisch (ORWALD, 2008; SCHIEBELBEIN,
2010) wurde eine Methode entwickelt, um
Emulsionen flir die Herstellung von Koch-
schinken  mittels  Spritzpdkelverfahren
(MULLER, 1988) herzustellen. Dazu wur-
den die Einflisse der verschiedenen Her-
stellungsparameter geprift und fur die
Emulsionsherstellung optimiert.

Material und Methode

RosE a (Rosmarin Antioxidans Extrakt
14 % Diterpenphenol Typ-Nr. 027.010,
Fa. Flavex)

RosE b (Rosmarin (,Flavoxan 14“, Rosma-
rin Antioxidans Formulierung, Fa. Flavex)
Flissigrauch/Rauchkondensat  (,Aurium
270% Tasty Smoke GmbH)

Lezithin (297 %, Carl Roth GmbH&Co
KG)

Emulsionsherstellung

Fir die Herstellung von Emulsionen aus
antioxidativ wirkenden Gewdrzextrakten in
Kochschinken wurden verschiedene Re-
zepturen erarbeitet (s. Tab. 1). Es wurde
eine Methode fur die Herstellung von
Emulsionen mittels Ultraschallprozessor
(UP400S, Hielscher Ultrasonics GmbH)
entwickelt. Untersuchte Parameter waren
die Konzentration der oligen Phase (c), die
Arbeitstemperatur des Wassers (8), die
Amplitude der Sonotrode (A), Arbeitszyk-
lus der Sonotrode (Z), Beschallungszeit
(t), Eintauchtiefe der Sonotrode (h) und die
fraktionierte Zugabe der Zutaten (Ol, Was-
ser und Emulgator). Um den Einfluss des
jeweiligen Parameters festzustellen, wurde
dieser variiert und die anderen Parameter
konstant gehalten. Gepruft wurde auf die
Kriterien Homogenitat und Stabilitat der

Rosmarinextrakt Carnosolsaure* a-Tocopherol Lezithin Flussigrauch
Rezeptur
[Ppm] [Ppm] [ppm] [ppm] [Ppm]

K - - - - -

R 400 44 - 40 -

F - - - - 400

RT 300 33 100 40 -

FT - - 100 10 300

RF 200 22 - 20 200
RFT 150 17 100 25 150

*Anteilig am Rosmarinextrakt, berechnet nach Spezifikation des Herstellers
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Abb. 1a: Optische Homogenitatspriifung Abb. 1b: Optische Stabilitatspriifung
. inhomogen (Olabsatz), r. homogen . stabil, r. instabil

Tab. 2: Prufung der Auswirkung unterschiedlicher Beschallungszeiten in Abhangigkeit
der Zyklusdauer

¢ 0 Zyklus Amplitude Wasser t
Versuch [%] ) %] %] [m] [s]
A1 1,0 55 50 65 99,0 60
A2 1,0 55 50 65 99,0 120
A3 1,0 55 50 65 99,0 180
A4 1,0 55 75 65 99,0 60
A5 1,0 55 75 65 99,0 120
A6 1,0 55 75 65 99,0 180
A7 1,0 55 100 65 99,0 60
A8 1,0 55 100 65 99,0 120
A9 1,0 55 100 65 99,0 180

Tab. 3: Priifung des Lésungsverhaltens der Inhaltsstoffe

c Bo Zyklus Amplitude Wasser t
Versuch (%] C] [%] [%] [m] [s]
B1 02" 55 50 65 50 15
B2 0,2" 55 50 65 50 30
B3 02" 55 50 65 50 60
B4 1,02 55 50 65 99 60
B5 1,02 55 50 65 99 120
B6 1,02 55 50 65 99 180

Y Konzentration an Lezithin; 2 Konzentration an Rauchkondensat

Emulsionen. Die Bewertung der Homoge- Zugabe von 10 % Lezithin (w/w: Emulga-
nitat erfolgte mittels 10-Punkte-Skala, wo- tor/Ol) hergestellt.

bei 1=inhomogen und 10=homogen dar-

stellte (s. Abb. 1a). Die Stabilitatsprifung Vorversuche zur Emulsionsherstellung
erfolgte mittels Zentrifugation (Sorvall RC-

5B, Fa. Du Pont Instruments), bei 10.000 Zunachst wurde unter Verwendung von
U/min Giber 10 Minuten ohne Kiihlung. Von RosE a die Auswirkung unterschiedlicher
den optisch als homogen mit 1 bis 10 be- Beschallungszeiten bei unterschiedlichen
werteten Emulsionen, fanden fir die Sta- Zyklen geprUft (s. Tab. 2). Im Anschluss
bilitatspriifung (s. Abb. 1b), ebenfalls mit erfolgte der Versuch, den Absatz aus Le-
10-Punkte-Skala, nur Emulsionen mit zithinpartikeln  und  Fetttropfchen am
Wertung 7-10 Verwendung. Alle Versuche Becherrand zu beseitigen (B1, B2, B3)
wurden als Doppelbestimmung in 100 ml und die Bestimmung des LoOsungsver-
Chargen mit dem Sonotrodentyp Spitze haltens von Flussigrauch (B4, B3, B6) (s.
H7 (Hielscher Ultrasonics GmbH) mit einer Tab. 3).
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Tab. 4: Prifung der Auswirkung von Wasser- und Lezithinzugabe sowie verschiedener Tauchtiefen

der Sonotrode

c 5] Zyklus Amplitude Wasser t Anmerkun

versueh C) 9% %] [mi] [s] ’

c1 0,5 50 50 65 50; 25; 24,5 " 3*60 -

C2 0,5 50 50 65 99,5 1*180 -

D1 1,0 55 50 65 99 1*180 L. gelost?

D2 1,0 55 50 65 99 1*180 L. ungelost ?

D3 1,0 55 50 65 50,25,24 ") 3*60 L. gelost ?

D4 1,0 55 50 65 50,25,24 " 3*60 L. ungelost 2

E1 1,0 70 50 65 50,25,24 " 3*60 5-35%

E2 1,0 70 75 65 50,25,24 " 3*60 5-35%

E3 1,0 70 100 65 50,25,24 " 3*60 5-35%

E4 1,0 70 75 65 99 1*180 359

E5 1,0 70 75 65 99 1*180 159

E6 1,0 70 75 65 99 1*180 5%

" fraktionierte Wasserzugabe
A, = Lezithin
® Tauchtiefe der Sonotrode in mm

Tab. 5: Prifung verschiedener Arbeitstemperaturen in Abhangigkeit der Zyklusdauer

c 0 Zyklus Amplitude Wasser t
Versuch [ °C] 1% %] [mi] [s]
F1 1,0 60 50 65 50,25,24 3*60
F2 1,0 60 75 65 50,25,24 3*60
F3 1,0 60 100 65 50,25,24 3*60
F4 1,0 70 50 65 50,25,24 3*60
F5 1,0 70 75 65 50,25,24 3*60
F6 1,0 70 100 65 50,25,24 3*60
F7 1,0 80 50 65 50,25,24 3*60
F8 1,0 80 75 65 50,25,24 3*60
F9 1,0 80 100 65 50,25,24 3*60
Tab. 6: Prafung von Amplitude und Zyklus
c 0 Zyklus Amplitude Wasser t
Versuch g C) 1% %] [m] [s]
G1 1,0 70 50 55 50,25,24 3*60
G2 1,0 70 50 65 50,25,24 3*60
G3 1,0 70 50 75 50,25,24 3*60
G4 1,0 70 50 85 50,25,24 3*60
G5 1,0 70 50 95 50,25,24 3*60
G6 1,0 70 60 55 50,25,24 3*60
G7 1,0 70 60 65 50,25,24 3*60
G8 1,0 70 60 75 50,25,24 3*60
G9 1,0 70 60 85 50,25,24 3*60
G10 1,0 70 60 95 50,25,24 3*60
G11 1,0 70 70 65 50,25,24 3*60
G12 1,0 70 70 75 50,25,24 3*60
G13 1,0 70 70 85 50,25,24 3*60
G14 1,0 70 80 65 50,25,24 3*60
G15 1,0 70 80 75 50,25,24 3*60
G16 1,0 70 80 85 50,25,24 3*60

268



Dobberstein, M. et al. (2011) Mitteilungsblatt Fleischforschung Kulmbach 50, Nr. 194

Der Effekt einer fraktionierten Wasser-
zugabe (C1, C2) in Zusammenhang mit
dem Ldsungsverhalten des Lezithins (D1-
D4) bzw. der Tauchtiefe der Sonotrode
(E1-E6), wurde mit den nachsten Versu-
chen geprift (Tab. 4). Als 6lige Phase kam
RosE b zum Einsatz.

Versuche zur Emulsionsherstellung

Aufbauend auf den Erkenntnissen der Vor-
versuche wurden verschiedene Arbeits-
temperaturen geprift (s. Tab. 5).

Um die Wirkung des Zusammenspiels aus
Amplitude und Zyklus zu ermitteln, wurden
aus RosE a Emulsionen mit folgenden Pa-
rametern (s. Tab. 6) hergestellt und die
Versuche mit RosE b wiederholt.

Bestimmung der Partikelgré3e

Die Partikelgrofienverteilungen wurden
vom MRI, Standort Karlsruhe, Institut fir
Lebensmittel- und Verfahrenstechnik, per
statischer Lichtstreuung mit dem Master-
sizer 2000 (Malvern Instruments Ltd., UK)
bestimmt. Der Messbereich des Gerates
zur Partikelgrofenverteilung liegt bei 20
nm bis 2000 um. Alle Proben wurden in
der mit Wasser geflllten Messzelle (Hydro
2000G) bei Raumtemperatur (ca. 22 °C)
gemessen, wobei die Pumpeneinstellung
bei 1250 U/min und die Ruhrerdrehzahl
bei 500 U/min lag. Die Ermittlung der Par-
tikelgroRenverteilungen erfolgte unter Ver-
wendung des Auswertemodells ,General
Purpose® mit den softwareseitigen ,De-
fault“-Einstellungen. Die Software (Version
5.60) berechnet die PartikelgroRenvertei-
lung anhand der Detektorsignale unter An-
wendung der Mie-Lorenz-Theorie (AMB-
ROSIO & HERNANDEZ-FIGUEROA, 2010)
und Einbeziehung der fiir das jeweilige
Probenmaterial angegebenen Brechungs-
indices. Aus jeder Emulsion wurden, 3-4
Tage nach Herstellung, drei Stichproben
entnommen und der Messzelle bis zu
einer ,,Obscuration” von 9 bis 10 % zuge-
geben. Gemessen wurde jeweils dreimal
fur 10 s und aus den neun Messungen der
Mittelwert berechnet. Die fur die Messung
bendtigten Brechungsindices wurden der
Literatur und Analysenzertifikaten des Her-
stellers entnommen.
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Ergebnisse und Diskussion

Mittels Stabilitdtstest konnten die visuellen
Eindricke der frisch hergestellten Emulsi-
onen bestatigt werden. Dabei lie} sich
feststellen: Je hoher die Homogenitat war,
desto stabiler zeigte sich die Emulsion ge-
genuber der Flieh-/Schleuderkraft im an-
schlieRenden Stabilitatstest.

Bei einer Beschallungszeit von bis zu
180 s waren die Emulsionen mit einer ins-
gesamt langeren Beschallungszeit besser
zu bewerten als die Emulsion mit kirzerer
Beschallungszeit von 60 und 120 s.

Das Lezithin lie3 sich bei einem Anteil von
0,2 % in Wasser ab einer Beschallungszeit
von 30 Sekunden homogen im Becherglas
I6sen. Allerdings wurde durch diesen
Schritt keine Verbesserung bei der
Herstellung erzielt. Das Ldsen des pul-
verformigen Lezithins in kaltem Wasser
hingegen fuhrte zu homogeneren Emulsi-
onen. Das Rauchkondensat zeigte keinen
Unterschied im Vergleich zur Beschallung
von Wasser, da das Kondensat keine hyd-
rophoben Substanzen in nennenswerten
Konzentrationen enthalt. Daher wurde das
Rauchkondensat bei der Emulsionsher-
stellung wie Wasser behandelt. Weiterhin
wurde festgestellt, dass die hergestellten
Emulsionen auch 7-14 Tage nach der
Herstellung, bei 6 °C Lagerung, kaum eine
Entmischung der Phasen aufwiesen.

Bei den Versuchen hat sich auch gezeigt,
dass die Integration von kurzen Beschal-
lungspausen bei fraktionierter Wasser-
zugabe zu einer homogeneren Emulsion
fuhrt. Dies ist auf den oben beschriebenen
Effekt der Kavitationsbildung zurlickzufih-
ren. Bei einer Beschallungspause sinkt die
Bewegungsgeschwindigkeit der Partikel
rapide, wodurch eine erneute Beschleuni-
gung durch die Ultraschallbehandlung er-
moglicht wird.

Die einzelnen Ergebnisse der optischen
Homogenitats- und Stabilitatsprifung sind
in Tabelle 7 dargestellt.
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Tab. 7: Ergebnisse der Beurteilung auf Homogenitat und Stabilitat mittels 10-Punkte-Skala

Versuch Homogenitat Stabilitat Versuch Homogenitat Stabilitat
A1l 1 - F1 5 5
A2 2 - F2 4 4
A3 3 1 F3 6 6
A4 3 - F4 5 5
A5 4 - F5 7 7
A6 4 2 F6 6 6
A7 4 2 F7 2 -
A8 5 3 F8 3
A9 2 - F9 4 -
B1 5 - G1 3 -
B2 9 - G2 4 -
B3 9 - G3 4 -
B4 10 - G4 4 -
B5 10 - G5 3 -
B6 10 - G6 8,5 8
C1 3 2 G7 9 8
Cc2 2 2 G8 9 8
D1 5 1 G9 5 -
D2 2 1 G10 5 -
D3 6 1 G11 9 7
D4 6 1 G12 8 7
E1 5 5 G13 7 3
E2 7 7 G14 6 3
E3 6 6 G15 7,5 3
E4 1 - G16 8 3
E5 1,5
E6 2

Tab. 8: Optimale Parameter fiir den Ultraschallprozessor flir Gewiirzextrakt-Emulsionen
und Rauchkondensat
c B0 Zyklus Amplitude Wasser t
[%] [°C] [%] [%] [%] [s]
1,0 " 70 70 75 50, 25, 24 3*60
102 70 70 75 40, 25, 25 3*60

" Konzentration an Ol; ? Konzentration an Rauchkondensat

Aus der Auswertung der Versuche erga-
ben sich die in Tabelle 8 dargestellten
wirksamsten Parameter flr die Herstellung
von Gewdurzextrakt-Emulsionen mittels Ult-
raschall. Demnach sollten fur die Herstel-
lung mittels UP400S fiir 1%ige O/W-Emul-
sionen die Wassertemperatur 70 °C, der
Sonotrodenzyklus 70 % und die Sono-
trodenamplitude 75 % betragen und die
Wasserzugabe in 3 Fraktionen mit an-
schlieRender Beschallungszeit von jeweils
60 s erfolgen.

Bei Betrachtung der Partikelgrofienmes-
sung muss, um eine Aussage zu dem

270

Emulsionsgrad treffen zu konnen, Parti-
kelanzahl und Volumenanteil berlcksich-
tigt werden. Die maximale Partikelanzahl
von ca. 10 % der Versuchsemulsionen
wurde, unabhangig von der Rezeptur, bei
64-69 nm gemessen (s. Abb. 2a). Den
groliten Volumenanteil der Versuchsemul-
sionen machten PartikelgréRen von etwa
42 nm bis 2,6 ym aus. Den maximalen
Volumenanteil stellten dabei, je nach Re-
zeptur, Tropfen mit einer PartikelgrofRe
von 134 nm und 670 nm (s. Abb. 2b). Im
Gegensatz zur Partikelanzahl nach Parti-
kelgroRe unterschieden sich die Emulsio-
nen im Volumenanteil nach PartikelgréRe.
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Abb.

So wurde ein Maximum des Volumen-
anteils fur Emulsion FT (Flissigrauch mit
Tocopherol) bei einer PartikelgroRe von
134 nm gemessen. Der Volumenanteil der
Emulsionen R (Rosmarinextrakt) und RFT
(Rosmarinextrakt mit Flussigrauch und
Tocopherol) zeigte eine Peakspitze bei
jeweils 670 nm. Beim Versuch RT (Ros-
marinextrakt mit Tocopherol) wurden zwei
Peaks von jeweils 4 % Volumenanteil bei
150 und 751 nm gemessen. Allen Mes-
sungen gemein ist die Verschiebung des
Volumenanteils hin zur geringeren Parti-
kelgréRe von etwa 134 nm in Abhangigkeit
des Tocopherolanteils bezogen auf die
Gesamt-Ol-Phase.

Schlussfolgerung und Aussicht

Unter Benutzung der Ultraschalltechnolo-
gie ist es gelungen, Emulsionen im nano-
skaligen Bereich zu erzeugen. Die opti-
male Einstellung der Gerate-Parameter

2b: Partikelverteilung (Volumenanteil/P.-GroéRRe)
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und Behandlung der Rohmaterialien sind
fur die erfolgreiche Herstellung entschei-
dend. Da zwar ein Grofteil der Tropfen im
nanoskaligen Bereich ermittelt wurde, aber
auch Tropfen bei weit mehr als 1 ym de-
tektiert wurden, handelt es sich bei den
hergestellten Emulsionen um Nano-Mikro-
Emulsionen.

Die geringe TropfchengrdofRe der Nano-
Mikro-Emulsionen ermoglicht, zusatzlich
zu der Wirkung des zugesetzten Emulga-
tors, eine Stabilisierung der Phasen der
Emulsionen auch bei langeren Lagerzeiten
von bis zu 14 Tagen.

Die Nano-Mikro-Emulsionen sollen im Fol-
genden bei der Herstellung von Koch-
schinken eingesetzt werden, mit dem Ziel,
durch eine feine und gleichmaRige Vertei-
lung der antioxidativen Substanzen im
Fleisch den Oxidationsprozessen im Koch-
schinken entgegenzuwirken.
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Eine Randbedingung dieser Arbeit war die
Herstellung der Emulsionen unter Verwen-
dung von Lezithin als Emulgator zu 10 %
der Olphase. Die positiven Ergebnisse der
entwickelten Methode zur Emulsionsher-
stellung und die festgestellte Langzeit-
stabilitdt der hergestellten Emulsionen
lassen die Frage zu: Kann bei der Herstel-
lung von Emulsionen aus bestimmten Ge-
wlrzextrakten der Einsatz von Emulgato-
ren weiter reduziert oder auf die Verwen-
dung komplett verzichtet werden? Weiter-
hin von Interesse ware die Fragestellung,
inwiefern sich die hergestellten Emulsi-
onen von etablierten Emulsionen aus Ge-
wurzextrakten auf dem Markt unterschei-
den. Um einen derartigen Vergleich anzu-
stellen ist es nétig, dieselben Ausgangs-
materialien zur Herstellung der Nano-
Mikro-Emulsionen wie auch fir die Her-
stellung der Vergleichsemulsionen zu ver-
wenden.
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