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Kurzzusammenfassung

Vitamin E ist das bedeutsamste lipophile Antioxidans im menschlichen Organismus und
kann dartber hinaus antiatherogen, immunmodulatorisch, antiinflammatorisch sowie
neuroprotektiv wirken. Aufgrund dieser vielfaltigen Funktionen wird diskutiert, dass eine
Optimierung der Vitamin-E-Versorgung einen Beitrag zur Pravention erndhrungsasso-
ziierter Erkrankungen leisten kénnte. Um dies zu erreichen bietet es sich an, mit Vitamin E

fortifizierte Lebensmittel einzusetzen, aus denen die Substanz gut bioverfigbar ist.

Ziel dieser Arbeit war es, mit 60 mg RRR-a-Tocopherol — als wichtigstem Vertreter der
Vitamin-E-Gruppe — angereicherte, emulsionsbasierte Modelllebensmittel und isolierte
Emulsionen technologisch so zu optimieren, dass das enthaltene Vitamin eine mdglichst
hohe Bioverfiigbarkeit aufwies. Dabei galt es insbesondere zu Uberprifen, inwieweit die
technologischen Charakteristika der Lebensmittelmatrizes Rickschliisse auf die Biover-

flgbarkeit von Vitamin E aus den Emulsionen zulassen.

In einem gestuften Vorgehen konnte anhand verschiedener Humanstudien gezeigt
werden, dass das RRR-a-Tocopherol aus Frischkase sowohl kurzfristig Gber 24 h
(p=0,010) als auch langfristig Gber 28 d (p=0,017) signifikant besser bioverfugbar war als
das aus Mayonnaise oder aus Pudding. Als wichtiger Einflussfaktor erwies sich zudem die
GroRe der Emulsionspartikel von Frischkdse, wobei ein linearer Zusammenhang
zwischen der PartikelgroRe und der Bioverfiigbarkeit vorlag. Auch der pH-Wert besafl3
einen modifizierenden Einfluss auf die Verfluigbarkeit des RRR-a-Tocopherols aus der
Lipidemulsion von Frischkdse. Diese war bei einem pH-Wert von 4,5 signifikant hoher
(p=0,039) als bei einem pH-Wert von 6,5. Die Untersuchung der Reinemulsion ergab,
dass deren Trocknung mit einer signifikanten Senkung (p=0,006) der Verfugbarkeit im

Vergleich zu nicht getrockneten Emulsionen verbunden war.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass RRR-a-Tocopherol sowohl kurz- als
auch langfristig die hochste Bioverfuigbarkeit aufwies, wenn es einem Frischkase
zugesetzt wurde. Dabei korrelierte die H6he der Absorption invers mit der Partikelgrofie;
die Bioverfugbarkeit konnte jedoch Uber die Variation der Partikelgrol3e gegeniber der
Standardrezeptur kaum gesteigert werden. Ein niedriger pH-Wert der Prifprodukte, der im
Bereich des physiologischen pH-Werts des Dinndarms lag, hatte einen positiven Einfluss
auf die Bioverfugbarkeit von RRR-a-Tocopherol. Die Trocknung der Emulsionen fiihrte zu
einer Verringerung der Absorption von RRR-a-Tocopherol, womit dem potentiellen Vorteil
einer verbesserten Haltbarkeit der Emulsion der Nachteil einer verminderten

Bioverfugbarkeit des Vitamin E gegenlbersteht.

Schlagworte: Vitamin E, Bioverfligbarkeit, angereicherte Lebensmittel, Technologie



Abstract

Vitamin E is the main lipophilic antioxidant and is required by humans for various
metabolic functions. Higher intakes of vitamin E have favourable effects on a variety of
disease processes, such as antiarteriosclerotic, deteriorating immune, neuroprotective or
anti-inflammatory functions. The amount of vitamin E resulting in preventive function
cannot be gained by natural food. By consuming vitamin E-enriched food it is likely to take
in adequate amounts of vitamin E in order to prevent certain diseases without needing to
ingest specific supplements. The vitamin E of enriched food has to exhibit maximal

bioavailability to ensure a sufficient intake of vitamin E with one portion of fortified food.

The aim of the present study was to develop an enriched food which can ensure a high
bioavailability of vitamin E in order to prevent various diseases. Thus volunteers were
given test foods (cream cheese, mayonnaise, pudding) that were fortified with 60 mg
RRR-a-tocopherol. The test foods were technologically modified and the bioavailability of
RRR-a-tocopherol was determined by kinetic studies in four study periods. Furthermore,
we wanted to examine whether the bioavailability can be affected by technological

properties of fortified food.

Compared with the mayonnaise group and the pudding group serum a-tocopherol AUC
was significant higher in the cream cheese group. This was found in the short-term-kinetic
about 24 h (p=0.010) and in the long-term-kinetic about 28 d (p=0.017). Analyzing the
serum a-tocopherol AUC levels of cream cheese with three different particle sizes we
detected significant differences (p=0.043) between the three groups. There was a
negative correlation between the particle size and the bioavailability of RRR-a-tocopherol.
However, the amount of absorption could not be increased in comparison to standard
formulation of cream cheese. Significant higher serum a-tocopherol AUC levels (p=0.039)
were found in the cream cheese emulsion with a pH-value of 4.5 compared to the cream
cheese emulsion with pH-value of 6.5. The a-tocopherol AUC of the standard cream

cheese emulsion was significant higher (p=0.006) than dried cream cheese emulsion.

In conclusion, it can be stated that the bioavailability of RRR-a-tocopherol of cream
cheese showed the highest levels both for short-term and long-term periods. Furthermore,
the bioavailability appears to be negatively related to the particle size of emulsions of
cream cheese. A low pH-value of the test food increased the bioavailability of RRR-
a-Tocopherol. Drying of the emulsions resulted in a reduced bioavailability of RRR-a-

tocopherol.

Keywords : vitamin E, bioavailability, fortified food, technology
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1 Einleitung und Zielsetzung

Vitamin E gehdrt zu den fettléslichen Vitaminen. Es ist die Bezeichnung fir alle Tocol- und
Tocotrienolderivate bzw. eine Sammelbezeichnung fur Verbindungen, die qualitativ die
gleiche biologische Wirkung wie RRR-a-Tocopherol aufweisen [Jensen und Lauridsen
2007, S. 283]. Im menschlichen Stoffwechsel ist Vitamin E an zahlreichen biochemischen
und zellbiologischen Prozessen beteiligt. Zu den wichtigsten Funktionen zahlen seine
antioxidativen Eigenschaften. Hierbei steht der Schutz der Zellmembranen vor
Lipidperoxidation der mehrfach ungesattigten Fettsduren durch freie Radikale im
Vordergrund. Dariiber hinaus kann Vitamin E antiatherogen, immunmodulatorisch, antiin-
flammatorisch, antithrombotisch sowie neuroprotektiv wirken [Kamal-Eldin und Appelgvist
1996; Schneider 2005]. Im Speziellen kann Vitamin E vor allem bei kardiovaskularen
Erkrankungen positive Effekte erzielen, da es die Oxidierbarkeit der Lipoproteine mit
geringer Dichte (low density lipoproteins, LDL) hemmt, entziindungshemmend wirkt, die
Thrombozytenaggregation inhibiert und zahlreiche Enzyme beeinflusst [Gaziano 2004;
Meydani 2004; Singh und Jialal 2004]. Aufgrund seiner vielfaltigen Funktionen wird derzeit
die Bedeutung einer ausreichenden Versorgung fur die Pravention erndhrungsassoziierter
Erkrankungen, wie kardiovaskulare Erkrankungen, Diabetes Mellitus oder Erkrankungen
des rheumatischen Formenkreises, diskutiert [Packer 1991; Traber und Sies 1996]. Die
Pravalenz dieser Erkrankungen, vor allem die der kardiovaskularen Erkrankungen, nimmt

stetig zu, so dass sie weltweit im Fokus von Praventionsprogrammen stehen [WHO 2003].

Im Allgemeinen wird von einem Bedarf fir Erwachsene von 12-15 mg a-Tocopherol
ausgegangen; diese Angabe basiert auf der empfohlenen Zufuhr von taglich 14-19 g
mehrfach ungesattigte Fettsduren [Horwitt 1974]. Eine Vitamin-E-Aufnahme in dieser
GroRRenordnung lasst sich alimentér nur Uber die Zufuhr von pflanzlichen Fetten erreichen
[Souci et al. 2008]. So ist in Deutschland, gemessen an den Zufuhrempfehlungen,
durchschnittlich von einer zu geringen Versorgung der Bevoilkerung mit Vitamin E
auszugehen [Beitz et al. 2002; Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung 2004, S. 38f]. Auch
in den USA wird nach dem National Health and Nutrition Examination Survey (NHANES,
1999-2000) die Empfehlung des Dietary Reference Intakes (DRI) von
15 mg a-Tocopherol/Tag nicht erreicht [Food and Nutrition Board 2000, S.507]. Um
dennoch eine ausreichende Versorgung mit Vitamin E fir die Pravention ern&hrungs-
assoziierter Erkrankungen zu gewahrleisten, kdénnen fortifizierte Lebensmittel, die eine

hohe Bioverfligbarkeit von Vitamin E gewahrleisten kdnnen, eingesetzt werden.

Die Bioverfiigbarkeit von Vitamin E wird von vielfaltigen Faktoren beeinflusst. Sie hangt,
wie Studien gezeigt haben, neben individuellen Unterschieden, vom jeweiligen Isomer,

der Lebensmittelmatrix, der gleichzeitigen Zufuhr von Fetten, der Art der hierin
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enthaltenen Fettsduren sowie weiteren Faktoren ab [Borel 2003; Cohn 1997; Lodge et al.
2004]. Diese Einflussfaktoren auf die Hohe der Absorption von Vitamin E, sind bei der

Planung und Durchfihrung von Biokinetikstudien zu beachten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Vitamin E angereicherte, emulsionsbasierte
Modelllebensmittel und isolierte Emulsionen technologisch so zu entwickeln und zu
optimieren, dass das enthaltene Vitamin E eine mdglichst hohe Bioverfiigbarkeit aufweist.
Aufgrund dieses Optimierungsprozesses ergaben sich mehrere aufeinander folgende
Studienphasen. In diesen wurden jeweils die Prifprodukte lebensmitteltechnologisch
modifiziert und die Bioverflugbarkeit von Vitamin E mittels Biokinetikuntersuchungen
bestimmt. In den nachfolgenden Studienphasen erfolgte jeweils eine aktuelle Anpassung
des Studiendesigns aufgrund der erhobenen Daten der vorhergehenden Untersuchungen.
Vor dem Hintergrund der Verbesserung der Versorgung mit Vitamin E Uber eine
Anreicherung von Lebensmitteln, war es plausibel Lebensmittel einzusetzen, die
Ublicherweise im Rahmen einer normalen Erndhrungsweise verzehrt werden. Des
Weiteren wurde RRR-a-Tocopherol als Modellsubstanz ausgewahlt und zur Anreicherung
der Prifprodukte genutzt. Dieses Vitamin-E-Derivat weist zum einen die hdchste
Absorptionsrate und zum anderen die grof3te biologische Aktivitat auf [Lodge 2005].
Daruber hinaus sollte der Frage nachgegangen werden, inwieweit die technologischen
Charakteristika der Lebensmittelmatrizes Rickschlisse auf die Bioverfigbarkeit von
fettloslichen Substanzen aus Emulsionen zulassen. Diese vergleichende Analyse wurde
im Rahmen dieser Arbeit erstmals fur Vitamin E durchgefihrt, so dass praktisch keine

entsprechende Literatur zum Vergleich herangezogen werden konnte.

Im Folgenden wird ein thematischer Uberblick tiber Vitamin E gegeben, wobei beispiels-
weise die strukturellen Eigenschaften, die Kinetik, die physiologischen Funktionen und vor
allem die Einflussfaktoren auf die Bioverflugbarkeit von Vitamin E erlautert werden.
Weiterhin wird auf die thematischen Grundlagen zu den Eigenschaften, der Herstellung
und der Charakterisierung der angereicherten Priufprodukte eingegangen. Nach einer
Beschreibung des Ablaufs der im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrten Untersuchungen
werden deren Ergebnisse aufgezeigt. AbschlieRend werden das Studiendesign im
Hinblick auf die Vergleichbarkeit mit anderen Studien mit entsprechender Fragestellung
und die davon abgeleitete Aussagefahigkeit der ermittelten Daten kritisch diskutiert. Im
Anschluss erfolgen zunéchst eine getrennte sowie nachfolgend eine gemeinsame
Diskussion der Studienphasen in Bezug auf die Optimierung der Hohe der Absorption von
RRR-a-Tocopherol aus den Prufprodukten sowie auf die Eignung der technologischen

Parameter zur Prognostizierung der Bioverfugbarkeit von RRR-a-Tocopherol.
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2 Vitamin E

2.1  Struktur

Vitamin E ist die Sammelbezeichnung fiir alle Tocol- und Tocotrienolderivate, die
qualitativ die gleiche biologische Wirkung wie das natirliche RRR-a-Tocopherol auf-
weisen. Tocol- und Tocotrienolderivate sind lipophil und bestehen aus einem Chroman-
ring mit unterschiedlicher Anzahl substituierter Methylgruppen und einer Seitenkette aus
3 Isoprenmolekilen. Wahrend bei Tocopherolen die Seitenkette gesattigt ist, besitzen
Tocotrienole eine ungesattigte Seitenkette (Abbildung 1). In der Natur werden vier
Tocopherole (a-, B-, y-, 6-Tocopherol) sowie vier Tocotrienole (a-, B-, y-, 6-Tocotrienol)
synthetisiert, die jeweilige Bezeichnung richtet sich nach der Anzahl und der Verteilung
der Methylgruppen am Chromanring [Pietrzik et al. 2008, S. 291]. DarUber hinaus kommt
Tocopherol in der Natur in der freien Alkohol-Form als 2R,4'R,8'R-a-Tocopherol- bzw.
RRR-a-Tocopherol-Stereocisomer sowie als Acetat- und Succinat-Ester vor [Jensen und
Lauridsen 2007, S. 285]. Auch bei den Tocotrienolen finden sich Ester, bei denen die
phenolische Hydroxylgruppe am Chromanring mit Essig- bzw. Bernsteinsaure verestert ist
[Combs 2008, S. 182f]. Des Weiteren wird a-Tocopherol synthetisch hergestellt, welches
ein Gemisch aus acht Stereoisomeren (freies all-rac-a-Tocopherol sowie all-rac-a-
Tocopheryl-Succinat bzw. -Acetat) beinhaltet [Pietrzik et al. 2008, S. 291; Weiser und
Vecchi 1981].

HO

CH CH CH

3

O CH
CH

Tocol-Grundgerust

R3 CH, Tocopherol

R3 Tocotrienol

Abbildung 1: Tocol-Grundgerist, Tocopherol und Toco trienol
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Die einzelnen Derivate weisen quantitativ unterschiedliche biologische Aktivitdten auf, die
von der Anzahl der substituierten Methylgruppen abhéngen [Hahn et al. 2006, S. 84].
Dabei besitzt RRR-a-Tocopherol, im Vergleich zu allen weiteren natirlich vorkommenden
Vitamin-E-Derivaten sowie dem synthetischen all-rac-a-Tocopherol, die hdchste biolo-
gische Aktivitat [Brigelius-Flohé und Traber 1999]. Tabelle 1 zeigt die biologische Aktivitat
ausgewabhlter Tocopherole und Tocotrienole im Vergleich zu RRR-a-Tocopherol; die bio-

logische Aktivitat wurde im Fertilitdtstest von Ratten ermittelt [Weiser und Vecchi 1982].

Tabelle 1: Relative biologische Aktivitdt ausgewéahl  ter Tocopherole und Tocotrienole

Vitamin-E-Derivat Relative biologische Aktivitat [% ]
RRR-a-Tocopherol 100
RRR-B-Tocopherol 50
RRR-y-Tocopherol 10
RRR-&-Tocopherol 3
RRR-a-Tocotrienol 30
RRR-B-Tocotrienol 5
RRR-y-Tocotrienol k. A.
RRR-8-Tocotrienol k. A.

k.A.: keine Angaben bzw. nicht bestimmbar
Quelle: Kamal-Eldin und Appelqgvist 1996

Die biologische Aktivitat der Vitamin-E-Derivate ist nicht mit der antioxidativen Aktivitat
(vgl. Kapitel 2.4) gleichzusetzen [Stocker 2004]. Zur Standardisierung der biologischen
Aktivitat der Tocopherolderivate wird der Begriff Tocopherol-Aquivalent (TA) verwendet.
Dieser hat die bisher Ubliche Definition der Internationalen Einheiten (IE) abgel6st. Es

gelten die folgenden Umrechnungsfaktoren:

1 mg RRR-a-Tocopherol = 1 mg RRR-a-TA = 1,49 IE

1 mg RRR-a-Tocopheryl-Acetat = 0,91 mg RRR-a-TA = 1,36 IE

1 mg RRR-a-Tocopherylhydrogen-Succinat = 0,81 mg RRR-a-TA = 1,21 IE
1 mg all-rac-a-Tocopherol = 0,74 mg RRR-a-TA = 1,10 IE

[Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung et al. 2000, S. 87]

Im Folgenden werden, sofern nicht die spezifische Verbindung genannt wird, unter dem
Begriff Vitamin E alle Tocol- und Tocotrienolderivate zusammengefasst. Aus Griinden der
besseren Lesbarkeit ist nachfolgend unter der Bezeichnung a-Tocopherol immer das

natirlich vorkommende Derivat RRR-a-Tocopherol zu verstehen.
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2.2 Vorkommen und Stabilitat

Vitamin E wird ausschlieBlich von einigen Cyanobakterien sowie hoheren Pflanzen
synthetisiert und ist daher in pflanzlichen Lebensmitteln ubiquitar vorhanden. Uber die
Nahrungskette kann Vitamin E auch in tierische Nahrungsmittel gelangen. In der
Pflanzenwelt sind Tocopherole generell verbreiteter als Tocotrienole [Horvath et al. 2006].
So kommt es praktisch nur bei einkeimblattrigen Pflanzen zur Akkumulation von
Tocotrienolen in Samen [Patel et al. 2006]. Aufgrund seiner Funktion als lipophiles
Antioxidans (vgl. Kapitel 2.4), haben pflanzliche Ole besonders hohe Gehalte an
Vitamin E. Weiterhin fir die Erndhrung bedeutende Quellen fir Vitamin E sind Samen,
Nusse und Getreidekoérner [Combs 2008, S. 183f]. In den verschiedenen Lebensmitteln
kommen alle Vitamin-E-Derivate in unterschiedlichen Anteilen vor. Nachfolgende Tabelle
zeigt die Gehalte und Zusammensetzungen der Vitamin-E-Derivate ausgewahlter

Nahrungsmittel.

Tabelle 2: Prozentuale Gehalte der Vitamin-E-Deriva te in ausgewahlten Nahrungsmitteln

oT BT yT &T oT3 BT3 yT3 B&T3
[%] [%] (%] [%] (%] (%] (%] (%]

Ole

Maiskeimol 20 - 70 7 - - - -
Sojabohnendl 7 - 70 22 - - - -
Sonnenblumendl 96 4 4 - - - - -
Weizenkeimdl 47 25 10 - - 7 - -
Getreide

Mais 10 - 75 - 15 - 15 -
Reis 18 - 18 - 30 - 30 -
Weizen 20 15 - - 10 56 - -
Gemise

Salat 55 - 45 - - - - -
Spinat 63 - 5 33 - - - -
Tomate 90 10 10 - - - - -

a-T, B-T, y-T, &-T: a-Tocopherol, B-Tocopherol, y-Tocopherol, 8-Tocopherol
a-T3, B-T3, y-T3, 6-T3: a-Tocotrienol, 3-Tocotrienol, y-Tocotrienol, d-Tocotrienol
Quelle: DellaPenna 2005
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In der vorliegenden Arbeit wurde RRR-a-Tocopherol als Modellsubstanz genutzt, so dass
hier vor allem dessen Gehalt in Lebensmitteln von Interesse ist. Nachfolgende Tabelle

gibt einen Uberblick zu den a-Tocopherol-Gehalten ausgewahlter Nahrungsmittel.

Tabelle 3: a-Tocopherol-Gehalt ausgewahlter Nahrungsmitteln sow ie deren Nahrstoffdichte

a-Tocopherol [mg/100g] Nahrstoffdichte [mg/MJ]
Ole und Fette
Weizenkeimol 151,0 40,7
Sonnenblumendl 62,0 16,8
Maiskeimol 26,0 6,9
Olivendl 12,0 3,2
Margarine 10,0 3,4
Butter 2,0 0,6
Nusse
Mandel 26,0 10,7
Haselnuss 26,0 9,8
Erdnuss 10,0 4,3
Walnuss 1,9 0,7
Getreide
Weizenkleie 1,6 2,2
Mais 15 11
Roggen 1,4 1,1
Weizen 1,0 0,8
Haferflocken 0,8 0,5
Gemuse
Spargel 2,0 26,6
Tomate 0,8 10,9
Mohre 0,4 4,0
Bohnen (griin) 0,1 0,7

Quelle: Souci et al. 2008

Tocopherole sind durch Luftsauerstoff leicht oxidierbar und kénnen durch Peroxyde, Ozon
sowie Permanganat denaturiert werden, was durch Sonnenlicht, ultraviolette Strahlung,
Hitze, mehrfach ungesattigte Fettsduren und einige Ubergangsmetalle (z.B. Eisen- und
Kupfersalze) noch beschleunigt wird. Die Tocotrienole sind aufgrund der drei Doppel-
bindungen empfindlicher gegeniber Oxidationsprozessen als die Tocopherole. Gegen-

Uber Sauren und Basen sind Tocopherole stabil. Aus der Instabilitdt der Tocopherole
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ergeben sich erhebliche Zubereitungsverluste (ca.10%) beim Braten, Résten und
Schmoren [Combs 2008, S. 48, 184].

2.3 Kinetik

Im Folgenden wird die Absorption, die Verteilung (vgl. Abbildung 2) sowie der Meta-
bolismus von Vitamin E im humanen Organismus genauer beschrieben. Das im mensch-
lichen Korper vorkommende Vitamin E besteht zu 99% aus a-Tocopherol [Jensen und
Lauridsen 2007, S. 282]. Daher wird nachfolgend der Metabolismus von Vitamin E im

Allgemeinen und von a-Tocopherol im Speziellen behandelt.

2.3.1 Absorption

Aufgrund des lipophilen Charakters von Vitamin E ist seine Absorption an die
Lipidverdauung gekoppelt. Vitamin E wird fast ausschlie3lich in seiner freien Form als
Alkohol absorbiert [Combs 2008, S. 184f]. Daher muss Vitamin E, welches in einer
Lebensmittelmatrix gebunden vorliegt, zundchst aus dieser Matrix gelost werden. Dieses
erfolgt im Rahmen der Lipidverdauungsvorgdnge in Mund, Magen und Dinndarm. In
Mund und Magen beginnt zundchst die mechanische Dispersion durch Kaubewegungen
und Magenkontraktionen. Dabei wird die Oberflache der Fettpartikel vergréfRert.
Gleichzeitig beginnt durch die linguale und gastrale Lipase eine partielle Hydrolyse der
Triacylglyceride. Dabei werden einzelne randstandige Fettsdauren abgespalten [Loffler und
Mdssner 2007, S. 1070]. Vitamin-E-Ester werden zunadchst mittels einer pankreatischen
Carboxylesterhydrolase hydrolysiert und die dabei entstehenden freien Formen

anschliel3end absorbiert [Lauridsen et al. 2001].

Die eigentliche Absorption der Lipide erfolgt im oberen Dinndarm (Duodenum). Dazu
werden die aus dem Magen portionsweise abgegebenen Fetttropfchen durch Gallensalze
und Phospholipide aus der Galle emulgiert. Die Gallensauren aktivieren aul3erdem die als
Vorstufen sezernierten Pankreaslipasen, die anschlie3end die Nahrungs-Triacylglyceride
spalten. Durch die spontane Bildung gemischter Micellen werden die lipophilen Sub-
stanzen und Spaltprodukte solubilisiert. Bei diesem Schritt werden auch die Tocopherole
und Tocotrienole in Losung gebracht, indem sie sich mit Mono- sowie Diglyceriden, freien
Fettsauren, Phospholipiden, Cholesterol und Gallensauren zu Micellen zusammen-
schliel3en. Die Bildung von Micellen erfolgt durch die amphipatischen Eigenschaften der
Phospholipide und Gallensduren, die sich so zusammenlagern, dass sich die polaren
Enden zum wassrigen Milieu (Chymus) hin orientieren und die lipophilen Bestandteile im
Inneren der Micelle lokalisiert sind. Die Micellen setzen sich an die Mucosaoberflache und

die einzelnen Bestandteile werden mittels passiver Diffusion Uber die Birstensaum-
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membran in die Mucosazellen aufgenommen, d.h. die Substanzen folgen dem Konzen-
trationsgradienten [Jones und Kubow 2005, S. 95ff; Traber 2005, S. 399].

Neben der Anwesenheit von Nahrungslipiden sind somit auch Pankreas- und Gallen-
sekret fur die Absorption von Vitamin E notwendig. Folglich ist bei einer stark einge-
schrankten Fettzufuhr sowie Erkrankungen, die das Pankreas, die Leber oder die Gallen-
blase betreffen, die Aufnahme von Vitamin E stark herabgesenkt [Nakamura et al. 1996;
Traber 2006, S. 399]. Neben diesen Faktoren wird die Quantitat der Absorption noch von
weiteren beeinflusst (vgl. Kapitel 2.6). Verschiedene Studien und Metaanalysen haben
gezeigt, dass die Absorptionsrate bei physiologischer Zufuhr zwischen 10-65% liegt und
dosisabhéngig ist, d.h. mit steigender Aufnahme sinkt [Cohn et al. 1992; Horwitt et al.
1984; Ikeda et al. 1996; Kelleher und Losowsky 1970Q].

2.3.2 Verteilung

In Abbildung 2 ist die Verteilung von a-Tocopherol systematisch dargestellt.

alimentares o-T
Salle

CHR
ny

" Oa

o LOL
v
LPL extrahepatisches Gewebe ]«
0-T Ay  O-Tocopheral LOL law density lipoproteing
Ch Chylomikranen LFL Lipoproteinlipase
ChR Chylomikranen-Remnants WLOL  wery low density lipoproteins
HDOL high density lipoproteing - Hezaptor

Abbildung 2: Verteilung von  a-Tocopherol im menschlichen Kérper



Literaturiibersicht 9

Nach der Aufnahme von Vitamin E in die Mucosazellen des Duodenums wird es in die
aus Apolipoproteinen, Triacylglyceriden, und Cholesterolderivaten synthetisierten Chylo-
mikronen eingebaut. Diese gelangen mittels Exocytose zunéchst in das Lymphsystem
und anschlieRend Uber die Blutbahn zu den extrahepatischen Geweben (Fettgewebe und
Muskulatur) sowie zur Leber. Dabei erfolgt keine Differenzierung zwischen den einzelnen
Tocopherol- und Tocotrienolderivaten [Jones und Kubow 2005, S. 100f; Traber 2005,
S. 400]. So werden der Pfortader-Kreislauf und die Leber zum grofdten Teil umgangen,
womit sich der First-Pass-Effekt auf eventuelle Umsetzungen im Darmepithel beschrankt
[KUbler 2002a]. Die Konzentration von Vitamin E in den Chylomikronen erreicht nach 6-12
Stunden (h) ihr Maximum [Traber et al. 1992]. In den extrahepatischen Geweben wird ein
Grol3teil der Triacylglyceride durch eine membranstandige Lipoproteinlipase hydrolysiert
und die freien Fettsauren in die Zellen aufgenommen. Auf diesem Weg gelangt ebenfalls
ein Teil des Vitamin E zusammen mit den freien Fettsduren in die extrahepatischen
Gewebe [Traber et al. 1985]. Die sich aus der Lipolyse der Chylomikronen ergebenden
Chylomikronen-Remnants gelangen zur Leber, werden dort Uber einen spezifischen
Apolipoprotein-E-Rezeptor aufgenommen und intrazellular abgebaut [Bjgrneboe et al.
1990]. Eine tierexperimentelle Untersuchung hat darauf hingewiesen, dass fir Vitamin E
ein enterohepatischer Kreislauf denkbar ist. Diese Untersuchungen haben bei
biokinetischen Untersuchungen an Ratten einen zweiten Peak in den Serumkonzen-
tration-Zeit-Verlaufen gefunden und gehen daher davon aus, dass das Vitamin E nach
Aufnahme in die Leber zum Teil Uber die Galle wieder in den Darm ausgeschieden und

anschliel3end erneut absorbiert wird [Zimmer und Czarnecki 2007].

In der Leber erfolgt eine Differenzierung der einzelnen Vitamin-E-Derivate. Wahrend
RRR-a-Tocopherol weiter im Korper zirkuliert, werden die weiteren Tocopherole (B-, vy-
und &-Tocopherol) sowie die Tocotrienole zum grofdten Teil abgebaut und ausgeschieden.
In der Leber konnte ein a-Tocopherol-spezifisches Transportprotein (TTP) nachgewiesen
werden [Catignani 1975], das RRR-a-Tocopherol bindet und es zusammen mit Lipo-
proteinen sehr geringer Dichte (very low density lipoproteins, VLDL) ins Plasma sezerniert
[Cohn et al. 1988]. Dabei induziert sowohl a- als auch y-Tocopherol die Expression der
TTP-RNA [Fechner et al. 1998]. Wahrend RRR-a-Tocopherol in vitro zu 100% an das TTP
gebunden wird, werden in Relation dazu nur wenig RRR-BTocopherol (38%),
RRR-y-Tocopherol (9%), RRR-0-Tocopherol (2%), a-Tocotrienol (12%) und SRR-
a-Tocopherol (11%) gebunden [Blatt et al. 2001; Stocker 2004]. Die bevorzugte Bindung
von a-Tocopherol an das Transportprotein zeigte sich sowohl in Tierstudien [Traber et al.
1990a] als auch in Humanstudien [Traber et al. 1992] und ist vermutlich auf die im
Vergleich zu den anderen Verbindungen deutlich gré3ere Apolaritat des Molekiils zuriick-

zufiihren. Neben den in der Leber nachgewiesenen TTP konnten diese aus dem Cytosol



Literaturiibersicht 10

des Herzens [Guarnieri et al. 1980], aus der Nebennierenrinde [Kitabchi et al. 1980], aus
der Milz und der Lunge von Ratten [Blatt et al. 2001] sowie aus der menschlichen
Erythrozytenmembran [Wimalasena et al. 1982] und dem menschlichen Gehirn [Blatt et
al. 2001] isoliert werden. Dies erklart auch die Verteilung von Vitamin E im gesamten

Organismus.

Uber das TTP hinaus wurden zwei weitere Proteine identifiziert, die an der Regulation der
Tocopherol-Plasmaspiegel beteiligt zu sein scheinen. Das a-Tocopherol-assoziierte
Protein (TAP) konnte in Rindergeweben und menschlichen Geweben wie Leber, Prostata,
Gehirn, Nieren, Milchdriise oder Magen nachgewiesen werden. Die hdchste Konzen-
tration an TAP wies dabei die Leber auf. Au3er der Bindung von a-Tocopherol konnte
keine weitere Funktion des TAP bestimmt werden. Das a-Tocopherol-Bindungsprotein
(TBP) konnte in der Leber von Ratten, im Herzen von Ratten, Hasen und Rindern und der
menschlichen Plazenta isoliert werden. In vitro transportierte das TBP RRR-a-Tocopherol
von den Liposomen zu den Mitochondrien. Eine Uber die Bindung von a-Tocopherol
hinaus gehende Funktion des TBP konnte dabei in vivo nicht nachgewiesen werden. Das
TAP und das TBP scheinen somit Giber Bindung des a-Tocopherols die Plasmaspiegel zu
regulieren, aber nicht am Transport im Blut oder der Lymphe beteiligt zu sein [Blatt et al.
2001].

Nach Sezernierung der VLDL in das Plasma werden diese von der Lipoproteinlipase in
den extrahepatischen Geweben zu Lipoproteinen geringer Dichte (low density lipo-
proteins, LDL) und Lipoproteinen hoher Dichte (high density lipoproteins, HDL) abgebaut.
Bei der Lipolyse der VLDL gelangt wiederum ein Teil des Vitamin E in die extrahepa-
tischen Zellen, wird aber auch aus diesen in die VLDL aufgenommen [Traber 2005,
S. 401]. Eine Reihe von Kinetikstudien hat gezeigt, dass speziell RRR-a-Tocopherol
schnell aus dem Plasma verschwindet, jedoch nach kurzer Zeit wieder im Plasma in den
VLDL erscheint und den Kreislauf erneut durchlauft [Traber et al. 1994]. Im Plasma findet
ferner ein Austausch von Vitamin E zwischen den LDL und HDL statt [Traber 2005,
S. 401]. Der Mechanismus dieses Austauschs ist noch nicht weiter bekannt, wird jedoch
vermutlich mittels bestimmter Plasmaproteine wie dem Phospholipid-Transportprotein und
dem Cholesterolester-Transportprotein durchgefihrt, die bereits nachgewiesen werden
konnten [Hacquebard et al. 2008]. Des Weiteren konnten in mehreren Zelltypen
Mechanismen nachgewiesen werden, die eine parallele Aufnahme bzw. Abgabe von
Vitamin E und Cholesterol ermdglichen kénnen. Fir die Aufnahme ist danach ein
Scavenger-Rezeptor B Typ | oder ein LDL-Rezeptor und fiir die Abgabe ein Adenosin-

Triphosphat-Transporter A Typ 1 verantwortlich [Hacquebard und Carpentier 2005].

Neben dem intestinalen Einbau von Vitamin E in die Chylomikronen, die aufgrund der

Aufnahme von Triacylglyceriden gebildet werden, scheint es noch eine weitere Moéglich-
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keit zu geben. In einer Zellstudie konnte gezeigt werden, dass Vitamin E in den Mucosa-
zellen auch in HDL eingebaut wird. Diese sind dann in der Lage das Vitamin E an die
weiteren Lipoproteine abzugeben. Dieser Weg kann von Interesse sein, wenn die Chylo-
mikronensynthese gestért ist oder die Fettaufnahme Uber die Nahrung stark einge-
schrankt ist. Dieser Transportweg ist allerdings quantitativ nicht von Bedeutung [Anwar et
al. 2007].

2.3.3 Speicherung

Das Uber die Nahrung aufgenommene Vitamin E, findet sich in allen Kérpergeweben,
somit gibt es kein spezifisches Speicherorgan fir Vitamin E. Wie Tabelle 4 zeigt, findet
sich der groRte Gehalt an a-Tocopherol im Fettgewebe und in den Nebennieren, dagegen
weisen die Hypophyse, die Thrombozyten, das Herz sowie Muskulatur und Leber mittlere
Konzentrationen auf, wahrend im Plasma und in der Niere geringere Mengen

nachgewiesen werden [Machlin und Gabriel 1982].

Tabelle 4: Mittlere a-Tocopherol-Gehalte im Blut und Gewebe gesunder Erw  achsener

a-Tocopherol

Gewebe ug/g Gewebe mg/g Lipide
Fettgewebe 150,0 0,2
Nebenniere 132,0 0,7
Hypophyse 40,0 1,2
Testes 40,0 1,0
Thrombozyten 30,0 1,3
Herz 20,0 0,7
Muskulatur 19,0 0,4
Leber 13,0 0,3
Ovarium 11,0 0,6
Plasma 9,5 1,8
Uterus 9,0 0,7
Niere 7,0 0,3
Erythrozyten 2,3 0,5

Quelle: Machlin und Gabriel 1982

Trotz der groRen Reserven im Fettgewebe und der Muskulatur, stellen diese Organe
keinen Speicher im eigentlichen Sinn dar. Studien haben gezeigt, dass die Metaboli-
sierungsrate von a-Tocopherol aus den einzelnen Geweben sehr variabel ist und es somit

schnell und langsam verfugbare Reserven im menschlichen Korper gibt. So wird
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a-Tocopherol in den Erythrozyten der Leber und Milz schnell umgesetzt, wahrend das
Herz, die Muskulatur und das Rickenmark langsamere Umsatzraten aufweisen [Machlin
und Gabriel 1982].

2.3.4 Metabolismus und Ausscheidung

Die Metabolisierung von Vitamin E erfolgt in der Leber. In seiner Hauptfunktion als
Antioxidans (vgl. Kapitel 2.4), wird der Chromanring des a-Tocopherol wahrend der
hepatischen Oxidation gedffnet und das Molekiil zu einem Radikal metabolisiert. Dieses
a-Tocopheryl-Radikal reagiert anschlieRend mit einem Peroxylradikal zum a-Tocopheryl-
chinon, was wiederum Uber eine mikrosomale NADPH-abhangige Cytochrom-P-450-
Reduktase zum a-Tocopherylhydrochinon reduziert und Uber die Galle, d.h. mit dem
Faezes ausgeschieden wird [Hayashi et al. 1992; Liebler 1993]. Das a-Tocopheryl-
hydrochinon kann auf3erdem Uber den Harn eliminiert werden, indem es zur hydrophilen
a-Tocopheronsaure und deren Lacton abgebaut wird. Dieser Eliminationsweg ist jedoch
gquantitativ nicht von Bedeutung, da nur 1% des aufgenommenen Vitamin E auf diesem
Weg ausgeschieden wird [Drevon 1991; Simon et al. 1956a; Simon et al. 1956b].
Untersuchungen haben gezeigt, dass die verschiedenen Vitamin-E-Derivate in Abhangig-
keit von ihrer Struktur unterschiedlich schnell umgesetzt werden. So weisen die Tocotri-
enole grolRere maximale Umsatzraten (Vnax) auf, womit sehr viel mehr Tocotrienole als

ihre entsprechenden Tocopherol-Derivate umgesetzt werden [Sontag und Parker 2007].

Neuere Untersuchungen haben einen alternativen Metabolisierungsweg aufgezeigt. Bei
diesem wird der Chromanring des a-Tocopherol nicht geotffnet, sondern es entsteht das
2,5,7,8-Tetramethyl-2(2'-Carboxyethyl)-6-Hydroxychroman, was als hydrophiler Sulfat-
ester oder Glucuronid ebenfalls mit dem Harn ausgeschieden wird. Dieser Abbauweg ist
allerdings erst ab einem individuellen Schwellenwert der halbmaximalen Plasmaspiegel
von 30-50 umol a-Tocopherol/l nachweisbar. Die Molekile scheinen, aufgrund des
intakten Chromanrings, nicht an antioxidativen Reaktionen beteiligt zu sein. Beides lasst
vermuten, dass die Ausscheidung von 2,5,7,8-Tetramethyl-2(2’-Carboxyethyl)-6-Hydroxy-
chroman als Indikator flr eine adaquate bzw. UbermafRige Versorgung mit Vitamin E
herangezogen werden kann [Kaneko et al. 2000; Schultz et al. 1995; Schultz et al. 1997].
Bei Ratten konnte flr y-Tocopherol ein ahnlicher Metabolisierungsweg nachgewiesen
werden. Bei diesem findet sich das 2,7,8-Trimethyl-2(2'-Carboxyethyl)-6-Hydroxy-
chroman, was Uber den Urin und Galle ausgeschieden wird. Zwischen den Meta-
bolisierungswegen von a- und y-Tocopherol scheint eine Verbindung zu bestehen, da bei
der gleichzeitigen Gabe von a- und y-Tocopherol die Metabolisierung von y-Tocopherol

beschleunigt wird [Kiyose et al. 2001]. Neben der Ausscheidung von Vitamin-E-Meta-
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boliten Uber Faezes, Galle und Urin gibt es noch einen weiteren Eliminierungsweg tber
die Haut. Untersuchungen haben gezeigt, dass a-Tocopherol bei dauerhafter Zufuhr auf
der Haut nachgewiesen werden kann. Die Ausscheidung erfolgt Uber die Talgdriisen,
womit Vitamin E als Oxidationsschutz fiir die kutanen Lipide fungieren kann [Vaule et al.
2004].

2.4 Physiologische Funktionen und praventive Aspekt e

Vitamin E erflllt im Organismus vielfaltige Funktionen und bt damit Einfluss auf Zellen,
Molekile und Korperfunktionen aus. Die Hauptfunktion ist dabei seine antioxidative
Wirkung. Vitamin E ist das wichtigste lipophile Antioxidans im Kdrper. Daneben wirkt es
auch immunmodulatorisch, antiinflammatorisch, antithrombotisch, antiatherogen, neuro-
protektiv und anticancerogen [Packer 1991; Pietrzik et al. 2008, S. 296ff]. Die davon

bedeutendsten physiologischen Wirkungen werden nachfolgend genauer beschrieben.

In seiner Funktion als Antioxidans dient Vitamin E in erster Linie zum Schutz gegen
Lipidperoxidation der mehrfach ungesattigten Fettsduren in den Zellmembranen sowie
den Membranen der Lipoproteine, der Cholesterolpartikel und der Triacylglyceride im
Depotfett [Combs 2008, S.191f]. Die Lipidperoxidation wird durch freie Radikale
ausgelost, die in Geweben mit starkem oxidativen Stoffwechsel (Herzmuskulatur, rote
Skelettmuskulatur, Leber) sowie in Zellen mit einem hohen Sauerstoffpartialdruck
(Erythrozyten) vermehrt anfallen. Die dabei entstehenden reaktiven Sauerstoffspezies
sind vor allem Superoxidradikale (O,¢), Hydroxylradikale (OHe), Wasserstoffperoxyde
(H20,) oder Singulet-Sauerstoff (O). Diese kdnnen ungesattigte Fettsauren, Proteine

sowie Basen von Nukleinsduren angreifen und oxidieren [Drdoge 2002].

Biologische Zellmembranen bestehen aus einer Phospholipid-Doppelschicht, deren
Phospholipide hauptsachlich mehrfach ungesattigte Fettsduren enthalten [Campbell und
Reece 2003, S.164]. Die Lipidperoxidation dieser Fettsduren verlauft in einem
autokatalytischen Prozess (vgl. Abbildung 3). Bei diesem wird in der Phase der Initiation
durch ein Radikal, Hitze, Licht oder bestimmte Enzyme ein Wasserstoffatom abgespalten,
wobei ein Alkylradikal entsteht. Dieses reagiert in der Phase der Propagation sehr schnell
mit Sauerstoff zu einem Peroxyllipidradikal, welches mit einer weiteren Fettsaure reagiert,
wobei wiederum ein Alkylradikal und ein Hxdroperoxyllipid entstehen. Somit wird durch
ein einzelnes freies Radikal eine Kettenreaktion ausgelost, deren Reaktions-
geschwindigkeit mit der Anzahl der freien Radikale zunimmt [Kamal-Eldin und Appelgvist
1996].

Vitamin E ist in die Zellmembranen eingelagert und kann eine Termination der

Kettenreaktion der Lipidperoxidation bewirken, was nachfolgend am Beispiel von
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a-Tocopherol dargestellt wird (vgl. Abbildung 3). Bei dem Abbruch der Kettenreaktion gibt
a-Tocopherol ein Wasserstoffatom an das Peroxyllipidradikal ab, wird dabei selbst zu
einem sehr reaktionstragen Radikal (a-Tocopheroxylradikal), welches in das stabilere
a-Tocopherylchinon Ubergeht. a-Tocopherol wird somit bei dieser Reaktion verbraucht,
sofern es wie nachkommend beschrieben, nicht regeneriert wird. Dieser Zusammenhang
erklart den mit der Aufnahme von mehrfach ungesattigten Fettsduren korrelierenden
Bedarf an Vitamin E [McCay 1985]. a-Tocopherol bildet aufgrund seiner chemischen
Struktur ein sehr reaktionstrages Radikal, da sich im Chromanring Einfach- und Doppel-
bindungen abwechseln. Ein aus einem Radikal (z.B. Peroxylradikal) stammendes Elektron
bildet seinerseits mit einem der beiden Elektronen einer Doppelbindung eine stabile
Doppelbindung, wobei im Normalfall ein weiteres freies ungepaartes Elektron entsteht.
Dieses kann sich aufgrund der sich abwechselnden Einfach und Doppelbildungen im
Ringsystem des a-Tocopherols innerhalb des Molekills bewegen, womit das Elektron an
dieses System gebunden wird und damit das aggressive Potential vermindert wird. Dieser
Prozess wird als Mesomeristabilisierung bezeichnet [McCord 2000]. Die antioxidative
Funktion von a-Tocopherol wurde indirekt durch eine tierexperimentelle Untersuchung
bestétigt, die bei Mausen einen Zusammenhang zwischen einem alimentaren Vitamin-E-

Mangel und erhdhten oxidativen Stress nachgewiesen hat [Cuddihy et al. 2008].

Initiation:

L-H+I —>» Le+1IH
Propagation:

L+ O, —» L -00e-
L-OOs+L-H —>» L-0OOH + Le
Le + O, —>» USW.

o H Wasserstoff
Termination: | Initiator
L-OOe+TH —— L-OOH+Te L Lipid bzw. Fettséure

O Sauerstoff
L-OOe+Te —» L-00T T a-Tocopherol

Abbildung 3: Lipidperoxidation (Initiation und Prop agation) und Termination der Lipidper-

oxidation durch a-Tocopherol, modifiziert nach Schneider [2005]

Die beschriebene Funktion bezieht sich nicht nur auf a-Tocopherol, sondern auf alle
Derivate. Eine Studie mit einem Zellmembranmodell einer Phospholipid-Doppelschicht,
hat gezeigt, dass sowohl a-Tocopherol als auch a-Tocotrienol ihre antioxidative Wirkung
in der Membran entfalten, wobei a-Tocotrienol einen starkeren Effekt hat [Suzuki et al

1993]. Eine weitere in-vitro-Studie konnte zeigen, dass die antioxidative Aktivitat der
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Vitamin-E-Derivate von der Anzahl und Position der Methylgruppen im Molekil abh&ngt.
Dabei wurde die folgende quantitative Abstufung der antioxidativen Aktivitat zwischen den
Derivaten bestimmt: a>B<y<d [Fujisawa und Kadoma 2005]. In einer experimentellen
Studie wurden verschiedene Aspekte der antioxidativen Wirkung der Tocopherol- und
Tocotrienol-Derivate an Zellmembranen untersucht. Dabei wiesen Tocopherole und Toco-
trienole sowohl die gleiche Reaktivitdit gegenuber Radikalen, als auch die gleiche
antioxidative Aktivitdt gegen Lipidperoxidation auf. Wobei Tocopherole eine signifikant
starkere Erhdohung der Membranstabilitédt bewirkten als Tocotrienole. Beide Strukturen
zeigten die gleiche Beweglichkeit innerhalb der Membranen. Allerdings wurden Tocotri-
enole verstarkt in die Membranen eingebaut und auch innerhalb der Zellmembranen

umgelagert [Yoshida et al. 2003].

Das bei der Termination der Kettenreaktion als Zwischenstufe entstehende a-Toco-
pheroxylradikal kann theoretisch als Prooxidans fungieren, indem es als Radikal weitere
Radikalbildungen und damit beispielsweise die Lipidperoxidation initiiert. Unter physio-
logischen Bedingungen ist das a-Tocopheroxylradikal jedoch reaktionstrage und wird mit
Hilfe von Vitamin C (Ascorbat) oder Coenzym Qo zum a-Tocopherol regeneriert
[Brigelius-Flohé und Traber 1999; Itoh et al. 2008]. Dabei gibt Ascorbat bzw.
Coenzym Q;, ein Wasserstoffatom an das a-Tocopheroxylradikal ab und wird damit selbst
zum Ascorbat- bzw. Coenzym-Qi,-Radikal. Das entstehende Ascorbat- bzw. Coenzym-
Qio-Radikal wird in einer NADPH-abhangigen Reaktion mittels einer glutathionhaltigen
Reduktase in Dehydroascorbat bzw. Dehydro-Coenzym-Q,, Uberfuhrt. Beide
Verbindungen werden wiederum durch die glutathionhaltige Reduktase zu Ascorbat bzw.
Coenzym Qo reduziert [Amorati et al. 2002; McCay 1985].

Uber die antioxidative Wirkung hinaus, erfillt Vitamin E noch weitere Funktionen, die
nachfolgend kurz erlautert werden. Uber einen Einfluss von a-Tocopherol auf die
Arachidonséurekaskade sind Effekte auf die Eicosanoidsynthese, d.h. auf inflamma-
torische Prozesse , moglich. Dies geschieht tber die in Zellstudien nachgewiesenen Ver-
anderungen der Aktivitat der Phospholipase A,, der Cyclooxygenase und der 5-Lipoxy-
genase [Chan et al. 1998]. AuRerdem kann das im Rahmen der Metabolisierung ent-
stehende a-Tocopherylchinon die Vitamin-K-abhangige Carboxylase hemmen, womit die
Blutgerinnung gehemmt wird [Dowd und Zheng 1995]. Eine tierexperimentelle Unter-
suchung konnte nachweisen, dass eine Formulierung von a-, &-, und y-Tocopherol die
Inflammation positiv beeinflusst hat, indem die Konzentration an Cytokinen gesenkt wurde
[Kuo et al. 2008]. Weiterhin konnten in in-vivo-Studien durch Gabe von a-Tocopherol die
Spiegel des C-reaktiven-Proteins sowie der proinflammatorischen Cytokine und Inter-
leukine vermindert werden, welche mit der Pathogenese von kardiovaskularen Erkrank-

ungen in Verbindung gebracht werden [Singh und Jialal 2004]. Uber eine direkte Wirkung
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auf den oxidativen Stress sowie auf die Inflammation kann a-Tocopherol somit indirekt
einen antiatherogenen Effekt erzielen. Eine Metaanalyse von Violi et al. [2004] hat
zahlreiche Beobachtungs- sowie Interventionsstudien ausgewertet und damit die positive
Rolle von Vitamin E bei der Atherogenese bestétigt. So wird eine Supplementierung mit
Vitamin E zur Pravention von kardiovaskularen Erkrankungen auch von der American

Heart Association empfohlen [Gaziano 2004].

Studien haben gezeigt, dass Vitamin E (Ober diverse Mechanismen die
Thrombozytenaggregation hemmt, womit der Vasokonstriktion entgegengewirkt wird
[Mabile et al. 1999; Williams et al. 1999]. Das in der GefaRwand befindliche Vitamin E
wirkt als Antioxidans den reaktiven Sauerstoffspezies entgegen, die die Stickstoff-
monoxid-Freisetzung hemmen und damit die Thrombozytenaggregation férdern wirden
[Heller et al. 2004]. AuBRerdem hemmt a-Tocopherol die Proteinkinase C, wodurch die
Proliferation der glatten Muskelzellen der BlutgefaRe gehemmt wird [Boscoboinik et al.
1994]. Des Weiteren kann damit die Freisetzung von reaktiven Sauerstoffspezies durch
die Monozyten gehemmt werden, wie eine Zellstudie gezeigt hat [Cachia et al. 1998].
Diese Effekte scheinen spezifisch fur a-Tocopherol zu sein, da keine vergleichbaren fir
B-Tocopherol nachgewiesen werden konnten [Boscoboinik et al. 1994]. Dartber hinaus
zeigten Human- sowie Tierstudien, dass a-Tocopherol die Lipidperoxidation sowie die
Superoxidproduktion tber eine Verminderung der Synthese der NADPH-abhangigen
Oxidase verringert. Des Weiteren hemmt es die Ausschittung des Fibrinolysehemmers
Plasminogen-Aktivator-Inhibitor (PAI-1) [Singh et al. 2005].

Ein weiterer antiatherogener Effekt von Vitamin E liegt darin begriindet, dass es als
Antioxidans auch die LDL-Partikel vor Oxidation schiitzt. Oxidiertes LDL gilt nach der
Response-to-Injury-Hypothese als ein Risikofaktor in der Pathogenese der Atherosklerose
[Ross 1999]. Sowohl in Zellstudien [Mabile et al. 1999] als auch in Interventionsstudien
am Menschen [Jialal et al. 1995] wurde nachgewiesen, dass a-Tocopherol die Oxidations-
anfalligkeit von LDL senkt, da Vitamin E auch in den Zellmembranen der LDL-Partikel die
Kettenreaktion der Lipidperoxidation unterbricht [Kagan et al. 1992]. In-vitro-Studien
konnten nachweisen, dass durch die Zugabe von a-Tocopherol die Latenzphase der
durch Cu?" induzierten Oxidation der LDL-Partikel verzogert [Bron und Asmis 2001] sowie
die Oxidierbarkeit der LDL-Partikel konzentrationsabhéngig vermindert wird [Gey 1998;
Mortensen et al. 2001; Stocker 1999]. Dabei erwies sich der Gehalt der Lipoproteine an
Vitamin E als starkster Pradiktor fur die Widerstandsfahigkeit gegeniber der Oxidation ex
vivo [Porkkala-Sarataho et al. 1996]. Die Bedeutung von Vitamin E zum Schutz der LDL-
Partikel vor Oxidation wurde durch eine Interventionsstudie bestatigt, bei der eine
signifikant lineare Beziehung zwischen der Hbhe des supplementierten Vitamin E und der

Starke der Resistenz der LDL-Partikel gegentber der Oxidation nachgewiesen wurde
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[Princen et al. 1995]. Nach der aktuellen Literatur, scheint eine tagliche Zufuhr von 15-
30 mg TA das Risiko fiir koronare Herzerkrankungen zu senken. Zur Progression der
Atherosklerose (Sekundarpravention) sollten taglich und langfristig ca. 400 IE RRR-a-

Tocopherol und 500 mg Vitamin C eingenommen werden [Meydani 2004].

Die chemische Carcinogenese wird mit dem Angriff freier Radikale auf die DNA in
Verbindung gebracht [Valko et al. 2006]. Somit ist es denkbar, dass Vitamin E als
lipophiles Antioxidans auch eine anticancerogene Wirkung erfllt. Die bisher vorliegen-
den Studien sind in erster Linie Zellstudien. Hierbei konnten fur y-Tocopherol und a-Toco-
pheryl-Succinat starkere Effekte auf Tumorzellen nachgewiesen werden als fur a-Toco-
pherol. Der anticancerogene Effekt wurde anhand von Zellwachstum, Proliferation der
Zellen, Apoptose und Enzymaktivitaten bestimmt [Galli et al. 2004; Gysin et al. 2002;
Schneider 2005]. Des Weiteren hat eine Zellstudie gezeigt, dass Tocotrienole ein
grolReres anticancerogenes Potential aufweisen als Tocopherole [Mcintyre et al. 2000].
Dagegen konnte eine Tierstudie an Ratten weder anticancerogene Effekte von Toco-
pherolen noch von Tocotrienolen nachweisen [Gould et al. 1991]. Eine placebo-
kontrollierte Interventionsstudie, hat den Effekt von 50 mg a-Tocopherol, 20 mg B-Carotin
oder Placebo bei 29133 maénnlichen Rauchern (50-69 Jahre) Uber eine Zeit von 5-8
Jahren auf die Inzidenz von kolorektalen Karzinomen untersucht. Dabei zeigte sich, dass
die Inzidenz in der a-Tocopherol-Gruppe geringer (p=0,150) war als in der Placebo-
gruppe. Zwischen der B-Carotin- und der Placebogruppe war kein Unterschied in der
Inzidenz feststellbar. Die chronische Gabe von a-Tocopherol scheint somit einen positiven
Effekt auf die Inzidenz von kolorektalem Karzinom zu haben [Albanes et al. 2000]. Die
vorliegende Datenlage zur anticancerogenen Wirkung von Vitamin E weist insgesamt kein
einheitliches Bild auf; vor allem fehlen fir eine abschlieRende Beurteilung weitere

tierexperimentelle Studien und Interventionsstudien am Menschen.

Die vielfaltigen physiologischen Funktionen von Vitamin E stehen im Zusammenhang mit
seinen moglichen praventiven Aspekten . Hier stehen die Pravention von kardio-
vaskularen Erkrankungen, Diabetes Mellitus und Erkrankungen des rheumatischen
Formenkreises im Vordergrund. Erstere (kardiovaskulare Erkrankungen und Diabetes
Mellitus), sind im Zusammenhang mit der antioxidativen Funktion und letztere (Erkrank-
ungen des rheumatischen Formenkreises), mit der antiinflammatorische Wirkung von

Vitamin E zu sehen.

Wie vorab beschrieben gilt oxidiertes LDL als einer der entscheidenden Faktoren bei der
Pathogenese der Atherosklerose. LDL-Partikel enthalten neben einem hohen Anteil an
Cholesterol und Phospholipiden auch Triacylglyceride, die wiederum einen bestimmten
Anteil an mehrfach ungesattigten Fettsauren (poly unsaturated fatty acids, PUFA), vor

allem Linol-, Arachidon- und Docosahexaenséaure, enthalten. Des Weiteren werden in den
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LDL antioxidative Schutzfaktoren wie a-Tocopherol, y-Tocopherol, B-Carotin, Lycopin,
a-Carotin, Zeaxanthin, Cryptowanthin und Phytofluen transportiert. Die Gehalte der
einzelnen Faktoren sind individuell unterschiedlich [Esterbauer et al. 1990]. In einer
Interventionsstudie konnte nachgewiesen werden, dass eine Supplementation mit
a-Tocopherol (75 mg/Tag bzw. 400 mg/Tag) dessen Gehalt in den LDL-Partikeln erhdht
und eine signifikant niedrigere Anfalligkeit der LDL gegeniber oxidativer Schadigung
bewirkt [Dieber-Rotheneder et al. 1991]. Eine weitere Interventionsstudie mit a-Toco-
pherol-Gaben von 60, 200, 400, 800 und 1200 mg/Tag bestétigte dies. Hier nahm die
Oxidationsanfalligkeit der LDL mit steigender Dosierung von a-Tocopherol ab. Ab einer
Dosierung von 400 mg/Tag wurde die LDL-Oxidation signifikant gesenkt [Jialal et al.
1995]. Der tagliche Verzehr von 2400mg a-Tocopherol kann somit die Oxidation der LDL-
Partikel senken und damit zu Pravention von Atherosklerose beitragen. Allerdings gibt es
Hinweise darauf, dass a-Tocopherol in den LDL auch als Prooxidans fungieren kann.
Kalyanaraman und Kollegen [1995] postulieren, dass das bei dem Abbruch der
Kettenreaktion der Lipidperoxidation entstehende a-Tocopherylradikal die Kettenreaktion
wiederum initiieren kann, wenn es nicht regeneriert wird. Obwohl die Oxidation der LDL-
Partikel ein initialer Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose darstellt und in den
LDL a-Tocopherol als Antioxidans enthalten ist, leistet Vitamin E wahrscheinlich nur einen
Beitrag in der Pravention der Atherosklerose [Janero 1991]. Dies wird auch in den
Ergebnissen einer Metaanalyse deutlich, die die Daten von sieben grof3en randomisierten,
kontrollierten Studien ausgewertet hat. In die Untersuchungen waren jeweils >1000
Personen Uber 1,4 bis 12 Jahre eingeschlossen. Die Dosierungen variierten dabei von 50-
800 mg Vitamin E/Tag. Die Daten zeigten, dass der Verzehr von Vitamin E keinen
signifikanten Effekt auf die Mortalitdét sowie auf die Senkung des Risikos fir kardio-

vaskularen Tod und Apoplex hatte [Vivekananthan et al. 2003].

In Zusammenhang mit Diabetes Mellitus kann Vitamin E als lipophiles Antioxidans den
oxidativen Stress der erkrankten Personen verringern. Oxidativer Stress wird unter
anderem als Ursache flir diabetische vaskulare Veranderungen, wie die diabetische
Mikroangiopathie verantwortlich gemacht [Wiernsperger 2003]. Dartber hinaus konnte in
Zellstudien, im Tierversuch sowie in Untersuchungen am Menschen gezeigt werden, dass
durch Vitamin E die durch die Diabetes-Erkrankung induzierten hohen Konzentrationen an
Proteinkinase C gesenkt werden [Bursell und King 1999]. Ebenfalls wurde im Tierversuch
die renale Funktion von diabetischen Ratten durch a-Tocopherol aufrechterhalten

[Nascimento Gomes et al. 2005].

Wie beschrieben kann Vitamin E auf inflammatorische Prozesse einwirken. Die
entziindlichen Reaktionen bei Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreise werden

durch immunologische Vorgédnge hervorgerufen [Adam 2004, S.575]. Studien mit
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Rheumapatienten haben gezeigt, dass die Vitamin-E-Plasmaspiegel sowie dessen
Konzentration in der Gelenkfliissigkeit gegeniber Gesunden deutlich erniedrigt sind.
Rheumatiker scheinen somit einen erhdhten Grundbedarf aufzuweisen [Fairburn et al.
1992]. Vitamin E hemmt die Radikalentstehung bei bestehender Entziindung und wirkt
wie beschrieben der Lipidperoxidation und Oxidation anderer Molekille entgegen
[Brigelius-Flohé und Traber 1999]. Des Weiteren wird die Phospholipase-A,-Aktivitat
gehemmt und die Bildung von Eicosanoiden aus Arachidonsaure gehemmt [Azzi und
Stocker 2002]. Durch eine Inhibierung der Lipoxygenase wird der hemmende Effekt auf
die Eicosanoidsynthese noch verstarkt [Darlington und Stone 2001]. Diese antiinflamma-
torischen Effekte von Vitamin E fuhren dahin, dass die Gabe von Vitamin E einen Beitrag
zur Therapie von Erkrankungen des rheumatoiden Formenkreises haben kann. Dies wird
durch eine Metaanalyse teilweise bestatigt, bei der durch eine hoch dosierte Gabe von
Vitamin E eine Verbesserung der Beweglichkeit sowie eine Schmerzlinderung erzielt
werden konnte [Sangha und Stucki 1998].

2.5 Bedarf, Status, Mangel und Toxizitat

Der Bedarf an Vitamin E ist positiv korreliert zu der Hohe der Zufuhr an mehrfach
ungesattigten Fettsduren, da es in erster Linie als Schutz vor Lipidperoxidation fungiert
[Horwitt 1960]. Derzeit wird geschatzt, dass zum Schutz von 1 g Linolsdure aus der
Nahrung etwa 0,4 mg TA notwendig sind [Witting und Lee 1975]. Zum Schutz der Doppel-
bindungen in den Monoen-, Dien-, Trien-, Tetraen-, Pentaen-, und Hexaenfettsduren
ergeben sich pro entsprechender Fettsaure Bedarfsmengen von 0,06; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0
und 1,2 mg TA [Horwitt 1974]. Bei den Empfehlungen fiir eine ausreichende Zufuhr
werden daher die Richtwerte fur die durchschnittliche Zufuhr an Fett sowie die prozent-
uale Aufteilung der Fettsauren in der Kost zuziglich dem Grundbedarf an Vitamin E
berticksichtigt [Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung et al. 2000, S. 90]. Grundsétzlich
wird davon ausgegangen, dass es bei einer Zufuhr an Vitamin E unter dem Bedarf zu
einer verstarkten Lipidperoxidation kommt [Horwitt 1974]. Die Hohe des Grundbedarfs an
Vitamin E ist noch in der Diskussion. Einerseits wird ein Grundbedarf von 6 mg TA/Tag
genannt, der sich aus der Anzahl der bei den Stoffwechselvorgdngen im Korper
gebildeten Doppelbindungen ergibt. Andererseits werden 8 mg TA/Tag als unterer
Grenzwert genannt, wenn davon ausgegangen wird, dass nur malig mehrfach
ungesattigte Fettsauren mit der Nahrung aufgenommen werden und damit weniger
Lipidperoxidation im Korper stattfindet [Horwitt 1986]. Die Hohe des taglichen Bedarfs an
Vitamin E ist noch immer in der Diskussion, da die Datenlage nicht eindeutig ist. Vor
diesem Hintergrund gibt die Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung (DGE) nur Schatzwerte

und keine Richtwerte heraus [Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung et al. 2000, S. 9]. In
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Tabelle 5 sind die in dieser Arbeit zugrunde gelegten in Deutschland iblichen Empfeh-

lungen aufgefihrt.

Tabelle 5: Schatzwerte fir eine angemessene Zufuhr  an Vitamin E fir Erwachsene

Alter Tocopherol [mg TA/Tag]
Manner Frauen
15— 19 Jahre 15 12
19 — 25 Jahre 15 12
25 — 51 Jahre 14 12
51 — 65 Jahre 13 12
> 65 Jahre 12 11

TA: Tocopherol-Aquivalent
Quelle: Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung et al. 2000, S. 87

In Deutschland wird die empfohlene Zufuhr an Vitamin E laut dem Erndhrungsbericht von
der durchschnittichen Bevdlkerung erreicht. Der Ernahrungsbericht wird vom
Bundesministerium fir Erndhung und Verbraucherschutz in Auftrag gegeben. Nach
diesem liegt die mittlere tagliche Zufuhrmenge an Vitamin E bei mannlichen und
weiblichen Personen jeder Altersstufe tUber dem Schatzwert fir eine angemessene Zufuhr
der DGE. Nur méannliche Personen im Alter zwischen 10-13 Jahren liegen mit durch-
schnittlich 11,8 mg TA/Tag knapp unter der Empfehlung von 13 mg TA/Tag [Deutsche
Gesellschaft fur Ernahrung 2004, S. 38f]. Diesen Daten widersprechen den Ergebnissen
des German Nutrition Survey (GeNuS) von 1998, bei dem der Erndhungsstatus von
4030 Personen im Alter von 18-79 Jahren erhoben wurde. Hier lagen im Durchschnitt
sowohl die Méanner (11,9 mg/Tag) als auch die Frauen (10,33 mg/Tag) unter der
empfohlenen Zufuhr. Auch unter Berlcksichtigung der Aufnahme Uber Né&hrstoff-
supplemente (Manner 12,5 mg/Tag; Frauen 11,0 mg/Tag), wurden die Empfehlungen im
Durchschnitt nicht erreicht [Beitz et al. 2002]. Bei den Ergebnissen des GeNuS ist zu
bertcksichtigen, dass diese eine groRe Altersspanne beschreiben und die Ergebnisse in
den einzelnen Altersklassen davon abweichen kénnen. Des Weiteren hat der National
Health and Nutrition Examination Survey (NHANES, 1999-2000) ermittelt, dass in den
USA die durchschnittliche Zufuhr an a-Tocopherol bei den Erwachsenen (> 19 Jahren) mit
7,8 mg/Tag fur Manner und 6,3 mg/Tag fur Frauen weit unter dem Dietary Reference
Intakes (DRI) von 15 mg/Tag liegt [Ahuja et al. 2004; Food and Nutrition Board 2000,
S. 507].

Zur Bestimmung des Vitamin-E-Status werden ublicherweise die Plasmakonzentrationen

an a-Tocopherol herangezogen. Bei gesunden Erwachsenen liegen die Plasmaspiegel bei
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11-37 pmol/l bzw. 5-16 mg/l [Cohn 1997] oder >1,1 pmol/mmol Gesamtlipide bzw.
>0,8 pg/mg Gesamtlipide [Pietrzik et al. 2008, S.295]. Zwischen dem Vitamin-E-
Plasmaspiegel und den verschiedenen Blutlipidfraktionen besteht eine enge Korrelation.
Wird der Einfluss dieser Storvariablen bei der Bewertung der Messwerte nicht durch eine
Adjustierung berticksichtigt, kann dies zu Fehlbeurteilungen fihren. Das bedeutet, dass
bei Patienten mit einer Hypolipiddmie und niedrigen Vitamin-E-Plasma-Konzentrationen
nicht unbedingt ein Vitamin-E-Mangel vorliegen muss und bei Patienten mit einer
Hyperlipidamie und erhdéhten Plasmaspiegeln an Vitamin E trotzdem ein Mangel bestehen
kann. In einer Untersuchung von elf Kindern mit einer diagnostizierten Cholestase und
einem dadurch bedingten Vitamin-E-Mangel, wiesen diese Vitamin-E-Plasma-Konzen-
trationen im normalen Bereich auf [Sokol et al. 1984]. In einer Querschnittsstudie wurden
von 862 Mannern und 1144 Frauen im Alter von 18-88 Jahren die verschiedenen
Lipidfraktionen im Plasma und den a-Tocpherol-Konzentrationen miteinander korreliert.
Die berechneten Spearman-Korrelationskoeffizienten (rs) haben ergeben, dass die
Gesamtcholesterol-Konzentration im Serum den starksten (Manner: rs=0,66; Frauen:
rs=0,73; p<0,0001) und die Gesamtlipid-Konzentration (geschatzt aus der Summe aus
Triacylglycerid- und Gesamtcholesterol-Konzentration) einen &hnlich starken Einfluss
(Méanner: rs=0,69; Frauen: rs=0,69; p<0,0001) auf die a-Tocoopherol-Konzentration
ausubt [Heseker et al. 1993]. Daher sollte die Beurteilung der Vitamin-E-Plasma-
konzentration in Relation zu den Gesamtcholesterol- sowie Gesamtlipid-Konzentrationen
bzw. zu der Summe aus Gesamtcholesterol- und Gesamt-Triacylglycerid-Konzentration
vorgenommen werden [Horwitt et al. 1972; Thurnham et al. 1986; Heseker et al. 1993].
Neben der Plasmakonzentration kann auch die Konzentration an Vitamin E im
Fettgewebe bestimmt werden, hierbei gelten Konzentrationen von >100 pg/mg Triacyl-

glyceride aus dem Fettgewebe als Normalwerte [Traber 2006, S. 408].

Als Mangel an Vitamin E gelten Plasmaspiegel von weniger als 11,6 pmol/l bzw. 5 mg/I
oder 1,1 umol/mmol Gesamtlipide bzw. 0,8 mg/g Gesamtlipide [Pietrzik et al. 2008,
S. 295]. Generell ist ein Mangel an Vitamin E, bei der tblichen Ernahungsweise aufgrund
des ubiquitaren Vorkommens in Nahrungsmitteln nicht zu erwarten [Traber 2006, S. 404].
Mangelerscheinungen kénnen dennoch durch eine Mutation des a-Tocopherol-Transport-
proteins, eine genetisch bedingte Stérung der Lipoproteinsynthese, eine Lipidmal-
absorption und bei parenteraler Ernahrung auftreten [Traber 2006, S. 404f]. Eine Mutation
des fur das hepatische a-Tocopherol-Transportproteins kodierende Gens konnte bisher
nur in etwa 100 Fallen beschrieben werden [Cavalier et al. 1998]. Eine Lipidmalabsorption
ist in der Regel durch eine chronische gastrointestinale Erkrankung wie chronischer
Pankreatitis, zystischer Fibrose, Cholestase oder chronisch entziindliche Darmer-

krankungen bedingt. Die bei der parenteralen Ernahrung eingesetzten Nahrstofflésungen



Literaturiibersicht 22

sind haufig mit Sojadl hergestellt, welches hohe Gehalte an y-Tocopherol und nahezu
kein a-Tocopherol enthalt. Daher kdnnen bei Patienten, die parenteral erndhrt werden,

Defizite in der Versorgung mit a-Tocopherol auftreten [Traber 2006, S. 405].

Im Mangel sinkt zunachst die Plasmakonzentration, was zunachst noch keine
Einschrankungen der Korperfunktionen bewirkt. Sinken die Plasmaspiegel weiter ab,
haufen sich vermehrt oxidativ wirksame Abbauprodukte im Blut und es kommt zur Lipid-
peroxidation der Erythrozytenmembranen und damit zur Hamolyse [Horwitt et al. 1963;
Rose und Gyorgy 1952]. Bei Plasmakonzentrationen von 9,3 umol/l a-Tocopherol/dl bzw.
0,4 mg a-Tocopherol/dl ist eine Hamolyse bereits nachweisbar und das Risiko steigt mit

abnehmenden Plasmaspiegeln an [Horwitt 1972].

Vitamin E weist bei oraler Aufnahme eine geringe Toxizitat auf. Dosierungen bis zu
727 mg a-Tocopherol/Tag Uber vier Monate ergaben keinen negativen Effekte [Meydani et
al. 1998]. Selbst bei héheren Dosen von 3200 mg a-Tocopheryl-Succinat Uber neun
Wochen gaben nur vier von 18 Probanden gastrointestinale Stérungen (Darmkrampfe,
Diarrhoe) an [Anderson und Reid 1974]. Dagegen haben Gaben von 1600 mg/Tag Uber
sieben Tage die Thrombozytensynthese gesenkt, was zu Stérungen der Thrombozyten-
aggregation fuhren kann [FitzGerald und Brash 1982]. Des Weiteren kénnen Dosen von
1200 mg/Tag zu einer Verlangerung der Blutungszeit fihren, was in der Interaktion von
Vitamin E mit dem Vitamin-K-Stoffwechsel begrundet ist [Bendich und Machlin 1988].
Offiziell ist der Tolerable Upper Intake Level (UL) fur Erwachsene fur a-Tocopherol bei
1000 mg/Tag festgelegt. Der UL ist nach den Dietary Reference Intakes definiert als
hdchste tagliche Zufuhr eines Nahrungsbestandteils, die bei dauerhafter Zufuhr keinen
gesundheitlich nachteiligen Einfluss auf die Gesamtbevolkerung hat [Food and Nutrition
Board 2000, S.249ff]l. Andererseits hat eine Metaanalyse von Untersuchungen an
Personen mit chronischen Erkrankungen gezeigt, dass eine hochdosierte Aufnahme von
2400 IE die Gesamtmortalitdt erhéhen kann [Miller et al. 2005]. Somit sollte bei
chronischen Erkrankungen eine langfristige Aufnahme von 400 IE Vitamin E pro Tag nicht

Uberschritten werden.

2.6 Bioverfugbarkeit

Der Begriff der Bioverfiigbarkeit ist der experimentellen Pharmakologie entliehen. Dabei
beschaftigt sich die Pharmakokinetik mit der Freisetzung, Absorption, Verteilung,
Metabolisierung und Ausscheidung von Pharmaka und anderen Substanzen. Die
Bioverfugbarkeit selbst gibt an, in welchem Ausmall und in welcher Geschwindigkeit ein
Wirkstoff an seinen Wirkort gelangt [Dost 1968, S. XVIIf]. Dabei beschreibt die Flache

unter der Plasmakonzentration-Zeit-Kurve (area under the concentration/time curve, AUC)
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das Ausmald der Absorption, wahrend die maximale Plasma- bzw. Serumkonzentration
(Cmax) Sowie die Zeit bis zum Erreichen von cnax (tmax) die Rate der Absorption

kennzeichnet [Steinijans und Diletti 1983].

In welchem Mafle das mit der Nahrung zugefiihrte Vitamin E im Gastrointestinaltrakt
absorbiert wird und in die Blutbahn bzw. zu den Zielzellen gelangt, hangt von einer

Vielzahl von Faktoren ab, die nhachfolgend genauer dargestellt werden:

* Dosis

* Vitamin-E-Derivat

e Plasmalipidstatus

* Genetik

* Lebensstil (Bsp. Rauchen)

e Erndhrung

2.6.1 Einflussfaktor Dosis

Die Hohe der Absorption von Vitamin E steht in linearer Beziehung zur verabreichten
Dosis. Dabei ist die Absorptionsrate nicht unendlich steigerbar sondern bleibt ab einer
gewissen Dosis konstant auf einem Niveau [Hoppe und Kennrich 2000]. In einer Kinetik
Uber 96 h von Traber und Kollegen [1998a] wurden sechs gesunden Probanden drei
Dosierungen RRR-a-Tocopheryl-Acetat (15 mg, 75 mg, 150 mg) im Abstand von zwei
Wochen verabreicht. Die Plasmaspiegel stiegen signifikant (p<0,001) mit der
verabreichten Dosis an. Eine Langzeitkinetik mit acht Probanden ergab die gleiche
Beziehung. Hier bestand eine positive Korrelation zwischen der Héhe der a-Tocopherol-
Gabe (60, 200, 400, 800 und 1200 mg/Tag) und den Plasmaspiegeln. Der Anstieg
zwischen der 60 mg und der 1200 mg Dosierung war signifikant (p<0,010) [Jialal et al.
1995]. Eine weitere Langzeitkinetik bestatigte ebenfalls, dass die Absorptionsrate von der
Hohe der Dosierung abhéngt. Jedoch ist die Resorption von a-Tocopherol ein saturabler
Prozess, da nach 4-5 Tagen die Plasmakonzentrationen konstant blieben [Dimitrov et al.
1991].

2.6.2 Einflussfaktor Vitamin-E-Derivat

Als Vitamin E werden alle Tocopherole und Tocotrienole bezeichnet, zu denen wiederum
die freien Formen sowie die Succinat-, und Acetat-Ester z&hlen (vgl. Kapitel 2.1). Unter
den Vitamin-E-Derivaten wird generell zwischen den natirlich vorkommenden und den

synthetisch hergestellten unterschieden.
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Die derzeitige Literatur zeigt, dass das naturliche a-Tocopherol eine bessere
Bioverfugbarkeit aufweist als das synthetische freie a-Tocopherol sowie das a-Toco-
pheryl-Acetat. Dabei waren die resultierenden Plasmaspiegel der natirlichen Form bis zu
zweimal héher als die des synthetischen Vitamin E [Acuff et al. 1994; Burton et al. 1998;
Proteggente et al. 2005]. Das ist nicht durch eine bessere Absorptionsrate sondern durch
eine bevorzugte Anreicherung von RRR-a-Tocopherol in den Lipoproteinen und Zielzellen
bedingt. Bei einer weiteren Biokinetikstudie [Traber et al. 1990b] wiesen die Probanden
nach oraler Aufnahme zwar gleichwertige Plasmakonzentrationen an synthetischem und
natirlichem a-Tocopherol auf; bei der Aufnahme in VLDL, HDL, LDL und Erythrozyten
wurde das natirliche RRR-a-Tocopherol jedoch bevorzugt. Dies wurde durch eine
tierexperimentelle Untersuchung bestatigt, bei der RRR-a-Tocopherol bevorzugt in
samtliche Gewebe von Ratten aufgenommen wurden [Ingold et al. 1987], was auch
dadurch bedingt wird, dass die synthetische Form bevorzugt metabolisiert und ausge-
schieden wird, wie Traber et al. [1998b] im Humanversuch zeigen konnten. Auch eine
Tierstudie an Kalbern konnte zeigen, dass von RRR-a-Tocopheryl-Acetat zweimal mehr

absorbiert wurde als von all-rac-Tocopheryl-Acetat [Weiss et al. 2009].

Bezlglich der Bioverfiigbarkeit von Tocopherolen gegeniiber der von Tocotrienolen gibt
es keine einheitliche Datenlage. Wahrend in einer experimentellen Studie mit hepatischen
G2-Zellen Tocopherole und Tocotrienole gleichwertig von diesen aufgenommen wurden
[Birringer et al. 2002], konnte in einer Zellstudie gezeigt werden, dass Tocotrienole von
intestinalen Caco2-Zellen vermehrt resorbiert werden [Tsuzuki et al. 2007]. Tierex-
perimentelle Studien haben eine hohere Absorption von y-Tocotrienol gegeniiber a-Toco-
pherol nachweisen konnen [lkeda et al. 1996; Tsuzuki et al. 2007]. Dagegen wurde in
einer Humanstudie mit 14 gesunden Probanden mehr a-Tocopherol (81-100%) als a-, &-
und y-Tocotrienol absorbiert und in die Lipoproteine sowie in die Leber aufgenommen
[Hayes et al. 1993].

Auch die Studienergebnisse zur Absorption von freiem Vitamin E im Vergleich zwischen
Vitamin-E-Acetat und -Succinat sind widersprichlich. Bei einer Tierstudie mit synthet-
ischem Vitamin E konnte das Acetat starker absorbiert werden als das Succinat [Jensen
et al. 1999]. Wohingegen im Humanversuch keine Unterschiede in der Aufnahme
zwischen dem natlrlichen Acetat, dem Succinat und der freien Form nachgewiesen

werden konnten [Cheeseman et al. 1995].

Bein Vergleich aller Vitamin-E-Derivate zeichnet sich ab, dass RRR-a-Tocopherol
bevorzugt vom Kdorper aufgenommen und zu den Zielzellen transportiert wird. So konnte
in vitro nachgewiesen werden, dass das hepatische Transportprotein fiur die ver-
schiedenen Derivate eine relative Affinitat fir RRR-a-Tocopherol von 100%;

B-Tocopherol, 38%; y-Tocopherol, 9%; a-Tocotrienol, 12%; all-rac-a-Tocopherol, 11%;
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O-Tocopherol, 2%; a-Tocopheryl-Acetat, 2%; aufweist [Hosomi et al. 1997]. Der
bevorzugte Transport von a-Tocopherol zu den Zielzellen zeigt sich dartiber hinaus in
Studien, die nachgewiesen haben, dass eine Supplementierung mit a-Tocopherol die
Plasmakonzentrationen von y- und d-Tocopherol sinken lasst. Diese Ergebnisse fanden
sich sowohl in einer tierexperimentellen Untersuchung [Ikeda et al. 2003] als auch in
Humanstudien [Eichhorn et al. 2004; Huang und Appel 2003; Wolf 2006]. Dies liegt zum
einen in der groReren Affinitdt des hepatischen Transportproteins und zum anderen in
einer verstarkten Metabolisierung von y-Tocopherol begrindet, wie eine Kinetikunter-
suchung an funf Personen gezeigt hat [Wolf 2006]. Die Metabolisierungsrate von

O-Tocopherol wurde bisher nicht experimentell untersucht.

Das Vitamin E wird als fettldsliches Vitamin im Rahmen der Fettverdauung absorbiert.
Eine logische Konsequenz daraus ist, dass die fettldsliche Form von Vitamin E gegenuber
einer wasserloslichen Form bevorzugt absorbiert wird [Dimitrov et al. 1996]. Daher sollten
Verabreichungen von Vitamin E immer in lipidléslicher Form und zusammen mit Fett

erfolgen, um eine hohe Bioverfugbarkeit zu gewahrleisten.

Dariber hinaus ist die Hohe der Absorption des Vitamin E abhéngig von der Nahrungs-
quelle, aus der es gewonnen wurde. Eine tierexperimentelle Untersuchung konnte
nachweisen, dass bei Mausen a-Tocopherol aus Thunfisch eine héhere Bioverfugbarkeit
aufweist als aus Maiskeimdl. Dies scheint durch die Struktur bedingt zu sein, da das
a-Tocopherol des Thunfischs im Gegensatz zu dem a-Tocopherol aus Maiskeimdl am
Ende der isoprenoiden Seitenkette eine Doppelbindung aufweist, die den Autoren nach
bevorzugt in Micellen verpackt und von den Mucosazellen aufgenommen wird [Gotoh et
al. 2009].

Insgesamt ist davon auszugehen, dass von natirlich vorkommenden Derivaten mehr
absorbiert wird als von synthetischen. Aul3erdem weist von allen Vitamin-E-Formen das

RRR-a-Tocopherol die gréfite Bioverfugbarkeit auf.

2.6.3 Einflussfaktor Plasmalipidstatus

Aufgrund der engen metabolischen Verknlipfung von Vitamin E mit dem Lipoprotein-
stoffwechsel (vgl. Kapitel 2.3.2), ist zu vermuten, dass Fettstoffwechselstérungen
(Dyslipoproteindmien) die Absorption von Vitamin E und damit die Plasmaspiegel
beeinflussen. Zu den Dyslipoproteindmien zahlen pathologisch erhtéhte Cholesterol-
(Hypercholesterolamie) und Triacylglycerid-Plasmaspiegel (Hypertriacylglyceridamie)
sowie erhéhte Plasmaspiegel beider Lipidfraktionen (kombinierte Lipidamie) [Hahn et al.
2006, S. 389].
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Diese Annahme wurde in verschiedenen Biokinetikstudien bestatigt. Simon et al. [1997]
haben die Vitamin-E-Plasmaspiegel von 57 mannlichen Probanden mit diagnostizierter
Hypercholesterolamie (>6,2 mmol/l bzw. 240 mg/l) mit denen von 56 gesunden
mannlichen Teilnehmern verglichen. Im Vergleich zu den gesunden Personen hatten die
hypercholesterolamischen signifikant héhere Vitamin-E-Plasmaspiegel (p=0,0001). Diese
lagen mit 42,5+ 10,02 pumol/l tber dem Normbereich. Eine weitere Studie verglich die
Vitamin-E-Konzentrationen in den LDL-Partikeln von 57 ménnlichen und weiblichen
Probanden mit diagnostizierter Hypercholesterolamie (>5,2 mmol/l bzw. 201 mg/l) mit
denen von 20 gesunden mannlichen Teilnehmern. Die Vitamin-E-Spiegel in den LDL der
Falle waren signifikant erhdht (p=0,003) [Leonhardt et al. 1999]. Dementsprechende
Vitamin-E-Plasmaspiegel fanden sich auch bei Patienten (n=24) mit einer Hypochol-
sterolamie (4,3 mmol/l bzw. 166 mg/l). Die niedrigen Cholesterol-Spiegel waren mit
absolut geringeren Vitamin-E-Plasmaspiegeln korreliert [Muldoon et al. 1996]. Des
Weiteren konnte in Interventionsstudien gezeigt werden, dass der Lipid-Status einen
Einfluss auf den langfristigen Vitamin-E-Metabolismus hat. In diesen Untersuchungen
verzehrten Patienten mit einer Hypertriacylglyceridamie (5,81 = 2,55mmol/l) bzw. mit einer
kombinierten Lipidamie (Triacylglyceride 2,3 + 0,4 mmol/l; Cholesterol 7,0 = 0,3 mmol/l)
fur sechs Wochen bzw. 24 Stunden a-Tocopherol in verkapselter Form. In der ersten
Studie waren die a-Tocopherol-Plasmakonzentrationen nach der Intervention signifikant
(p<0,001) erhoht im Vergleich zur Kontrollgruppe [van Tits et al. 2000]. Auch in der
zweiten Studie waren die Plasmaspiegel signifikant erhdht (p<0,0001) [Hall et al. 2005].

2.6.4 Einflussfaktor Genetik

Grundsatzlich bestehen zwischen einzelnen Personen interindividuelle Unterschiede in
der Bioverfugbarkeit von Vitamin E [Dimitrov et al. 1991; Déring et al. 2004]. Jedoch
konnten Jeanes und Kollegen [2005] an gesunden Mannern zeigen, dass trotz der

interindividuellen Schwankungen die Bioverfugbarkeitsraten intraindividuell konstant sind.

Die oben erwahnten Stérungen des Lipoproteinmetabolismus kénnen sowohl aufgrund
genetisch vererbter Enzymdefekte (primére Hyperlipiddmie) als auch durch andere
Erkrankungen (u.a. Diabetes Mellitus, Leber- und Nierenerkrankungen, Pankreatitis) oder
einer Arzneimitteltherapie (sekundare Hyperlipidamie) entstehen. Hier stellt sich somit ein
Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von Vitamin E Uber die genetische Komponente dar.
Haufig liegt bei den primaren Hyperlipidamien ein Apolipoprotein-Polymorphismus vor, in
erster Linie des Apolipoprotein E (Apo E) [Luley und Wieland 2001, S. 61ff]. Bei einem
vorliegenden Polymorphismus des Apo E sind nachweislich die Gesamtcholesterol- sowie

die Triacylglycerid-Plasmaspiegel erhéht [Minihane et al. 2000]. Vor diesem Hintergrund
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kann ein Zusammenhang zwischen dem Apo-E-Polymorphismus und erhdhten Vitamin-E-
Konzentrationen im Plasma vermutet werden. Dieser bestatigte sich bisher nicht. Eine
Untersuchung an 244 Personen zeigte weder zwischen dem Apo-E-Genotyp und den
Vitamin-E-Konzentrationen noch zu den lipidadjustierten Vitamin-E-Spiegeln eine

signifikante Beziehung [Gomez-Coronado et al. 2002].

2.6.5 Einflussfaktor Rauchen

Raucher sind einem verstarktem oxidativen Stress ausgesetzt und weisen erhohte
Konzentrationen an Produkten der Lipidperoxidation auf [Morrow et al. 1995]. Aufgrund
seiner Funktion als Antioxidans sind bei Rauchern daher niedrigere Plasmaspiegel an
Vitamin E als bei Nichtrauchern feststellbar [van den Berg et al. 2002]. Human-
untersuchungen bestétigen das, indem nicht nur niedrigere Plasmakonzentrationen an
a-Tocopherol bei Rauchern als bei Nichtrauchern bestimmt wurden [Bruno et al. 2005]
sondern auch niedrigere Gehalte in den Lymphozyten und Thrombozyten [Jeanes et al.
2004a]. Dies scheint durch eine hohere Metabolisierungs- und Ausscheidungsrate bei
Rauchern bedingt zu sein, was auf die verstarkte Umsetzung des Molekils zurtick-
zufiihren ist [Bruno et al. 2005; Traber et al. 2001]. In seiner Funktion als Antioxidans
kommt vermutlich vermehrt a-Tocopherol zum Einsatz, da Raucher im Vergleich zu
Nichtrauchern erhdhte y-Tocopherol-Konzentrationen im Plasma aufweisen [Dietrich et al.
2003].

2.6.6 Einflussfaktor Ernahrung

Zu dem Einfluss der Ernéhrung bzw. von Ernahrungsfaktoren auf die Bioverfigbarkeit von
Vitamin E sind eine Reihe von Studien durchgefihrt worden. Die Ergebnisse dieser Unter-
suchungen sind in Tabelle 6 (Seiten 31ff) ausfihrlich beschrieben und nachfolgend kurz

zusammengefasst.

Ein Haupteinflussfaktor auf die Bioverfugbarkeit von Vitamin E ist die Ernahrung. So steht
die Absorption in enger Verbindung mit den Nahrungslipiden und weiteren Bestandteilen
der Kost sowie der Art der Verabreichung (Kapsel oder Lebensmittelmatrix). Die
Absorption von Vitamin E findet im Rahmen der Lipidabsorption statt. Somit mussen fur
eine optimale Absorption von Vitamin E gleichzeitig Lipide im Gastrointestinaltrakt
anwesend sein (vgl. Kapitel 2.3.1). Wird das Vitamin E auf nichternen Magen einge-
nommen, wird nur ein geringer Anteil absorbiert, was sich in folgender Untersuchung
bestétigt. Im Rahmen einer Langzeitkinetik-Studie bekamen 20 gesunde Probanden
jeweils Uber 15 Tage 300 mg all-rac-a-Tocopheryl-Acetat. In der ersten Interventions-

phase nahmen die Teilnehmer das Prifprodukt auf niichternen Magen und in der zweiten
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Studienphase im Rahmen einer Abendmabhlzeit (mediterrane Kost). Die Plasmaspiegel an
a-Tocopherol waren in der zweiten Gruppe um 31,2% signifikant hoher (p=0,0015) als in

der ersten Gruppe [luliano et al. 2001].

Nach der aktuellen Datenlage hat die Menge und Art der Nahrungslipide einen Einfluss
auf die Bioverfugbarkeit von Vitamin E. Generell besteht ein positiver Zusammenhang
zwischen der in der Kost enthaltenen Fettmenge und der Absorptionsrate von Vitamin E
[Dimitrov et al. 1991; Herrero-Barbudo et al. 2006; Jeanes et al. 2004b; Roodenburg et al.
2000]. Dabei erhoht sich die Absorptionsrate mit jedem Gramm gleichzeitig
aufgenommenen Fett um 0,43 mg [Bruno et al. 2006]. Dieser Prozess scheint jedoch
saturabel zu sein. Das bedeutet bei hohen Dosen und bei chronischer Aufnahme sinkt die
Absorptionsrate wieder auf ein durchschnittliches Niveau [Dimitrov et al. 1991]. Eine
geringflgige Menge an Vitamin E kann auch ohne gleichzeitige Aufnahme von
Nahrungsfett absorbiert werden. So wurde in einer Langzeitkinetik-Untersuchung eine
Erhéhung des a-Tocopherol-Serumspiegels nachgewiesen, wenn es gleichzeitig mit einer
fettfreien Mahlzeit verzehrt wurde. Dies fuhren die Autoren auf einen zusétzlich zu dem
Transport in den Chylomikronen bestehenden Verteilungsweg zurtick (vgl. Kapitel 2.3).
Dieser ist quantitativ jedoch nicht von Bedeutung, da der Anstieg der
Serumkonzentrationen an a-Tocopherol sehr gering war [Dimitrov et al. 1991]. Des
Weiteren zeigte eine Langzeitkinetik-Studie tber 7 Tage von Roodenburg et al. [2000],
dass eine Menge von ca. 3 g Fett ausreicht, um die Aufnahme von 50 mg a-Tocopherol
zu gewahrleisten. Entgegen dem beschriebenen Zusammenhang zwischen der
gleichzeitig mit dem Vitamin E aufgenommenen Fettmenge und dessen Bioverfiigbarkeit,
hat die Fettmenge keinen Einfluss auf die Ausscheidungsrate, wie eine Kurzzeitkinetik-

Studie iiber 72 h mit fortifizierten Apfeln ergab [Bruno et al. 2006].

Die Absorptionsrate héangt neben der Menge des aufgenommenen Fettes auch von der
Zusammensetzung des Fettes d.h. dem Fettsauremuster ab. Wahrend eine Kost mit
einem hohen Anteil an gesattigten Fettsduren (saturated fatty acids, SFA) die
Bioverfugbarkeit von Vitamin E senkt, ist sie bei einer Kost mit einem ausgeglichenen
Fettsauremuster, sprich einem hohen Anteil an einfach (mono unsaturated fatty acids,
MUFA) und PUFA erhoht [Ohrvall et al. 2001]. In der Kost mit dem hohen Anteil an SFA
wurde Butter als Fettquelle genutzt, wahrend das ausgeglichene Fettsauremuster durch
den Uberwiegenden Verzehr von Rapsdl erreicht wurde. Der Unterschied in der Bioverflig-
barkeit ist zum einen in dem Fettsduremuster und zum anderen in dem naturlichen Gehalt
von Vitamin E im verwendeten Fett bedingt. Ein pflanzliches Fett wie Rapsél weist

naturlicherweise einen hoheren Gehalt an Vitamin E auf als ein tierisches Fett wie Butter.

Zur Absorption von Vitamin E im Rahmen der Lipidverdauung muss es zunachst aus der

Lebensmittelmatrix geldst werden (vgl. Kapitel 2.3.1). Dies legt den Schluss nahe, dass
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die Bioverfiigbarkeit erhéht werden kann, wenn das Vitamin E in feinen Fetttropfchen
verteilt ist. Damit wird eine grolRere Oberflache und bessere Angriffsflache fir die Ver-
dauungsenzyme geschaffen. Dies wird von zwei Kinetikstudien bestatigt. In einer
Untersuchung von Hayes et al. [2001] wies das in einer Mikrodispersion vorliegende all-
rac-a-Tocopheryl-Acetat in Milch eine zweifach bessere Bioverfugbarkeit auf als das aus
Kapseln. In einer Kinetikstudie von Wajda et al. [2007] konnte sogar eine zehnfach hdhere
Bioverfugbarkeit von Vitamin E aus einer Nanoemulsion im Vergleich zu Vitamin E in
einer Standardformulierung nachgewiesen werden. Dagegen bestand in einer Unter-
suchung von Borel et al. [2001] zwischen einer groben (10,1 £ 0,9 um) und einer feinen
Dispersion (0,7 + 0,2 um) kein Unterschied in der Bioverflgbarkeit von Vitamin E. Die
Autoren haben die folgenden Erklarungen fir diesen nicht nachgewiesenen Effekt der
PartikelgréRe. Einerseits konnten die Emulsionspartikel bereits im Magen soweit
mechanisch zerkleinert worden sein, dass die PartikelgréRe im Duodenum nicht mehr
signifikant unterschiedlich war. Andererseits ist die Lipidabsorptionsrate mit >95% so
effektiv, dass ein mdglicher Effekt auf die Absorption von Vitamin E durch die Partikel-

grol3e nicht mehr ins Gewicht fallen kdnnte.

Auch die Verabreichungsform (bt einen Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von Vitamin E
aus. Generell wird mehr Vitamin E aus einer Lebensmittelmatrix absorbiert als bei einer
entsprechenden Menge in verkapselter Form [Hayes et al. 2001; Leonard et al. 2004].
AulRerdem scheint Uber fortifizierte Lebensmittel generell eine bessere Aufnahme von
Vitamin E gegeben zu sein als Uber nicht angereicherte Lebensmittel. So wurde eine
Langzeitkinetik-Untersuchung tiber 4 Wochen durchgefihrt, bei der die Studienteilnehmer
taglich eine mit 31 mg Vitamin E pro Portion angereicherte Margarine oder eine Portion
einer gebrauchlichen Margarine im Cross-over verzehrten. In der Gruppe mit der
fortifizierten Margarine konnte Uber die Zeit ein signifikanter Anstieg der Serum-Vitamin-E-
Spiegel verzeichnet werden [van het Hof et al. 1998]. Des Weiteren beeinflusst auch die
Lebensmittelmatrix an sich die Héhe der Absorption von Vitamin E. So wurde gezeigt,
dass Vitamin E aus einer Mahlzeit mit Toast und Butter besser absorbiert wird als aus
Cornflakes mit Milch [Jeanes et al. 2004] sowie aus Milch eine hdhere Bioverfligbarkeit
aufweist als aus Orangensaft [Hayes et al. 2001]. Jeanes et al. [2004] begriinden diesen
Zusammenhang damit, dass die physikalischen Eigenschaften der Mahlzeit die Magen-
entleerung beeinflussen. So verlangsamen Nahrungsmittel mit einem hohen Gehalt an
Ballaststoffen sowie Protein und einer hohen Viskositdt die Magenentleerung, was zu
einer effektiveren Absorption der Nahrstoffe fihrt. Die Abhangigkeit der Absorptionsrate
von der Lebensmittelmatrix konnte in einer experimentellen Untersuchung mit einem
Modellmagen bestéatigt werden. In einer Versuchreihe wurden neun unterschiedliche

Lebensmittel einem in-vitro-Verdau unterzogen und die prozentuale Absorptionsrate
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bestimmt. Die Bioverfluigbarkeit von a-Tocopherol variierte von 0,47% (Apfel) bis nahezu
100% (Banane, WeiRRbrot und Salat). Mit der Ausnahme von Apfeln wies a-Tocopherol
dabei die gleiche (Mandeln, Weizenkeime, Kase (Camembert, 45% Fett) und Haselniisse)
oder hohere (Banane, WeilRbrot, Salat und Milch) Bioverfigbarkeit wie y-Tocopherol auf
[Reboul et al. 2006].

Nicht nur die Lebensmittelmatrix allgemein wirkt auf die Hohe der Bioverfugbarkeit,
sondern auch Kostbestandteile . Eine hohe Zufuhr von Vitamin A (57,3% der Kost;
4 mg/kg Korpergewicht; 360 pug/kg Kost) senkte im Tierversuch die Aufnahme von
Vitamin E [Bieri et al. 1984; Bieri und Tolliver 1982; Sklan und Donoghue 1982], was
durch eine Metaanalyse von Schelling et al. [1995] bestéatigt wurde. In einer Humanstudie
konnte dagegen weder durch eine Zugabe von Retinol (600 pg/d) noch von Calciferol
(10 pg/d) ein Effekt auf die Absorptionsrate von Vitamin E gezeigt werden [Hayes et al.
2001]. Auch in einer Tierstudie mit Schafen wurde kein Einfluss einer Gabe von 250 mg
Retinol-Palmitat auf die Hohe der Absorption von Vitamin E nachgewiesen [Hidiroglou
1993]. Neben Vitamin A scheinen auch weitere Kostbestandteile die Bioverfligbarkeit von
Vitamin E beeinflussen zu kénnen. In einer Zellstudie mit intestinalen Caco-2-Zellen
wurde eine signifikante Minderung der Absorption von a-Tocopherol durch die Zugabe
von Carotinoiden und Lutein aufgezeigt [Reboul et al. 2007]. Weiterhin haben tierex-
perimentelle Untersuchungen an Ratten nachgewiesen, dass Pektin [Schaus et al. 1985]
und Weizenkleie [Omaye und Chow 1984] die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol senken.
Eine Bioverfugbarkeits-Untersuchung von Granado-Lorencio et al. [2009] hat im Human-
versuch weitere mogliche Absorptionseffektoren untersucht. Dabei hat sich gezeigt, dass
die gleichzeitige Gabe von Milch oder Eisen die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus
Saft nicht erhéhen konnte. Inwieweit diese Daten auf den Menschen Ubertragbar sind,

muss in weiteren Ernahrungsinterventionsstudien geklart werden.
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Tabelle 6: Studien zum Einfluss von verschiedenen E

rnahrungsfaktoren auf die Bioverfligbarkeit von Vita min E

Publikation Studiendesign n Intervention Ergebniss e
Nahrungslipide
Wajda et al. 2007 Kurzzeitkinetik 12 4 120 mg TA Vitamin E signifikant zehnfach héhere Absorption von
14 h 12 @ als normales Produkt oder Vitamin E aus der Nanoemulsion (p<0,001)
als Nanoemulsion
Bruno et al. 2006 Kurzzeitkinetik 3d 22 mg a-Tocopherol in Apfeln positive Korrelation zw. Fettmenge und
72 h 29 + 0,0 g Fett in der Kost oder a-Tocopherol-Spiegel im Plasma
+ 2,4 g Fett in der Kost oder
+ 11,0 g Fett in der Kost
Herrero-Barbudi et al.  Kurzzeitkinetik 94 6,45 mg a-Tocopherol keine Korrelation zw. Fettmenge und
2006 7h 109  + 430 ml Milch (3,5% Fett) oder a-Tocopherol-Spiegel in den Triacylglycerid-
+ 430 ml Milch (0,3% Fett) reichen Lipoproteinfraktionen
Jeanes et al. 2004b Kurzzeitkinetik 34 150 mg a-Tocopherol Absorption mit Butter und Toast hoher als mit
14 h 59 + Butter u. Toast (17,5 g Fett) oder Cornflakes
+ Cornflakes u. Milch (17,5 g Fett) oder
+ Cornflakes u. Milch (2,7 g Fett) oder
+ Wasser (0 g Fett)
Borel et al. 2001 Kurzzeitkinetik 8 d 440 mg a-Tocopherol kein signifikanter Effekt der Emulsionsgrof3e auf
4 h als Feinemulsion (0,7+0,2 um) oder die a-Tocopherol-Spiegel (p=0,704)
als Grobemulsion (10,1+0,9 pm)
Ohrvall et al. 2001 Langzeitkinetik 14 & 2 identische Kostformen:
21d 6 9 (1) Kost reich an SFA, (1) signifikant niedrigere a-Tocopherol- (-5%) und

7,2 mg a-Tocopherol

(2) reich an PUFA;
24,7 mg a-Tocopherol

y-Tocopherol-Spiegel (-37%) (p<0,010)

(2) signifikant erhdhte a-Tocopherol- (+7%) und
y-Tocopherol-Spiegel (+23%) (p<0,001)
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Fortsetzung Tabelle 6: Studien zum Einfluss von ver

schiedenen Erndhrungsfaktoren auf die Bioverfigbark eit von Vitamin E

Publikation Studiendesign n Intervention Ergebnisse
Nahrungslipide
Roodenburg et al. Langzeitkinetik 6J 50 mg a-Tocopherol/d kein signifikanter Unterschied in der H6he der
2000 7d 8¢9 + 3,1 g Fett in der Kost oder Absorption 3,1 g Fett, 20%;
+ 34,1 g Fett in der Kost 34,1 g Fett, 23%
Dimitrov et al. 1991 Kurzzeitkinetik 3419 440 mg a-Tocopherol positive Korrelation zw. Fettmenge und
24 h + 150 ml Milch (6 g Fett) oder a-Tocopherol-Spiegel im Plasma (p=0,050)
+ 150 ml Milch (0,45 g Fett)
880 mg a-Tocopherol
+ 150 ml Milch (6 g Fett) oder
+ 150 ml Milch (0,45 g Fett)
1320 mg a-Tocopherol
+ 150 ml Milch (6 g Fett) oder
+ 150 ml Milch (0,45 g Fett)
Langzeitkinetik 8 419 440 mg a-Tocopherol/d positive Korrelation zw. Fettmenge und
28d 23 419 880 mg a-Tocopherol/d a-Tocopherol-Spiegel im Plasma (p=0,070)
18 4/Q 1320 mg a-Tocopherol/d
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Fortsetzung Tabelle 6: Studien zum Einfluss von ver

schiedenen Erndhrungsfaktoren auf die Bioverfigbark

eit von Vitamin E

Publikation Studiendesign n Intervention Ergebnisse
Verabreichungsform
Jeanes et al. 2004b Kurzzeitkinetik 34 150 mg a-Tocopherol Absorption hdher bei Toast und Butter als bei
14 h 59 + Butter u. Toast (17,5 g Fett) oder Cornflakes und Milch
+ Cornflakes u. Milch (17,5 g Fett) oder
+ Cornflakes u. Milch (2,7 g Fett) oder
+ Wasser (0 g Fett)
Hayes et al. 2001 Langzeitkinetik 3d (1) 200 mg a-Tocopherol/d kein signifikanter Unterschied in der Héhe der
28d 59 + 480 ml Milch (1% Fett) oder Absorption Milch, 110%;
+ 480 ml Orangensaft Orangensaft, 67%
(2)100 mg a-Tocopherol/d nach Milchverzehr 2x hohere Plasmaspiegel als
+ 480 ml Milch (1% Fett) oder nach Kapseleinnahme
+ 480 ml Milch (0,3% Fett),
(3) 100 mg a-Tocopherol/d (Kapsel)
van het Hof et al. 1998 Langzeitkinetik 154 15 g Margarine/d oder signifikant hohere a-Tocopherol-Spiegel in der
28d 16 ¢ 15 g Margarine (31 mg a-Tocopherol)/d  verumgruppe (p<0,050)
Dimitrov et al. 1991 Kurzzeitkinetik 24 400 mg a-Tocopherol (Kapsel) oder 6+2x (30 mg a-Tocopherol) bzw. 26+8x (400 mg
72 h 3@ 41 g Cerealien + 30 mg a-Tocopherol 0.  a-Tocopherol) héhere Bioverfligbarkeit

45 g Cerealien + 400 mg a-Tocopherol

zusammen mit Cerealien als aus Kapseln
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Fortsetzung Tabelle 6: Studien zum Einfluss von ver

schiedenen Erndhrungsfaktoren auf die Bioverfigbark

eit von Vitamin E

Publikation Studiendesign n Intervention Ergebnisse
Kostbestandteile
Reboul et al. 2007 Zellstudie 8 d 24 mg a-Tocopherol dosisabhéngig, erniedrigte a-Tocopherol-Spiegel
8 h + 18 mg Lutein in der Kost oder (p=0,069)
+ 36 mg Lutein in der Kost
Hayes et al. 2001 Langzeitkinetik 3d 30 mg a-Tocopherol in 480 ml Milch/d kein signifikanter Effekt der Vitamin-Zugabe auf
14d 59 + 600 pg Retinol oder die a-Tocopherol-Spiegel
+ 10 ug Calciferol
Schaus et al. 1985 Langzeitkinetik 8 250 mg a-Tocopherol/g Kost reduzierte a-Tocopherol-Leber-Konzentrationen
Tierstudie + 0% Pektin in der Kost oder bei 6% und 8% Pektin in der Kost
(Ratten) + 3% Pektin in der Kost oder
8 Wochen + 6% Pektin in der Kost oder
+ 8% Pektin in der Kost
Omaye und Chow Langzeitkinetik 27 & 176 mg a-Tocopherol/kg Kost kein signifikanter Effekt der Weizenkleie auf die
1984 Tierstudie + 5% Weizenkleie in der Kost oder a-Tocopherol-Spiegel
(Ratten) + 20% Weizenkleie in der Kost
56d
Sklan und Donoghue Langzeitkinetik 54 100 mg a-Tocopherol/kg d niedrigere a-Tocopherol-Plasmaspiegel durch die
1982 Tierstudie + 360 ug Retinol/kg d Zugabe von Retinol
(Huhner)
21d
Bieri et al. 1981 Langzeitkinetik 63 (1) 30 mg a-Tocopherol /kg Kost niedrigere a-Tocopherol-Plasmaspiegel durch die
Tierstudie + 57,3% der Kost Zugabe von Retinol
(7Rdatten) (2) 100 mg a-Tocopherol /kg Kost niedrigere a-Tocopherol-Plasmaspiegel durch die

+ 57,3% der Kost

Zugabe von Retinol
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3  Anreicherung von Lebensmitteln

3.1 Begriffsbestimmung und rechtliche Grundlagen

Nach der allgemeinen Auffassung zahlt ein Lebensmittel, dass mit bestimmten Stoffen
angereichert ist, zu den so genannten funktionellen Lebensmitteln. Fir diese Produkt-
kategorie bestehen derzeit keine spezifischen gesetzlichen Regelungen. Als funktionelle
Lebensmittel gelten herkdmmliche Lebensmittel, die neben ihrer erndhungsphysio-
logischen Bedeutung einen zusétzlichen Gesundheitsnutzen aufweisen, tber den der
individuelle Gesundheitszustand verbessert oder der Entstehung bestimmter Erkrank-
ungen gezielt vorgebeugt werden kann [Roberfroid 2000]. Dieser zusétzliche Nutzen wird
ublicherweise Uber einen Zusatz funktioneller Bestandteile zu einem Lebensmittel des
allgemeinen Verzehrs oder ein besonderes Herstellungsverfahren, das zur Anreicherung
funktionell wirksamer Substanzen fihrt, erreicht. Funktionelle Lebensmittel haben eine
lebensmitteltypische Erscheinungsform, d.h. sie werden nicht als Kapsel, Tablette oder in
Pulverform angeboten. Dartber hinaus werden sie als Teil der taglichen Erndhrung

verzehrt [Hagenmeyer und Hahn 2007].

Sollen Lebensmittel mit bestimmten Substanzen angereichert werden, so gilt die
Verordnung (EG) Nr. 1925/2006 des Europaischen Parlaments und des Rates vom 20.
Dezember 2006 Uber den Zusatz von Vitaminen und Mineralstoffen sowie bestimmten
anderen Stoffen zu Lebensmitteln. Die Verordnung sieht die Erstellung einer im
europdischen Rechtsraum harmonisierten Liste von Vitaminen, Mineralstoffen sowie
weiteren definierten Stoffen (z.B. Ballaststoffe, essentielle Fettsduren) mit Ihren Quellen
vor, die von den Herstellern den Lebensmitteln zugesetzt werden dirfen. Das Zusetzen
von Vitaminen und Mineralstoffen zu einem Lebensmittel ist nur in einer flr den
menschlichen Korper bioverfiigbaren Form erlaubt. Mittels dieser Verordnung soll zum
einen der Erndhrungszustand oder ein bestehender Mangel in der Bevélkerung oder in
bestimmten Bevilkerungsgruppen verbessert werden und zum anderen die allgemein
anerkannten wissenschaftlichen Erkenntnisse hinsichtlich der Bedeutung von Vitaminen
und Mineralstoffen in der Ernahrung und deren gesundheitlichen Auswirkungen
weiterentwickelt werden. Vitamine und Mineralstoffe didrfen nicht verarbeiteten
Lebensmitteln und Getranken mit einem Alkoholgehalt von mehr als 1,2% Vol. nicht
zugesetzt werden. Die Verordnung sieht die Festlegung von Hochstgehalten fir Vitamine
und Mineralstoffe vor, die den Lebensmitteln zugesetzt werden dirfen. Diese richten sich
nach den von der Europaischen Behérde fir Lebensmittelsicherheit als sicher erachteten

Hoéchstmengen, den Aufnahmemengen aus anderen Ernahrungsquellen sowie der fur die
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Bevolkerung empfohlenen Referenzzufuhr. Die Mindestgehalte richten sich nach der
empfohlenen Tagesdosis (Recommended Daily Allowance, RDA), die im Anhang der
Richtlinie 90/496/EWG des Rates vom 24. September 1990 uber die Nahrwer-
tkennzeichnung von Lebensmitteln angegeben ist. Die zugesetzten Stoffe missen im
Rahmen der Nahrwertkennzeichnung mit inrem Gesamtgehalt kenntlich gemacht werden
[Verordnung (EG) Nr. 1925/2006; Richtlinie 90/496/EWG].

Im Speziellen darf Vitamin E in Form der folgenden Verbindungen Lebensmitteln
zugesetzt werden: RRR-a-Tocopherol, all-rac-a-Tocopherol, RRR-a-Tocopheryl-Acetat,
all-rac-a-Tocopheryl-Acetat, RRR-a-Tocopheryl-Succinat. Die Mindestmenge betragt
dabei 10 mg/Tag. Die Hochstgehalte sind derzeit noch nicht festgelegt [Verordnung (EG)
Nr. 1925/2006].

3.2 Emulsionen

3.2.1 Definition

Bei den in dieser Arbeit eingesetzten Prifprodukten handelt es sich lebensmittel-
technologisch um disperse Systeme in Form von Emulsionen. Emulsionen z&ahlen zu den
Dispersen Systemen . Diese bestehen aus zwei oder mehr Phasen, von denen
mindestens eine verteilt vorliegt (disperse Phase) und von einer kontinuierlichen Phase
(Dispersionsmittel) umhuillt ist. Die Phasen unterscheiden sich im Aggregatzustand, im

Energiezustand oder in der chemischen Zusammensetzung [Tscheuschner 2004, S. 73].

Bei den dispersen Systemen wird zwischen einfachen und komplexen dispersen
Systemen unterschieden. Einfache disperse Systeme bestehen aus zwei Phasen,
wahrend komplexe disperse Systeme aus mehreren dispersen Phasen und mehreren
kontinuierlichen Phasen bestehen. Grundsatzlich gibt es drei Arten von dispersen
Systemen, die nach Art des Dispersionsmittel eingeteilt werden: Aerosole, Lyosole und
Xerosole [Tscheuschner 2004, S. 74]. Tabelle 7 (vgl. nachfolgende Seite) gibt einen

Uberblick tiber die acht Typen einfacher disperser Systeme.
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Tabelle 7: Typen einfacher disperser Systeme

Disperses System Dispersionsmittel Disperse Beispiel
Phase

Aerosole

Flussigkeitsaerosol Gas Flassigkeit Nebel

Feststoffaerosol Gas Feststoff Staub

Lyosole

Gasdispersion, Schaum Flissigkeit Gas EiweilRschaum

Emulsion Flussigkeit Flassigkeit Milch

Sol, Suspension Flissigkeit Feststoff Fruchtnektar

Xerosole

fester Schaum, pordser Festkorper  Feststoff Gas Baiser

feste Emulsion, pordser Feststoff Flassigkeit Margarine

flussigkeitsgefullter Festkorper

feste Suspension Feststoff Feststoff Teigwaren

Quelle: Tscheuschner 2004, S. 74

Neben der oben beschriebenen Einteilung kdnnen disperse Systeme auch anhand der
TeilchengroRe unterschieden werden, womit sie als molekulardisperse Lésungen (<1 nm),
kolloiddisperse Lésungen (1 nm bis 1 um) und grobdisperse Losungen (>1 um) einge-
ordnet werden. Diese kbénnen als Reinform (monodispers) oder Mischform (polydispers)
auftreten [Tscheuschner 2004, S. 74].

Emulsionen im Speziellen sind Dispersionen von Flissigkeitstropfchen (disperse Phase)
in einem flussigen Dispersionsmedium, in dem die disperse Phase nicht oder nur
begrenzt loslich ist. Die disperse Phase findet sich in isolierten Bereichen in der
kontinuierlichen Phase. Dabei ist die disperse Phase bestrebt sich durch Koaleszenz
(ZusammenflieRen, vgl. Kapitel 3.2.2) zu grofieren Bereichen zu vereinigen, was
bedeutet, dass die Emulsion thermodynamisch instabil ist. Abbildung 4 verdeutlicht
schematisch den Aufbau einer Emulsion. Einfache Emulsionen setzen sich aus einer
hydrophilen und einer lipophilen Flissigkeit zusammen, die im einfachsten Fall Wasser
und Ol sind. Eine dieser Phasen liegt in Form von isolierten Tropfen in der
kontinuierlichen Phase vor. Die Grundtypen von Emulsionen sind somit die Ol-in-Wasser-
Emulsion (O/W-Emulsion) und die Wasser-in-Ol-Emulsion (W/O-Emulsion). [Schubert
2005, S. 1f]. Uberdies kénnen Emulsionen auch anhand der TeilchengréRe eingeteilt
werden. Danach werden grobe Emulsionen (1-5 um) und Ultraemulsionen (10-50 nm)
unterschieden [Tscheuschner 2004, S. 100]. Dabei sind die Tropfen in der kontinuier-

lichen Phase nicht gleich grof3, sondern weisen ein Spektrum an verschiedenen
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PartikelgroRen auf. Hierbei ist die durchschnittliche Partikelgrof3e fur die Stabilitat sowie
die technologischen Eigenschaften einer Emulsion entscheidend und sollte zur

Charakterisierung der Emulsion immer herangezogen werden [Colafemmina et al. 2002].

#— Phaszengrenztlache

dizperse Fhase

T~

kontinuierliche Phase

Abbildung 4: Schematische Darstellung einer Emulsio n

3.2.2 Eigenschaften

Die Eigenschaften disperser Systeme werden durch die Anzahl und Art der Phasen
sowie deren Wechselwirkungen und Proportionen zueinander bestimmt. Des Weiteren
haben die TeilchengréfRe, Teilchenform, Teilchenflexibilitat, Oberflacheneigenschaften
sowie Teilchen-Teilchen- und Teilchen-Losungsmittel-Wechselwirkungen Einfluss auf die

Eigenschaften der Systeme [Tscheuschner 2004, S. 73].

Grundsatzlich bestehen in einem dispersen System zwischenmolekulare und zwischen-
partikulare Wechselwirkungen. Die zwischenmolekularen Wechselwirkungen beeinflussen
wesentlich die Eigenschaften der Dispersion. Sie resultiert aus der Grenzflachenenergie,
die aus der grolen spezifischen Grenzflache (zwischen den Phasen) entsteht. Die
spezifische Grenzflache wiederum ergibt aus dem Verhaltnis der Gesamtoberflache zum
Gesamtvolumen der Teilchen. In kolloiddispersen Systemen herrschen zwischen den
Molektlen, Atomen und lonen immer Abstol3ungs- und Anziehungskréfte, welche eine
relativ kurze Reichweite besitzen. Dagegen haben die zwischenmolekularen Absto3ungs-
und Anziehungskréafte in grobdispersen Systemen eine grof3ere Reichweite. Diese
ergeben sich aus der Summe der molekularen Krafte der Atome und Molekile. Die
auftretenden Krafte beruhen auf elektrischen Ladungen, die sich abstof3en (lonen-
wechselwirkung, atomare Abstof3ungskréafte) oder anziehen (Wechselwirkungen zwischen
permanenten Dipolen, induzierten Dipolen oder Neutralmolekilen). Wesentlich fur die
Eigenschaften disperser Systeme ist die freie Grenzflachenenergie, welche die

unkompensierten Krafte der Molektile oder Teilchen an der Phasengrenzflache umfasst.
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Sie entspricht bei Flissigkeiten der Arbeit, die beim Transport eines Molekils aus dem
Phaseninneren an die Oberflache, geleistet werden muss, wobei ein Teil der zwischen-
molekularen Anziehungskrafte GUberwunden werden muss. Die Art und GréRe der
zwischenmolekularen Wechselwirkungen bestimmen den Zahlenwert der spezifischen

freien Grenzflachenenergie [Tscheuschner 2004, S. 75ff].

Die zwischenpartikularen Wechselwirkungen (AbstoRungs- und Anziehungskrafte)
entstehen zwischen den dispersen Teilchen oder ausgedehnten Phasengrenzen. Sie
beruhen zum Teil auf den gleichen Kréaften wie die zwischenmolekularen Wechsel-
wirkungen, die sich hier jedoch Uberlagern, wodurch neuartige Effekte auftreten. Die hier
wirkenden Kréfte sind fir die Entstehung, Stabilitdt und Zersetzung disperser Systeme
und deren rheologischen Eigenschaften entscheidend. Dazu z&hlen unter anderem
elektrostatische sowie Van-der-Waals-Wechselwirkungen, Aggregation (Traubenbildung)
und Koaleszenz (ZusammenflieRen) der Tropfen. Die Koaleszenz ist eine typische
Erscheinung speziell in Emulsionen. Bei geringen Teilchenabstanden kdnnen Wechsel-
wirkungen dazu fiuhren, dass die Energiebarriere zwischen den Molekdilen erniedrigt ist,
wodurch die Zwischenschichten zwischen den Teilchen verschwinden kénnen. Dies fuhrt
zum ZusammenflieBen von Flissigkeitstropfen (Koaleszenz) in einer Emulsion unter
Verringerung der volumenspezifischen Oberflache. Koaleszenz tritt ein, wenn die
Dispersionskrafte nicht ausreichend kompensiert werden kdnnen. Die Koaleszenzstabilitat
ist ein wesentlicher Faktor fir die Herstellung stabiler Schdume und Emulsionen.
[Tscheuschner 2004, S. 87ff].

Im speziellen Fall der Emulsionen unterscheiden sich die beiden Grundtypen in einigen
Eigenschaften. Die Konsistenz von Emulsionen richtet sich nach der Viskositat des
Dispersionsmittels. Bei einem hohen Anteil an disperser Phase wird die Konsistenz auch
durch die mittlere TropfchengroRe und die TropfchengroReverteilung bestimmt [Schubert
2005, S. 3]. Weitere Eigenschaften und Erkennungsmerkmale von Emulsionen sind in

Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Eigenschaften bzw. Erkennungsmerkmale vo  n O/W- und W/O-Emulsionen

Eigenschaft / Merkmal O/W-Emulsion W/O-Emulsion
Konsistenz (bei Volumenanteil der Viskositat der salben- oder butterartig
inneren Phase <30%) wassrigen Phase

Verdunnbarkeit mit Wasser mit Ol

Farbbarkeit mit Methylenblau mit Sudanrot
elektrische Leitfahigkeit ja nein

Tropfen auf Léschpapier Wasserrand Olfleck

Quelle: Schubert 2005, S. 3



Literaturiibersicht 40

Zu den wichtigsten Eigenschaften von Emulsionen zahlen die Stabilitat, die Grenzflachen-
bildung und die Rheologie. Diese werden nachfolgend genauer beschrieben. Weitere
Merkmale von Emulsionen sind optische Eigenschaften (Farbe, Glanz), Wirkstoff-
freisetzung und Geschmack sowie Verteilung der Inhaltsstoffe. Alle diese Eigenschaften
lassen sich durch die TropfengrofRe gezielt beeinflussen. Aus diesem Grund ist auch die
TropfengrofRe die wichtigste Stellgrof3e fur die Eigenschaften von Emulsionen [Schubert
2005, S. 6ff].

3.2.2.1 Stabilitat und Emulgierhilfsstoffe

Die Stabilitat von Emulsionen wird unterteilt in die physikalische, die mikrobiologische und
in die chemische Stabilitat. Die physikalische Stabilitat gibt an, inwieweit die Tropfchen-
groRenverteilung unabhéngig von Zeit und Ort ist und somit keine Sedimentation
(Absetzen), Aggregation (Traubenbildung) oder Koaleszenz (ZusammenflieRen) der
Tropfen auftritt. Der physikalischen Instabilitat kann beispielsweise durch eine
Verkleinerung der Tropfen, abstoRende Krafte zwischen den Tropfen der dispersen Phase
oder durch den Einsatz von Emulgierhilfsstoffen entgegen gewirkt werden. Zu letzteren

zéhlen Emulgatoren (grenzflachenaktive Stoffe) und Stabilisatoren [Schubert 2005, S. 3ff].

Die klassischen Emulgatoren (grenzflachenaktive Stoffe) sind amphiphile Molekule, die
aus einem hydrophilen Kopf und einem lipophilen Schwanz bestehen. Sie adsorbieren an
der Grenzflache zwischen der dispersen und der kontinuierlichen Phase, womit die
Grenzflachenspannung herabgesetzt und eine sterische und/oder elektrostatische
Barriere gebildet wird. So entsteht eine Schutzschicht um die innere Phase, die die
Koaleszenz der gebildeten Tropfen verhindert [Flickiger 1966; Schubert 2005, S. 6ff]. Zu
den Emulgatoren zahlen auRerdem hochmolekulare Stoffe wie Proteine, die entweder
extra zugesetzt werden oder natirlicherweise in den verwendeten Inhaltsstoffen enthalten
sind. Proteine sind keine grenzflachenaktiven Stoffe im klassischen Sinn, sind aber
dennoch geeignet eine Emulsion zu stabilisieren. Sie missen einerseits die Fahigkeit
besitzen, an anderen Molekilen zu adsorbieren und andererseits sich schnell innerhalb
der entstehenden Grenzflache auszurichten [Euston und Hirst 2000]. Das Vermdgen von
Proteinen die Oltrépfchen in einer O/W-Emulsion zu stabilisieren, hangt somit direkt mit
der Struktur und Konformation des Proteins zusammen [Das und Kinsella 1990]. In den in
dieser Arbeit eingesetzten Prifprodukten finden sich die Proteine der Milch und des
Eigelbs. Sie fungieren in den Emulsionen als Emulgatoren. In Milch beispielsweise finden
sich das Casein und das Molkenprotein. Das Casein liegt in der Milch in Form von
Micellen vor, die aus vielen Molekilen bestehen, die Uber Calcium-Phosphatbriicken

miteinander verbunden sind. Dagegen ist das Molkenprotein ein globulares Protein,
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welches sich durch die Ausbildung von Disulfidbriicken, Wasserstoffbriicken und
hydrophoben Wechselwirkungen auszeichnet [Wong et al. 1996]. Im Eigelb finden sich
Glycerophospholipide (v.a. Lecithin), Lipoproteine und Proteine, die als Emulgatoren

wirken kdnnen.

Stabilisatoren sind hochmolekulare Stoffe, die die Viskositat der kontinuierlichen Phase
erhohen, damit die Beweglichkeit der Tropfen verringern und die Sedimentations-
geschwindigkeit senken. Stabilisatoren wie beispielsweise Polysaccharide und Hydro-
kolloide haben im Allgemeinen keine grenzflachenaktiven Eigenschaften. Eine Aushahme
davon bilden bestimmte Proteine, die aufgrund ihres Aufbaus aus polaren Gruppen und
unpolaren Ketten zusatzlich grenzflachenaktiv sind [Schubert 2005, S. 6ff]. Hydrokolloide
sind hochmolekulare hydrophile Polymere, die eine Gruppe von Proteinen und Poly-
sacchariden wie Pektin, Gelatine oder Galactomannose umfassen. Sie sind ebenfalls
grenzflachenaktiv und wirken als Verdickungsmittel. Sie beeinflussen damit die Eigen-
schaften von dispersen Systemen [Dickinson 2003]. In der vorliegenden Arbeit werden
keine Stabilisatoren eingesetzt, daher wird an dieser Stelle auf dieses Thema nicht weiter

eingegangen.

3.2.2.2 Grenzflachen

Als Grenzflache wird der Bereich am Ubergang zweier Phasen bezeichnet. Diese Schicht
ist in der Regel nur wenige MolekulgréRen dick und wird daher meist als zweidimensional
beschrieben. Die thermodynamischen Eigenschaften der Emulsion andern sich an der
Phasengrenze schlagartig [Pohl 2005, S. 45].

Zwischen den Molekilen, die sich innerhalb einer Phase oder zwischen zwei Phasen
befinden, herrschen anisotrope Wechselwirkungen (Anziehungs- und AbstoRungskrafte).
Aus diesen resultieren Krafte, die jeweils senkrecht zur Phasengrenzflache gerichtet sind.
Im Normalfall wirken die Molekulkréafte in alle Richtungen des Raumes (Abbildung 5). Die
Wechselwirkungen der Molekile und Teilchen an der Phasengrenzflache kénnen sich von
denen in der Phase wesentlich unterscheiden, da sie nur in der Oberflachenschicht und in
der Volumenphase mit gleichartigen Molekilen in Wechselwirkung treten kénnen. Das
bedeutet die Molekile an der Phasengrenze weisen einen energetisch unginstigen
Zustand auf. Das System ist daher bestrebt, die Grenzflache zu minimieren. Die
unkompensierten Kréafte der Molekille oder Teilchen an der Phasengrenzflache werden
als freie Grenzflachenenergie bezeichnet. Sie entspricht bei Flissigkeiten der Arbeit, die
beim Transport eines Molekiills aus dem Phaseninneren an die Oberflache zu leisten ist,
wobei ein Teil der zwischenmolekularen Anziehungskréfte tberwunden werden muss und

sich die freie Energie in der Emulsion vergrol3ert. Die Art und GroRRe der zwischen-
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molekularen Wechselwirkungen bestimmen den Zahlenwert der spezifischen freien
Grenzflachenenergie (Grenzflachenspannung ). Diese ist darlber hinaus abhangig von
der Entropie, der Temperatur, dem Druck, dem Volumen sowie der Grol3e der Phasen-
grenzflache [Pohl 2005, S. 45f; Tscheuschner 2004, S. 76f].

7 / } Phase |
<

F— —— <> <« Phasengrenze

N YN YN N
:_\T i :_\T i :_\T . Phase Il
N YN YIS

O Molekiil — Molekiilkrafte
Abbildung 5: Intermolekulare Wechselwirkungen an ei ner Phasengrenze

In einer Emulsion, die grenzflacheaktive Stoffe enthélt, reichern sich diese an der Grenz-
flache an. Dabei stellt sich ein dynamisches Gleichgewicht zwischen geltsten und an der
Grenzflache adsorbierten Molekiilen ein. Letztere bewirken eine Abnahme der Grenz-
flachenspannung. Somit setzen sich mit steigender Konzentration der grenzflachenaktiven
Stoffe im System immer mehr Moleklle an die Grenzflache und die Grenzflachen-
spannung nimmt ab. Dieser Prozess ist sattigbar, da ab einer bestimmten Konzentration
die Grenzflachen vollstandig belegt sind. Einige grenzflacheaktiven Stoffe aggregieren
nach Uberschreitung des Maximums der Grenzflachebelegung. Zur Erhéhung der
Stabilitat einer Emulsion werden daher Konzentrationen eingesetzt, die die maximale
Grenzflachenbelegung Uberschreiten, um eine minimale Grenzflachenspannung zu
erreichen. Damit wird die zum Tropfchenaufbruch notwendige Energie auf eine Minimum

reduziert, was den Emulgierprozess erleichtert [Pohl 2005, S. 48ff].

Die Grenzflachenbelegung mit grenzflachenaktiven Substanzen ist ein dynamischer
Prozess, womit auch die Grenzflachenspannung einer zeitlichen Verdnderung unterliegt.
Beispielsweise wird im Emulgierprozess die Phasengrenzflache vergroRert, wodurch sich
das System nicht im Gleichgewicht befindet. Damit ist die Belegungsdichte geringer als
sie der Konzentration der grenzflacheaktiven Stoffe entsprechend ware, so dass mehr
Molekile an der Grenzflache adsorbieren. Die Kinetik der Grenzflachenbelegung
bestimmt die Geschwindigkeit der zeitlichen Abnahme der Grenzflachenspannung, was

fur den Tropfenaufbruch im Emulgierprozess bedeutend sein kann [Pohl 2005, S. 80].

Die Eigenschaften der Grenzflachen unterscheiden sich je nachdem, ob klassische
grenzflachenaktive Stoffe oder Proteine eingesetzt werden. Proteine bilden eine

viskoelastische Grenzschicht, an der die Proteine in erster Linie adsorbiert vorliegen. Dies
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beeinflusst wiederum die mechanischen Funktionen der Grenzschicht [Izmailova et al.
1999]. Das Ausmal} der Adsorption der Proteine ist abhangig von den hydrophoben
Eigenschaften der Grenzflachen [Corredig und Dalgleish 1996] sowie der Belegung der
Grenzflache mit den Proteinen [Kim und Kinsella 1985]. Nachdem die Proteine an der
Grenzflache adsorbieren wird ihre Sekundar- und Tertiérstruktur entfaltet und wieder neu
gebildet, so dass sich die hydrophoben Reste zur hydrophoben Phase hin ausrichten
[Smith und Clark 1992; Fang und Dalgleish 1997]. So héngen die mechanischen
Eigenschaften einer Grenzschicht direkt mit der Struktur der Proteine und der Starke der
Interaktion zwischen den Proteinen zusammen [Wistneck et al. 1996; Mackie et al. 1999;
Bos und van Vliet 2001], was wiederum die Stabilitat der Emulsion in Abhangigkeit der
Sekundarstruktur der eingesetzten Proteine beeinflusst [Husband et al. 1997; Euston et
al. 1999]. Klassische grenzflachenaktive Stoffe beeinflussen die Grenzflacheneigen-
schaften dahingehend, dass neben der Menge der eingesetzten Molekile auch die
Geschwindigkeit, mit der die Grenzflachen von den grenzflachenaktiven Stoffen gebildet
werden, fur die Stabilitdit von Emulsionen ausschlaggebend ist [Baret et al. 2009]. Im
Gegensatz zu den Proteinen bilden Kklassische grenzflachenaktive Stoffe keine
viskoelastischen Grenzflachen aus, sondern kompakte Grenzschichten. Die amphiphilen
Molekile unterliegen stédndigen AbstofRungskréaften, wodurch sich die Grenzflache laufend
modifiziert. Damit sind die Strukturen der eingesetzten Emulgatoren entscheidend fir ihre
grenzflachenaktiven und stabilisierenden Eigenschaften [Fruhner et al. 1999]. Befinden
sich sowohl klassische grenzflachenaktive Substanzen als auch Proteine in einer
Emulsion, so sind die Stabilisierungsmechanismen nicht miteinander vereinbar und es

kommt zur einer kompetitiven Destabilisierung der Emulsion [Wilde et al. 2001].

3.2.2.3 Rheologie

Die Rheologie ist die Wissenschaft vom Deformations- und FlieRverhalten fluider und
fester Materialien unter der Einwirkung mechanischer Krafte. Die rheologischen Eigen-
schaften eines Lebensmittels hdngen dabei direkt mit den sensorischen Eigenschaften
des Lebensmittels zusammen [Stern et al. 2001]. Die Rheologie umfasst die Teilgebiete
Makro- und Mikrorheologie sowie die Texturanalyse [Gerhards 2005, S.86]. Im
Folgenden werden nach einer kurzen Einfiihrung in die grundsatzlichen Begrifflichkeiten
der Rheologie die drei Teilgebiete mit speziellem Bezug auf die in der vorliegenden Arbeit
untersuchten Lebensmittelsystemen (Frischkdse, Mayonnaise und Pudding) n&her

beschrieben.
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Zu den rheologischen Grundbegriffen zahlen die Schubspannung, die Scherung, die
Schergeschwindigkeit, die Viskositat sowie die FlieR- und Viskositatskurven [Gerhards
2005, S. 86ff].

Schubspannung (7): auf die Flache bezogene Kraft, deren Richtung parallel zur

Angriffsflache liegt; Einheit: Pascal (Pa) bzw. N/m?,

Scherung (y): durch eine angelegte Schubspannung wird das

Volumenelement verformt,

Schergeschwindigkeit (G):  MaR fur die Bewegung der Fluidschichten unter Einwirkung
der Schubspannung; Einheit: 1/Sekunde (1/s),

Viskositat (n): Schubspannung im Verhaltnis zur Schergeschwindigkeit, in
Abhangigkeit von Temperatur, Druck, Intensitat der
Beanspruchung, Zeit sowie Art und Zusammensetzung

der Probe; Einheit; Pascal-Sekunden (Pa-s),

FlieRkurve: beschreibt die Schergeschwindigkeit in Abhangigkeit der

Schubspannung und stellt damit das FlieRverhalten dar

Viskositatskurve: stellt die Schergeschwindigkeit in Abhangigkeit der
Viskositat dar [Gerhards 2005, S. 86ff].

Die Makrorheologie betrachtet die Korper als kontinuierliches Medium ohne Bertck-
sichtigung der Mikrostruktur und untersucht dabei die &ufReren Erscheinungen der Korper
bei der Deformation. Die Deformation ist definiert als die relative Verschiebung der
Teilchen eines Korpers, bei der sich das Volumen und/oder die Gestalt &ndern, wobei der
Zusammenhang des Korpers nicht zerstort wird. Die in dieser Arbeit untersuchten
Lebensmittel zahlen zu den viskoelastischen Kdrpern, was bedeutet, dass sie sowohl
elastische als auch viskose Eigenschaften aufweisen. Viskoelastische Korper besitzen
keine FlieRgrenze, sind nicht formstabil und die Deformation geht nach Aufhebung der
auRReren Spannung teilweise sowie zeitlich verzoégert zurtick [Tscheuschner 2004,
S. 151ff]. Besitzt ein Korper eine Fliel3grenze, so ist eine bestimmte minimale Kraft
notwendig, um eine Verformung in der Substanz zu erreichen [Flickiger 1966]. Genauer
beginnt das FlieRen erst bei Einwirkung einer Schubspannung oberhalb einer minimalen
Schubspannung (1), womit die Struktur bis zur FlieRgrenze nicht zerstort wird [Gerhards
2005, S. 93]. In der Rheologie wird zwischen der au3eren (hervorgerufene Deformation)
und der inneren Spannung (innere Reibung) unterschieden. Die aulRere Spannung sind
die Krafte, die auf die Oberflache eines Korpers einwirken und diesen deformieren; sie

werden durch einen Vektor beschrieben. Die innere Spannung ist das Resultat von
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Wechselwirkungskréaften zwischen den Teilchen oder Molekiilen, die als Reaktion auf die
Deformation hervorgerufen werden; sie werden durch einen Tensor dargestellt
[Tscheuschner 2004, S. 151].

Die Mikrorheologie betrachtet die Korper in ihrem molekularen bzw. dispersen Aufbau
unter Beriicksichtigung der Art, Form, GroRRe, Konzentration und Wechselwirkungen der
Komponenten sowie der statischen bzw. dynamischen Mikrostruktur wahrend der
Deformation. Die hier untersuchten Lebensmittel kbnnen vorherrschend in die Gruppe der
dispersen Systeme mit Koagulationsstruktur eingeordnet werden. Bei diesen liegen die
dispersen Teilchen in hoher Konzentration vor, wobei starke Wechselwirkungen zwischen

ihnen auftreten. Die Struktur selbst ist relativ stabiler [Tscheuschner 2004, S. 153ff].

In der Texturanalyse erfolgt die Charakterisierung der Kérper mittels sensorischer,
haptischer, messtechnischer, mikroskopischer, elektronenmikroskopischer und réntgen-
diffraktometrischer MeBmethoden. Die in dieser Arbeit untersuchten Lebensmittelsysteme
gehoren zu den halbfesten bzw. pastdsen Lebensmitteln. Diese zeichnen sich durch eine
hohe Volumenkonzentration und einer relativ geringen Strukturfestigkeit aus
[Tscheuschner 2004, S. 235ff].

3.2.3 Herstellung

Der Emulgierprozess besteht im Wesentlichen aus drei Phasen: Mischen, Zerkleinern und
Stabilisieren. Zunéchst werden die nichtmischbaren Flussigkeiten zusammengebracht.
Dabei werden die einzelnen Komponenten zu einer grob dispersen Voremulsion
gemischt. Die benétigte mechanische Energie wird meist durch Rihren aufgebracht. Im
zweiten Schritt wird die innere Phase der Voremulsion mittels Zufuhr von mechanischer
Energie dispergiert [Schuchmann und Karbstein 2005, S. 173]. Dispergieren ist eine durch
Turbulenz erzielte Umwandlung einer Schichtenstruktur in eine Tropfenstruktur von
Flissigkeiten oder Flussigkeitsgemischen, die nicht oder nur in sehr geringem Mal}
ineinander léslich sind. Sie bleiben auch in dispergierter Form durch eine oder mehrere
Phasengrenzflachen getrennt. Ziel ist die Realisierung einer stabilen annahernden
Gleichverteilung der Tropfenstruktur im gesamten Prozessraum [Tscheuschner 2004,
S. 235]. Im Einzelnen werden die groRen Tropfen der Voremulsion beim Feinemulgieren
durch auRRere Krafte verformt und zerkleinert. Zum Aufbruch der Tropfen missen die an
einem Tropfen angreifenden Spannungen ein kritisches Mald Uberschreiten und die
Deformationszeit muss ausreichend gro3 sein. Im letzten Schritt werden die neu
entstandenen Phasengrenzflachen stabilisiert. Dies geschieht durch die Adsorption von
Emulgatormolekilen und durch hydrodynamische Effekte. Die Emulgatoren werden extra

zugegeben oder sind bereits in den Grundzutaten vorhanden, beispielsweise Phospho-
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lipide im Eigelb oder Caseine in der Milch. Nicht gentigend stabilisierte Tropfen, solche
die nicht ausreichend mit Emulgatormolekiilen besetzt sind, koaleszieren bei einem
Zusammenstold und die Emulsion kann aufbrechen. Das Brechen der Emulsion bedeutet,
dass sich die hydrophile und die lipophile Phase vollstandig trennen [Schuchmann und
Karbstein 2005, S. 173].

3.3 Technologische Aspekte der Modelllebensmittel

Die Herstellung der fur diese Arbeit relevanten Lebensmittelsysteme wird nachfolgend
anhand der Standardverfahren beschrieben, welche im Labormal3stab durchgefiihrt

wurden (vgl. Kapitel 4.1.6).

3.3.1 Frischkase

Frischkase zahlt zu den nichtreifenden Kasesorten, die aus pasteurisierter und im
Fettgehalt eingestellter Milch oder Buttermilch unter Verwendung von Mikroorganismen
und/oder proteolytischen Enzymen hergestellt werden [Tscheuschner 2004, S. 530].
Durchschnittlich enthalt Frischkése <10-70% Fett in der Trockenmasse (Fett i.Tr.) und 39-
40% Trockenmasse. Die Konsistenz variiert dabei von pastds (Speisequark) uber
schnittfest (Schichtkase) bis kornig (Hlttenkése). Der pH-Wert von Frischkase liegt bei
etwa 4,5 [Belitz et al. 2008, S. 546]. Nachfolgend werden zunéchst die fir die Herstellung
von Kase wichtigsten Eigenschaften und Inhaltsstoffe der Kuhmilch beschrieben.
AnschlieBend erfolgt die Erlauterung der Herstellung von Fischkdse am Beispiel von

Speisequark, da dieser in den vorliegenden Untersuchungen eingesetzt wurde.

Milch ist eine O/W-Emulsion und besteht aus Wasser (87,6%), Proteinen (3,2%),
Kohlenhydraten (4,6%, hauptsachlich Lactose), Lipiden (3,9%), Mineralstoffen (0,7%)
sowie Salzen, Citronensaure, Enzymen, Vitaminen und Gasen. Das Milchprotein setzt
sich aus 16% Molkenprotein (0,6% der Milch) und 84% Casein (2,6% der Milch)
zusammen. Die Molkenproteine sind globular und I6slich im wassrigen Milieu. Sie
bestehen hauptsachlich aus B-Lactoglobulin (45%), a-Lactalbumin (20%) sowie Proteose-
Pepton (20%), Immunglobulinen (10%) und Serumalbumin (5%). Das Casein ist ein
Phosphoprotein und unldslich im schwach sauren Bereich (pH-Wert 4,6). Zum Casein
zahlen das a-Casein (42%), das (B-Casein (28%) und das k-Casein (14%). Die in der
Milch enthaltenen Lipide sind Triacylglyceride, die in Form von Kiigelchen oder Tropfen,
die von einer Hille oder Membran umschlossen sind, in der Milch vorliegen. Die Hille
besteht aus Phospholipiden und Membranproteinen sowie weiteren eingelagerten

Substanzen, wie fettloslichen Vitaminen.
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Die Lipide liegen in der Milch als Emulsion, die Molkenproteine als kolloidale Lésungen
und die Caseine in Form von Caseinmicellen als Suspension vor [Belitz et al. 2008,
S. 517ff]. Das Casein in den Caseinmicellen ist tber hydrophobe Wechselwirkungen und
kolloidale Calciumphosphatbriicken miteinander verbunden. Dabei finden sich die
k-Caseine vornehmlich an der Micellenoberflache und die a- und B-Caseine im Inneren
der Micellen. Die hydrophoben Phosphatgruppen der a- und 3-Caseine weisen dabei ins
Innere und bilden somit den hydrophoben Kern der Micellen. Die hydrophilen Carboxyl-
enden des k-Caseins richten sich nach auf3en aus, womit sie als Lésungsvermittler wirken
[Lucey 2002]. An die hydrophilen Carboxylenden des k-Caseins setzen sich lonen aus der
Milch, womit eine sterische Schicht aus k-Casein entsteht, die die Micelle gegen
Koagulation in der Lésung stabilisiert [Tuinier und de Kruif 2002]. Wahrscheinlich ist das
K-Casein dabei nicht gleichméaRig verteilt auf der Oberflache der Micellen. Unter-
suchungen haben gezeigt, dass die k-Caseine in einer Mischung aus tber Disulfidbriicken
verbundenen Polymeren in verschiedenen Graden der Polymerisation vorliegen. Daher
scheinen die k-Caseine kleine Inseln auf der Oberflache zu bilden, die von anderen
Caseinen umgeben sind. Dies wirde erklaren, warum Enzyme, wie das Labenzym zur
Kaseherstellung und die Verdauungsenzyme (z.B. Trypsin) die Micellen trotz der
Belegung mit k-Casein angreifen konnen, womit die Milch dickgelegt oder verdaut werden
kann [Dalgleish 1998]. Rein theoretisch kénnen sich tiber hydrophobe Wechselwirkungen
und Wasserstoffbriickenbindungen Submicellen bilden, die sich Uber Calciumphosphat-
briicken zu Micellen zusammenschlie3en. Auf Basis dieser Theorie wurden verschiedene
Untersuchungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse wurden von Walstra [1999] ausgewertet
und sprechen sowohl fur als auch gegen diese Theorie. Somit geht der Autor davon aus,
dass sich eine Mischung aus Submicellen und grof3en Micellen bzw. gemischten Micellen
bildet.

Die Gelbildung bzw. die Destabilisierung des Micellensystems der Milch zur Kése-
herstellung kann enzymatisch oder durch Sauerung mit Hilfe von Mikroorganismen
geschehen. Fir die Herstellung von Speisequark wird die Milch mit Hilfe von Milchsaure-
bakterien dickgelegt. Dieser Prozess wird spater ausfihrlich beschrieben. Bei der
enzymatischen Dicklegung fir die Herstellung von Kase wird Labenzym eingesetzt,
dessen Hauptbestandteil das Chymosin ist. Dies bewirkt eine proteolytische Spaltung des
K-Caseins am Caboxylende in ein losliches Glykopeptid und das unlésliche para-k-
Casein. Dadurch entfallt das k-Casein als Ldsungsvermittler, womit das para-k-Casein
calciumvermittelt ausféllt und durch hydrophobe Wechselwirkungen zu einem Gel
aggregiert. Diese strukturelle Veranderung hat Einfluss auf die rheologischen Eigen-
schaften des Ké&ses. So tritt die Synerdse (Abscheidung der Molke, Verfestigung des

Bruchs) hauptséachlich bei Labgelen aber nicht bei Sauregelen auf [Mellema et al. 2002].
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Fur die Herstellung von Speisequark wird Milch, die mdglichst frei von Hemmstoffen sein
und ein gutes Saurevermogen aufweisen sollte, ausgewahlt und vorbehandelt [Spreer
2005, S. 504]. In der Regel wird die Milch bei 90 °C fur 15 min oder bei 95 € fir 5 min
erhitzt. Hemmstoffe sind Fremdstoffe, die das Wachstum und die Vermehrung von
Mikroorganismen einschranken oder verhindern, wie beispielsweise Pestizidriickstande
[Spreer 2005, S. 54]. Beim Vorbehandeln der Milch wird diese erhitzt, um eine
Denaturierung der Molkenproteine herbeizufilhren. Durch den Ubergang von Molken-
protein in das Produkt kann die Wasserbindung im Gel und die Festigkeit verbessert

sowie die Synerédse gemindert werden [Spreer 2005, S. 504].

Im Anschluss an die Vorbereitung der Milch erfolgt das Dicklegen. Dabei wird die Milch
auf die Bebritungstemperatur von 28 T eingestellt und mit einem Gemisch aus hetero-
fermentativen Milchs&urebakterien als Starterkultur versetzt. Die Milchsdurebakterien
bauen die Lactose zu Lactat ab, womit der pH-Wert in der Milch sinkt [Spreer 2005,
S. 505]. Diese Saurebildung fuhrt zu einer Destabilisierung der Micellenstruktur durch
Auswanderung von Calciumphosphat und monomeren Caseinen. Die Micellen bleiben
dabei annahrend gleich grol3. Der grofdte Teil der Caseinfraktion der Milch liegt als
Caseinmicellen vor, die sich aus Casein, Calcium sowie weiteren Mineralstoffen wie
Natrium zusammensetzen. Bei Annaherung des pH-Werts an den isoelektrischen Punkt
der Caseine fallen die einzelnen Fraktionen nacheinander zwischen einem pH-Wert von
4,6 bis 4,8 aus. Die geldsten Caseine reassoziieren zusammen mit Natrium zu Micellen
und bilden Uber Van-der-Waals-Kréfte ein stabiles und festes Gel mit kettenahnlichen
Strukturen aus. Die Emulsion des Frischkdses wird somit durch Natrium-Caseinat
stabilisiert. Diese Gelstabilitat wird durch eingelagerte Lipidkiigelchen unterbrochen,
womit die Cremigkeit erh6ht werden kann [Belitz et al. 2008, S. 525ff; de Kruif 1999].

Nach der Gellegung wird das Gel geschnitten, wobei sich die Molke vom Kéasebruch
trennt. Im grofRRtechnischen Verfahren wird dieses Gemisch kontinuierlich mittels eines
Quarkseperators zentrifugiert und die Molke vom Bruch getrennt. Dabei wird gleichzeitig
die gewilnschte Trockensubstanz des Speisequarks eingestellt. AnschlieRend wird der
Speisequark auf eine Temperatur von <5 C abgekuhlt, womit ein Weiterentwickeln der
Mikroorganismen verhindert sowie ein Ubersduern des Quarks vermieden werden soll.
Zur Einstellung des Fettgehalts werden Rahm oder andere Lipidphasen zugegeben. Je
nach Rezeptur kénnen in die Lipidphase weitere fettlosliche Substanzen wie beispiels-
weise Vitamin E dispergiert werden oder dem Gesamtprodukt weitere Zutaten (Bsp. Salz,

Fruchtzubereitungen, Krauter) beigemengt werden [Spreer 2005, S. 506ff].
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3.3.2 Mayonnaise

Mayonnaise ist eine O/W-Emulsion, die grundsatzlich aus Speisetl (50-85%), Eidotter
(5-10%), Essig, Kochsalz und Gewiirzen hergestellt wird. Die Stabilisierung der Emulsion
erfolgt Gber die im Eigelb enthaltenen Glycerophospholipide (v.a. Lecithin), Lipoproteine
und Proteine. Diese wirken aufgrund ihrer Dipolaritat und der Ausbildung eines Protein-
Phospholipid-Komplexes als grenzflachenaktive Stoffe (vgl. Kapitel 3.2.2.1). Produkten
mit niedrigerem Fettgehalt (<50%) konnen Starke, Pektin, Agar-Agar oder andere
Verdickungsmittel zugegeben werden. In Abhangigkeit von der Zusammensetzung der
Inhaltsstoffe liegt der pH-Wert der Mayonnaise zwischen 3,8 und 4,0 [Belitz et al. 2008,
S. 570ff, 681; Fluckiger 1966].

Zur Herstellung von Mayonnaise wird Eigelb mit Kochsalz, Essig sowie den Gewilrzen
verriihrt und anschlieRend das Ol tropfenweise zugegeben und emulgiert. Durch die
Zugabe von Kochsalz werden die in Granula enthaltenen Lipoproteine (HDL) gespalten,
wodurch mehr grenzflachenaktive Stoffe an die Grenzflachen adsorbieren und eine
dickere Lamelle ausgebildet wird. Dies fuhrt zu einer erleichterten Ausbildung eines
Netzwerkes. Des Weiteren fuhrt die Zugabe von Kochsalz zu einer Erniedrigung der
Energiebarriere der Grenzflache, womit die Proteine leichter in das Netzwerk eindringen
kénnen. Die Oberflachenladung der Proteine ist durch Salzionen abgesattigt, so dass die
AbstoBung der Proteinketten bei gleichartiger Ladung vermindert ist. Dies ermdglicht
insgesamt die Ausbildung eines starken Netzwerkes [Ternes 2008, S. 629f]. Des Weiteren
liegen die dispergierten Partikel (Oltropfen) in der Mayonnaise so dicht beieinander, dass
zwischen ihnen Anziehungskréafte wirksam werden. Bei diesen handelt es sich beispiels-
weise um Van-der-Waals-Krafte. Damit findet eine Verschiebung der einzelnen Teilchen
erst bei Einwirkung entsprechend hoher Kréafte statt und die Emulsion beginnt zu flieRen.

Eine Mayonnaise wird daher auch im kolloidchemischen Sinn als Paste bezeichnet.

Eine Mayonnaise mit den klassischen Zutaten (Speisedl, Eigelb, Essig, Kochsalz und
Gewiirze) benotigt fur die Stabilitat der Emulsion das richtige Verhéltnis von Ol zu Eigelb.
Nur wenn so viel Eigelb in der Emulsion vorhanden ist, dass der Lecithinkomplex die
Olpartikel insgesamt umhiillen kann, wird eine geeignete Stabilitat erreicht. Bei einer
Erhéhung des Dispersionsgrades, muss somit entsprechend mehr Eigelb zum Einsatz
kommen, um die gleiche Stabilitat zu erhalten. Untersuchungen haben zur Bildung einer
stabilen Mayonnaise eine minimale Eigelbkonzentration von 6% und eine Mindest-
konzentration an Ol von 75% ergeben [Fliickiger 1966]. Dariiber hinaus hangen die
Viskoelastizitat, die Emulsionsstabilitdt und die Partikelgréf3e der Mayonnaise mit dem
pH-Wert sowie der Kochsalzkonzentration zusammen [Kim und Kinsella 1985;

Kiosseoglou und Sherman 1983].
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Zur Gewahrleistung der Stabilitat bei reduziertem Fettgehalt der Mayonnaise ist es
moglich ein Starkegel zur Stabilisierung einzusetzen. Dafir muss die Starke zunachst
verkleistert werden bevor sie mit den anderen Zutaten emulgiert wird. Das Starkegel wird
dabei als Dispersionsmittel benutzt. Den eigentlichen FlieRcharakter der Emulsion
bestimmt dann ausschlieRlich das Starkegel. Zur Emulgierung von 50% Ol missen dann
ca. 4-5% Eigelb eingesetzt werden, um eine entsprechend stabile Emulsion mit gleicher
FlieBgrenze zu erhalten [Flickiger 1966]. Starke ist ein Gemisch aus zwei Glucanen
(Amylose und Amylopektin), wovon Amylose in langen kettenférmigen Molekilen und
Amylopektin in stark verzweigten Molekilen vorliegt. Etwas 70% eines Starkekorns ist
amorph und ca. 30% kristallin. In den amorphen Bereichen findet sich Amylose und
Amylopektin, wahrend die kristallinen Bereiche Uberwiegend aus Amylopektin bestehen.
Zur Verkleisterung von Starke wird diese mit Wasser vermischt und auf >80 C erhitzt.
Beim Erwarmen der Suspension treten ab einer bestimmten Temperatur, der Verkleister-
ungstemperatur, irreversible Anderungen auf. Dabei diffundiert Wasser zunachst in die
Starkekdrner, wodurch diese quellen. Die Starkekoérner nehmen 20-40 g Wasser/g Starke
auf und vergrofRern ihren Durchmesser um 30-40%, dabei nimmt die Viskositat der
Suspension zu. Gleichzeitig diffundiert ein Teil der Amylose aus dem Korn und geht in
Losung. Schliellich platzt das Korn, die Stéarkekristalle schmelzen und bilden ein
Polymernetzwerk aus. Bei Temperaturen >100 € wird das Netzwerk aufgebrochen,
wodurch eine Losung aus Amylose und Amylopektin entsteht [Belitz et al. 2008, S. 322f].
Das Starkennetzwerk beeinflusst damit sowohl die sensorischen und rheologischen

Eigenschaften als auch die Stabilitat von Emulsionen.

Die industrielle Herstellung von Mayonnaise erfolgt Uber ein zweistufiges Verfahren
mittels hochtouriger Homogenisiermaschinen, die geschlossen und in der Regel unter
Vakuum arbeiten. Dabei wird zunachst die wassrige Phase, bestehend aus Wasser,
Starke, Essig, Kochsalz und Gewilrzen, mit dem Emulgator (Eigelb) vermischt.

AnschlieBend wird diesem Gemisch allmahlich das Ol einemulgiert [Fliickiger 1966].

3.3.3 Pudding

Pudding ist allgemein ein mit Starke abgebundenes Dessert [Ternes 2008, S. 1073]. Er ist
eine O/W-Emulsion, die aus Milch, Zucker sowie Starke hergestellt wird und einen pH-
Wert von 6,5 aufweist. Im Bedarfsfall kann die Milch rekombiniert werden, um eine dem
Endprodukt entsprechende Zusammensetzung zu erhalten. Der Pudding wird durch die
Proteine der Milch (vgl. Kapitel 3.3.1) und zusatzlich durch verkleisterte Starke (vgl.
Kapitel 3.3.2) stabilisiert [Belitz et al. 2008, S. 517ff]. Fur die Rekombination von Milch

werden verschiedene getrocknete und konzentrierte Milchprodukte mit Wasser und/oder
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flussigen Milchprodukten gemeinsam verarbeitet. Damit koénnen Produkte mit veranderter
Zusammensetzung gewonnen werden. Beispielsweise kann so das Milchfett gegen
andere Fette ausgetauscht werden. Die Herstellung erfolgt typischerweise Uber
Emulgierprozesse [Spreer 2005, S. 333f]. Wird beispielsweise Milch aus Magermilch-
pulver und Wasser rekombiniert, so wirken die im Magermilchpulver enthaltenen Caseine,
und Molkenproteine aufgrund ihres amphotereren Charakters als Emulgatoren, die die

Grenzflachen in der Milchemulsion stabilisieren [Timmermann 2005, S. 27].

Die Herstellung von Pudding erfolgt Uber ein zweistufiges Verfahren, bei dem zunachst
Zucker in Milch gelést wird. Bei rekombinierter Milch muss diese vorab durch eine
Emulgierung der Grundinhaltsstoffe hergestellt werden. Im Anschluss wird Starke in
kaltem Wasser dispergiert, verkleistert (vgl. Kapitel 3.3.2) und zuletzt mit der Milch
verrihrt. Pudding hat durch die verkleisterte Starke eine wesentlich kompaktere Struktur
als eine Creme, die in der Regel durch ganze Eier abgebunden wird [Ternes 2008,
S. 1073].

3.4 Analytische Charakterisierung

3.4.1 Verteilungskoeffizient

Der Verteilungskoeffizient gibt an, in welchem MaRe bestimmte Inhaltsstoffe in den
unterschiedlichen polaren Phasen einer Emulsion l6slich sind bzw. sich zwischen den
Phasen verteilen. Damit koénnen die Stofflbergangseigenschaften bestimmt werden.
Dabei werden die Phasen der zu untersuchenden Emulsion mittels Zentrifugation
getrennt. Die Konzentration der entsprechenden Substanz wird jeweils in der OI- und
Wasserphase mittels Hochleistungs-Flussigkeits-Chromatographie (high performance
liquid chromatography, HPLC) analytisch bestimmt. AnschlieBend wird die Differenz
zwischen der analysierten Gesamtkonzentration und der urspringlich enthaltenen
Konzentration ermittelt. Damit kann der Anteil der Substanz bestimmt werden, der sich
aller Wahrscheinlichkeit nach in den Grenzflichen befindet [Bindrich 2007,

Pongcharoenkiat et al. 2002].

3.4.2 PartikelgroRenverteilung

Wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben ist die Tropfchengrof3e der entscheidende Einflussfaktor
auf die Stabilitédt einer Emulsion. Daher sollte zur Charakterisierung einer Emulsion die
TropfchengrélRenverteilung bestimmt werden. Die Partikelgrof3en sind sowohl von den

Herstellungsbedingungen sowie von dem Emulgatorsystem abhangig [Windhab 2005,
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S. 137]. Von der Partikelgrof3enverteilung kann die spezifische Grenzflache abgeleitet

werden, die den Dispersitatszustand der Emulsion beschreibt [Pohl 2005, S. 45f].

Die Bestimmung der PartikelgroRenverteilung kann mit Hilfe verschiedener Methoden wie
Laserbeugung, Photonenkorrelation, Laserabtastung o0.a4. erfolgen. Die Auswahl des
Messprinzips wird nach bestimmten Kriterien durchgefiihrt. Dazu zdhlen Feinheits-
merkmale, Teilchenform, Messbereich, Zeitbedarf, Arbeitsaufwand und Geratekosten
[Windhab 2005, S. 145f]. Bei den vorliegenden Emulsionen handelt es sich um Systeme,
bei denen die Oltropfchen aufgrund der Minimierung der freien Oberflaichenenergie in
Kugelform vorliegen, was fir die Laserbeugungsspektroskopie ideale Bedingungen
darstellt. Beim Laserbeugungsverfahren wird aus dem Beugungsmuster der in der
Messzone weitgehend vereinzelt vorliegenden Partikel auf deren GréRenverteilung
geschlossen. Entscheidend fir die Richtigkeit der Messwerte sind die Lichtdurchlassigkeit
der kontinuierlichen Phase sowie eine ausreichend niedrige Konzentration der Partikel in
der Messzone. Die Intensitatsverteilung des gebeugten Laserlichts wird in Abhangigkeit
des radialen Abstandes von der optischen Achse gemessen. Dabei beugen kleine Partikel
das Licht mit geringer Intensitdt um grol3e Winkel, wahrend grof3e Partikel das Licht mit
grol3er Intensitdt um kleine Winkel beugen. Aus dem Beugungsmuster wird die Partikel-
grolRenverteilung berechnet, welches bei den an ein Computersystem angeschlossenen
Laserbeugungsspektrometern selbststédndig mittels der Mie-Theorie durchgefiihrt wird
[Sainani et al. 2004; Windhab 2005, S. 151f]. Die Mie-Theorie ist die mathematische
Beschreibung der Streuung elektromagnetischer Wellen an sphéarischen Objekten. Sie
geht auf die Rayleigh-Streuung zurlick, die speziell die Streuung elektromagnetischer
Wellen an kugelférmigen Teilchen beschreibt [Tipler 1994, S. 1292f].

Mit Hilfe der Volumenverteilung der Partikel kann, bei bekannter Dichte der kontinuier-
lichen und der dispersen Phase die spezifische Grenzflache der dispersen Phase als
integraler Wert [m#/g] ermittelt werden. Dies wird von den Laserbeugungsspektrometern
ebenfalls selbststandig berechnet. Je kleiner die TropfengréfRen desto grofRRer ist die
spezifische Grenzflache, an der Stoffubergangsvorgénge stattfinden kénnen. Zur weiteren
Charakterisierung der PartikelgroRenverteilung kann der prozentuale Anteil des Tropfen-
volumens, der kleiner ist als ein bestimmter Tropfendurchmesser, angegeben als X
ermittelt werden [Euston et al. 2001; Michels et al. 2008].

3.4.3 Emulsionsstabilitat

Die Stabilitat eines dispersen Systems wird durch die Stabilitat der Grenzflache bestimmt.
Bei einer zeitlichen Instabilitat der Grenzflachen kommt es durch Koaleszenz der

dispersen Phase zu einer Veranderung des Tropfchengrol3enspektrums. Im extremen Fall
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kommt es zur Phasentrennung, d.h. zur Entmischung des Systems. Fur die Stabilitat der
Tropfen in einer O/W-Emulsion ist im Wesentlichen der Zustand der aggregierten Proteine

(Emulgatoren) verantwortlich [Castellani et al. 2005].

Die Stabilitat der Grenzflache wird als das Verhéltnis der nach sieben Tagen bestimmten
spezifischen Grenzflache (vgl. Kapitel 3.4.2) zur spezifischen Grenzflache der disper-
gierten Olphase der gerade hergestellten Emulsion ermittelt. Bei gleich bleibender
Emulsionsstabilitat ist die Stabilitdt der Grenzflache (Sgg) gleich eins, bei abnehmender
Stabilitat ist Sgr kleiner als eins [Euston und Hirst 2000].

3.4.4 Extrahierbarer Fettanteill

Die Intensitat von Stoffaustauschprozessen zwischen den Phasen ist in dispersen
Systemen stark vom Zustand der Grenzflachen abhangig. Bei O/W-Emulsionen kann
dieser mittels des extrahierbaren Fettanteils (EFA) charakterisiert werden. Dieser
beschreibt die Durchlassigkeit der Grenzflache und kann als Hinweis der Zuganglichkeit
der Olphase fur die Verdauungsenzyme genutzt werden. Hierbei wird ermittelt wie viel
Fett durch ein unpolares Ldsungsmittel aus der dispersen Phase herausgeldst werden
kann. Der extrahierbare Fettanteil wird angegeben in g/100 g Fett. Die Menge des
extrahierbaren Fettes dient als Maf fir dessen Agglomerationsgrad und ist abhangig von
der Art und Menge des eingesetzten Emulgators. Je dichter und bestandiger eine
Phasengrenzflache mit grenzflachenaktiven Stoffen belegt ist, umso geringer ist der

extrahierbare Fettanteil. Der EFA wird wie folgt berechnet [Kielmeyer und Schuster 1986]:

AuswaageFett[ g] [100[100
Gesamtfettgehalt[ %] CEinwaagd g]

Freier — Fett — Gehalt[%] =

3.4.5 Oberflachentopographie

Die Untersuchung der Oberflachentopographie dient der optischen Beschreibung der
Emulsion. Dazu zahlt die Form und Oberflache der Teilchen, die Konzentration
bestimmter Inhaltsstoffe in der Matrix und deren Verteilung. In dieser Arbeit wurde die
Cryo-Raster-Elektronenmikroskopie (REM) genutzt, bei der die Probe ohne chemische
Praparation und Trocknung untersucht werden kann. Bei dieser Methode wird ein
bestimmtes Probenvolumen in unterkiihltem fliissigem Stickstoff schlagartig bei extrem
niedrigen Temperaturen (cryogen) eingefroren. Durch diesen starken Temperatur-
gradienten sind die entstehenden Eiskristalle sehr viel kleiner als die zu untersuchenden

Strukturelemente. AuRerdem verhindert die sehr geringe Viskositat der eingefrorenen
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Probe einen Stofftransport innerhalb der Préparations- und Untersuchungszeit, was das
Auftreten von Artefakten verhindert. Im Anschluss an das Einfrieren wird die Probe
gebrochen. Spréde Proben brechen vorzugsweise an der Phasengrenze, was dem
Auffinden von Fetttropfchen entgegenkommt. Das Wasser an der Probenoberflache wird
mittels Sublimation entfernt, die Probe mit energiereichen Goldionen beschossen und im
gefrorenen Zustand mittels REM untersucht. AbschlieBend erfolgt die optische
Auswertung der gewonnenen Bilder der Probenoberflache [Moinard-Chécot et al. 2008].

Abbildung 6 zeigt beispielhaft die Struktur von Rahmfrischkase.
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Abbildung 6: Struktur von Rahmfrischkdse (Quelle: D eutsches Institut fur Lebensmittel-
technik e.V.)

3.4.6 Strukturcharakterisierung

Die Charakterisierung der Oberflachenstruktur erfolgt zur quantitativen Beschreibung der
Verteilung der Inhaltsstoffe in einem Mehrphasensystem sowie zur Veranschaulichung
der Wechselwirkungen zwischen den Phasen und den eingesetzten Stabilisatoren. Bei
einer O/W-Emulsion ist dazu die Fluoreszenzmikroskopie (Confocale Laser Scanning
Microscopy, CLSM) geeignet. Bei dieser werden Makromolekile selektiv mit
fluoreszierenden Substanzen angefarbt, welche anschlieBend durch einen Laserstrahl
angeregt werden und Licht emittieren. Bei der Untersuchung wird der Laserstrahl jeweils
auf einer Ebene im Raum fokussiert, wodurch ein optischer Schnitt entsteht [Gaygadzhiev
et al. 2009]. In den vorliegenden Lebensmittelemulsionen bot es sich an, die Fette und
Proteine anzufarben und die Verteilung dieser Makromolekile innerhalb des Systems
guantitativ zu beschreiben.
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3.4.7 Rheologische Eigenschaften

Fur die Sensorik von Lebensmitteln sind die rheologischen Eigenschaften von Bedeutung
[Tscheuschner 1993, S.51]. Die rheologischen Merkmale, wie Viskositat und
Klebeeigenschaften werden durch die sichtbare Viskositéat und/oder die FlieBkurven-
parameter erklart und mit Hilfe rheologischer Messverfahren dargestellt. Dazu z&hlt das
FlieRBverhalten, was durch die Flie3- bzw. Viskositatsfunktion beschrieben wird. Hierzu
kann zum einen ein FlieBversuch und zum anderen ein Oszillationsversuch durchgefihrt
werden [Maruyama et al. 2007; Windhab 1993, S. 174]. Die zugrundeliegende Theorie fur
diese Versuche ist die, dass die Viskositat (n) negativ mit dem Grad der Scherbean-

spruchung zusammenhangt [Campanella und Peleg 1987; Munoz und Sherman 1990Q].

Beim FlieRversuch wird eine relativ grof3e Deformation hervorgerufen, welche eine
Aussage Uber den Textureindruck im Mund zulasst. Bei dieser Analyse erfolgt eine
makroskopische Deformation mit zunehmender Scherbeanspruchung. Strukturelemente,
die sich bei dispersen Systemen zwischen verschiedenen Phasen ausgebildet haben
sowie molekulare Wechselwirkungen zwischen Makromolekilen werden bei hohen Scher-
geféllen gebrochen sowie stark reduziert. Als Folge ergibt sich daraus die Fliel3funktion,
die die effektive Viskositat in Abhéangigkeit des Schergefélles darstellt. Fir quantitative
Aussagen zum FlieBverhalten werden die Messwerte an ein geeignetes
mikrorheologisches FlieRgesetz angepasst. Im Allgemeinen wird dazu ein
Rotationsrheometer eingesetzt, bei dem die Scherung des zu untersuchenden Fluids
zwischen konzentrischen, rotationssymetrischen relativ zueinander bewegten Messwerk-
zeugen erfolgt, welche einen definierten Scherspalt ausbilden. Uber die Drehzahl des
rotierenden Messkoérpers wird in Abhangigkeit von der Scherspaltweite die Bean-
spruchung des Fluids festgelegt. Das daraus resultierende Drehmoment wird am
rotierenden oder ruhenden Teil des Messspaltes gemessen und ist proportional zur
Schubspannung. Ein gebrauchliches System ist die Kegel/Platte-Anordnung, bei der das
Fluid auf eine Platte aufgetragen wird und das kegelférmige Messsystem rotiert
[Campanella und Peleg 1987; Figoni und Shoemaker 1983; Windhab 1993, S. 198ff].

Der Oszillationsversuch  dient der Bewertung der rheologischen Eigenschaften im
makroskopisch unbewegten Zustand. Die hervorgerufene Deformation ist geringer als
beim FlieBversuch und die erhaltenen Daten kdnnen fir eine Beurteilung der
Lagereigenschaften genutzt werden. Die Messungen erfolgen im linear viskoelastischen
Bereich, in dem sich Spannung und Dehnung zueinander proportional verhalten. Eine
Grundvoraussetzung fir die Messung sind elastische Wechselwirkungen zwischen den
Komponenten des Systems. Der Versuch wird ebenfalls mit einem Rotationsrheometer

durchgefiuhrt. Hierbei bleibt die Scherbeanspruchung gleich, erfolgt jedoch periodisch mit
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unterschiedlichen Frequenzen. Aus dem Oszillationsversuch ergibt sich die Oszillations-
funktion, die die Verdnderung des Speichermoduls in Abhangigkeit der Frequenz darstellt.
Der Speichermodul stellt dabei die Spannung dar, die erforderlich ist, um eine reversible
Deformation zu erzeugen bzw. die innere Struktur elastisch zu dehnen [Munoz und
Sherman 1990; Peressini et al. 1998; Windhab 1993, S. 176].
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4  Material und Methoden

4.1 Allgemeines

Ziel der hier dargelegten Untersuchungen war es, mit Vitamin E angereicherte
emulsionsbasierte Modelllebensmittel und isolierte Emulsionen so zu optimieren, dass
das enthaltene Vitamin E eine mdglichst grol3e Bioverfiigbarkeit aufweist. Durch diesen
Optimierungsprozess ergaben sich die nachfolgend aufgelisteten Studienphasen. In
diesen wurden jeweils die Prufprodukte technologisch modifiziert und die Bioverfiigbarkeit
mittels Biokinetikuntersuchungen bestimmt. Die Modifizierung erfolgte jeweils auf Grund-
lage der Ergebnisse der vorhergehenden Studienphase. Dartber hinaus sollte der Frage
nachgegangen werden, inwieweit die technologischen Charakteristika der Matrizes

Ruckschlusse auf die Bioverflgbarkeit von a-Tocopherol aus Emulsionen zulassen.

Tabelle 9: Ubersicht der Studienphasen mit Studiend  esign, verabreichten Priifprodukten

und untersuchtem Einflussfaktor auf die Bioverfligba rkeit

Studiendesign  Prufprodukte Einflussfaktor

Kurzzeitkinetik  Lebensmittel mit a-Tocopherol angereichert  Lebensmittelmatrix
Frischkase, Mayonnaise, Pudding

Il Kurzzeit- und Lebensmittel mit a-Tocopherol angereichert Lebensmittelmatrix
Langzeitkinetik  Frischkase, Mayonnaise

Il Kurzzeitkinetik  Frischkase mit a-Tocopherol angereichert Partikelgréie
drei unterschiedliche Partikelgro3en

IV Kurzzeitkinetik  Emulsionen mit a-Tocopherol angereichert  ph-Wert
zwei verschiedene pH-Werte Trocknung
Reinform und getrocknet

Nachfolgend werden das Studiendesign, das Studienkollektiv, der Studienablauf, die
Erhebungsinstrumente sowie die allgemeinen technologischen Verfahren zur Herstellung
der Prifprodukte, die alle Studienphasen grundsatzlich betreffen, beschrieben. Im
Anschluss werden die in den einzelnen Studienphasen von den allgemeinen Bedingungen

abweichenden Punkte aufgefuhrt und erlautert.

4.1.1 Studiendesign

Die Studien wurden als monozentrische, offene und vergleichende Biokinetikunter-
suchungen durchgefihrt. Bei allen Untersuchungen, bis auf die zweite Studienphase
(Parallelgruppenvergleich (vgl. Kapitel 4.3)), handelte es sich um ein Cross-over-Design.

Das bedeutet jeder Proband erhielt im Laufe der jeweiligen Untersuchung jedes der mit
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60 mg RRR-a-Tocopherol angereicherten Prifprodukte. Die Studienvorhaben wurde zur
ethischen Begutachtung der Freiburger Ethik-Kommission international vorgelegt und von

dieser mit einem positiven Votum am 03. September 2007 genehmigt.

4.1.2 Studienkollektiv

In die Studien wurden gesunde Personen im Alter von 18-50 Jahren eingeschlossen. Bei
den Kurzzeitkinetik-Untersuchungen (Studienphasen I, 11, Ill, IV; vgl. Kapitel 4.2, 4.3, 4.4,
4.5) wurden, aufgrund der geringen Teilnehmerzahl von 5-10 Personen, nur mannliche
Probanden aufgenommen. Dies erfolgte, um zum einen mogliche zyklusbedingte
Schwankungen der Serumspiegel und zum anderen geschlechtsspezifische
Abweichungen auszuschlieBen. Im Rahmen der Langzeitkinetik-Untersuchung der
zweiten Studienphase (vgl. Kapitel 4.3) wurden 21 mannliche und weibliche Personen

rekrutiert.

Die Studienteilnehmer sollten ein normales Lipidprofil aufweisen, um mdogliche
Verzerrungen hinsichtlich der Vitamin-E-Plasmaspiegel ausschlieRen zu kénnen. Raucher
wurden nicht in die Untersuchungen aufgenommen, da Studien Unterschiede in der
Vitamin-E-Biokinetik von Rauchern und Nichtrauchern gezeigt haben [Bruno et al. 2005;
Proteggente et al. 2006]. AuRerdem wurden Personen mit chronischen Erkrankungen
(Niere, Leber, Lunge, kardiovaskuldre Erkrankungen oder andere schwerwiegende
internistischen Erkrankungen, insbesondere Malignome), mit Erkrankungen des Gastro-
intestinaltrakts (spezielle Dinndarm, Leber, Pankreas) sowie mit Zustdnden nach
operativen Eingriffen am Verdauungstrakt von der Prifung ausgeschlossen. Weiterhin
wurden Personen mit diagnostizierter cystischer Fibrose, chronischer aktiver Hepatitis,
chronisch entzindlichen Darmerkrankungen, A-B-Lipoproteinamie, Vitamin-E-Resorption-
defekt sowie Lipidresorptionsstorungen nicht in die Studien eingeschlossen. Zu den
weiteren Ausschlusskriterien zahlten éarztlich verordnete Vitamin-E-Medikation, die
Einnahme von Eisenpraparaten, Alkohol- und Drogenabhéangigkeit sowie die Einnahme
von Laxanzien. Aus Sicherheitsgrinden wurden auch Personen mit Blutgerinnungs-
stérungen und solche, die gerinnungshemmende Medikamente einnahmen, als nicht fur

die Studien geeignet bewertet.

Die Uberprufung der Kriterien erfolgte bei der ersten miindlichen Kontaktaufnahme sowie
durch einen Fragebogen (CRF-Screening siehe Anhang). Zudem wurden die Probanden
in der Information fur Studienteilnehmer (siehe Anhang) tber die Teilnahmebedingungen
informiert. Somit erfolgte die Aufklarung Uber die Studieninhalte, -anforderungen und
-risiken sowohl in mindlicher als auch in schriftlicher Form. Nachfolgend sind die Ein-

sowie Ausschlusskriterien noch einmal ausfuhrlich aufgefihrt.
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Einschlusskriterien

gesunde, einwilligungsfahige maénnliche Kaukasier (in der Langzeitkinetik der
Studienphase Il auch weibliche) im Alter zwischen 18 und 50 Jahren mit einem
normalen Lipidprofil

Korpermassenindex (Body Mass Index, BMI) 18,5-24,9 kg/m?

Fahigkeit und Bereitschaft der Studienteilnehmer, den Anweisungen des Prifers
und des Arztes zu folgen (Einhalten der Studien- sowie Erndhrungsbedingungen vor
und wahrend der Untersuchungszeit, etc.)

schriftliche Einwilligung der Probanden nach ausfuihrlicher mindlicher und schrift-

licher Aufklarung tber die Studieninhalte, -anforderungen und -risiken

Ausschlusskriterien

Allergien gegen eines der Uber den Tag verabreichten Nahrungsmittel

arztlich verordnete Vitamin-E-Medikation

Einnahme von Eisenpréparaten

Vitamin-E-Resorptionsdefekt, Lipidresorptionsstérungen

chronische Erkrankungen des Gastrointestinaltrakts (speziell Dinndarm, Leber,
Pankreas) sowie Zustand nach operativen Eingriffen am Gastrointestinaltrakt: z.B.
Gastrektomie, Sprue, Enterokolitis, chronische Pankreatitis, Cholestase, Kurzdarm-
syndrom, chronisch entziindliche Darmerkrankungen

diagnostizierte cystische Fibrose, chronische aktive Hepatitis, Fettstoffwechsel-
stérung, A-B-Lipoproteinamie

diagnostizierte Gerinnungsstérung und/oder Einnahme gerinnungshemmender
Medikamente (z.B. Marcumar®)

vorhandene chronische Nieren-, Leber-, Lungen- oder kardiovaskulare Erkrank-
ungen sowie andere schwerwiegende internistische Erkrankungen, insbesondere
Malignome

Raucher

Alkohol-, Drogen- und/oder Medikamentenabhangigkeit

Einnahme von Laxanzien

unmittelbare Notwendigkeit eines chirurgischen Eingriffs

gleichzeitige Teilnahme an einer anderen klinischen Studie bzw. Teilnahme inner-
halb der vergangenen 30 Tage

nicht einwilligungsfahige Probanden

Verweigerung bzw. Ricknahme der Einwilligung durch den Probanden
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4.1.3 Studienablauf

Die Studien setzten sich jeweils aus einer Rekrutierungsphase, einer 14-tagigen
Depletionsphase sowie bei den Kurzzeitkinetik-Untersuchungen (Studienphasen I, 11, 1lI,
IV; vgl. Kapitel 4.2, 4.3, 4.4, 4.5) aus den Behandlungsperioden (24 h) und den Aus-
waschphasen zwischen den Behandlungsperioden (jeweils eine Woche) bzw. bei der
Langzeitkinetik-Untersuchung der Studienphase Il (vgl. Kapitel 4.3) aus einer Behand-
lungsperiode von vier Wochen zusammen. Nachfolgende Abbildung gibt einen Uberblick

zu dem allgemeinen Studienablauf.

1. Untersuchungstag | 2. Untersuchungstag | 3. Untersuchungstag | *

Depletionsphase Auswaschphase Auswaschphase Auswaschphase
zwei Wochen eine Woche eine Woche eine Woche

P [
<« »

Wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums: Absetzen von Vitamin-E-Supplementen,
Vitamin-E-reichen und —angereicherten Lebensmitteln, Einnahme von 100 mg Vitamin C/d

* in Studienphase IV erfolgte ein weiterer Untersuchungstag im Abstand von einer Woche

Abbildung 7: Ubersicht Studienablauf

Die Rekrutierung der Probanden erfolgte tber Aushange an der Leibniz Universitéat
Hannover. Interessierte Personen wurden zunachst muindlich tUber das Ziel und den
Ablauf der Untersuchung aufgeklart und erhielten anschlieen eine ausfihrliche
Teilnehmerinformation sowie einen Screening-Fragebogen (Information fur Studien-
teilnehmer und CRF-Screening siehe Anhang). In letzterem wurden die persénlichen und
anthropometrischen Daten sowie das nicht Vorhandensein von Ausschlusskriterien
erfasst. Die Erfassung der anthropometrischen Daten (Gewicht und Grol3e) diente der
Berechnung des Energiebedarfs der einzelnen Teilnehmer und damit der individuellen
Anpassung der Tageskostplane fir die Untersuchungstage. Die Personen, die anhand der
Ein- und Ausschlusskriterien fur die Teilnahme an der Untersuchung in Frage kamen und
die weiterhin Interesse hatten, wurden anschlieRend gebeten sich schriftlich zur
Teilnahme bereit zu erklaren (Einwilligungserklarung siehe Anhang). Uberdies erhielten
sie einen retrospektiven Fragebogen zur Dokumentation ihrer durchschnittlichen
Vitamin-E-Aufnahme  bzw. Verwendung von Vitamin-E-reichen Lebensmitteln

(Ernéhrungserhebung siehe Anhang, vgl. Kapitel 4.1.4.2).

Zur Gewabhrleistung mdglichst einheitlicher a-Tocopherol-Serumspiegel wurden die
Teilnehmer angewiesen wéhrend der Depletionsphase , d.h. zwei Wochen vor der ersten
Blutentnahme und wéhrend des gesamten Untersuchungszeitraums, Supplemente mit

Vitamin E abzusetzen sowie Vitamin-E-reiche und -angereicherte Lebensmittel zu meiden
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(siehe Information fur Studienteilnehmer siehe Anhang). Die Teilnehmer erhielten dazu
eine Ubersicht iiber Vitamin-E-reiche Lebensmittel. Vitamin C wird fiir die Regeneration
von metabolisiertem Vitamin E benétigt (vgl. Kapitel 2.4). Zur Sicherstellung ebenfalls
einheitlicher Vitamin-C-Serumkonzentrationen wurden die Studienteilnehmer gebeten,
taglich 100 mg Vitamin C einzunehmen. Das Vitamin-C-Préparat wurde mit Hinweisen zur
Einnahme (einmal taglich) vom Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Okotrophologie

der Leibniz Universitat Hannover zur Verfligung gestellt.

Nachfolgend werden die Behandlungsperioden der Kurzzeitkinetik-Untersuchungen
Uber jeweils 24 h (Studienphasen I, II, Ill, IV; vgl. Kapitel 4.2, 4.3, 4.4, 4.5) genauer
beschrieben, da diese in der vorliegenden Arbeit Uberwiegend durchgefihrt wurden.
Detaillierte Ausfihrungen zum Ablauf der Langzeitkinetik-Untersuchung der zweiten
Studienphase finden sich in Kapitel 4.3. Zu den Kurzzeitkinetik-Untersuchungen
erschienen die Teilnehmer morgens niichtern im Institut. Zur Bestimmung des Nullwertes
folgte eine Nichternblutentnahme. An den jeweils ersten Untersuchungstagen wurden
Korpergewicht und Korpergrol3e ermittelt. Weiterhin wurden die Teilnehmer gebeten einen
Fragebogen (Patientendokumentationsbogen (CRF) siehe Anhang) auszufillen. Mit Hilfe
dessen wurden aktuell der Gesundheitszustand, die Medikamenteneinnahme sowie die
Compliance bzgl. der Depletion von Vitamin E erfasst. Unmittelbar nach der Nichtern-
blutentnahme erhielten die Teilnehmer jeweils eins der zu untersuchenden mit 60 mg
RRR-a-Tocopherol angereicherten Prifprodukte im Rahmen eines Lipid- und Vitamin-E-
standardisierten Friuhstiicks. Das Friuhstiick bestand aus zwei Brotchen mit Butter, wovon
das eine mit Gouda und das andere mit Kochschinken belegt waren. Die Mahlzeit enthielt
1,3 mg Vitamin E sowie 30,1 g Fett. Die Zuordnung des entsprechenden funktionellen
Lebensmittels zum Untersuchungstag wurde nach dem Zufallsprinzip bestimmt. So
erhielten alle Teilnehmer einmalig jedes Priufprodukt. In definierten Zeitabstanden Uber
24 h nach dem Friuhstick erfolgten weitere Blutentnahmen. Die Zeitpunkte wurden so
festgelegt, dass in der Zeit, in dem das Maximum der Absorption voraussichtlich erreicht
wurde, die haufigsten Blutentnahmen erfolgten. Wéahrend fir die Planung der ersten
Untersuchung auf Literaturdaten zurtickgegriffen wurde, nach der die maximale Serum-
konzentration nach 6 h erreicht wird [Fairus et al. 2006], wurden in den weiteren
Studienphasen die Zeiten fir die Blutentnahmen jeweils entsprechend den Ergebnissen

der vorangegangenen Studienphasen modifiziert.

In der Untersuchungszeit (24 h) wurden die Teilnehmer im Institut zu festgelegten
Zeitpunkten mit energieadjustierten, Vitamin-E-armen Mahlzeiten versorgt. Der Energie-
gehalt der Kost richtete sich nach dem Gesamtenergiebedarf jedes Studienteilnehmers.
Dieser errechnete sich aus dem Grundumsatz multipliziert mit einem Multiplikator fir die

korperliche Aktivitat (physical activity level, PAL) und einem Faktor fir die nahrungs-
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induzierte Thermogenese. Der Grundumsatz errechnete sich nach der Formel von Harris
& Benedict wie folgt [Harris und Benedict 1918]:

Méanner: 66,5 + (13,8 x Korpergewicht [kg]) + ( 5 x GrolRRe [cm]) — (6,8 x Alter [Jahre])
Frauen: 665,0 + ( 9,6 x Korpergewicht [kg]) + (1,9 x Gr6Re [cm]) — (4,7 x Alter [Jahre])

Der PAL richtet sich nach der Arbeitsschwere bzw. dem durchschnittlichen
Freizeitverhalten, was Uber den Screening-Fragebogen (CRF-Screening siehe Anhang)
erfasst wurde. Der Grundumsatz multipliziert mit dem spezifischen PAL ergibt den
Gesamtenergieumsatz. Zur Berlcksichtigung der nahrungsinduzierten Thermogenese
werden auf den Gesamtenergieumsatz 6% dazu addiert, woraus sich der Gesamtenergie-
bedarf ergibt [Pellett 1990].

Die Teilnehmer wurden angewiesen, die Mabhlzeiten jeweils zeithah und vollstandig
aufzuessen. AuRerdem wurden sie gebeten, nur Wasser, Kaffee oder Tee zu trinken. Zur
Gewahrleistung einheitlicher Studienbedingungen durfte der Kaffee bzw. Tee nur schwarz
oder mit SuRstoff getrunken werden. Zwischen den Blutenthahmen und den Mahlzeiten

konnten sich die Teilnehmer frei bewegen.

Jeweils eine Woche nach der Untersuchung schloss sich die né&chste
Behandlungsperiode an, die jeweils nach dem gleichen Schema verlief. An den
nachfolgenden Untersuchungstagen wurden mit Hilfe des Patientendokumentations-
bogens (siehe Anhang) alle von den Studienteilnehmern beobachtete Befindlichkeits-
storungen, subjektiven und objektiven Krankheitssymptome sowie Unfélle — unabhangig
von einem maoglichen ursdchlichen Zusammenhang mit den Prifprodukten — als
unerwinschte Ereignisse erfasst. Dabei wurde zwischen dem Auftreten von
unerwinschten, nicht-ernsthaften Ereignissen (non-serious adverse events und ernst-
haften Komplikationen (serious adverse events, SAE) unterschieden. Zu den SAE z&hlen

folgende Ereignisse:

* Tod eines Teilnehmers

« Lebensbedrohliche Ereignisse und Unfalle

« Krankenhausaufenthalte und Operationen

« Ereignisse die zu dauerhafter Invaliditat des Studienteilnehmers flihren

* Angeborene Anomalien

Ferner wurden wichtige medizinische Ereignisse, die nicht mit dem Tode enden, nicht
lebensbedrohliche sind oder zur Hospitalisierung fuhren, als SAE angesehen, wenn sie
den Probanden gefahrden oder eine medizinische oder chirurgische Intervention

erfordern, um eines der aufgelisteten Ereigniskriterien zu verhindern.
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4.1.4 Erhebungsinstrumente

41.4.1 Anthropometrische Daten

Die bei diesen Untersuchungen erhobenen anthropometrischen Kenndaten waren
KorpergrofRe und -gewicht. Die Messung der Korpergro3e wurde ohne Schuhe an einer
genormten Messlatte durchgefuhrt. Zur Erhebung des Korpergewichts wurde eine
geeichte elektronische Personenwaage der Firma SECA benutzt. Somit konnten
standardisierte und vergleichbare Werte erfasst werden. Die Gewichtsbestimmung war
nicht vollkommen exakt, da die Studienteilnehmer bekleidet waren. Fiur die Kollektiv-
beschreibungen ist diese Messmethode jedoch ausreichend. Aus den so erhaltenen
Werten wurde anschlieBend der jeweilige BMI errechnet. Mit Hilfe des BMI kann das
Kdrpergewicht beurteilt werden und wird aus dem Verhaltnis von Kérpergewicht [kg] zu
Korpergrole zum Quadrat [m?] berechnet [Schutz 2004, S. 4].

4.1.4.2 Ernahrungsprotokoll

Vornehmliches Ziel des Ernahrungsprotokolls war es, die durchschnittliche Vitamin-E-
Aufnahme zu erfassen, welches allein deskriptiven Charakter hatte. Die Bestimmung
wurde mittels eines retrospektiven Verzehrshaufigkeitsfragebogens (Ernahrungserhebung
(CRF Erndhrung) siehe Anhang) durchgefihrt. Dieser wurde vom Institut for
Lebensmittelwissenschaft und Okotrophologie der Leibniz Universitat Hannover entwickelt
und richtete sich inhaltich nach den Ublicherweise verwendeten Verzehrs-
haufigkeitsfragebdgen. Der gebrauchlichste ist dabei der in der internationalen European
Prospective Investigation into Cancer and Nutrition (EPIC-Studie) verwendete Verzehrs-

haufigkeitsfragebogen (Food Frequency Questionnaire, FFQ).

Der hier verwendete Fragebogen setzte sich aus zwei Abschnitten zusammen. Zunachst
wurde die Haufigkeit des Verzehrs von bestimmten Vitamin-E-reichen Nahrungsmitteln
erfasst. Die Auswahl dieser Nahrungsmittel erfolgte anhand einer einschlagigen Néahrwert-
Tabelle [Souci et al. 2008]. Im nachfolgenden Teil wurde die Verwendungsart pflanzlicher
Fette und Ole, die Aufnahme von Nahrungsergianzungsmitteln, angereicherten
Nahrungsmitteln und Getréanken erfasst. Die Erfragung der Verwendungsart diente der
Beurteilung der Menge an Vitamin E, die bei der Verwendung im Haushalt tatsachlich
aufgenommen werden kann. Beispielsweise wirde Vitamin E in Pflanzendl zerstort

werden, wenn es zum Braten bei hohen Temperaturen verwendet wird (vgl. Kapitel 2.2).

Mit Hilfe dieses Fragebogens konnten nur annahernde Werte fir die tagliche Aufnahme-

menge an Vitamin E bestimmt werden. Die Auswertung richtete sich daher danach, ob
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eine Person mit ihrer durchschnittichen Erndhrungsweise den Grundbedarf von 6 mg
bzw. die Zufuhrempfehlung von 12-15mg (vgl. Kapitel 2.5) erreichen konnte. Somit
ergaben sich drei Kategorien, die in niedrige Zufuhr an Vitamin E (< 6 mg/d), mittlere
Zufuhr an Vitamin E (6-11,9 mg/d) und hohe Zufuhr an Vitamin E (= 12 mg/d) eingeteilt
wurden. Jedem einzelnen Punkt des Fragebogens wurde entsprechend dem Gehalt an
Vitamin E in einer (blichen PortionsgroRe des Nahrungsmittels die entsprechende
Kategorie zugeordnet. Die einzelnen Punkte wurden anschlieBen summiert und die

gesamte durchschnittliche Vitamin-E-Aufnahme bestimmt.

4.1.4.3 Blutentnahmen und Analyse biochemischer Par  ameter

Vor der ersten Blutentnahme am jeweiligen Untersuchungstag wurde das Einhalten der
Nuchternheit der Studienteilnehmer erfragt. AnschlieBend wurden 9 ml Vollblut in eine
9 ml Serum-Monovette der Firma Sarstedt entnommen und bis zur praanalytischen
Aufbereitung dunkel und kuhl aufbewahrt. Im Rahmen der Prdanalytik wurden zur
Bestimmung der Serumparameter (a-Tocopherol, Triacylglyceride, Gesamtcholesterol,
LDL- und HDL-Cholesterol) die mit Vollblut befillten Serum-Monovetten zunéchst fir
20 min bei 5T im Kihlschrank aufbewahrt, um die G erinnung zu ermdéglichen. Die
Serum-Monovetten der Firma Sarstedt enthalten einen Gerinnnungsaktivator, der zu einer
Beschleunigung des Gerinnungsvorgangs fuhrt. AnschlieRend wurde die Monovette bei
2000 x g und 10 € fur 10 min zentrifugiert. Von de m Uberstand wurden 2 ml in ein
Sekundargefal gegeben und bis zur Bestimmung der Parameter durch die Laborarztliche
Arbeitsgemeinschaft fur Diagnostik und Rationalisierung e.V. (LADR) GmbH, Medi-
zinisches Versorgungszentrum Hannover dunkel und kuhlt (5 ) verwart. Das restliche
Serum wurde in ein 1 ml Eppendorf-Gefal gegeben und als Riickstellprobe bei -70 T
gelagert. Eine experimentelle Untersuchung hat gezeigt, dass das Einfrieren von
humanen Serumproben Uber 6 Wochen keinen Einfluss auf den analysierten Gehalt an
a-Tocopherol hat [Clevidence und Ballard-Barbash 1991].
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Zur Analytik der Parameter wurden unterschiedliche Bestimmungsmethoden verwendet.
In Tabelle 10 findet sich ein Uberblick Uber die analysierten Parameter sowie die
jeweiligen Bestimmungsmethoden. AnschlieRend folgt eine ausfuhrliche Beschreibung der

einzelnen Analysemethoden.

Tabelle 10: Bestimmungsmethoden der Parameter mit P robenmaterial und Messbereichen

Parameter Bestimmungsmethode Probenmaterial Messbe  reich
a-Tocopherol HPLC mit UV-Detektion®  Serum 0,0-104,4 mmol/l
0-45 mg/l

Gesamttriacylglyceride Enzymatischer Farbtest ~ Serum 0,1-11,3 mmol/l
10-1000 mg/dl

Gesamtcholesterol Enzymatischer Farbtest Serum 0,5-18,0 mmol/l
20-700 mg/dl

LDL-Cholesterol Enzymatischer Farbtest  Serum 0,26-10,3 mmol/l
10-400 mg/dl

HDL-Cholesterol Enzymatischer Farbtest Serum 0,05-4,65 mmol/l
2-180 mg/dI

! high performance liquid chromatography, Hochleistungs-Fluissigkeits-Chromatographie, die

Detektion erfolgt mittels Ultraviolettstrahlung (UV)

a-Tocopherol

Die quantitative Bestimmung von a-Tocopherol im Serum erfolgte Uber eine HPLC mit
UV-Detektion. Die HPLC ist ein chromatographisches Trennverfahren, bei dem die zu
untersuchende Substanz zusammen mit einem Laufmittel (mobile Phase) durch eine
Trennsaule, welche die stationare Phase enthélt, gepumpt wird. Durch mehr oder weniger
starke Wechselwirkungen von Bestandteilen der zu untersuchenden Substanz laufen
diese Bestandteile schneller oder langsamer durch die Saule und erscheinen somit friher
oder spater am Ende der Trennséaule. Damit erfolgt die Trennung der Substanzen. Mit
Hilfe eines Standards (all-rac-a-Tocopherol) wird die Identifizierung und Quantifizierung
mittels eines UV-Detektors bei 295 nm durchgefiihrt. Experimentelle Untersuchungen
haben gezeigt, dass die HPLC am besten fir die Analyse der einzelnen Vitamin-E-
Isomere geeignet ist [Nagy et al. 2007]. Vor allem fur die Routinebestimmung von
a-Tocopherol im Plasma und in den Erythrozyten Uberzeugt diese Methode durch

Schnelligkeit, Spezifitat, Sensitivitat und Wiederholbarkeit [Gonzalez-Corbella et al. 1994].
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Gesamttriacylglyceride

Fur die quantitative Bestimmung der Gesamittriacylglyceride im Serum wurde ein
enzymatischer Farbtest durchgefihrt. Dabei werden die Triacylglyceride in der Probe
zunachst durch eine Verbindung bakterieller Lipasen zu Glycerol und Fettsduren
hydrolysiert. Das Glycerol wird in Gegenwart von Glycerolkinasen mit Adenosintriphos-
phat zu Glycerol-3-Phosphat und Fettsauren hydrolysiert. Anschliefend wird das
gebildete Glycerol-3-Phosphat mit Sauerstoffmolekilen in Gegenwart von Glycerolphos-
phatoxidasen zu Wasserstoffperoxyd und Dihydroxyacetonphosphat oxidiert. Das hierbei
gebildete Wasserstoffperoxyd reagiert mit 4-Aminophenazon und N,N-bis(4-Sulfobutyl)-
3,5-Dimethylanilin, Dinatriumsalz in Gegenwart von Peroxidasen und produziert einen
blauen Farbstoff (Chromophor), der bei 660 oder 800 nm abgelesen wird. Der
Extinktionsanstieg ist proportional zur Triacylglycerid-Konzentration der Probe [Olympus
Life and Material Science Europa GmbH 2007a].

Gesamtcholesterol

Zur gquantitativen Bestimmung des Gesamtcholesterols im Serum wurde ebenfalls ein
enzymatischer Farbtest angewendet. Hierbei werden die Cholesterolester in der Probe
durch Cholesterolesterase hydrolysiert. Das so gebildete freie Cholesterol wird durch
Cholesteroloxidase zu Cholesten-3-eins oxidiert bei gleichzeitiger Bildung von Wasser-
stoffperoxid, das sich oxidativ mit 4-Aminoantipyrin und Phenol im Beisein von Peroxidase
verbindet, wodurch der rote Farbstoff Quinoneimin (Chromophor) entsteht. Die
gquantitative Bildung dieses Farbstoffs kann spektrometrisch bei 540 oder 600 nm als
Extinktionsanstieg gemessen werden [Olympus Life and Material Science Europa GmbH
2007b].

LDL-Cholesterol

Auch die quantitative Bestimmung von LDL-Cholesterol erfolgte mittels eines
enzymatischen Farbtests. Dabei wird zu der Probe ein Reagenz gegeben, welches die
LDL-Partikel vor enzymatischen Reaktionen schitzt. Alle weiteren Lipoproteine (Chylo-
mikronen, VLDL, HDL) werden durch Cholesterolesterase und Cholesteroloxidase zerlegt.
Das hierbei gebildete Wasserstoffperoxid wird durch eine Katalase zersetzt. Durch die
Zugabe eines zweiten Reagenz wird der schitzende Wirkstoff aus dem Reagenz
freigesetzt und die Katalase durch Natriumazid deaktiviert. AnschlieBend erfolgt die

Quantifizierung des LDL-Cholesterols analog zu der des Gesamtcholesterols, wobei in
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diesem Fall ein blauer Farbstoff (Chromophor) entsteht [Olympus Life and Material
Science Europa GmbH 2007c].

HDL-Cholesterol

Zur quantitativen Bestimmung des HDL-Cholesterols wurde wiederum ein enzymatischer
Farbtest verwendet. Bei diesem werden zu der Probe Anti-Human-B-Lipoprotein-Anti-
korper gegeben, die andere Lipoproteine als HDL (Chylomikronen, VLDL, LDL) binden.
Die dadurch gebildeten Antigen-Antikérperkomplexe blockieren bei Zugabe des zweiten
Reagenz die Enzymreaktionen, so dass nur das HDL weiter reagiert. Die Quantifizierung
des HDL-Cholesterols erfolgt analog zu der des Gesamtcholesterols. Es entsteht dabei
ein blauer Farbstoff (Chromophor) [Olympus Life and Material Science Europa GmbH
2007d].

4.1.5 Ermittlung biokinetischer Parameter

Ziel der Untersuchungen waren jeweils die Ermittlung und der Vergleich des Verlaufs der
RRR-a-Tocopherol-Konzentrationen im Serum nach Gabe der entsprechend mit RRR-a-
Tocopherol angereicherten Prufprodukte. Dazu wurden folgende biokinetischen
Parameter bestimmt. Der Verlauf der Konzentration von a-Tocopherol im Serum sowie
der um die Gesamtcholesterol- bzw. der Summe aus Gesamtcholesterol- und Gesamt-
triacylglycerid-Konzentration korrigierten Verlaufe der a-Tocopherol-Konzentration im
Serum. Aus den Flachen unter den Serumkonzentration-Zeit-Kurven (area under the
concentration/time curve, AUC) wurden die Kinetiken ermittelt und die jeweiligen
Prifprodukte hinsichtlich ihrer Bioverfigbarkeit verglichen. Des Weiteren wurden die
hochsten gemessenen Serumkonzentrationen der a-Tocopherol-Konzentrationen im

Serum (Cnax) SOwie die Zeit bis zum Erreichen von Cpax (tmax ) bestimmt.

Zur Abschéatzung des Ausmalles der Absorption von a-Tocopherol bzw. der absoluten
Menge von a-Tocopherol im Blutkreislauf wurde der AUC bestimmt. Er ist der am
haufigsten genutzte Parameter zur Beurteilung der Biokinetik von Substanzen. Der AUC
ist ein ideales Instrument flir vergleichende quantitative Studien. Der AUC ist urspringlich
unter dem Prinzip ,Gesetz der korrespondierenden Flachen“ bekannt geworden: nach
einmaliger Gabe einer Substanz lassen sich durch die Berechnung der Flache unter der
Bateman-Funktion Schlisse auf die in den zentralen Blutkreislauf Ubergetretenen
Stoffmengen ziehen. Als Vorraussetzung dafir missen Verteilungsvolumen und
Eliminationskonstanten vergleichbar sein, was im vorliegenden Fall durch das Cross-over-
Design der Untersuchungen gegeben ist [Kibler 2002b; Dost 1968, S. 156f]. Die
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Bateman-Funktion (vgl. Abbildung 8) beschreibt den zeitlichen Verlauf der Konzentration
einer Substanz im Blut. Sie resultiert aus der Differenz zweier simultaner Prozesse, der
Invasion (Absorption) und der Elimination (Metabolisierung und Ausscheidung). Die Kurve
sinkt nach einen anfanglichen Anstieg und Erreichen eines Maximums asymptotisch auf
den Ausgangswert ab [Dost 1968, S. 38ff].
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Abbildung 8: Bateman-Funktion, Blutspiegelkurve bei gleichzeitig stattfindender Invasion

und Elimination

Im vorliegenden Fall ergab sich die Flache unter der Kurve aus dem Verlauf der
Serumkonzentration an a-Tocopherol, a-Tocopherol/Gesamtcholesterol und a-Toco-
pherol/Gesamtcholesterol+Gesamttriacylglyceride vom Zeitpunkt der Nuchternblut-
abnahme Uber einen Zeitraum von 24 h bzw. 4 Wochen hinweg. Der AUC verhalt sich
proportional zur in den Blutkreislauf aufgenommenen Menge einer Substanz, wenn die
Plasmakonzentrationen (c) um den Nuchternwert der Plasmakonzentration (c,) an
a-Tocopherol korrigiert wird (Niazi 2007, S. 23). Die Berechnung dieses biokinetischen
Parameters erfolgte mittels der Sehnentrapezmethode. Dabei wird die Flache unter der
Kurve nach den Messzeitpunkten in mehrere Trapeze unterteilt, der Flacheninhalt der
Trapeze berechnet und zum AUC addiert (Chow und Liu 1992, S. 6; Niazi 2007, S. 22f).

cC.+cC
AUC, 5, = Z(¥J(tl _ti—l)

ER

AUC.44: AUC Uber einen Zeitraum von 24 h bzw. 4 w nach der Supplementierung, [(mg*h)/I bzw.
pmol*wi/l]

i: Blutprobe i

¢;: Konzentration von a-Tocopherol im Serum der Blutprobe i, [mg/I]

t;: Zeitpunkt der Entnahme der Blutprobe i nach der Supplementierung, [h bzw. w]
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Mit Hilfe der weiteren biokinetischen Parameter ¢ UNd tha kann die Absorptionsrate
von a-Tocopherol abgeschatzt werden. Zur Bestimmung dieser Werte wurden die
Serumkonzentrationen der einzelnen Studienteilnehmer zu den jeweiligen Blutentnahme-
zeitpunkten herangezogen. Die durchschnittlichen Werte fir cnax und tyn.x ergaben sich
aus der Berechnung des Mittelwertes von Cnax bzw. tha« der einzelnen Studienteilnehmer.
Um die Vergleichbarkeit dieser Parameter zu gewdahrleisten, wurden die Plasmakonzen-

trationen ¢; um den Nichternwert der Plasmakonzentration (c,) korrigiert.

Der Verlauf der Konzentration von  a-Tocopherol im Serum wurde nach der Aufnahme
der jeweils mit 60 mg a-Tocopherol angereicherten Prifprodukte Uber 24 h bzw.
4 Wochen analysiert, um die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus dem Prifprodukt zu
verfolgen. Ebenso wurde der Verlauf der um die Gesamtcholesterol-Konzentration bzw.
der Summe aus Gesamtcholesterol- und Triacylglycerid-Konzentration Kkorrigierten
a-Tocopherol-Serumspiegel bestimmt. Alle Serumkonzentrationen wurden um den
Nuchternwert korrigiert, so dass jeweils der absolute Anstieg der Serumkonzentration

nach Aufnahme des Prifprodukts, d.h. die Differenz, betrachtet wurde.

Zur zusatzlichen Abschatzung des Ausmalfies der Absorption wurden die prozentualen
Anstiege der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol , a-Tocopherol/Gesamt-
cholesterol und a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Gesamttriacylglyceride zwischen dem

Nuchternwert (co) und der maximalen Serumkonzentration (Cmax) berechnet.

4.1.6 Herstellung der Prifprodukte

Nachfolgend werden die Herstellungsverfahren sowie die Rezepturen der in den
Untersuchungen eingesetzten Priifprodukte dargestellt. Dabei handelt sich nicht um
grol3technische Verfahren, sondern um Verfahren im Labormal3stab. Dies begriindet sich
darin, dass die Prufprodukte zum einen erstmalig entwickelt wurden und zum anderen die
jeweils geringe Anzahl der Portionen eine grol3technische Herstellung der Prifprodukte
nicht notwendig machte. Die Prifprodukte wurden vom Deutschen Institut fir Lebens-
mitteltechnik e.V. (Quakenbrick, Deutschland) unter kontrollierten Bedingungen und
Berucksichtigung aller hygienischen Standards jeweils am Vortag der Untersuchung
hergestellt und gekiihlt zum Institut fir Lebensmittelwissenschaft und Okotrophologie der
Leibniz Universitat Hannover (Deutschland) versendet. Durch die zur Verwendung
zeitnahe Herstellung der Prufprodukte konnte die Stabilitat der eingesetzten Emulsionen

gewahrleistet werden (vgl. Kapitel 4.1.6.3).

Die Prifprodukte waren jeweils mit 60 mg RRR-a-Tocopherol pro Portion angereichert.
Eine Uberprifung der Homogenitat der Verteilung von a-Tocopherol in den einzelnen

Portionen war nicht erforderlich. Aufgrund des Emulgierprozesses in der Herstellung der
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Prufprodukte (vgl. nachfolgende Kapitel) liegt das lipidlosliche a-Tocopherol gleichmafiig
in der dispersen Olphase vor, welche bei lagerstabilen Produkten ebenfalls einheitlich in
der kontinuierlichen wassrigen Phase verteilt ist. Bei dem eingesetzten a-Tocopherol
handelt es sich um Covitol® F-1370 (Spezifikation Covitol® F-1370 siehe Anhang), ein
natirliches a-Tocopherol-Konzentrat in Form eines klaren, viskosen, bernsteinfarbenen
Ols, das aus Pflanzendlen gewonnen und von Cognis Deutschland GmbH & Co. KG
(Dusseldorf, Deutschland) hergestellt wird. Ein Gramm Covitol® F-1370 enthalt 919 mg
RRR-a-Tocopherol [Cognis 2007].

Das in den Priifprodukten verwendete Ol ist eine Mischung aus handelsiiblichen Rapsol
und Miglyol® 812 N zu gleichen Teilen. Miglyol® 812 N ist ein Modell6l, das aus mittel-
kettigen Fettsduren zusammengesetzt ist und von Sasol Germany GmbH (Witten,
Deutschland) hergestellt wird. Es enthélt 50-65% Caprylsaure und 30-45% Caprinsaure
(Spezifikation Miglyol® 812 N siehe Anlage) [Sasol 2004].

416.1 Frischkase

Rezeptur Frischkése (30% Fetti.Tr.)
Kasebruch (22,3% TS) 60,60%
Wasser 32,14%
Rapsol /Miglyol 812 N 6,25%
Natriumcaseinat (Emulgator) 0,47%
Salz (Natriumchlorid) 0,31%
Xanthan (Stabilisator) 0,24%

Herstellungsverfahren Frischkase

Die Herstellung des in den Studienphasen I, Il und Il eingesetzten Frischkases erfolgte in
Anlehnung an das konventionelle Verfahren zur Herstellung von Quark per Saureféallung

(vgl. Kapitel 3.3.1). Dabei handelt es ich um ein mehrstufiges Verfahren.

Im ersten Schritt wurde zundchst der Kasebruch gewonnen. Hierzu wurde handels-
Ublicher Quark zentrifugiert, so dass sich der Kasebruch und die Molke trennten.
Anschlieend wurde die Trockensubstanz (TS) des Bruchs im Trockenschrank bestimmt.
Bei bekanntem Trockensubstanzgehalt des Bruchs konnte, durch Zugabe von Molke, der

fur den Frischkase bendtigte Trockensubstanzgehalt von 22,3% eingestellt werden.

Im zweiten Schritt wurde eine Fettemulsion hergestellt, die aus dem Emulgator
(Natriumcaseinat), Ol und a-Tocopherol bestand. Dazu musste zunachst das Natrium-

caseinat mit Wasser fur 2 h unter Rihren bei Raumtemperatur quellen. Das a-Tocopherol
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wurde mit dem Ol vermischt, auf 60 C temperiert un d bei 400 U/min innerhalb von 30 sec
zum ebenfalls auf 60 T temperierten Natriumcaseinat gegeben. Diese Voremulsion
wurde fur weitere 2 min bei 6270 U/min emulgiert, anschlieRend das Salz dazugegeben
und bei 400 U/min weiter emulgiert. Im letzten Schritt wurde der Kasebruch zusammen
mit der Emulsion und dem vorgequollenen Stabilisator (Xanthan) vermischt. Der Einsatz
von Xanthan diente der Stabilisierung und damit der Verbesserung der sensorischen

Struktur. Abbildung 9 verdeutlicht das Herstellungsverfahren des Frischkases.

In der Studienphase lll wurden verschiedene Varianten des Frischkases untersucht, die
sich in der TropfchengroRe der in der Emulsion verteilten Fetttropfchen unterschieden
(vgl. Kapitel 4.4). Die entscheidende StellgréfRe fir die TropfchengroRe ist dabei die
Drehzahl des Emulgiergerats. Zur Gewinnung einer Emulsion mit erheblich kleineren
Fetttropfchen wurden die Zutaten voremulgiert und anschlieRend in einen Homogenisator
(Labo APV 200 serial) bei 130 bar gegeben. Zur Herstellung einer Emulsion mit deutlich

groBReren Fettpartikeln wurden diese bei 2100 U/min emulgiert.

Cluark Wasser Matriumcaseinat  Xanthan
L | | |
¥
Lentrifugieren Lisen Olphase

L ! '

Trockensubstanz “oremulgie ren
einstellen 30 sec, 400 Lifmin
Kithlen Homogenisieren
Ma Cl 10 °C 2 min, BZ70 Llimin
| | |
¥
Mizchen

1 min, 400 Lfin

'

Frischkase

Abbildung 9: Ablaufschema Herstellungsverfahren Fri schkase
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4.1.6.2 Mayonnaise

Rezeptur Mayonnaise (49,8% Fett)

Rapsol /Miglyol 812 N 49,80%
Wasser 37,65%
pasteurisiertes Eigelb (Emulgator) 4,48%
modifizierte Starke (E1422) 2,59%
Saccharose 2,49%
Salz (Natriumchlorid) 1,49%
Haushaltsessig 1,49%

Herstellungsverfahren Mayonnaise

Die Herstellung der in den Studienphase | und Il verabreichten Mayonnaise erfolgte Uber
ein zweistufiges Verfahren. Dabei wurde zunachst die Starke zusammen mit Saccharose,
Salz und Essig in der Wasserphase bei >95 T bei 400 U/min fir 1 min verkleistert.
AnschlieBend wurde die Starkesuspension im Eisbad auf <35 <C abgekuhlt. Die
eingesetzte Starke war native Maisstarke, die die Mayonnaise festigt, indem das Wasser
imobilisiert wird. Der Einsatz von Starke war notwendig, da mit dem geringen Fettgehalt
von 50% eine ausreichende Stabilisierung Utber die Fettemulsion nicht gewéhrleistet
werden konnte. Im zweiten Herstellungsschritt wurden das Eigelb und das mit
a-Tocopherol vermischte Ol dispergiert. Diese Dispersion wurde anschlieRend langsam
fur 1,5 min bei 400 U zu der Starkesuspension gegeben. Abbildung 10 (nachfolgende

Seite) zeigt das Herstellungsverfahren der Mayonnaise.
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Wasser  Starke  MaCl  Essig maccharose

h

Mischen f Lasen

h

Ethitzen i
=55 °C Olphase Eigelb
h J ;
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<35 °C 2 min, B270 Uimin

h

Yaremulgieren
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h

Feindispergieren
2 min, 4720 Uimin

'

Mayonnaise

Abbildung 10: Ablaufschema Herstellungsverfahren Ma  yonnaise

4.1.6.3 Pudding

Rezeptur Schokopudding (6,33% Fett)

Wasser 73,85%
Magermilchpulver (Emulgator) 6,50%
Rapsol /Miglyol 812 N 6,33%
Saccharose 7,22%
modifizierte Starke (E1422) 4,44%
Kakaopulver 1,66%

Herstellungsverfahren Schokopudding

Der Schokopudding wurde nur in Studienphase | eingesetzt und ebenfalls in einem
zweistufigen Verfahren hergestellt. Zunachst wurde das Magermilchpulver flr 2 h unter

Ruhren in Wasser gelost und anschlie3end auf 60 C erhitzt. Diese Mischung wurde in



Material und Methoden 74

0,5 min bei 60 T bei 400 U/min mit dem Ol voremulg iert und dann bei 4720 U/min fir
2 min emulgiert. Nach Zugabe von Zucker wurde die Emulsion noch eine weitere Minute
weitergerihrt. Das eingesetzte Magermilchpulver wurde bei der Herstellung unter
geringem Hitzeeintrag getrocknet, um den Anteil an denaturierten Proteinen im
Magermilchpulver zu verringern. Die Proteine dienen im Schokopudding als Emulgatoren.
Im zweiten Schritt wurde die Starke zusammen mit dem Kakaopulver in kaltem Wasser
dispergiert und bei >95 € unter Ruhren fur 8 min v erkleistert. AbschlieRend wurde die
Emulsion zu der Starkesuspension gegeben und bei >95 T fir 1 min vermischt. Der
fertige Schokopudding wurde im Eisbad abgekihlt, um die Emulsion zu erhalten.

Abbildung 11 stellt das Herstellungsverfahren des Schokopuddings dar.

Wasser  Magermilchpulver

\_,'_1

Mischen f Lasen

:

Erhitzen )
B0 “C Olphase Wasser Starke  Kakao
| | | | |
¥ v
Ermulgieren g 4
Saccharose 2 min, 6270 Uimin HSpEndieren

| | |

¥

Mischen f Lasen

:

Erhitzen
1 min, 95 *C

'

schokopudding

Abbildung 11: Ablaufschema Herstellungsverfahren Sc hokopudding

4164 Emulsionen

In der Studienphase IV wurden die Lipidemulsionen aus der Frischkaseherstellung in
Hartgelatinekapseln abgefillt verabreicht (vgl. Kapitel 4.5). Die Herstellung dieser

Emulsionen erfolgte analog zu dem ersten Herstellungsschritt des Frischkases (vgl.



Material und Methoden 75

Kapitel 4.1.6.1). Es wurden vier verschiedene Typen von Emulsion eingesetzt, eine
Emulsion mit einem natirlichen pH-Wert von 6,5 und eine Emulsion eingestellt auf den
pH-Wert von 4,5 des Frischkases sowie diese Emulsionen jeweils in getrockneter Form.
Die reine Lipidemulsion weist natirlicherweise einen pH-Wert von 6,5 auf. Die Einstellung
des pH-Werts erfolgte durch Zugabe von 50%iger Zitronensdure. Bei den Emulsionen
wurde der Wasseranteil reduziert, um ein geringeres Volumen zu erreichen. Daraus ergab
sich ein Verhaltnis von Wasser zu Ol von 40% zu 60%. Zur Stabilisierung der Emulsionen
wurde diese anschlieRend mit Maltodextrin versetzt. Die getrockneten Emulsionen wurden
in ein Vakuumgefriertrockner (Lyovac GT 3, Leybold) gegeben. Dafir wurde die Emulsion
zunachst in Stickstoff eingetropft und damit gefroren. Durch das Vakuum im
Gefriertrockner wird die Feuchtigkeit abgezogen bis der Druck konstant bleibt und damit
nahezu alle Feuchtigkeit aus dem Produkt entzogen ist. Fiir 400 g Emulsion bendétigt das

Gerat ca. 48 h. Zur Kontrolle wurde anschlieRend der Feuchtigkeitsgehalt bestimmt.

Rezeptur Emulsion

Rapsol /Miglyol 812 N 45,00%
Wasser 26,95%
Maltodextrin 25,00%
Natriumcaseinat (Emulgator) 2,03%
Xanthan (Stabilisator) 1,02%

4.1.7 Analytik der Prufprodukte

Jedes der Priuflebensmittel wurde mit Hilfe analytischer Verfahren charakterisiert, was der
Standardisierung der Qualitat insbesondere hinsichtlich sensorischer Eigenschaften und
Haltbarkeit diente. Die eingesetzten Verfahren sind die in Kapitel 3.4 beschriebenen.
Bestimmte hierbei erfasste Parameter kdnnen Aufschluss (ber Unterschiede in der

Bioverfugbarkeit der einzelnen Priufprodukte geben.

41.7.1 Verteilungskoeffizient

Zur Charakterisierung des Ausmalfies, mit dem das a-Tocopherol in den Phasen des
Priflebensmittels I6slich ist, wurde der Verteilungskoeffizient unter Modellbedingungen
bestimmt. Dazu werden die wassrige und die mit 60 mg a-Tocopherol /100 g ange-
reicherte Olphase des Lebensmittels zundchst getrennt voneinander hergestellt und
anschlie3end durch Schutteln intensiv vermischt. Die wassrige Phase wird entsprechend

der jeweils vorliegenden Milieubedingungen (Saccharosekonzentration, pH-Wert, Salz-
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konzentration) eingestellt. Durch Zentrifugation der Mischung fiir 30 min bei 9500 U/min
erfolgt die Trennung der Phasen. AbschlielRend wird die Konzentration von a-Tocopherol
in der Ol- und Wasserphase analytisch mittels HPLC bestimmt. Mit Hilfe der damit
erhaltenen Daten kann der Anteil des a-Tocopherols ermittelt werden, der aus der Ol- in

die Wasserphase oder in die Zwischenrdume Ubergegangen ist.

4.1.7.2 PartikelgroRenverteilung

Die Bestimmung der TropfengroBenverteilung wurde mit dem Laserbeugungs-
spektrometer Malvern Mastersizer X durchgefihrt, welches eine validierte Methode zur
Analysierung von Milchprodukten ist [ten Grotenhuis et al. 2003]. Dabei wird zunachst zur
Bestimmung des Nullwertes ein polares Medium (tetra-Natriumpyrophosphatlésung) in
das Geréat gegeben. Anschlielend wird die zu untersuchende Emulsion im Verhaltnis
1:20 000 zu dem Medium gebracht. Unter Eingabe der Geometrie der zu untersuchenden
Partikel, im vorliegenden Fall kugelférmig, bestimmt das Gerédt selbststéandig die
prozentuale Verteilung definierter PartikelgroRen sowie die spezifische Grenzflache (GF
[m?/g]) der Fetttropfchen. Zur Charakterisierung der PartikelgroRenverteilung werden

folgende Grol3en ermittelt:

X10 10% des Tropfenvolumens werden von Tropfen eingenommen, die kleiner sind
als der angegebene Tropfendurchmesser [um];

Xso 50% des Tropfenvolumens werden von Tropfen eingenommen, die kleiner sind
als der angegebene Tropfendurchmesser [um];

Xao 90% des Tropfenvolumens werden von Tropfen eingenommen, die kleiner sind

als der angegebene Tropfendurchmesser [um.

Daruber hinaus wird der GroRenverteilungskoeffizient (&) bestimmt, dabei ist & definiert

als:

Je kleiner der Wert von 9, desto enger liegen die Partikelgrof3en beieinander.
Ublicherweise werden bei einem Koeffizienten 8<4 die Partikel als monodispers ange-
nommen, d.h. alle Partikel liegen innerhalb einer gewissen Grol3enordnung [Cheng et al.
2006].
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4.1.7.3 Emulsionsstabilitat

Die Emulsionsstabilitat wurde Uber die Stabilitat der Grenzflache (Sge) bestimmt. Dazu
wird die nach sieben Tagen ermittelte spezifische Grenzflache der dispergierten Olphase
(GF;) ins Verhaltnis zur spezifischen Grenzflache der frisch erzeugten Emulsion (GFy)
gebracht. Die spezifische Grenzflache wird angegeben als mZg. Reduziert sich die
spezifische Grenzflache nicht in Folge von Koaleszenzen, ist Sge=1. Die spezifische
Grenzflache wurde jeweils mit Hilfe des Laserbeugungsspektrometers Malvern

Mastersizer X (vgl. Kapitel 4.1.7.2) bestimmt.

4.1.7.4 Extrahierbarer Fettanteil

Zur Ermittlung der Menge Fett, die mittels eines unpolaren Ldsungsmittels aus der
dispersen Phase einer Emulsion gelost werden kann, wurde die Bestimmung des
extrahierbaren Fettanteils durchgefihrt. Die Analyse erfolgte wie nachfolgend
beschrieben in Anlehnung an die Methode nach Kielmeyer & Schuster [1986]. Dabei

wurde jeweils eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt und die Werte gemittelt.

Es werden 20 g der zu untersuchenden Probe mit 100 ml Petroleumbenzin in einen Erlen-
meyerkolben gegeben und fur 5 min bei 180 U/min gertttelt. Dabei wird das freie Fett aus
der Probe gespult. Uber einen hydrophoben Filter wird das Petroleumbenzin in einen
Rundkolben dekantiert. Dabei ist darauf zu achten, dass keine Probenanteile in den Filter
gegossen werden. Nach dem AbgieRen werden erneut 100 ml Petroleumbenzin zu der
Probe im Erlenmeyerkolben gegeben und wieder fir 5 min bei 180 U/min geschittelt. Das
Petroleumbenzin wird wiederum Uber den hydrophoben Filter dekantiert und schlief3lich
der gesamte Inhalt des Erlenmeyerkolbens in den Filter gegeben. Der Erlenmeyerkolben
wird mit weiteren 25 ml Petroleumbenzin gespult und der restliche Inhalt Gber den Filter in
den Rundkolben gegeben. Der Inhalt des Rundkolbens wird bei 60 € und 200 mbar im
Rotationsverdampfer abrotiert. Dabei verdampft das Petroleumbenzin, wird Uber eine
Vakuumpumpe abgezogen und kondensiert anschlieBend im Kondensator. Das freie Fett
verbleibt im Rundkolben, dieser wird anschlief3end fiir 3 h bei 80 T im Trockenschrank
getrocknet, anschlieend abgekihlt und ausgewogen. Nach Auswage des Gehalts an

freiem Fett kann der prozentuale Gehalt in der Probe folgendermal3en berechnet werden:

AuswaageFett[g] [100[100
Gesamtfettgehalt[ %] CEinwaage g]

Freier — Fett — Gehalt[%] =
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4.1.7.5 Oberflachentopographie

Die Oberflachentopographie der Proben wurde mit einem Cryo-Raster-
Elektronenmikroskop untersucht. Dazu werden Probenvolumina von 3 pl in unterkiihltem
flussigem Stickstoff eingefroren, die Probe bei -180 T gebrochen und das Wasser an der
Probenoberflache bei -70 € durch Sublimation entfe rnt. Anschlieend wird die Probe mit
Gold besputtert und bei -180 € im Elektronenmikros kop untersucht. Das Elektronen-
mikroskop generiert dreidimensionale Bilder von der Oberflache. Bei der optischen
Auswertung der Bilder kann die Struktur, die Konzentration und Form der Fetttropfchen

sowie die Verteilung der Fetttropfen in der kontinuierlichen Phase beschrieben werden.

4.1.7.6 Strukturcharakterisierung

Zur Darstellung der Verteilung von Inhaltsstoffen, im vorliegenden Fall Fett und Protein,
wurde die Fluoreszenzmikroskopie (Confocale Laser Scanning Microscopy, CLSM)
genutzt. Dafur werden zunachst je zwei Proben des Prifprodukts mit einem von zwei
Farbstoffen vermischt. Nil Rot wird genutzt, um die disperse Fettphase zu markieren, die
im CLSM rot dargestellt wird. Fluorescin wird eingesetzt, um die Proteine zu dotieren, die
im CLSM griin erscheinen. Eine definierte Menge der Probe wird auf einen Objekttrager
gegeben und in das CLSM gegeben. Hier wurde das Geréat von Nikon Eclipse E600
verwendet. Auf die Probe treffen zwei Laserstrahlen mit unterschiedlichen Wellenlangen
(554 nm bzw. 492 nm), die je nach Beschaffenheit der Partikel mit einer bestimmten
Wellenlange emittieren (606 nm bzw. 520 nm) und damit auf den Bildern in rot bzw. griin
erscheinen. Die Auswertung der Bilder erfolgt rein optisch, so dass die ungefahre

prozentuale Verteilung von Fett und Protein in der Probe beschrieben werden kann.

4.1.7.7 Rheologische Eigenschaften

Die rheologischen Eigenschaften wurden mittels des Flie3- und des Oszillationsversuchs
bestimmt. Hier wurde der Rheometer AR 2000 mit einem Kegelplattenmesssystem
eingesetzt. Der FlieRBversuch wurde in einem Scheerbereich von 0,1-500 s bei 20 T
durchgefiihrt. Dabei fahrt die Kegelplatte innerhalb von 5 min von 0,1 s™ auf 500 s™ hoch.
Das Gerat generiert automatisch die Flie3- bzw. Viskositatsfunktion. Aus dieser Funktion
kann das Viskositatsverhalten abgelesen werden. Der Oszillationsversuch  wurde mit
50 UNm bei einer Frequenz von 0,1-10 hz bei 20 C Uber 5 min durchgefihrt. Die
Oszillationsfunktion wird ebenfalls vom Gerat selbststandig erstellt. Mittels dieser Funktion
kann die Festigkeit der inneren Strukturen der Stoffsysteme im unzerstbrten Zustand

beschrieben werden.
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4.1.8 Statistische Verfahren

Die im Rahmen der Untersuchungen erhobenen Daten wurden in pseudonymisierter Form
in eine Datei aufgenommen und auf einem Passwort-geschiitzten Computer gespeichert.
Die Richtigkeit samtlicher Dateneintragungen wurde durch eine doppelte Kontrolle
gewadhrleistet. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem Datenanalyse-Programm
SPSS fur Windows® (Version 16.0).

Als Bewertungsgrundlage wurde eine Irrtumswahrscheinlichkeit  von p<0,05 festgelegt.
Bei dieser konnte die Nullhypothese abgelehnt und die Alternativhypothese angenommen

werden.

Die Daten wurden mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test auf Normalverteilung geprift. Da
die Uberwiegende Mehrheit der Daten normalverteilt war, wurden als Lage- und
StreuungsmafRe das arithmetische Mittel * Standardabweichung (mean +SD), das
Minimum (Min.) und Maximum (Max.) sowie die absoluten und relativen Haufigkeiten

angegeben.

Zum statistischen Vergleich zweier Prifprodukte  wurde bei normalverteilten Daten der
T-Test fur zwei unabhangige Stichproben durchgefuhrt, wéhrend bei nicht normalver-

teilten Daten der U-Test nach Mann und Whitney genutzt wurde.

Zur Uberprifung von Unterschieden zwischen mehr als zwei Prifprodukten  wurde der

H-Test nach Kruskal und Wallis durchgeftihrt.

Bei den eingesetzten statistischen Tests fur normalverteilte Daten werden die Stichproben
hinsichtlich ihrer Mittelwerte vergleichen. Die Tests fir nicht normalverteilte Daten

basieren auf einer gemeinsamen Rangreihe der Werte aller Stichproben.

4.2 Studienphase |

4.2.1 Studiendesign

Es wurden drei Kurzzeitkinetik-Untersuchungen Uber je 24 h im Cross-over-Design
durchgefihrt (20.09.2007-5.10.2007). Jeder Proband erhielt im Laufe der Untersuchungen
jedes der drei mit RRR-a-Tocopherol angereicherten Prifprodukte im Abstand von einer
Woche. Die Aufnahme der Prifprodukte erfolgte im Anschluss an eine Nichtern-
blutentnahme im Rahmen einer auf Fettmenge und Fettzusammensetzung
standardisierten Kost (Zusammensetzung der Kost siehe Anhang). 1 h sowie 3,5, 7, 9, 12

und 24 h nach Verzehr der Produkte erfolgten weitere Blutentnahmen.
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4.2.2 Prufprodukte und Dosierung

Tabelle 11: Ubersicht zu den in Studienphase | eing  esetzten Priifprodukten

Prifprodukt Portionsgrolie Fett RRR-a-Tocopherol
[0] pro Portion [g] pro Portion [mg]
Frischkase 80 5 60
Mayonnaise 10 5 60
Schokoladenpudding 80 5 60

4.2.3 Erhobene Parameter

Zu den Blutentnahmezeitpunkten wurden jeweils die a-Tocopherol-, Gesamtcholesterol-
und Triacylglycerid-Konzentrationen im Serum analysiert. Die Prufprodukte wurden vorab
technologisch analysiert und die folgenden Parameter erhoben: Verteilungskoeffizient,
PartikelgréRenverteilung, Emulsionsstabilitdt, Extrahierbarer Fettanteil, Oberflachentopo-
graphie, Strukturcharakterisierung (Mayonnaise und Pudding) sowie rheologische Eigen-
schaften. Aufgrund des Caseinmicellennetzwerks des Frischkases, durch das Fett und
Protein klar getrennt sind, war eine Darstellung der Frischk&sestruktur mittels CLSM zur

weiteren Charakterisierung nicht notwendig.

4.3 Studienphase Il

4.3.1 Studiendesign

Diese Phase setzte sich aus einer Kurzzeitkinetik-Untersuchung tUber 24 h (24.01.2008
und 25.01.2008) sowie einer Langzeitkinetik-Untersuchung tber 4 Wochen (25.01.2008-
22.02.2008) zusammen. In der Langzeitkinetik wurden die Studienteilnehmer per Losver-
fahren in Gruppen aufgeteilt und erhielten Uber den gesamten Untersuchungszeitraum
eins der Priufprodukte. Somit handelte es sich bei diesen Untersuchungen um keine

Cross-over-Studien, sondern um einen Parallelgruppenvergleich.

In der Kurzzeitkinetik-Untersuchung wurden die Prifprodukte im Anschluss an eine
Nuchternblutentnahme im Rahmen eines auf Fettmenge und Fettzusammensetzung
standardisierten Frihsticks (Zusammensetzung der Kost siehe Anhang) verzehrt. 3 h

sowie 6, 9, 12 und 24 h nach Verzehr der Produkte erfolgten weitere Blutentnahmen.
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Wahrend der Langzeitkinetik-Untersuchung verzehrten die Studienteilnehmer tber vier
Wochen taglich eine Portion des jeweiligen Prufprodukts. In dem Untersuchungszeitraum
wurden zu Beginn und jeweils nach einer Woche morgens eine Blutenthahme, insgesamt

also funf Blutentnahmen durchgefiihrt.

4.3.2 Prufprodukte und Dosierung

Tabelle 12: Ubersicht zu den in Studienphase Il ein  gesetzten Priifprodukten

Prifprodukt Portionsgrolie Fett RRR-a-Tocopherol
[0] pro Portion [g] pro Portion [mg]

Frischkase 80 5 60

Mayonnaise 10 5 60

4.3.3 Erhobene Parameter

Bei jeder Blutentnahme wurden die a-Tocopherol-, Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterol-
sowie Triacylglycerid-Konzentrationen im Serum bestimmt. Die Priufprodukte entsprachen
denen der Studienphase |, daher wurden keine weiteren technologischen Analysen vorge-

nommen.

4.4  Studienphase llI

4.4.1 Studiendesign

In dieser Studienphase wurden drei Kurzzeitkinetik-Untersuchungen mit je drei
verschiedenen Prufprodukten durchgefuhrt (22.10.2008-06.11.2008). Jedem Studienteil-
nehmer wurde zunachst eine Nichternblutprobe entnommen und erhielt im Anschluss
daran jeweils eins der zu untersuchenden Prifprodukte im Rahmen eines standardisierten
FrUhsticks (Zusammensetzung der Kost siehe Anhang). 3 h sowie 4%, 6, 7Y%, 9, 12 und

24 h nach Verzehr des Priufprodukts erfolgten weitere Blutentnahmen.

4.4.2 Prufprodukte und Dosierung

In dieser Studienphase wurden drei Varianten des Frischkéses eingesetzt, die sich in der
TropfchengréfRe der in der Emulsion verteilten Lipidtropfen unterschieden. Im Speziellen
wird der Frischkdse nach der Standardrezeptur (vgl. Kapitel 4.1.6.1) definiert als

.Frischkase (normale Partikel)“, der Frischkdse mit deutlich kleineren Fetttropfen als
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.Frischkase (kleine Partikel)* und der Frischkase mit deutlich gro3eren Lipidtropfen als
.Frischkase (grofRe Partikel)*. Das Prifprodukt ,Frischkédse (normale Partikel)“ entspricht

dem in den Studienphasen | und Il verwendeten Frischkase.

Tabelle 13: Ubersicht zu den in Studienphase Ill ei  ngesetzten Priifprodukten

Prifprodukt Portionsgrolie Fett RRR-a-Tocopherol
[0] pro Portion [g] pro Portion [mg]

Frischkase 80 5 60

(kleine Partikel)

Frischkase 80 5 60

(normale Partikel)

Frischkase 80 5 60

(groRRe Partikel)

4.4.3 Erhobene Parameter

Bei jeder Blutprobe wurden die a-Tocopherol-, Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterol-
sowie Triacylglycerid-Konzentrationen im Serum analytisch bestimmt. Vorab wurden bei
den Prifprodukten die PartikelgroRenverteilung mit der spezifischen Grenzflache, der

extrahierbare Fettanteil und die Oberflachentopographie bestimmt.

4.5 Studienphase IV

4.5.1 Studiendesign

In dieser Studienphase wurde nicht das gesamte Lebensmittel mit a-Tocopherol
angereichert sondern nur die Lipidemulsionen des Fischkéases aus den Studienphasen |
und I, die jeweils in Hartgelatinekapseln abgefillt waren (vgl. Kapitel 4.1.6.4). Die
Kinetiken des in den Prifprodukten enthaltenen a-Tocopherols wurden in vier Kurzzeit-
Untersuchungen Uber jeweils 24 h bestimmt (23.10.2008-14.11.2008). Daflr verzehrten
die Studienteilnehmer nach einer Nichternblutentnahme das jeweilige Prifprodukt im
Rahmen einer lipidstandardisierten Kost (Zusammensetzung der Kost siehe Anhang). 3 h
sowie 4%, 6, 7%, 9, 12 und 24 h nach Verzehr des Prifprodukts wurden weitere
Blutproben entnommen. Die Untersuchungen der anderen Prifprodukte folgten jeweils im

Abstand von einer Woche zu denselben Bedingungen.
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4.5.2 Prufprodukte und Dosierung

In dieser Studienphase wurden die reinen Lipidemulsionen aus der Frischk&seherstellung
eingesetzt (vgl. Kapitel 4.1.6.4). Diese weist naturlicherweise einen pH-Wert von 6,5 auf,
wohingegen der Frischkdse an sich einen pH-Wert von 4,5 hat. Insgesamt wurden vier
Prufprodukte in dieser Studienphase verwendet: die reine Lipidemulsion des Frischkases,
nachfolgend definiert als ,Emulsion (pH 6,5)"; diese Emulsion eingestellt auf den pH-Wert
des Frischkases, definiert als ,Emulsion (pH 4,5)“ sowie die gleichen Emulsionen in
getrockneter Form, im Weiteren definiert als ,Emulsion getrocknet (pH 6,5)“ und

~-Emulsion getrocknet (pH 4,5)".

Tabelle 14: Ubersicht zu den in Studienphase IV ein  gesetzten Priifprodukten

Prifprodukt Portionsgrof3e Fett RRR-a-Tocopherol
[0] pro Portion [g] pro Portion [mg]

Emulsion (pH 6,5) 12,8 5 60
Emulsion (pH 4,5) 12,8 5 60
Emulsion getrocknet 9,0 5 60

(pH 6,5)

Emulsion getrocknet 9,0 5 60

(pH 4,5)

4.5.3 Erhobene Parameter

Im Serum jeder Blutprobe wurden die a-Tocopherol- Gesamt-, LDL- und HDL-Cholesterol-
sowie Triacylglycerid-Konzentrationen analysiert. Bei jedem Prifprodukt wurden die
PartikelgréRenverteilung mit der spezifischen Grenzflache, der extrahierbare Fettanteil

und die Oberflachentopographie bestimmt.
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5 Ergebnisse

5.1 Studienphase |

In Studienphase | wurden die Bioverfugbarkeiten von RRR-a-Tocopherol aus drei unter-
schiedlichen Lebensmittelmatrizes in Kurzzeitkinetiken tber 24 h bestimmt und mitein-
ander verglichen. Die eingesetzten Prifprodukte waren Frischkase, Mayonnaise und

Schokoladenpudding.

5.1.1 Studienkollektiv

5.1.1.1 Anthropometrische Daten

Das Studienkollektiv umfasste finf mannliche Personen. Das Alter der Probanden lag im
Mittel bei 30,0 = 4,5 Jahre (Spanne: 24-35 Jahre). Die anthropometrischen Daten kénnen
der Tabelle 15 enthommen werden. Nach Einteilung der Studienteilnehmer zu den
jeweiligen BMI-Klassen [WHO 2000] waren drei Personen normalgewichtig (BMI
20-24,9 kg/m?), zwei Personen ubergewichtig (BMI 25-29,9 kg/m?) und keine Person
untergewichtig (BMI <20 kg/m?) oder adipds (BMI =30 kg/m?). Aufgrund des Cross-over-
Designs der Studienphase, bestanden zwischen den Kollektiven keine signifikanten

Unterschiede beziiglich der anthropometrischen Daten.

Tabelle 15: Anthropometrische Daten des Kollektivs der Studienphase |, n=5

Parameter mean + SD Min. — Max.
Kdrpergrol3e [m] 1,80 £ 0,07 1,70 - 1,90
Korpergewicht [kg] 79,3+£8,1 67,6 — 86,9
BMI [kg/m?] 24,6 £3,2 21,1-29,0
5.1.1.2 Ernahrungsverhalten

Das Erndhrungsverhalten in Bezug auf die durchschnittliche Aufnahme von Vitamin E der
Studienteilnehmer wurde mittels des Screenings- sowie des Erndhrungserhebungs-
fragebogens erfasst. Keiner der Teilnehmer verzehrte Nahrungsergénzungsmittel oder
Lebensmittel, die mit Vitamin E angereichert waren. Von den finf Studienteilnehmern
nahmen einer gelegentlich und einer taglich mit Vitamin E angereicherte Getréanke zu

sich. Uber den Ernahrungserhebungsfragebogen (vgl. Kapitel 4.1.4.2) konnte die durch-
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schnittlich aufgenommene Menge an Vitamin E abgeschéatzt werden. Dabei lag die
mittlere Zufuhr an Vitamin E bei zwei Studienteilnehmern tber dem Grundbedarf von
6 mg Vitamin E pro Tag und bei drei Uber den Empfehlungen von mindestens 12 mg

Vitamin E pro Tag.

51.1.3 Biochemische Parameter

Nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick (ber die mittleren Nuchternserum-

konzentrationen der Studienteilnehmer der wichtigsten biochemischen Parameter.

Tabelle 16: Nuchternserumkonzentrationen von a-Tocopherol, Gesamtcholesterol und

Triacylglyceriden des Studienkollektivs der Studien phase I, n=5

Parameter mean+SD  Min. — Max. Referenzbereich
a-Tocopherol [umol/l] 24625 21,1-30,6 11-37
a-Tocopherol/Triacylglyceride 29,9+117 12,5-51,8 >1,1
[mmol/l]

Gesamtcholesterol [mmol/l] 45+0,6 3,8-5,6 <5,2
Triacylglyceride [mmol/l] 1,0+£0,6 05-2,3 <17

Die mittleren sowie minimalen und maximalen Nichternserumkonzentrationen der Para-
meter a-Tocopherol, a-Tocopherol/Triacylglyceride, Gesamtcholesterol und Triacyl-
glyceride lagen innerhalb der Referenzbereiche. Nur ein Studienteilnehmer wies an allen
Untersuchungstagen Gesamtcholesterol-Konzentrationen (5,3; 5,4; 5,6 mmol/l) sowie an
zwei Untersuchungstagen Triacylglycerid-Werte (2,0; 2,3 mmol/l) auf, die geringfugig tber
dem Grenzwert von 5,2 mmol/l fir das Gesamtcholesterol und von 1,7 mmol/I fur die

Triacylglyceride lagen.

Der Vergleich der Nichternserumkonzentrationen von a-Tocopherol/Triacylglyceride,
Gesamtcholesterol und Triacylglyceriden ergab keine signifikanten Unterschiede
(p=0,482) zwischen den einzelnen Untersuchungstagen. Die Nichternserum-a-Toco-
pherol-Kozentrationen waren in dem Mayonnaisekollektiv (27,2 + 2,3 mmol/l) signifikant
groBer (p=0,009) als in dem Frischkasekollektiv (23,1 £ 1,3 mmol/l) und ebenso signifikant
héher (p=0,017) als in dem Puddingkollektiv (23,5 £ 1,5 mmol/l). Dies spiegelt sich im
Gesamtgruppenvergleich wider, bei dem die Unterschiede ebenfalls signifikant (p=0,013)

waren.
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5.1.2 Biokinetische Parameter

Nachfolgende Tabelle zeigt die biokinetischen Parameter der drei Prifprodukte im

Vergleich.

Tabelle 17: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, mittlerer Rang) des

Frischkase-, Pudding- und Mayonnaisekollektivs der Studienphase |, n=5

Parameter Frischkdse  Mayonnaise Pudding p*

AUC, »4 (a-Tocopherol) 9,0 8,0 7,0 0,779
AUC, »4 (a-Tocopherol/TC) 10,0 6,2 7,8 0,403
AUC 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 11,2 5,8 7,0 0,134
Crmax 9,1 8,4 6,5 0,635
tmax 7,7 4,1 12,2 0,010

* H-Test nach Kruskal und Wallis fiir unabhangige Stichproben (Frischkase-, Mayonnaise-
Puddingkollektiv)

Es konnten keine Unterschiede in der Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol, gemessen als
AUC, .4, aus den Prifprodukten festgestellt werden. Eine weitergehende Analyse (vgl.
Tabellen 18-20) ergab eine signifikant groRere (p=0,010) Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol, gemessen als AUCq.,4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride),
aus dem Frischkase als aus der Mayonnaise. Die maximalen Serumkonzentrationen von
a-Tocopherol (cmax) unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Prufprodukten. In
der Zeit bis zum Erreichen von cnax (tmax) bestanden signifikante Unterschiede (p=0,010).
Im Speziellen wurde die maximale Serumkonzentration nach Verzehr der Mayonnaise
sowohl signifikant spater (p=0,046) erreicht als nach der Aufnahme des Frischkéases als

auch signifikant spater (p<0,001) als nach dem Verzehr des Puddings.

Tabelle 18: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des

Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Studienpha se |, n=5

Parameter Frischkase Mayonnaise p*
AUC,.,4 (a-Tocopherol) 57,3+43,2 55,2 + 35,2 0,934
[umol*h/I]

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC) 0,016 = 0,004 0,011 +£ 0,004 0,089
[umol*h/I]

AUC 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,011 +£ 0,004 0,002 £+ 0,005 0,010
[umol*h/I]

Cmax [LmMol/l] 39+20 39+27 0,999
tmax [N] 54+1,7 7,4+0,9 0,046

* t-Test fur unabhé@ngige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)
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Tabelle 19: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des

Frischkase- und Puddingkollektivs der Studienphase I, n=5

Parameter Frischkase Pudding p*
AUC,.,4 (a-Tocopherol) 57,3+43,2 39,4 +£ 35,7 0,496
[umol*h/I]

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC) 0,016 + 0,004 0,012 +£ 0,009 0,425
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,011 £ 0,004 0,003 £0,01 0,136
[umol*h/I]

Cmax [HmMol/l] 3,9+20 30+1,6 0,451
tmax [N] 54+1,7 38+1,1 0,111

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Frischkése- vs. Puddingkollektiv)

Tabelle 20: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des

Mayonnaise- und Puddingkollektivs der Studienphase I, n=5

Parameter Mayonnaise Pudding p*
AUC,»4 (a-Tocopherol) 55,2 + 35,2 39,4 + 35,7 0,502
[Lmol*h/l]

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC) 0,011 + 0,004 0,012 +£ 0,009 0,842
[umol*h/I]

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,002 £ 0,005 0,003 £ 0,01 0,893
[umol*h/I]

Cmax [MMol/l] 3,9+27 30+1,6 0,548
tmax [N] 7,4+0,9 3,8+1,1 <0,001

* t-Test fir unabhéngige Stichproben (Mayonnaise- vs. Puddingkollektiv)

Auch der optische Vergleich der Verlaufe der Serumkonzentrationen an a-Tocopherol
(vgl. nachfolgende Abbildungen) spiegelte die Unterschiede in der Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol aus den Prufprodukten wider. Dabei kann eine mit Abstand geringere
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Pudding gegeniber der aus der Mayonnaise

und dem Frischkase ausgemacht werden.
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Abbildung 12: a-Tocopherol-Serumkonzentration der Studienphase I, Mittelwerte +

Standardabweichung, n=5, Dosis: 60 mg «a-Tocopherol
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Abbildung 13: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol-Serumkonzentration de r Studienphase I,

Mittelwerte + Standardabweichung, n=5, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 14: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der

Studienphase I, Mittelwerte + Standardabweichung, n =5, Dosis: 60 mg a-Tocopherol

Zur weiteren Abschatzung des Ausmales der Absorption von a-Tocopherol aus den
Prifprodukten dienten die prozentualen Veranderungen der a-Tocopherol-Serum-
konzentrationen. Hier bestanden, wie die Tabellen im Anhang zeigen, keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Prifprodukten. Bei weiterfihrender Analyse war das Ausmal}
der Absorption von a-Tocopherol, bestimmt als prozentuale Veradnderung der
a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglycerid-Konzentrationen, nach dem Verzehr des

Frischkases signifikant grol3er (p=0,040) als nach dem Verzehr des Puddings.

Der Vollstandigkeit halber finden sich die Serumkonzentrationen an a-Tocopherol zu den

einzelnen Blutentnahmezeitpunkten in den Tabellen im Anhang.

5.1.3 Technologische Parameter

5.1.3.1 Verteilungskoeffizient

Der Verteilungskoeffizient zeigte, dass in allen drei Prifprodukten nur ein minimaler Anteil
des a-Tocopherols (<0,1 mg/100 g) in die Wasserphase libergegangen war. Die Konzen-

tration in der Olphase war dagegen in allen Priifprodukten vermindert. Die Differenz zu
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den in 100 g Olphase eingebrachten 60 mg a-Tocopherol musste somit in der Grenz-
schicht zwischen der OI- und Wasserphase lokalisiert sein. Beim Pudding fand sich dabei
am meisten (10,3 mg/100 g), bei der Mayonnaise etwas weniger (9,4 mg/100 g) und beim

Frischkase am wenigsten (7,2 mg/100 g) a-Tocopherol in der Grenzflache.

Tabelle 21: Verteilungskoeffizienten von  a-Tocopherol der Prufprodukte der Studienphase |

Prufprodukt  Konz. a-Tocopherol Konz. a-Tocopherol Differenz zu 60 mg

in der Wasserphase in der Olphase a-Tocopherol
Frischkase <0,1 mg/100 g 52,7 mg/100 g 7,2 mg/100 g
Mayonnaise <0,1 mg/100 g 50,4 mg/100 g 9,4 mg/100 g
Pudding <0,1 mg/100 g 49,6 mg/100 g 10,3 mg/100 g
5.1.3.2 PartikelgroRenverteilung

Die PartikelgroRenverteilung zeigte, dass der disperse Zustand der Emulsionen des
Frischkases und der Mayonnaise etwa gleich waren und somit eine éhnliche spezifische
Grenzflache aufwiesen, wahrend sich im Pudding deutlich kleinere Tropfchen fanden, was
zu einer groRReren spezifischen Grenzflache fiuhrte. Der GréfZenverteilungskoeffizient war
bei allen drei Prufprodukten etwa gleich grof3 und lag jeweils unter vier. Damit konnten
alle Emulsionen als monodispers eingestuft werden. AuRerdem wiesen die Partikelgréf3en

in allen Prifprodukten etwa das gleiche relativ schmale Spektrum auf (vgl. Tabelle 22).

Tabelle 22: PartikelgrolRenverteilung der Prufproduk  te der Studienphase | mit X 19, Xgo und

Xg0, dem Grol3enverteilungskoeffizienten (&) sowie der spezifischen Grenzflache (GF )

Prifprodukt X 10 [Mm] X's0 [Mm] X go [Mm] 5 GF, [m2/g]
Frischkase 1,08 5,89 13,53 2,11 2,21
Mayonnaise 1,42 4,32 11,58 2,35 2,14

Pudding 0,95 2,94 7,73 2,31 3,17
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5.1.3.3 Emulsionsstabilitat

Alle Prufprodukte hatten mit Sge=1 eine optimale Stabilitdt innerhalb der getesteten sieben

Tage.

Tabelle 23: Emulsionsstabilitét (S f) der Prifprodukte der Studienphase | mit
der spezifischen Grenzflache nach 0 (GF ) und 7 (GF ;) Tagen

Prufprodukt GF , [m?/qg] GF ;7 [m?/q] Secr
Frischkase 2,21 2,21 1
Mayonnaise 2,14 2,15 1
Pudding 3,17 3,17 1
5134 Extrahierbarer Fettanteil

Der extrahierbare Fettanteil unterschied sich zwischen den Prifprodukten insofern, dass
die Mayonnaise den grof3ten EFA aufwies, wahrend der Pudding einen kleineren EFA und

der Frischkase einen noch geringeren EFA aufzeigte.

Tabelle 24: Extrahierbarer Fettanteil (EFA) der Prii  fprodukte

der Studienphase | als Mittelwert + Standardabweich  ung

Prifprodukt EFA [g/100 g Fett]
Frischkase 0,58 + 0,03
Mayonnaise 9,50+0,21

Pudding 1,04 £0,13
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5.1.35 Oberflachentopographie

Anhand der Oberflachentopographie war zu erkennen, dass sich die Fettphase des
Frischkases innerhalb der Caseinmicellen befand. Die Fetttropfen waren gleichmafig in
der Matrix verteilt und zeigten eine teilweise glatte, teilweise unebene Grenzflache. Die

unebene Grenzflache war im Frischkase durch eine zusatzliche Assoziation von Caseinat

an die Fetttropfen bedingt.

Abbildung 15: Struktur des Frischkéses, Ausschnitt 1, Balken entspricht 5 um

Abbildung 16: Struktur des Frischkases, Ausschnitt 2, Balken entspricht 5 um
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Die Struktur der Mayonnaise war durch eine hohe Konzentration der Oltropfen in der

Matrix gekennzeichnet. Die Fetttropfen waren annahernd kugelférmig und wiesen eine

glatte Oberflache auf.

Abbildung 17: Struktur der Mayonnaise, Ausschnitt 1 , Balken entspricht 10 um

Abbildung 18: Struktur der Mayonnaise, Ausschnitt 2 , Balken entspricht 10 um
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Die Konzentration von Fetttropfen war im Pudding relativ gering. Die Tropfen selbst
waren ungleichmafig verteilt und Uberwiegend zu Clustern zusammengelagert, jedoch

ohne direkten Kontakt zueinander. Die Oberflache der Fetttropfen war glatt und homogen.

1SKU) X4.000 10m
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s

Abbildung 19: Struktur des Puddings, Ausschnitt 1, Balken entspricht 1 um
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Abbildung 20: Struktur des Puddings, Ausschnitt 2, Balken entspricht 1 pm
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5.1.3.6 Strukturcharakterisierung

Die Auswertung der Bilder des CLSM ergab eine Inkompatibilitdt von Protein und Starke
(erscheint dunkel) in der wassrigen Phase der Mayonnaise . Die Fetttropfen waren

deutlich vom Protein abgegrenzt, welches die Fetttropfen umbhitillte.

Abbildung 21: Verteilung von Fett (rot) und Protein (gran) in der Mayonnaise
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Die Fetttropfen des Puddings befanden sich im Protein verteilt und waren somit mit

diesem kompatibel. Die dunklen Flecken wurden durch das in dem Prifprodukt enthaltene

Kakaopulver verursacht.

Abbildung 22: Verteilung von Fett (rot) und Protein (griin) im Pudding

5.1.3.7 Rheologische Eigenschaften

Bei allen drei Prufprodukten verringerte sich die Viskositat mit zunehmender Scher-
belastung. Die Produkte wiesen somit strukturviskoses Verhalten auf. Die Viskositat der
Mayonnaise war Uber den gesamten Scherbereich am niedrigsten. Bei geringem
Schergefélle war das Verhalten von Frischkése und Pudding identisch, wahrend bei dem
Frischkadse bei hoheren Schergeféllen eine hohere effektive Viskositat als bei dem
Pudding feststellbar war.
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Abbildung 23: Viskositatsfunktion der Priiflebensmit tel

Mayonnaise und Pudding wiesen eine anndhernd identische Festigkeit der inneren
Strukturen auf, wahrend beim Frischkése eine zehnfach hdhere Festigkeit zu verzeichnen

war.

—e— Frischkdse —8— Mayonnaise Pudding

10000

L
1000 -

-

100

Speichermodul (Pa)

10

0,1 1 10

Frequenz (Hz)

Abbildung 24: Oszillationsfunktion der Priflebensmi ttel
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5.2 Studienphase Il

In dieser Studienphase Il wurden sowohl eine Kurzzeitkinetik-Studie Uber 24 h als auch
eine Langzeitkinetik-Untersuchung Uber vier Wochen durchgefiihrt. Dabei wurden jeweils
die die Bioverfugbarkeiten von RRR-a-Tocopherol aus Frischkdse und Mayonnaise

bestimmt und miteinander verglichen.

5.2.1 Kurzzeitkinetik

5.2.1.1 Studienkollektiv

5.21.11 Anthropometrische Daten

Das Studienkollektiv der Kurzzeitkinetik in der zweiten Studienphase umfasste zehn
mannliche Personen, die geschlechteradjustiert randomisiert in zwei Gruppen aufgeteilt
wurden. Die Teilnehmer des Frischk&sekollektivs waren durchschnittlich 32,0 + 2,1 Jahre
(Spanne: 29-34 Jahre) alt, die des Mayonnaisekollektivs 28,8 + 4,3 Jahre (Spanne: 24-
33 Jahre). Die anthropometrischen Daten koénnen der Tabelle 25 entnommen werden.
Zwei Teilnehmer des Frischkéasekollektivs waren normalgewichtig und drei Personen
Ubergewichtig. In dem Kollektiv, das Mayonnaise erhalten hatte, waren vier Teilnehmer
normalgewichtig und zwei Ubergewichtig. Die Subkollektive unterschieden sich nicht
signifikant in Bezug auf die Geschlechterverteilung, das Alter (p=0,172), die Korpergrolie
(p=0,153), das Korpergewicht (p=0,784) und den BMI (p=0,350).

Tabelle 25: Anthropometrische Daten der Subkollekti ve der Kurzzeitkinetik der

Studienphase I, n=5

Frischkase (n=5) Mayonnaise (n=5)
Parameter mean = SD Min. — Max. mean = SD Min. — Ma x.
Kdrpergrol3e [m] 1,78 £ 0,05 1,70-1,85 1,83 £0,06 1,78-1,90
Korpergewicht [kg] 81,7+13,2 64,8 —100,2 79,5+10,8 65,8 - 94,0
BMI [kg/m?] 259+ 3,7 20,9 -29,3 23,8+3,1 20,7 — 28,9

5.2.1.1.2 Ernahrungsverhalten

Das Erndhrungsverhalten der Studienteilnehmer in Bezug auf die Aufnahme von
Vitamin E war relativ homogen. Keiner der Teilnehmer verzehrte Nahrungsergdnzungs-

mittel mit Vitamin E und zwei Personen gelegentlich mit Vitamin E angereicherte
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Lebensmittel. Der Uberwiegende Teil der Studienteilnehmer (n=6) nahm gelegentlich mit
Vitamin E angereicherte Getranke zu sich wahrend vier Teilnehmer nie solche Getranke
aufnahm. Einer der Studienteilnehmer wies eine niedrige Zufuhr an Vitamin E (<6 mg
Vitamin E pro Tag), funf eine mittlere Zufuhr (iber dem Grundbedarf) und vier Teilnehmer

eine hohe Zufuhr von mindestens 12 mg Vitamin E pro Tag.

52.1.1.3 Biochemische Parameter

Nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick (ber die mittleren Nuchternserum-

konzentrationen der wichtigsten biochemischen Parameter des Studienkollektivs.

Tabelle 26: Nichternserumkonzentrationen von a-Tocopherol, Gesamt-, LDL- sowie HDL-
Cholesterol und Triacylglyceriden des Studienkollek tivs der Kurzzeitkinetik der Studien-

phase Il, n=5

Parameter mean + SD Min. — Max. Referenzbereich
a-Tocopherol [umol/l] 22,1+45 15,5-28,5 11-37
a-Tocopherol/Triacylglyceride 225+11,2 12,4 - 48,1 >1,1
[mmol/l]
Gesamtcholesterol [mmol/I] 48+1,2 3,1-6,7 <52
LDL-Cholesterol [mmol/] 26+1,1 0,4-39 <34
HDL-Cholesterol [mmol/l] 4 1,3+04 0,9-2,2 >0,9
Q - - >1,0
Triacylglyceride [mmol/l] 1,2+0,5 0,6-2,2 <17

Die mittleren a-Tocopherol-, a-Tocopherol/Triacylglycerid-, Triacylglycerid- und Gesamt-,
LDL- sowie HDL-Cholesterol-Nuchternserumkonzentrationen des Studienkollektivs lagen
innerhalb der Referenzbereiche. Lediglich vier von zehn Teilnehmern hatten leicht erhdhte
Gesamtcholesterol-Spiegel (5,6; 5,7; 5,8; 6,7 mmol/l), einer leicht erhdhte Triacylglycerid-
Konzentrationen (2,2 mmol/l) und drei leicht erhdhte LDL-Cholesterol-Konzentrationen
(3,7; 3,8; 3,9 mmol/l). Bei einer Person lagen alle drei Parameter, bei einer Person zwei
Parameter (Gesamt- und LDL- Cholesterol) und bei den tbrigen drei Personen jeweils nur

ein Parameter leicht erhdht vor.

Zwischen den einzelnen Untersuchungstagen zeigten sich Kkeine signifikanten
Unterschiede der Nuchternserumkonzentrationen von a-Tocopherol (p=0,572), a-Toco-
pherol/Triacylglyceride (p=0,743), Triacylglyceriden (p=0,955), sowie Gesamt- (p=0,787),
LDL- (p=0,436) und HDL-Cholesterol (p=0,705).
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5.2.1.2 Biokinetische Parameter

Wie nachfolgende Tabelle zeigt, bestanden zwischen dem Frischkdase- und der
Mayonnaise keine signifikanten Unterschiede in der Bioverflgbarkeit von a-Tocopherol,
gemessen als AUCy.;. Die maximalen Serumkonzentrationen an a-Tocopherol (Cmax)
sowie die Zeit bis zum Erreichen dieser (tmax) unterschieden sich ebenfalls nicht signifikant

voneinander.

Tabelle 27: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des

Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Kurzzeitki netik der Studienphase I, n=5

Parameter Frischkase Mayonnaise p*
AUC, 24 (a-Tocopherol) 96,3 + 36,8 79,1 +27,8 0,431
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC) 0,025 + 0,011 0,018 + 0,005 0,249
[umol*h/I]

AUC 24 (a-Tocopherol/TC+TG) -0,001 £ 0,001 0,0001 + 0,0004 0,235
[umol*h/I]

Cmax [Hmol/l] 6,0+2,8 48+1,7 0,429
tmax [N] 84+25 72+16 0,397

* t-Test fur unabhé@ngige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)

Im optischen Vergleich der Verlaufe der Serumkonzentrationen an a-Tocopherol konnte
eine bessere Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkése als aus der

Mayonnaise festgestellt werden (vgl. nachfolgende Abbildungen).
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Abbildung 25:
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Abbildung 27: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der
Kurzzeitkinetik der Studienphase I, Mittelwerte + Standardabweichung, n=5, Dosis: 60 mg

a-Tocopherol

In dem AusmalR der Absorption von a-Tocopherol, bestimmt als prozentuale
Veranderungen der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol, ergaben sich ebenfalls
keine signifikanten Unterschiede zwischen der Absorption von a-Tocopherol aus dem

Frischkase und aus der Mayonnaise (siehe Tabellen im Anhang).

Die spezifischen Serumkonzentrationen zu den einzelnen Blutenthahmezeitpunkten, sind

den Tabellen im Anhang zu entnehmen.

5.2.1.3 Technologische Parameter

In der Kurzzeitkinetik der Studienphase Il wurden der Frischkése und die Mayonnaise aus
der Studienphase | eingesetzt. Daher finden sich die Daten der technologischen

Parameter in Kapitel 5.1.3.
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5.2.2 Langzeitkinetik

5.2.2.1 Studienkollektiv

5.2.2.1.1 Anthropometrische Daten

Fur die Langzeitkinetik-Untersuchung wurden 21 Personen (10 Manner, 11 Frauen)
rekrutiert. Von diesen mussten im Laufe der Untersuchung drei Personen ausgeschlossen
werden. Wahrend ein Proband freiwillig aus Zeitgriinden die Studie abbrach, konnten bei
einer Teilnehmerin technologisch bedingt nicht alle Blutparameter ausgewertet werden.
Des Weiteren traten bei einer Probandin allergische Reaktionen auf, die nicht auf das
Prifprodukt zuriickzufihren waren, aber eine weitere Teilnahme an der Studie
ausschlossen. Somit wurden 18 Personen in das Studienkollektiv der Langzeitkinetik in
der zweiten Studienphase zur Auswertung der Daten eingeschlossen, von denen waren
jeweils neun méannlich und neun weiblich. Diese wurden in zwei Kollektive aufgeteilt: ein
Frischkasekollektiv mit finf weiblichen und vier ménnlichen Studienteilnehmern und ein
Mayonnaisekollektiv, von denen vier weiblich und finf mannlich waren. Das mittlere Alter
des Frischkasekollektivs betrug 28,3 + 4,0 Jahre (Spanne: 22-34 Jahre) und das des
Mayonnaisekollektivs 26,1 + 4,6 Jahre (Spanne: 21-33 Jahre). Die anthropometrischen
Daten konnen der Tabelle 28 entnommen werden. Von den Studienteilnehmern des
Frischkasekollektivs waren sieben normalgewichtig und zwei Ubergewichtig, wahrend bei
dem Mayonnaisekollektiv sechs als normalgewichtig und drei als Ubergewichtig eingestuft
wurden. In dieser Studienphase wurde ein Parallelgruppenvergleich durchgefihrt.
Zwischen den Kollektiven bestanden keine signifikanten Unterschiede in Bezug auf die
Geschlechterverteilung (p=637), das Alter (p=0,287), die KorpergroRe (p=0,346), das
Korpergewicht (p=0,255) und den BMI (p=0,382).

Tabelle 28: Anthropometrische Daten des Kollektivs der Langzeitkinetik der Studienphase II,
n=9

Frischkase (n=9) Mayonnaise (n=9)
Parameter mean = SD Min. — Max. mean = SD Min. — Ma x.
Kdrpergrol3e [m] 1,75+ 0,06 1,65-1,85 1,79 £ 0,08 1,67 -1,90
Kérpergewicht [kg] 70,2 £13,7 59,9 — 100,2 77,2+11,.2 57,7 -94,0

BMI [kg/m?] 22,8+3,4 19,3-29.3 24,3+£4,0 19,1 -31,6
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5.2.2.1.2 Ernahrungsverhalten

In diesem Kollektiv ergab sich wiederum ein relativ einheitliches Erndhrungsverhalten in
Bezug auf die Aufnahme von Vitamin E. Keiner der Teilnehmer verzehrte Nahrungs-
erganzungsmittel die mit Vitamin E angereichert waren und zwei gelegentlich mit
Vitamin E angereicherte Lebensmittel. Die Halfte der Studienteilnehmer (n=9) nahm
gelegentlich mit Vitamin E angereicherte Getranke zu sich. Zwei der Studienteilnehmer
wies eine niedrige Zufuhr an Vitamin E auf, die unter dem Grundbedarf von 6 mg
Vitamin E pro Tag lag, neun eine mittlere Zufuhr (Uber dem Grundbedarf) und sieben

Teilnehmer eine hohe Zufuhr von mindestens 12 mg Vitamin E pro Tag.

5.2.2.1.3 Biochemische Parameter

Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick tber die mittleren Nichternserumkonzen-

trationen der wichtigsten biochemischen Parameter der Studienteilnehmer.

Tabelle 29: Nichternserumkonzentrationen von a-Tocopherol, Gesamt-, LDL- sowie HDL-
Cholesterol und Triacylglyceriden des Studienkollek tivs der Langzeitkinetik der

Studienphase I, n=9

Parameter mean = SD Min. — Max. Referenzbereich
a-Tocopherol [umol/l] 25,8+45 18,8 — 34,3 11-37
a-Tocopherol/Triacylglyceride 23,3+£6,9 13,3-37,5 >1,1
[mmol/1]
Gesamtcholesterol [mmol/l] 50+1,2 3,2-8,2 <5,2
LDL-Cholesterol [mmol/l] 2,9+0,9 16-54 <34
HDL-Cholesterol [mmol/l] 3 1,7+0,4 1,0-2,2 >0,9
Q 1,6+0,5 1,0-2,6 >1,0
Triacylglyceride [mmol/l] 1,2+04 0,6-2,3 <1,7

Im Mittel lagen die Niuchternserumkonzentrationen des Studienkollektivs aller Parameter
(a-Tocopherol, a-Tocopherol/Triacylglyceride, Gesamt-, LDL- sowie HDL-Cholesterol und
Triacylglyceride) innerhalb der Referenzbereiche. Von den 18 Studienteilnehmern hatten
sieben leicht erhdhte Gesamtcholesterol- (5,3-8,2 mmol/l) und vier erhéhte LDL-
Cholesterol-Spiegel (3,5-5,4 mmol/l). Eine Person wies leicht erhdhte Triacylglycerid-
spiegel (2,3 mmol/l) auf. Zwischen den Kollektiven bestanden keine signifikanten
Unterschiede der Nuichternserumspiegel von a-Tocopherol (p=0,625), a-Tocopherol/
Triacylglyceride (p=0,484), Triacylglyceriden (p=0,796), sowie Gesamt- (p=0,868), LDL-
(p=0,582) und HDL-Cholesterol (p=0,159).
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5.2.2.2 Biokinetische Parameter

Nachfolgende Tabelle 30zeigt, dass die Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol Uber vier
Wochen, gemessen als AUCy4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol) und AUCy4
(a-Tocopherol/Gesamtcholesterol/Triacylglyceride), aus dem Frischkase signifikant grof3er
(p=0,018; p=0,017) war als aus der Mayonnaise. Die maximal erreichten Serum-
konzentrationen von a-Tocopherol (Cnax) Sowie die Zeit bis zum Erreichen von Cmax (tmax)

unterschieden sich nicht signifikant zwischen den Prifprodukten.

Tabelle 30: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des

Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Langzeitki netik der Studienphase 11, n=9

Parameter Frischkase Mayonnaise p*
AUC, 4 (a-Tocopherol) 20,6 £11,8 18,8 +8,0 0,709
[umol*Wochell]

AUC,4 (a-Tocopherol/TC) 0,007 + 0,003 0,004 + 0,002 0,018
[umol*Woche/l]

AUC,.4 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,004 + 0,002 0,002 + 0,001 0,017
[umol*Wochell]

Cmax [LmMol/l] 9,3+3,8 8,3+4,4 0,612
tnax 10,6** 8,4** 0,286***

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)
** mittlerer Rang
*** J-Test nach Mann und Whitney fir unabhéngige Stichproben

Der optische Vergleich der Verlaufe der Serumkonzentrationen an a-Tocopherol zeigte
eine grOoRere Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischk&se als aus der

Mayonnaise (vgl. nachfolgende Abbildungen).
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Abbildung 28: a-Tocopherol-Serumkonzentration der Langzeitkinetik der Studienphase Il,

Mittelwerte + Standardabweichung, n=9, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 29: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol-Serumkonzentration de r Langzeitkinetik der

Studienphase II, Mittelwerte + Standardabweichung, n=9, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 30: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der
Langzeitkinetik der Studienphase Il, Mittelwerte + Standardabweichung, n=9, Dosis: 60 mg

a-Tocopherol

Wie in den Tabellen im Anhang zu sehen, spiegelte sich die signifikant bessere
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkése als aus der Mayonnaise uber vier
Wochen in den prozentualen Verdnderungen der Serumkonzentrationen von
a-Tocopherol wider, welche Uber den Interventionszeitraum nach dem Verzehr des
Frischkases signifikant grof3er waren als nach dem der Mayonnaise (a-Tocopherol,
p=0,027; a-Tocopherol/Gesamtcholesterol, p=0,007; a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+

Triacylglyceride, p=0,021).

Die Tabellen im Anhang zeigen der Vollstandigkeit halber die Serumkonzentrationen von

a-Tocopherol zu den einzelnen Blutentnahmezeitpunkten

5.2.2.3 Technologische Parameter

In der Langzeitkinetik der Studienphase Il wurden der Frischkase und die Mayonnaise aus
der Studienphase | als Prufprodukte eingesetzt. Die Ergebnisse zu den technologischen

Parametern finden sich in Kapitel 5.1.3.

5.3 Studienphase Il

In  Studienphase Ill wurden in einer Kurzzeitkinetik-Untersuchung Gber 24 h die
Bioverfugbarkeiten von RRR-a-Tocopherol aus drei verschiedenen Prifprodukten
bestimmt und miteinander verglichen. Bei den eingesetzten Prifprodukten handelte es

sich um Frischkése, der sich in der PartikelgréRe der Lipidtropfen unterschied. Die
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Studienteilnehmer erhielten einen Frischkase nach der Standardrezeptur sowie jeweils

einen mit gréReren und einen mit kleineren Partikeln als die der Standardrezeptur.

5.3.1 Studienkollektiv

5.3.1.1 Anthropometrische Daten

In die Untersuchung wurden acht mannliche Personen eingeschlossen. Die Serum-
parameter eines Probanden konnten technologisch bedingt nicht vollstdandig analysiert
werden. Daher wurden letztendlich die Daten von sieben mannlichen Personen mit einem
mittleren  Alter von 26,3 +3,5Jahre (Spanne: 22-33 Jahre) ausgewertet. Die
anthropometrischen Daten konnen der Tabelle 31 entnommen werden. Von den
Studienteilnehmern waren keine Person untergewichtig, zwei Personen normalgewichtig,
vier Personen Ubergewichtig und eine adipds. Aufgrund des Cross-over-Designs der
Studienphase bestanden bezuglich der anthropometrischen Daten keine signifikanten

Unterschiede zwischen den Kollektiven.

Tabelle 31: Anthropometrische Daten des Kollektivs der Studienphase Ill, n=7

Parameter mean + SD Min. — Max.
Kdrpergrol3e [m] 1,82 + 0,06 1,74 -1,89
Korpergewicht [kg] 88,4+150 73,1-118,0
BMI [kg/m?] 26,5+3,4 22,9 -33,0
5.3.1.2 Ernahrungsverhalten

Das Erndhrungsverhalten in Bezug auf die Aufnahme von Vitamin E gestaltete sich wie
folgt. Keiner der Teilnehmer verzehrte Nahrungserganzungsmittel und einer gelegentlich
Lebensmittel, die mit Vitamin E angereichert waren. Von den acht Studienteilnehmern
nahmen zwei gelegentlich mit Vitamin E angereicherte Getranke zu sich. Der Erndhrungs-
erhebungsfragebogen zeigt, dass zwei der Studienteilnehmer eine mittlere Zufuhr, von ca.
6-12 mg Vitamin E pro Tag aufwiesen und finf eine hohe Zufuhr von mindestens 12 mg

Vitamin E pro Tag.
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5.3.1.3 Biochemische Parameter

Nachfolgende Tabelle gibt einen Uberblick lber die mittleren Niichternserumkonzen-

trationen der wichtigsten biochemischen Parameter des Studienkollektivs.

Tabelle 32: Nichternserumkonzentrationen von a-Tocopherol, Gesamt-, LDL- sowie HDL-

Cholesterol und Triacylglyceriden des Studienkollek tivs der Studienphase lll, n=7

Parameter mean+SD  Min. — Max. Referenzbereich
a-Tocopherol [umol/l] 27,0+ 3,0 21,1-32,3 11-37
a-Tocopherol/Triacylglyceride 18,7+7,3 7,8-35,9 >1,1
[mmol/l]
Gesamtcholesterol [mmol/I] 54+1,0 3,1-64 <52
LDL-Cholesterol [mmol/l] 3,3+0,8 15-4,4 <34
HDL-Cholesterol [mmol/l] 4 1,3+0,3 0,8-1,7 >0,9
0 - - >1,0
Triacylglyceride [mmol/l] 1,8+0,9 0,6 -3,7 <17

Die a-Tocopherol und LDL- sowie HDL-Cholesterol-Niichternkonzentrationen des
Studienkollektivs lagen im Mittel innerhalb der Referenzbereiche, wahrend die mittleren
Gesamtcholesterol- und Triacylglyceridspiegel knapp Uber dem Referenzbereich lagen.
Im Einzelnen wiesen sechs von sieben Studienteilnehmern zu jedem der Untersuchungs-
tage Gesamtcholesterol-Konzentrationen (5,3-6,4 mmol/l) auf, die an der oberen Grenze
oder oberhalb der Referenzbereiche lagen. Aul3erdem lagen die Triacylglyceridspiegel
von zwei Teilnehmern an allen drei Tagen Gber dem Referenzbereich (3,1-3,7 mmol/l) und

von einem Teilnehmer an zwei Untersuchungstagen daruber (2,2 und 2,3 mmol/l).

Die Nudchternserumkonzentrationen von a-Tocopherol (p=0,754), a-Tocopherol/
Triacylglyceride (p=0,967), Triacylglyceriden (p=0,912), sowie Gesamt- (p=0,860), LDL-
(p=0,791) und HDL-Cholesterol (p=0,768) wiesen zwischen den drei Untersuchungstagen
keine signifikanten Unterschiede auf. Lediglich bei den a-Tocopherol-Konzentrationen
zeigte sich ein Trend zur Signifikanz (p=0,064) dahingehend, dass die a-Tocopherol-
Werte des Frischkdses mit den kleinen PartikelgréRen (28,0 £ 2,6 mmol/l), Gber den

Serumkonzentrationen des Frischkase mit den groRen Partikeln (25,5 = 2,1 mmol/l) lagen.
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5.3.2 Biokinetische Parameter

Nachfolgende Tabelle zeigt die biokinetischen Parameter der drei Prifprodukte im

Vergleich.

Tabelle 33: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, mittlerer Rang) des
Kollektivs Frischkdse kleine PartikelgrofRe, Frischk ase normale und Frischkase grolie

PartikelgréRe der Studienphase lll, n=7

Parameter kleine normale grol3e p*
Partikel Partikel Partikel

AUC, 24 (a-Tocopherol) 13,1 10,7 9,1 0,478

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC) 14,2 12,3 6,5 0,052

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 13,9 12,9 9,3 0,043

Crax 12,1 8,5 12,4 0,423

tmax 9,1 11,6 12,4 0,538

* H-Test nach Kruskal und Wallis fir unabhéangige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine
Partikel, Kollektiv Frischkase normale Partikel, Kollektiv Frischkéase groRe Partikel)

In der Bioverfigbarkeit von a-Tocopherol, gemessen als AUCy.s (a-Tocopherol/
Gesamtcholesterol+Triacylglyceride), bestanden signifikante Unterschiede (p=0,043)
zwischen den Prifprodukten. Die weiterfihrende Analyse (vgl. Tabellen 34-36) ergab im
Einzelnen eine signifikant grof3ere Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus dem Fischkéase
mit den kleinen Partikeln als aus dem Frischkase mit den grof3en Partikeln (AUCy.o4
(a-Tocopherol/Gesamtcholesterol), p=0,015; AUC,.,4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+
Triacylglyceride), p=0,036). Dartiber hinaus war die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol
aus dem Fischkase nach der Standardrezeptur signifikant grof3er als die aus dem
Frischkase mit den grofB3en Partikeln (AUCy,4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+
Triacylglyceride), p=0,012). Die maximal erreichten Serumkonzentrationen von
a-Tocopherol (Cnax) SOwie die Zeit bis zum Erreichen von Cnax (tmax) Unterschieden sich

nicht signifikant zwischen den Prifprodukten.
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Tabelle 34: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des
Kollektivs Frischkase kleine PartikelgréRe und  Fri schkase normale PartikelgréRe der

Studienphase lll, n=7

Parameter kleine Partikel normale Partikel p*
AUC,.,4 (a-Tocopherol) 98,4 + 53,8 76,2 +52,9 0,451
[umol*h/I]

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC) 0,018 + 0,007 0,016 £+ 0,008 0,645
[umol*h/I]

AUC 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,009 + 0,006 0,009 + 0,004 0,892
[umol*h/I]

Cmax [LmMol/l] 6,2+3,6 46+28 0,382
tmax [N] 41+11 4,7+1,6 0,403

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine Partikel vs. Kollektiv Frischkéase
normale Partikel)

Tabelle 35: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des
Kollektivs Frischkase normale PartikelgrofRe und Fri schkdse groRe PartikelgroflRe der

Studienphase lll, n=7

Parameter normale Partikel grol3e Partikel p*
AUC 24 (a-Tocopherol) 76,2 +52.9 57,7 £33,3 0,451
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC) 0,016 + 0,008 0,009 + 0,004 0,069
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,009 + 0,004 0,003 + 0,004 0,012
[umol*h/I]

Cmax [LmMol/l] 46+28 6,5+2,3 0,210
tmax [N] 4,7+1,6 4,7+1,0 1,000

* t-Test fir unabhéngige Stichproben (Kollektiv Frischkése normale Partikel vs. Kollektiv
Frischkase grol3e Partikel)
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Tabelle 36: Biokinetische Parameter (Differenz zum

Kollektivs Frischkdse kleine PartikelgréRe und Fris

Studienphase lll, n=7

Nuchternwert, Mittelwert + SD) des

chkase groRe PartikelgroRe der

Parameter kleine Partikel grof3e Partikel p*
AUC,.,4 (a-Tocopherol) 98,4 + 53,8 57,7+ 33,3 0,115
[umol*h/I]

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC) 0,018 + 0,007 0,009 + 0,004 0,015
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,009 + 0,006 0,003 + 0,004 0,036
[umol*h/I]

Cmax [LmMol/l] 6,2+3,6 6,5+2,3 0,871
tmax [N] 41+1,1 4,7+1,0 0,290

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine Partikel vs. Kollektiv Frischkéase

grolRe Partikel)

Anhand des optischen Vergleichs der

Verlaufe der

Serumkonzentrationen von

a-Tocopherol (vgl. nachfolgende Abbildungen) konnten keine eindeutigen Unterschiede in

der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol zwischen den drei Prifprodukten beobachtet

werden.
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Abbildung 31: a-Tocopherol-Serumkonzentration der Studienphaselll , Mittelwerte =*

Standardabweichung, n=7, Dosis: 60 mg

a-Tocopherol
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Abbildung 32: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol-Serumkonzentration de r Studienphase lIl,

Mittelwerte + Standardabweichung, n=7, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 33: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der
Studienphase lll, Mittelwerte + Standardabweichung, n=7, Dosis: 60 mg a-Tocopherol

Die zur weiteren Abschatzung der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol genutzten
prozentualen Veranderungen der Serumkonzentrationen an a-Tocopherol wiesen keine

signifikanten Unterschiede zwischen den Prifprodukten auf (siehe Tabellen im Anhang).

Der Vollstandigkeit halber sind in den Tabellen im Anhang die Serumkonzentrationen zu

den einzelnen Blutentnahmezeitpunkten aufgefihrt.

5.3.3 Technologische Parameter

5.3.3.1 PartikelgroRenverteilung

Die PartikelgréfRenverteilung zeigte, dass die Tropfchen des Frischkases mit den kleinen
Partikeln am kleinsten, die des Frischkédses mit den groRen Partikeln am gréf3ten waren
und die des Frischkédses mit der normalen Partikelgrol3e dazwischen lagen. Dieses
Verhéltnis spiegelte sich in der GroRRe der spezifischen Grenzflache wider, die beim
Frischkdse mit kleinen Partikeln am grof3ten, bei dem Frischkdse mit den grof3ten
Partikeln am kleinsten und bei dem Standardfrischkdse zwischen den beiden anderen lag.

Der GrofRenverteilungskoeffizient war bei allen drei Prifprodukten unter vier. Damit waren
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die Emulsionen alle als monodispers einzustufen. Dabei war & bei dem Fischk&se mit den
kleinen Partikeln und dem mit den grof3en Partikeln etwa gleich grof3, wahrend & bei dem
Frischkdse mit der normalen Partikelgrof3e groRRer als die anderen war und damit ein

groReres Spektrum an TropfchengroRen aufwies.

Tabelle 37: PartikelgréRenverteilung der Prifproduk te der Studienphase Il mit X 14, X50 und

Xg0, dem GroRenverteilungskoeffizienten (&) sowie der spezifischen Grenzflache (GF )

Prufprodukt X 1o[pm]  Xso [UM]  Xgo [um] [¢] GFo [m?/g]
Frischkase kleine Partikel 0,47 1.4 2,87 1,71 6,72
Frischkase normale Partikel 0,87 6,1 19,36 3,03 2,83
Frischkase grof3e Partikel 2,47 21,2 40,36 1,79 0,98
5.3.3.2 Extrahierbarer Fettanteil

Der extrahierbare Fettanteil war beim Frischkdse mit den kleinen Partikeln und dem mit
den normalen Partikeln etwa gleich grof3, wahrend der EFA bei dem Frischkédse mit den

grolRen Partikeln dreimal so grof3 war.

Tabelle 38: Extrahierbarer Fettanteil (EFA) der Prii  fprodukte

der Studienphase Il als Mittelwert + Standardabwei  chung

Prifprodukt EFA [g/100 g Fett]
Frischkase kleine Partikel 0,30 £ 0,03
Frischkase normale Partikel 0,31 +0,05
Frischkase grofe Partikel 1,04 £0,13

5.4 Studienphase IV

In Studienphase IV wurden Bioverfiigbarkeiten von RRR-a-Tocopherol aus vier
verschiedenen Prifprodukten tber 24 h bestimmt und miteinander verglichen. Dabei
wurden die Lipidemulsionen des Frischkdses aus den Studienphasen | und Il eingesetzt
und zwar einmal mit einem pH-Wert von 6,5 und mit einem pH-Wert von 4,5 sowie diese

jeweils in getrockneter Form.
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5.4.1 Studienkollektiv

54.1.1 Anthropometrische Daten

Das Studienkollektiv der vierten Studienphase umfasste acht mannliche Personen, mit
einem  mittleren  Alter von 31,3%x3,7Jahre (Spanne: 24-37 Jahre). Die
anthropometrischen Daten kdnnen der Tabelle 39 entnommen werden. Von den
Studienteilnehmern war keine Person untergewichtig, vier Personen waren
normalgewichtig, vier Personen Ubergewichtig und keine adipds. Beziglich der
anthropometrischen Daten bestanden, aufgrund des Studiendesigns (Cross-over) der

Studienphase, keine signifikanten Unterschiede zwischen den Kollektiven.

Tabelle 39: Anthropometrische Daten des Kollektivs der Studienphase IV, n=8

Parameter mean = SD Min. — Max.
Kdrpergrol3e [m] 1,83 + 0,05 1,74 -1,90
Korpergewicht [kg] 85,3+11,0 67,8 -98,0
BMI [kg/m?] 254+2,6 21,3-29,0
54.1.2 Ernahrungsverhalten

Nachfolgend ist das Erndhrungsverhalten der Studienteilnehmer in Bezug auf die
Aufnahme von Vitamin E dargestellt. Keiner der Teilnehmer nahm Nahrungsergdnzungs-
mittel mit Vitamin E, eine Person verzehrte gelegentlich Lebensmittel, die mit Vitamin E
angereichert waren und vier Studienteilnehmern nahmen gelegentlich mit Vitamin E
angereicherte Getranke zu sich. Einer der Studienteilnehmer nahm durchschnittlich
zwischen 6 und 12 mg Vitamin E pro Tag auf, wahrend die Ubrigen sieben Teilnehmer

eine tagliche Vitamin-E-Zufuhr von tGber 12 mg hatten.
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54.1.3 Biochemische Parameter

Nachstehende Tabelle gibt einen Uberblick lber die mittleren Niichternserumkonzen-

trationen der wichtigsten biochemischen Parameter des Studienkollektivs.

Tabelle 40: Nuchternserumkonzentrationen von a-Tocopherol, Gesamt-, LDL- sowie HDL-

Cholesterol und Triacylglyceriden des Studienkollek tivs der Studienphase 1V, n=8

Parameter mean+SD Min.— Max. Referenzbereich
a-Tocopherol [umol/l] 29,3+6,8 15,1-429 11-37
a-Tocopherol/Triacylglyceride 23,7+10,6 6,9-554 >1,1
[mmol/l]
Gesamtcholesterol [mmol/I] 50+£1,1 28-7,1 <52
LDL-Cholesterol [mmol/l] 3,0£09 1,3-4,8 <34
HDL-Cholesterol [mmol/l] a 1,3+0,3 09-1,9 >0,9
e - - >1,0
Triacylglyceride [mmol/l] 1,5+0,8 0,6 -3,2 <17

In diesem Studienkollektiv lagen die mittleren Nuichternserumkonzentrationen aller
Parameter (a-Tocopherol, a-Tocopherol/Triacylglyceride, Gesamt-, LDL- sowie HDL-Chol-
esterol und Triacylglyceride) innerhalb der Referenzbereiche. Jeweils zwei bzw. drei
Studienteilnehmer wiesen an den Untersuchungstagen Gesamt- (5,5-7,1 mmol/l), sowie
LDL-Cholesterol- (3,5-4,8 mmol/l) und Triacylglycerid-Serumkonzentrationen  (2,1-
3,2 mmol/l) auf, die Uber den Referenzbereichen lagen. Die Gesamtcholesterolspiegel
zweier Studienteilnehmer lagen an allen Untersuchungstagen und von einer Person an
zwei Tagen Uber dem Referenzbereich. Zwei Teilnehmer wiesen an drei
Untersuchungstagen leicht erhdhte LDL-Cholesterol-Serumkonzentrationen auf und drei

an einem Untersuchungstag.

Der Vergleich zwischen den vier Untersuchungstagen zeigte keine signifikanten
Unterschiede der Nichternserumwerte von a-Tocopherol (p=0,405), a-Tocopherol/
Triacylglyceride (p=0,351), Triacylglyceriden (p=0,973), sowie Gesamt- (p=0,964), LDL-
(p=0,997) und HDL-Cholesterol (p=0,979).
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5.4.2 Biokinetische Parameter

Die Darstellung der Ergebnisse der biokinetischen Parameter erfolgt getrennt nach den
spezifischen vorgenommenen Gegenuberstellungen. So werden zunachst die Bioverfug-
barkeiten von a-Tocopherol aus den ungetrockneten Emulsionen, anschlieRend die aus
den getrockneten Emulsionen, dann die Emulsionen mit den gleichen pH-Werten

(ungetrocknet und getrocknet) und abschlieRend die aller Prifprodukte verglichen.

Vergleich der Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion pH-  Wert 4,5:

Wie nachfolgende Tabelle zeigt, konnten keine signifikanten Unterschiede in der
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol, gemessen als AUCg.;, aus den ungetrockneten
Emulsionen bestimmt werden. Auch die maximalen Serumkonzentrationen von
a-Tocopherol (Cnay) sowie die Zeit bis zum Erreichen dieser Cnax (tmax) Unterschieden sich

nicht signifikant.

Tabelle 41: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des
Kollektivs Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion pH-Wer  t 4,5 der Studienphase 1V, n=8

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 4,5 p*
AUC 24 (a-Tocopherol) 79,0+420 85,3+17,1 0,697
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC) 0,016 + 0,012 0,019 + 0,006 0,531
[umol*h/I]

AUC 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,008 £ 0,01 0,009 + 0,004 0,674
[umol*h/I]

Cmax [Lmol/l] 35+1,6 48+1,2 0,088
tmax [N] 56+22 5820 0,863

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion pH-Wert 4,5)

Die optische Uberpriifung der Verlaufe der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol weist
auf eine geringfiigig bessere Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus der Emulsion mit

dem niedrigeren pH-Wert von 4,5 hin (vgl. nachfolgende Abbildung).
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Abbildung 34: a-Tocopherol-Serumkonzentration der Kollektive Emuls ion pH-Wert 6,5 und
Emulsion pH-Wert 4,5 der Studienphase IV, Mittelwer te + Standardabweichung, n=8, Dosis:
60 mg a-Tocopherol
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Abbildung  35: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol-Serumkonzentration  de r  Kollektive
Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion pH-Wert 4,5 der S tudienphase IV, Mittelwerte =+

Standardabweichung, n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 36: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der
Kollektive Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion pH-Wer  t 4,5 der Studienphase 1V, Mittelwerte
+ Standardabweichung, n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol

Dies spiegelt sich in den prozentualen Veranderungen der Serumkonzentrationen wider,
bei denen die Anstiege nach dem Verzehr der Emulsion mit den pH-Wert von 4,5
signifikant hoher (p=0,037) waren als nach dem der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5

(siehe Tabellen im Anhang).

Vergleich der Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 und E  mulsion getrocknet pH-Wert
4.5:

Wie Tabelle 42 zeigt, war bei dem Vergleich der getrockneten Prifprodukte die
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5 signifikant
groBer als aus der Emulsion mit dem pH-Wert von 45 (AUCy24
(a-Tocopherol/Gesamtcholesterol), p=0,031; AUC,.,4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+
Triacylglyceride), p=0,039). Die maximalen Serumkonzentrationen von a-Tocopherol
(cmax)Sowie die Zeit bis zum Erreichen von cmax (tmax) Unterschieden sich nach dem

Verzehr der Prifprodukte nicht signifikant voneinander.
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Tabelle 42: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des
Kollektivs Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 und Emul sion getrocknet pH-Wert 4,5 der
Studienphase 1V, n=8

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 4,5 p*
getrocknet getrocknet

AUC 24 (a-Tocopherol) 72,4 + 58,4 25,5+34,3 0,070
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC) 0,014 + 0,009 0,005 + 0,006 0,031
[umol*h/I]

AUC 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,003 + 0,007 -0,004 £ 0,007 0,039
[umol*h/I]

Cmax [HmMol/l] 45+39 4,1+28 0,828
tmax [N] 6,6 +0,8 54+1,4 0,069

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv getrocknet Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion
getrocknet pH-Wert 4,5)

Die hohere Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus der getrockneten Emulsion mit dem
pH-Wert von 6,5 gegeniber der aus der getrockneten Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5
konnte durch eine optische Uberprifung der Verlaufe der a-Tocopherol-Serum-

konzentrationen bestatigt werden (vgl. nachfolgende Abbildungen).
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Abbildung 37:  a-Tocopherol-Serumkonzentration der Kollektive Emuls ion pH-Wert
getrocknet 6,5 und Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5 der Studienphase IV, Mittelwerte +

Standardabweichung, n=8, Dosis: 60 mg  «a-Tocopherol
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Abbildung  38: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol-Serumkonzentration  de r  Kollektive
Emulsion pH-Wert getrocknet 6,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 4,5 der

Studienphase 1V, Mittelwerte + Standardabweichung,

n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 39: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der

Kollektive Emulsion pH-Wert getrocknet 6,5 und Emul

Studienphase 1V, Mittelwerte + Standardabweichung,

sion getrocknet pH-Wert 4,5 der

n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol



Ergebnisse 123

Die prozentualen Veranderungen der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol

unterschieden sich nicht signifikant voneinander (siehe Tabellen im Anhang).

Vergleich der Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion get  rocknet pH-Wert 6,5:

Tabelle 43 zeigt, dass zwischen den Emulsionen mit einem pH-Wert von 6,5
(ungetrocknet und getrocknet) keine signifikanten Unterschiede in der Bioverfligbarkeit
von a-Tocopherol, gemessen als AUCg,4, bestanden. Auch in den maximalen
Serumkonzentrationen von a-Tocopherol (Cmax) SoOwie der Zeit bis zum Erreichen dieser
(tmax) konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Prufprodukten festgestellt

werden.

Tabelle 43: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des
Kollektivs Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 6,5 der Studienphase 1V,
n=8

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 6,5 p*
getrocknet

AUC,.»4 (a-Tocopherol) 79,0+£42,0 72,4 £58,4 0,801
[umol*h/1]

AUC, 24 (a-Tocopherol/TC) 0,016 £ 0,012 0,014 + 0,009 0,727
[umol*h/I]

AUC,.»4 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,008 £ 0,01 0,003 + 0,007 0,367
[umol*h/I]

Cmax [MMol/l] 35+1,6 45+39 0,498
tmax [N] 56+2,2 6,6 £0,8 0,292

* t-Test fir unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion getrocknet pH-
Wert 6,5)

Anhand eines optischen Vergleichs der Verlaufe der Serumkonzentrationen von
a-Tocopherol nach Verzehr der Prifprodukte mit einem pH-Wert von 6,5 (ungetrocknet
und getrocknet) konnte ebenfalls kein Unterschied in der Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol zwischen den Prifprodukten festgestellt werden (vgl. nachfolgende
Abbildungen).



Ergebnisse 124

10,00 - —&— Emulsion pH 6,5
- - 4 - - Emulsion getr. pH 6,5

8,00 - T
6,00
4,00 -

2,00 -

0,00 ="
2,00 - t -

-4,00 -

abs. Diff. Tocopherol [umol/l]

Zeit [h]

Abbildung 40: a-Tocopherol-Serumkonzentration der Kollektive Emuls ion pH-Wert 6,5 und
Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 der Studienphase IV, Mittelwerte + Standardabweichung,

n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung  41: a-TocopherolGesamtcholesterol-Serumkonzentration  der Kollektive
Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion getrocknet pH-Wer t 6,5 der Studienphase IV,

Mittelwerte + Standardabweichung, n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 42: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der
Kollektive Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 6,5 der Studienphase 1V,

Mittelwerte + Standardabweichung, n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol

Zur weiteren Abschatzung des Ausmales der Absorption von a-Tocopherol aus den
Prufprodukten dienten die prozentualen Veranderungen der a-Tocopherol-Serum-
konzentrationen, welche sich, wie die Tabellen im Anhang zeigen, nicht signifikant

zwischen den Priufprodukten unterschieden.

Vergleich der Emulsion pH-Wert 4,5 und Emulsion get  rocknet pH-Wert 4,5:

Nachfolgende Tabelle 44 zeigt den Vergleich der Emulsionen mit dem pH-Wert von 4,5
(ungetrocknet und getrocknet). Hier war eine signifikant grof3ere Bioverfligbarkeit von
a-Tocoherol, gemessen als AUC,.,4, aus der ungetrockneten Emulsion gegentber der
getrockneten zu verzeichnen (AUCq.4 (a-Tocopherol), p=0,001; AUCq.4 (a-Tocopherol/
Gesamtcholesterol), p<0,001; AUCy.s (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacyl-
glyceride), p<0,001). Weder bei der maximalen Serumkonzentration (Cnax) nhoch bei der
Zeit bis zum Erreichen dieser (tnax) konnten signifikante Unterschiede zwischen den

Prifprodukten nachgewiesen werden.
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Tabelle 44: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, Mittelwert + SD) des
Kollektivs Emulsion pH-Wert 4,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 4,5 der Studienphase 1V,
n=8

Parameter pH-Wert 4,5 pH-Wert 4,5 p*
getrocknet

AUC 24 (a-Tocopherol) 85,3+17,1 25,5+34,3 0,001
[umol*h/I]

AUC,.,4 (a-Tocopherol/TC) 0,019 + 0,006 0,005 + 0,006 <0,001
[umol*h/I]

AUC 24 (a-Tocopherol/TC+TG) 0,009 + 0,004 -0,004 £ 0,007 <0,001
[umol*h/I]

Cmax [LmMol/l] 48+1,2 4,1+28 0,555
tmax [N] 58+20 54+1,4 0,672

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 4,5 vs. Emulsion getrocknet pH-
Wert 4,5)

Auch der optische Vergleich der Verlaufe der a-Tocopherol-Serumkonzentrationen (vgl.
nachfolgende Abbildungen) spiegelt die Unterschiede in der Bioverfugbarkeit von
a-Tocopherol aus den Priufprodukten wider. So ist eine hohere Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol aus der ungetrockneten Emulsion mit dem pH-Wert 4,5 gegenlber der aus

der getrockneten Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 zu erkennen.

10,00 —A— Emulsion pH 4,5

---A -- Emulsion getr. pH 4,5
8,00 -

6,00 - - -

4,00

abs. Diff. Tocopherol [umol/l]

Zeit [h]

Abbildung 43: a-Tocopherol-Serumkonzentration der Kollektive Emuls ion pH-Wert 4,5 und
Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5 der Studienphase IV, Mittelwerte + Standardabweichung,

n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung  44: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol-Serumkonzentration  de r  Kollektive
Emulsion pH-Wert 4,5 und Emulsion getrocknet pH-Wer t 4,5 der Studienphase IV,

Mittelwerte + Standardabweichung, n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 45: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der
Kollektive Emulsion pH-Wert 4,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 4,5 der Studienphase 1V,

Mittelwerte + Standardabweichung, n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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In den prozentualen Veranderungen der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol nach
Verzehr der Priufprodukte waren keine signifikanten Unterschiede bestimmbar (siehe

Tabellen im Anhang).

Gesamtvergleich aller Prifprodukte der Studienphase IV:

Wie nachfolgende Tabelle 45 zeigt, bestanden zwischen allen vier Prifprodukten
signifikante Unterschiede in der Bioverflgbarkeit von a-Tocoherol, gemessen als AUCq 24
(AUCq24 (a-Tocopherol), p=0,024; AUC,.s (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol), p=0,006;
AUC,.4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride), p=0,006). Weder bei der
maximalen Serumkonzentration (Cmax) Noch bei der Zeit bis zum Erreichen dieser (tmax)

konnten signifikante Unterschiede zwischen den Prifprodukten nachgewiesen werden.

Tabelle 45: Biokinetische Parameter (Differenz zum Nuchternwert, mittlerer Rang) des
Kollektivs Emulsion pH-Wert 6,5; Emulsion pH-Wert 4  ,5; Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5
und Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5 der Studienphas e IV, n=8

Parameter pH-Wert pH-Wert pH-Wert6,5 pH-Wert4,5 p*
6,5 45 getrocknet getrocknet

AUC, »4 (a-Tocopherol) 18,4 22,1 17,3 8,3 0,024

AUC, 24 18,1 23,1 17,6 7,1 0,006

(a-Tocopherol/TC)

AUC.24 18,6 24,0 15,6 7,8 0,006

(a-Tocopherol/TC+TG)

Cmax 13,9 19,8 15,9 16,4 0,660

tmax 15,3 16,1 20,7 14,0 0,477

* H-Test nach Kruskal und Wallis fiir unabhangige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5,
Emulsion pH-Wert 4,5, Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 und Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5)

Die optische Beurteilung der Verlaufe der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol (vgl.
nachfolgende Abbildungen) lasst die Aussage zu, dass das a-Tocopherol aus der

getrockneten Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 die geringste Bioverfligbarkeit aufwies.
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Abbildung 46: a-Tocopherol-Serumkonzentration der Kollektive Emuls ion pH-Wert 6,5,
Emulsion pH-Wert 4,5, Emulsion getrocknet pH-Wert 6 ,5 und Emulsion getrocknet pH-Wert
4,5 der Studienphase IV, Mittelwerte + Standardabwe ichung, n=8, Dosis: 60 mg

a-Tocopherol
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Abbildung 47: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol-Serumkonzentration  de r  Kollektive

Emulsion pH-Wert 6,5, Emulsion pH-Wert 4,5, Emulsi on getrocknet pH-Wert 6,5 und
Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5 der Studienphase IV, Mittelwerte + Standardabweichung,

n=8, Dosis: 60 mg a-Tocopherol
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Abbildung 48: a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride-Seru mkonzentration der
Kollektive Emulsion pH-Wert 6,5, Emulsion pH-Wert 4,5, Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5
und Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5 der Studienphas eIV, Mittelwerte + Standard-

abweichung, n=8, Dosis: 60 mg «a-Tocopherol

Auch die prozentualen Veranderungen der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol nach
Verzehr der Priufprodukte unterschieden sich nicht signifikant voneinander (siehe

Tabellen im Anhang).
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5.4.3 Technologische Parameter

In dieser Studienphase wurden nur die getrockneten Emulsionen technologisch

charakterisiert.

54.3.1 PartikelgroRenverteilung

Tabelle 46: PartikelgroRenverteilung der Prufproduk  te der Studienphase IV mit X 19, Xgo und

Xg0, dem Grol3enverteilungskoeffizienten (&) sowie der spezifischen Grenzflache (GF )

Prifprodukt X 10 [pm] Xso [Um]  Xgo [um] o GFo [m?/g]
Emulsion pH-Wert 6,5 0,72 2,32 4,94 1,82 4,55
Emulsion pH-Wert 4,5 0,82 2,45 24,96 9,85 3,56

Die PartikelgroRenverteilung zeigte, dass die Emulsion mit dem pH-Wert 6,5 deutlich
kleinere Tropfchen aufwies als die Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5. Andererseits war
bei der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5 die spezifische Grenzflache mit 4,55 gré3er
als die der Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 die bei 3,56 lag. Der Grolienverteilungs-
koeffizient war bei der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5 kleiner als vier, womit die
Emulsion als monodispers einzustufen war und ein relativ schmales Spektrum an
TropfchengroRen aufwies. Dagegen lag & mit 9,85 bei der Emulsion mit dem pH-Wert von
4,5 etwa funffach hoher. Diese Emulsion kann deshalb als polydispers bezeichnet

werden.

5.4.3.2 Extrahierbarer Fettanteil

Der extrahierbare Fettanteil war sehr unterschiedlich zwischen den Prifprodukten. So
wies die Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 einen etwa 170fach htheren EFA als die

Emulsion mit einem pH-Wert von 6,5 auf.

Tabelle 47: Extrahierbarer Fettanteil (EFA) der Prii  fprodukte der Studienphase IV

als Mittelwert + Standardabweichung

Prifprodukt EFA [g/100 g Fett]

Emulsion pH-Wert 6,5 0,10 £ 0,04
Emulsion pH-Wert 4,5 16,80 £ 0,97
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5.4.3.3 Oberflachentopographie

Die Struktur der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5 war durch eine relativ gleichmafige

Verteilung der Oltropfen gekennzeichnet. Die Fetttropfen waren relativ klein und eher

kugelférmig.

3

S8

Abbildung 49: Struktur der Emulsion pH-Wert 6,5; Au  sschnitt 1, Balken entspricht 50 pm

Abbildung 50: Struktur der Emulsion pH-Wert 6,5; Au  sschnitt 2, Balken entspricht 50 pm
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Die Fetttropfen in der Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 waren gréf3er und ungleich-
mafig verteilt als die der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5. Sie waren Uberwiegend zu
Clustern zusammengelagert, wobei die einzelnen Fetttropfen nicht direkt aneinander
lagen. Die Fetttropfen waren nicht kugelférmig sondern eher ungleichméfig geformt.

g

Abbildung 51: Struktur der Emulsion pH-Wert 4,5; Au  sschnitt 1, Balken entspricht 50 pm

Abbildung 52: Struktur der Emulsion pH-Wert 4,5; Au  sschnitt 2, Balken entspricht 50 um
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6 Diskussion

Vitamin E gehort zu den fettldslichen Vitaminen und ist im menschlichen Stoffwechsel an
zahlreichen biochemischen und zellbiologischen Prozessen beteiligt. Eine Zufuhr in Hohe
der Empfehlungen ist alimentar nur Uber die Aufnahme pflanzlicher Fette zu erreichen
[Traber und Sies 1996]. In Deutschland ist, gemessen an den Zufuhrempfehlungen,
durchschnittlich von einer zu geringen Versorgung der Bevoélkerung mit Vitamin E
auszugehen [Beitz et al. 2002]. Um einen ausreichenden Versorgungsstatus und dartber
hinaus eine fir die Pravention erndhrungsassoziierter Erkrankungen ausreichende Zufuhr
an Vitamin E zu gewahrleisten, kénnen, als Alternative zu Nahrungserganzungsmitteln,
fortifizierte Lebensmittel, die eine hohe Bioverflugbarkeit bestimmter Inhaltsstoffe auf-
weisen, eingesetzt werden. Es gibt ein Vielzahl von Einflussfaktoren auf die Hohe der
Bioverfugbarkeit von Vitamin E, so dass nicht jede Lebensmittelmatrix geeignet ist, um ein
fortifiziertes Lebensmittel herzustellen, dass eine hohe Bioverflgbarkeit an a-Tocopherol

garantieren kann [Borel 2003; Lodge et al. 2004].

In dieser Arbeit sollten mit a-Tocopherol angereicherte Lebensmittel technologisch so
entwickelt und optimiert werden, dass das enthaltene a-Tocopherol eine moglichst hohe
Bioverfugbarkeit aufweist. Aufgrund dieser Fragestellung ergaben sich mehrere Studien-
phasen, in denen jeweils die Prifprodukte auf Basis der Daten der vorhergehenden
Studienphasen lebensmitteltechnologisch modifiziert und die Verfugbarkeit von a-Toco-
pherol mittels Biokinetikuntersuchungen bestimmt wurden. Darlber hinaus sollte der
Frage nachgegangen werden, inwieweit die technologischen Charakteristika der
Lebensmittelmatrizes Rickschlisse auf die Bioverfligbarkeit von fettldslichen Substanzen
aus Emulsionen zulassen. Diese vergleichende Analyse wurde im Rahmen dieser Arbeit
erstmals fur Vitamin E durchgefihrt, so dass praktisch keine entsprechende Literatur zum

Vergleich herangezogen werden konnte.

Nachfolgend wird zunachst das vorliegende Studiendesign im Hinblick auf die Auswahl
der Methoden sowie der Kollektive und deren Vergleichbarkeit mit Studien, die dem
Design der vorliegenden Untersuchungen entsprechen, bewertet. In der nachfolgenden
Diskussion der einzelnen Studienphasen soll anhand der erhaltenen Daten herausgestellt
werden, ob die theoretischen Zusammenhange zwischen den technologischen und
biokinetischen Parametern anhand unserer Daten bestatigt werden konnten.
AbschlieRend werden alle Beurteilungen zu den einzelnen Studienphasen insgesamt
beziglich der Aussagekraft hinsichtlich der Fragestellung dieser Arbeit ausfihrlich
diskutiert (vgl. Kapitel 6.3).
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6.1 Methodische Gesichtspunkte

Um mittels Biokinetikuntersuchungen aussagefahige und -kréaftige Ergebnisse zu erhalten,
missen unerwinschte Einflisse auf die Bioverfigbarkeit vorab mdéglichst ausgeschlossen
werden. Dazu mussten die Beeinflussung durch endogene und exogene Faktoren
minimiert und die Bioverfligbarkeit mittels geeigneter biokinetischer Parameter bestimmt
werden. Vornehmliches Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mdgliche Effekte der
Lebensmittelmatrix auf die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten zu
untersuchen. Nachfolgend wird diskutiert, inwieweit Einflussfaktoren minimiert werden
konnten und ob das vorliegende Studiendesign mit dem anderer Studien mit
entsprechender Fragestellung vergleichbar ist. Darlber hinaus sollte erstmals eine
mogliche Korrelation zwischen der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol und den techno-
logischen Charakteristika der Prifprodukte tberprift werden. Daher gilt es zu ermessen,
inwieweit die eingesetzten analytischen Parameter geeignet waren, Aussagen hinsichtlich

der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Pruflebensmitteln abzuleiten.

Zum Vergleich mit den hier durchgefihrten Studien werden bereits publizierte
Untersuchungen herangezogen, in denen ebenfalls die Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol
untersucht wurde. Bislang wurden praktisch keine Untersuchungen verdffentlicht, die
ebenfalls die Absorption von a-Tocopherol aus angereicherten Lebensmitteln analysiert
haben (vgl. Kapitel 2.6 und Tabelle 6). Lediglich zwei Biokinetikstudien haben die
Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol aus fortifizierten Apfeln bzw. aus angereicherter
Margarine bestimmt [Bruno et al. 2006; van het Hof et al. 1998]. Diese Lebensmittel
waren allerdings nicht mit den hier eingesetzten Priufprodukten (Frischkdse, Mayonnaise,

Pudding) vergleichbar.

6.1.1 Endogene Einflussfaktoren

Es ist bekannt, dass die Bioverflgbarkeit von a-Tocopherol durch zahlreiche endogene
Faktoren beeinflusst wird [Lodge 2005, Borel 2003]. Zu den endogenen Effektoren der

Bioverfuigbarkeit von a-Tocopherol zahlen:

» Geschlecht

* Alter

* Rauchen

« Anthropometrische Daten

e Versorgungsstatus Vitamin E bzw. a-Tocopherol

« Plasmalipidprofil
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Geschlecht

Bei Frauen besteht die Mdglichkeit, dass sich im Gegensatz zu Mannern zyklusbedingte
Schwankungen der Serumspiegel von a-Tocopherol und der Lipide einstellen [Horwitt et
al. 1975]. Um diese ausschlieRen zu kdnnen, wurden nur M&nner in die durchgefiihrten
Kurzzeitkinetiken (Ausnahme Studienphase Il Langzeitkinetik) eingeschlossen. In drei
zum Vergleich herangezogenen Kurzzeitkinetik-Untersuchungen wurden ebenfalls nur
Manner untersucht [Borel et al. 2001; Jeanes et al. 2005; Reboul et al. 2007], wahrend in
den weiteren zehn Untersuchungen sowohl Manner als auch Frauen eingeschlossen
wurden [Bruno et al. 2006; Cheeseman et al. 1995; Dimitrov et al. 1991; Fairus et al.
2006; Hall et al. 2005; Herrero-Barbudi et al. 2006; Jeanes et al. 2004b; Leonard et al.
2004; Traber et al. 1998; Wajda et al. 2007]. Auch wenn der Vergleich mit anderen
Studien zeigt, dass sowohl mannliche als auch weibliche Studienteilnehmer in eine
Biokinetik eingeschlossen wurden, scheint eine Beschrankung auf mannliche Studien-

teilnehmer dennoch sinnvoll zu sein, um die genannten Einfliisse zu minimieren.

Alter

Der a-Tocopherol-Status veréndert sich im Laufe des Heranwachsens, bleibt dann
zunachst im Erwachsenenalter relativ konstant, um dann im hdheren Alter, bedingt durch
eine vermehrte Produktion freier Radikale wahrend des Alterungsprozess, noch einmal
anzusteigen [Combs 2008, S. 187, 196f]. Daher wurden die Studienteilnehmer aus einer
relativ begrenzten Alterspanne (20-40 Jahre) rekrutiert, um die gegebenenfalls durch das
Alter verursachten interindividuellen Schwankungen weitestgehend gering zu halten. Das
Alter des Kollektivs lag durchschnittlich zwischen 26,3 und 32,0 Jahren (Studienphase I
und 1l). Damit stimmte es mit dem Alter der Teilnehmer von Studien mit vergleichbarer
Fragestellung Uberein, das durchschnittlich etwa 37,3 Jahre (Spanne: 21,5-50,9 Jahre
[Hayes et al. 2001; Ohrvall et al. 2001]) betrug.

Rauchen

Ein weiterer endogener Einflussfaktor ist das Rauchen. Raucher sind einem verstarktem
oxidativen Stress ausgesetzt und weisen erhdhte Konzentrationen an Produkten der
Lipidperoxidation auf [Morrow et al. 1995]. Aufgrund seiner Funktion als Antioxidans
haben Raucher daher niedrigere Plasmaspiegel an Vitamin E als Nichtraucher [van den
Berg et al. 2002]. Um diesen potentiellen Storfaktor auszuschlieen, wurden in die hier
durchgefuhrten Untersuchungen ausschliel3lich Nichtraucher eingeschlossen. Bei den

vergleichbaren Biokinetikstudien wurde Rauchen nicht als Ausschlussfaktor definiert.
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Dennoch sollten Raucher nicht in die Untersuchung eingeschlossen werden, um das

Studienkollektiv dahingehend weitestgehend zu standardisieren.

Anthropometrische Daten

Die Verteilung von Vitamin E im Korper erfolgt Uber die Lipoproteine im Blut und steht
daher in engem Zusammenhang mit diesen (vgl. Kapitel 2.3.2). Die Konzentration der
Lipoproteine wiederum Kkorreliert mit dem Korpergewicht bzw. dem BMI. Insbesondere
besteht ein linearer Zusammenhang zwischen dem Kérpergewicht und den VLDL- sowie
LDL-Spiegeln und eine inverse Korrelation zu den HDL-Konzentrationen [Lamon-Fava et
al. 1996]. In unseren Untersuchungen wurden die anthropometrischen Daten jeweils nur
zum ersten Untersuchungstag bestimmt, womit eine durch eine Anderung des
Korpergewichts Uber die Zeit bedingte Beeinflussung der Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol nicht ausgeschlossen werden konnte. Das Korpergewicht der Probanden
solite sich jedoch innerhalb der Untersuchungszeitraume (drei bzw. vier Wochen
(Studienphase IV)) nicht in dem Umfang andern, dass dadurch eine Beeinflussung der
Lipidprofile eingetroffen wére. Ein Effekt auf das Lipidprofil Gber eine Anderung des
Kdrpergewichts wirde sich nur bei starken Verédnderungen des Kdrpergewichts und bei
langeren Zeitrdumen als den hier vorliegenden bemerkbar machen [NCEP 2002]. Somit
ist trotz der unvollstindigen Bestimmung der anthropometrischen Daten die
Vergleichbarkeit der Studientage gegeben. Dennoch sollten in nachfolgenden Unter-
suchungen, zur Gewahrleistung der absoluten Vergleichbarkeit, zu jedem Untersuchungs-

tag die anthropometrischen Daten erhoben werden.

Versorgungsstatus Vitamin E bzw.  a-Tocopherol

Der Versorgungsstatus an a-Tocopherol beeinflusst dessen Metabolismus in Bezug auf
die Menge an a-Tocopherol die in den Blutkreislauf eingeschleust und das a-Tocopherol
welches direkt wieder ausgeschieden wird. Dies liegt darin begriindet, dass a-Tocopherol
in der Leber an ein a-Tocopherol-spezifisches Transportprotein (TTP) bindet, welches
a-Tocopherol zusammen mit den VLDL ins Plasma sezerniert [Cohn et al. 1988].
a-Tocopherol induziert dabei selbst die Expression der TTP-RNA [Fechner et al. 1998].
Somit wird bei einer vermehrten Aufnahme von a-Tocopherol anteilig mehr a-Tocopherol
in den Blutkreislauf abgegeben. Ziel einer Biokinetikuntersuchung mit a-Tocopherol sollte
es daher sein zum einen den Verzehr von Vitamin E zu vermindern und zum anderen die
a-Tocopherol-Serumkonzentrationen zu senken. Daher wurde in der vorliegenden
Untersuchung eine zweiwochige Depletion durchgefiihrt, in der die Studienteilnehmer auf

Vitamin-E-reiche Nahrungsmittel verzichten sollten. Damit sollte eine Verminderung sowie
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eine relative Vereinheitlichung der a-Tocopherol-Serumkonzentrationen erreicht werden,

so dass Einflisse durch die Expression des TTP minimiert werden konnten.

Die wichtigste physiologische Funktion von a-Tocopherol ist seine antioxidative Wirkung.
Bei diesen Reaktionen entsteht ein a-Tocopheroxylradikal, das unter physiologischen
Bedingungen reaktionstrage ist und mit Hilfe von Vitamin C (Ascorbat) bzw. Coenzym Qg
regeneriert wird [Brigelius-Flohé und Traber 1999; Itoh et al. 2008]. Die dabei
entstehenden Ascorbat- bzw. Coenzym-Qo-Radikale werden wiederum mittels selen-
haltigen Glutathion-Reduktasen regeneriert [Amorati et al. 2002; MacCay 1985]. Somit
wird die Hohe der a-Tocopherol-Serumspiegel auch von den Serumkonzentrationen von
Ascorbat, Coenzym Q.9 und Selen beeinflusst. Daher nahmen die Studienteilnehmer
neben der Depletion von Vitamin E zusatzlich taglich 100 mg Vitamin C ein, um den
Einfluss individueller Regenerationsraten auf die a-Tocopherol-Serumspiegel zu

minimieren.

Die mittleren Nichternserumkonzentrationen von a-Tocopherol lagen in den hier
vorliegenden Studienkollektiven zwischen 22,1 + 4,5 pmol/l und 29,3+ 6,8 pmol/l
(Studienphase Il und 1V). Damit entsprachen sie den Serumkonzentrationen der Ver-
gleichsstudien, die im Durchschnitt Serumspiegel von 27,5 pumol/l (Spanne: 10,2-
38,8 umol/l [Fairus et al. 2006; Hall et al. 2005]) aufwiesen. In drei dieser Studien wurde
ebenfalls eine Depletion vorab durchgefihrt. Die durchschnittlichen a-Tocopherol-Spiegel
der Studienkollektive lagen mit 20,8 £ 2,9 umol/l; 21,1 + 6,6 umol/l (Depletion Uber 6
Monate); 24,4 + 4,1 umol/l (Depletion Uber 24 h); 25,1 + 2,1 pmol/l und 24,4 £ 2,2 umol/l
(Depletion tber 2 h) [Bruno et al. 2006; Herrero-Barbudi 2006; Roodenburg et al. 2000] im
Bereich unserer Studienphasen genauso wie in den Bereichen der Vergleichsstudien, die
keine Depletion vorab durchgefihrt haben. Damit fihrte auch eine langerfristige
Depletionsphase von Uber sechs Monaten nicht zu einer bedeutsamen Senkung der
a-Tocopherol-Serumkonzentrationen und erscheint also nicht zielfihrend, um die

Nuchternserum-a-Tocopherol-Konzentrationen zu senken.

Zusammengefasst scheint weder eine zweiwochige Depletion von Vitamin E noch die
Einnahme von Vitamin C einen entscheidenden Einfluss auf die Serumkonzentrationen
von a-Tocopherol auszulben. Fir Vitamin E ist im Korper kein explizites Speicherorgan
vorhanden und es unterliegt einer stdndigen Metabolisierung sowie einem laufenden
Transport zwischen den Organen [Lodge 2005]. Daher fuhrt eine Depletion, wie in den
vorliegenden Untersuchungen von zwei Wochen oder wie in den Vergleichsstudien von
sechs Monaten, zu keinem Abfall der Serumspiegel. Denkbar wére eine langerdauernde
Depletion von mehr als sechs Monaten, die allerdings in der Praxis schwer realisierbar
wére, da Vitamin E vor allem in pflanzlichen Olen enthalten ist und so ubiquitar in den

Lebensmitteln vorliegt. Allerdings sollte eine Depletion trotzdem durchgefiihrt werden, um
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stark erhdhte Serumkonzentrationen von Studienteilnehmern durch eine unmittelbare und
sehr grof3e Zufuhr von Vitamin E sowie eine akute Expression des TTP zu vermeiden.
Eine Einnahme von Vitamin C ist ebenfalls zu empfehlen, damit individuell unter-
schiedliche Regenerationsraten vermieden werden. Mit Hilfe dieser MalRnahmen sollten

relativ einheitliche Serumkonzentrationen erreicht werden kénnen.

Plasmalipidprofil

Der Metabolismus von a-Tocopherol ist eng mit dem Lipoproteinstoffwechsel verknipft, so
dass der Plasmalipidstatus die Hohe der a-Tocopherol-Serumkonzentrationen beeinflusst.
Vor allem Hypercholesterolamien und Hypertriacylglyceridamien fihren zu erhohten
Vitamin-E-Plasmaspiegeln [Hall et al. 2005; van Tits et al. 2000; Leonhardt et al. 1999;
Muldoon et al. 1996]. Um diese Storfaktoren zu minimieren, wurden in unseren
Untersuchungen die individuellen Werte zu Mittelwerten zusammengefasst, wodurch die
interindividuellen Unterschiede ausgeglichen werden konnten. Zusatzlich wurde bedingt
durch das Cross-over-Design der Untersuchungen dasselbe Kollektiv mit denselben
genetischen und korperlichen Bedingungen untersucht und die einzelnen Unter-
suchungstage miteinander verglichen. Somit stellte jeder Teilnehmer seine eigene
Kontrolle dar, was ebenfalls zu einem Ausgleich der individuellen Unterschiede fihrte.
Des Weiteren wurden Uber den Screening-Fragebogen bekannte Lipidstoffwechsel-
Erkrankungen vorab erfragt, konnten jedoch nicht ausgeschlossen werden, da diese

Erkrankungen oft nicht erkannt werden oder noch nicht vom Arzt diagnostiziert wurden.

Die Lipidprofile der vorliegenden Kollektive der einzelnen Studienphasen entsprachen
denen der zum Vergleich herangezogenen Studien. So lagen die Gesamtcholesterol-
Spiegel der Vergleichsstudien bei durchschnittlich 5,2 mmol/l (Spanne: 3,5 -7,3 mmol/l
[Hayes et al. 2001; Proteggente et al.2005) und die der hier vorliegenden Studienphasen
zwischen 45 += 0,6 und 54 + 1,0 mmol/l (Studienphasel und Ill). Die LDL-
Cholesterolspiegel der Vergleichsstudien lagen im Mittel bei 3,1 mmol/l (Spanne: 1,6 £ 4,7
mmol/l [Ohrvall et al. 2001; Traber et al. 1998]) und die unserer einzelnen Studienphasen
zwischen 2,6 £ 1,1 und 3,3 £ 0,8 mmol/l (Studienphase Il und Ill). Auch die HDL-
Cholesterol- und die Triacylglycerid-Konzentrationen waren vergleichbar. Erstere lagen in
unseren Studienkollektiven zwischen 1,3 = 0,3 und 1,7 + 0,4 mmol/l (Studienphase Il und
II) und in den Vergleichsstudien bei durchschnittlich 1,2 mmol/l (Spanne: 0,8-1,7 mmol/l
[Fairus et al. 2006; Traber et al. 1998]). Die Triacylglycerid-Spiegel lagen in unseren
Studienphasen zwischen 1,0 = 0,6 und 1,8 £ 0,9 mmol/l (Studienphase | und Ill) und in
den zum Vergleich herangezogenen Studien durchschnittlich bei 1,3 mmol/l (Spanne: 0,4-

2,3 mmol/l [Hall et al.2005; Traber et al. 1998]). Damit kdnnen die hier vorliegenden
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Studienkollektive als vergleichbar mit denen anderer Studien mit &hnlicher Fragestellung

eingestuft werden.

Zur Verbesserung des vorliegenden Studiendesigns konnte ein Screening der
Studienteilnehmer durchgefiihrt werden. Dafiir sollte der Lipidstatus der potentiellen
Probanden vorab erfasst werden, um anschliel3end nur Teilnehmer mit einem als normal
einzustufenden und relativ einheitlichen Lipidprofil in die Studie einzuschlieBen. So
kénnten grol3e individuelle Schwankungen der Cholesterol- und Triacylglycerid-Konzen-
trationen und ein damit mdglicherweise verbundener Einfluss auf die Absorption von
a-Tocopherol vermieden werden. Von den zum Vergleich herangezogenen Studien haben
vier vorab das Plasmalipidprofil bestimmt bzw. obere Grenzwerte fir die Cholesterol- und
Triacylglycerid-Konzentrationen der Studienteilnehmer festgelegt [Borel et al. 2001; Hall et
al. 2005; Jeanes et al. 2004b; Jeanes et al. 2005]. In diesen Studien ergaben sich
allerdings, trotz vorherigem Screening der Teilnehmer, keine kleineren Standard-
abweichungen fir die Cholesterol- und Triacylglyceridspiegel als in den weiteren Studien
[Bruno et al. 2006; Cheeseman et al. 1995; Dimitrov et al. 1991; Fairus et al. 2006; Hayes
et al. 2001; Herrero-Barbudi et al. 2006; Leonard et al. 2004; Ohrvall et al. 2001;
Proteggente et al. 2005; Proteggente et al. 2006; Reboul et al. 2007; Roodenburg et al.
2000; Traber et al. 1998; van het Hof et al. 1998; Wajda et al. 2007]. Ein Screening
scheint somit nicht unbedingt notwendig zur Ermittlung der Bioverfiigbarkeit von

a-Tocopherol zu sein.

6.1.2 Exogene Einflussfaktoren

Neben den endogenen Einflussfaktoren kann die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol auch

von exogenen Storfaktoren beeinflusst werden. Zu diesen zahlen:

» Studiendesign

e Untersuchungsdauer

« KollektivgroRe

* Lebensmittelmatrix

e Dosierung von a-Tocopherol

» Portionsgrof3e des Prufprodukts

» Standardisierung der Mahlzeiten und Getrénke
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Studiendesign

Die vorliegenden Kurzzeitkinetik-Untersuchungen wurden im Cross-over-Design durch-
gefuhrt. Dieses Vorgehen dient dem AusschlieRen von falschen Effekten durch eine
Heterogenitat des Studienkollektivs. Mit diesem Studiendesign kann davon ausgegangen
werden, dass Unterschiede in der Bioverfligbarkeit tatsachlich durch die Matrix bedingt
sind und nicht von individuellen Unterschieden herriihren [Steinijans und Diletti 1983]. Bei
einer Cross-over-Untersuchung bekommt jeder Teilnehmer einmalig jedes der zu
untersuchenden Produkte, um individuelle Unterschiede in der Bioverfligbarkeit auszu-
gleichen. Jeder Proband dient somit als seine eigene Kontrolle. Dennoch kdénnen
Unterschiede in der Bioverfigbarkeit bestimmter Substanzen von einem Tag zum
nachsten auftreten. Speziell in der Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol bestehen interin-
dividuelle Unterschiede zwischen einzelnen Personen [Déring et al. 2004; Dimitrov et al.
1991]. Allerdings sind trotz der interindividuellen Schwankungen die Bioverflg-
barkeitsraten intraindividuell konstant [Jeanes et al. 2005], so kénnen Unterschiede in der
Absorption von a-Tocopherol zwischen den Tagen ausgeschlossen werden. Das Cross-
over-Design ist die vornehmliche Wahl bei der Durchfihrung einer Biokinetik unter der
Vorraussetzung, dass die Studienbedingungen standardisiert sind, was in unseren
Untersuchungen gegeben ist. Uber das gewahlte Studiendesign konnten interindividuelle
Unterschiede eliminiert werden, womit ein Einfluss auf die Bioverfigbarkeit von

a-Tocopherol Uber diese Variabilitat reduziert wurde.

In der Langzeitkinetik-Studie der Studienphase Il wurde kein Cross-over-Design gewahilt,
sondern es wurden zwei Studienkollektive im Gruppenvergleich gegentbergestellt. Ein
Grundvoraussetzung fur die Vergleichbarkeit der Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol aus
den verschiedenen Prifprodukten war daher, dass keine Unterschiede zwischen den
Kollektiven bestanden, was sowohl in Bezug auf die anthropometrischen als auch auf die
biochemischen Parameter zutraf (vgl. Ergebnisse Kapitel 5.2.2.1). Dariiber hinaus wurden
mehr Teilnehmer in die Untersuchung eingeschlossen als in vergleichbaren Studien (vgl.
Kapitel 6.1.2, Abschnitt Kollektivgréf3e), womit ein Gruppenvergleich anstelle eines Cross-
over-Designs im vorliegenden Fall als fur die vorliegende Fragestellung geeignet bewertet

werden kann.

Untersuchungsdauer

Bei der Festlegung der Dauer einer Bioverfligbarkeits-Untersuchung missen die
folgenden Punkte beachtet werden [Niazi 2007, S. 8ff]. Zunachst sollte in dem unter-
suchten Zeitraum die verabreichte Menge der Substanz nach Mdglichkeit absorbiert und

metabolisiert werden kdnnen. In dem hier beobachteten Zeitraum von 24 h konnte das
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a-Tocopherol vollstandig absorbiert und teilweise metabolisiert werden [Clifford et al.
2006; Wolf 2007]. Des Weiteren sollte der Zeitraum so gewéhlt werden, dass der
Hauptanteil der verabreichten Substanz bereits aus dem Blutkreislauf verschwunden ist
und somit die Serumkonzentrationen nahe dem Ausgangswert sind. Fir Vitamin E ist im
Korper kein explizites Speicherorgan vorhanden und es unterliegt einer stéandigen
Metabolisierung sowie einem laufenden Transport zwischen den Organen [Lodge 2005],
so dass immer ein gewisser Basalwert im Serum nachweisbar ist. Daher war keine
vollstdndige Elimination aus dem Serum innerhalb des Untersuchungszeitraums zu
erwarten. Darliber hinaus sollte der Untersuchungszeitraum dem von Studien mit ent-
sprechender Fragestellung entsprechen, um Vergleiche ziehen und giltige Aussagen
treffen zu kdnnen. Dies ist in den vorliegenden Kurzzeitkinetik-Untersuchungen mit einem
Untersuchungszeitraum von 24 h und auch mit der durchschnittichen Dauer der
Vergleichsstudien von 36 h (Spanne: 4-96 h [Borel et al. 2001; Traber et al. 1998])

gegeben.

Kollektivgrofe

Bedingt durch das Cross-over-Studiendesign konnte der Stichprobenumfang reduziert
werden, da interindividuelle Unterschiede eliminiert wurden (vgl. Kapitel 6.1.2, Abschnitt
Studiendesign). Die geringe Studienteilnehmerzahl unserer Studienphasen stellte somit
keine Einschréankung der Aussagekraft der Ergebnisse dar. Grundsatzlich kbnnen bereits
bei einer Kollektivgré3e von drei Personen statistisch relevante Berechnungen bei Cross-
over-Studien durchgefiihrt werden [Kiene 2007]. In den vorliegenden Kurzzeitkinetiken
waren die Teilnehmerzahlen mit n=5 (Studienphase | und Il), n=7 (Studienphase IIl) und
n=8 (Studienphase 1V) geringer als die der Vergleichsstudien, in welchen durchschnittlich
zehn Teilnehmer (Spanne: 3-25 [Dimitrov et al.1991; Hall et al. 2005]) untersucht wurden.
Dennoch sind, aus den genannten Griinden, die von uns gewahlten Teilnehmerzahlen als

zweckmaRig fur Cross-over-Studien zu bewerten.

In der hier durchgeflihrten Langzeitkinetik der Studienphase Il wurden insgesamt 21
Personen (10 Manner, 11 Frauen) untersucht. Damit entsprach die Gréf3e des Studien-
kollektivs unserer Langzeitkinetik dem vergleichbarer Untersuchungen, die ebenfalls Gber
28 Tage durchgefihrt wurden. Bei diesen lag die geringste Teilnehmerzahl bei acht
[Dimitrov et al. 1991; Hayes et al. 2001] und die hdchste bei 31 Personen [van het Hof et
al. 1998], wahrend die meisten Studien etwa 14-20 Personen in die Studien einschlossen
[Dimitrov et al. 1991; Ohrvall et al. 2001; Proteggente et al. 2006; Roodenburg et al.
2000].
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Lebensmittelmatrix

Grundsatzlich kann die Lebensmittelmatrix ein Storfaktor bei der Untersuchung der
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus angereicherten Lebensmitteln sein [Steinijans und
Diletti 1983]. Eine mogliche Variabilitat der Prifprodukte sollte vermieden werden, indem
die Prufprodukte an den einzelnen Untersuchungstagen hinsichtlich ihrer Zusammen-
setzung, der Formulierung und der Darreichungsform identisch waren. Die Prifprodukte
wurden jeweils am Vortag der Untersuchungstage unter standardisierten Bedingungen im
Deutschen Institut fir Lebensmitteltechnik e.V. hergestellt, portionsweise verpackt und
gekidhlt zum Studienort transportiert. Somit waren die Prifprodukte soweit standardisiert,
dass nur Uber die unterschiedliche Lebensmittelmatrix ein Effekt auf die Hohe der
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol zu erwarten war. In der derzeitigen Literatur findet sich
keine Untersuchung, in der die von uns ausgewahlten Lebensmittel mit a-Tocopherol oder
anderen fettloslichen Substanzen angereichert wurden. Lediglich eine Forschungsarbeit
hat Milchprodukte mit Fettsauren und konjugierter Linolsdure angereichert, bei diesen
jedoch nur die Fettsduregehalte und die Verluste an Fettsauren durch eine Lagerung

bestimmt [Rodriguez-Alcald und Fontecha 2007].

Die in den Studien eingesetzten Prifprodukte wiesen aufgrund der jeweiligen Rezepturen
unterschiedliche Fettgehalte auf (vgl. Kapitel 4.1.6). Um die gleichen Vorraussetzungen
zur Absorption der implizierten Menge an a-Tocopherol zu erreichen, wurden daher die
PortionsgroRen der einzelnen Prifprodukte so gewéhlt, dass jede Portion die gleiche
Menge an Fett enthielt. Jede Portion des Priflebensmittels wurde mit jeweils 60 mg
a-Tocopherol angereichert. Somit wichen die Portionsgrof3en der verschiedenen Pruf-
produkte voneinander ab; tber den standardisierten Fettgehalt pro Portion konnte jedoch

ein Einfluss Uber den Fettgehalt der Matrix ausgeschlossen werden.

Dosierung von a-Tocopherol

Die Hohe der Absorption von a-Tocopherol steht in linearer Beziehung zu derr verab-
reichten Dosis, wobei die Absorptionsrate ab einer gewissen Dosis konstant auf einem
Niveau bleibt [Hoppe und Kennrich 2000]. Somit sollte eine Dosierung von a-Tocopherol
gewahlt werden, bei der eine grol3tmdégliche Absorptionsrate garantiert werden kann. Dies
scheint, mit den hier gewéhlten 60 mg RRR-a-Tocopherol pro Portion gegeben zu sein. In
einer Kinetik Uber 96 h stiegen die Plasmaspiegel signifikant (p<0,001) mit der verab-
reichten Dosis (15 mg, 75 mg und 150 mg RRR-a-Tocopheryl-Acetat) an [Traber et al.
1998a]. Damit lag unsere Dosierung von 60 mg a-Tocopherol im mittleren Bereich der

genannten Untersuchung, womit eine ausreichende Hohe der Absorption gewéhrleistet
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sein sollte und ein Einfluss auf die Bioverfugbarkeit im Prinzip ausgeschlossen werden

konnte.

Die Dosierung von 60 mg a-Tocopherol der hier durchgefiihrten Kurzzeitkinetik-Studien
lag grof3tenteils unter den Dosierungen anderer Kurzzeitkinetiken. So wurden in Unter-
suchungen die ebenfalls tber 24 h durchgefihrt wurden 440 mg, 880 mg sowie 1320 mg
verabreicht [Dimitrov et al. 1991]. Die relativ geringe Dosierung von a-Tocopherol lag in
der Fragestellung dieser Arbeit begriindet, da Lebensmittel des taglichen Verzehrs mit
einer physiologischen Menge an a-Tocopherol angereichert werden sollten. Die
Empfehlung der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung flr eine angemessene tagliche
Zufuhr liegt fir erwachsene Manner (19-51 Jahre) bei 14-15 mg und fur Frauen bei 12 mg
RRR-a-Tocopherol [Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung et al. 2000, S. 87]. Die hier
verabreichte Menge von 60 mg entspricht etwa der vierfachen Menge der empfohlenen
taglichen Zufuhr. Diese Menge wurde in den Kurzzeitkinetik-Untersuchungen an einem
Tag pro Woche verabreicht, womit im Durchschnitt die empfohlene tagliche Zufuhr
erreicht wurde. Damit wurden die Prufprodukte, der Fragestellung der Arbeit entsprech-

end, mit einer physiologischen Menge an a-Tocopherol angereichert.

Ein weiterer Aspekt, der bei der Dosierung des a-Tocopherols zu beachten ist, ist die
mogliche Toxizitat. Bei der hier gewahlten Dosierung von 60 mg a-Tocopherol waren
keine Nebenwirkungen bedingt durch eine Uberdosierung zu erwarten. Vitamin E kommt
natirlicherweise in Lebensmitteln vor. Die in den Priflebensmitteln enthaltene Menge von
60 mg a-Tocopherol entspricht etwa 200 g Mandeln bzw. Haselnissen, 100 g Sonnen-
blumenél oder 200 g Maiskeimdl [Souci et al. 2008]. Mit der verabreichten Menge von
60 mg a-Tocopherol pro Woche wurde im Durchschnitt die empfohlene tagliche Zufuhr
erreicht und lag damit nicht in einem mdglichen toxischen Bereich. Auch in der
Langzeitkinetik-Studie der Studienphase Il waren trotz einer chronischen Zufuhr von
60 mg a-Tocopherol/Tag Uber vier Wochen, keine Nebenwirkungen zu erwarten. Der
Tolerable Upper Intake Level (UL), der nach den Dietary Reference Intakes definiert ist
als hochste tagliche Zufuhr eines Nahrungsbestandteils, die bei dauerhafter Zufuhr keinen
gesundheitlich nachteiligen Einfluss auf die Gesamtbevélkerung hat, liegt fir Erwachsene
fir a-Tocopherol bei 1000 mg/Tag [Food and Nutrition Board 2000, S. 249ff].

Die Dosierung unserer Langzeituntersuchung der Studienphase Il war mit 60 mg
a-Tocopherol pro Tag niedriger als die verabreichten Mengen von 200-1320 mg
a-Tocopherol in den vergleichbaren Langzeitkinetik-Untersuchungen (ber 28 Tage
[Dimitrov et al. 1991; Hayes et al. 2001]. Lediglich in einer Langzeitstudie Uber 28 Tage
wurde mit 15 mg a-Tocopherol weniger eingesetzt als in unserer Langzeitstudie [van het
Hof et al. 1998]. Zusammengefasst entsprechen die Dosierungen unserer Studien nicht

denen der Vergleichsstudien, da unsere Dosierungen unter denen der weiteren Unter-
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suchungen lagen. Das liegt darin begrindet, dass in den vorliegenden Bioverfiig-

barkeitsstudien eine physiologische Menge an a-Tocopherol eingesetzt werden sollte.

Standardisierung der Mahlzeiten und Getrénke

Eine Standardisierung der Mahlzeiten und Getranke war in den Kurzzeitkinetiken
notwendig, um Einfllisse auf die Absorption und die Serumspiegel von a-Tocopherol tber
unterschiedliche Gehalte an Fett und Vitamin E in der Kost zu vermeiden. In unseren
Untersuchungen wurden das Frihstick, in dessen Rahmen das Prifprodukt verzehrt
wurde sowie die weiteren Mahlzeiten und Getranke Uber die untersuchten 24 h standar-

disiert.

Die Studienteilnehmer verzehrten das jeweilige Prifprodukt im Rahmen eines Frihstiicks
mit einem standardisierten Lipidgehalt von ca. 30 g. Nach Untersuchungen von Parks et
al. [2000] und Villaverde et al. [2008] ist eine Menge von 30 g Fett zur Gewahrleistung der

Absorption von 60 mg a-Tocopherol ausreichend.

Zusétzlich sollten bei weiteren Studien Zeitrdume vorgegeben werden, die beim Verzehr
der Prufprodukte und des Frihsticks einzuhalten sind. So kann davon ausgegangen
werden, dass die Prifprodukte zusammen mit dem standardisierten Frihstick bei jedem
Studienteilnehmer anndhernd zur selben Zeit in den Magen gelangen und somit nahezu
die gleichen Abstande bei den einzelnen Studienteilnehmern zwischen dem Verzehr und
den folgenden Blutentnahmen bestehen. In der Form koénnte die Bestimmung der
Biokinetik des a-Tocopherols noch weiter standardisiert werden. Dies wurde bereits in
zwei Kurzzeitkinetiken praktiziert, in denen die Teilnehmer angewiesen wurden, die
Prifprodukte sowie das standardisierte Frihstick innerhalb von 10 bzw. 20 Minuten
einzunehmen [Fairus et al. 2006; Herrero-Barbudo et al.2006]. In welcher Form
Auswirkungen durch diese Vorgaben auf die Ergebnisse zu erwarten sind, kann allerdings
nicht beurteilt werden, da die Untersuchungen in ihrem weiteren Studiendesign weder

miteinander noch mit unserem vergleichbar waren.

Zur Erreichung einheitlicher Studienbedingungen zwischen den Untersuchungstagen
erhielten die Studienteilnehmer Uber die gesamte Untersuchungszeit von 24 h standar-
disierte Mahlzeiten und Getranke. Die Mahlzeiten waren weitestgehend Vitamin-E-arm,
jedoch nicht vollkommen Vitamin-E-frei. Dies ware erforderlich, um nur die Bioverflg-
barkeit des in den Prifprodukten enthaltenen a-Tocopherols ohne Verzerrungen durch
zusatzlich in den Mahlzeiten enthaltenes Vitamin E zu bestimmen. Eine absolut
Vitamin-E-freie Ernahrung tber 24 h ware allerdings sehr einseitig und kaum geniel3bar,
so dass aus Grinden der Compliance eine Vitamin-E-arme Kost eingesetzt wurde. Um

ideale Vorraussetzungen fir die Bestimmung der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol zu
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gewadhrleisten, sollten die weiteren Mahlzeiten dennoch absolut Vitamin-E-frei gestaltet
werden. Zur Sicherstellung der Compliance der Teilnehmer sollten diese vorab Uber die
Zusammensetzung der gesamten Verkostigung informiert werden, so dass die Zahl der
Studienabbrecher minimiert wird. Die Studienteilnehmer wurden angewiesen, innerhalb
des Untersuchungszeitraums von 24 h nur Wasser sowie schwarzen Kaffee oder Tee zu
trinken. Damit wurde eine unkontrollierte zusatzliche Aufnahme von Kalorien im Laufe der
Untersuchungszeit vermieden, um eine weitere Beeinflussung der Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol zu vermeiden. Grundsétzlich ist eine Standardisierung aller Mahlzeiten und
Getranke Uber den gesamten Untersuchungszeitraum sinnvoll, da der Verlauf der
Serumkonzentrationen ebenfalls Uber die ganze Zeitspanne bestimmt wird und somit ein
Einfluss durch Mahlzeiten mit abweichenden Lipid- und Vitamin-E-Gehalten die analy-

sierten Serumspiegel und vor allem die biokinetischen Parameter beeinflussen kénnte.

6.1.3 Biokinetische Parameter

In der vorliegenden Arbeit sollte unter anderem untersucht werden, wie sich mit
a-Tocopherol angereicherte Lebensmittel lebensmitteltechnologisch so modifizieren
lassen, dass das enthaltene a-Tocopherol eine mdglichst hohe Bioverfugbarkeit aufweist.
Dazu wurde die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol des jeweiligen Prifproduktes mittels
Biokinetikstudien bestimmt. Ziel der Biokinetik von Nahrstoffen ist es, mit Hilfe
vorformulierter Modelle Messwertserien im Zeitverlauf und biokinetische Parameter zu
interpretieren, um daraus Erkenntnisse Uber die Bioverfugbarkeit, Umsatzgrol3en,

Ausscheidungswege oder -mechanismen zu gewinnen [Kibler 2002c].

Die einfachste Methode, die Bioverfiigbarkeit einer Substanz zu beurteilen ist die, den
Verlauf der Serumkonzentrationen uber die Zeit zu bewerten. Dies geschieht in der Regel
durch einen optischen Vergleich der Verlaufskurven. Der wichtigste biokinetische
Parameter ist die Flache unter der Serumkonzentration-Zeit-Kurve (area under the
concentration/time curve, AUC). Mit Hilfe des AUC kann dabei das Ausmal3 der
Absorption von a-Tocopherol bzw. die absolute Menge an a-Tocopherol im Blutkreislauf
abgeschatzt werden. Zusatzlich kénnen die maximale Serumkonzentration (Cmax) Und die
Zeit zum Erreichen von Cnax (thmax) bestimmt werden. Um die Vergleichbarkeit der Daten
der einzelnen Studienteilnehmer zu gewahrleisten, wurden die Serumkonzentrationen zu
den einzelnen Blutenthahmezeitpunkten (c) um den Nuichternwert der Serum-
konzentration (co) korrigiert. Da a-Tocopherol einem standigen Transport zwischen den
Organen unterliegt, ist im Nichternzustand immer eine Basalkonzentration im Serum
nachzuweisen, die individuell unterschiedlich ausféllt. Diese Basalkonzentrationen

missen bei der biokinetischen Beurteilung und Auswertung abgezogen werden. Nur so
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kénnen die Verlaufe der Serumkonzentration-Zeit-Kurven verschiedener Personen
miteinander verglichen werden [Kibler 2002d]. Fur die statistische Auswertung wurden
jeweils die Mittelwerte des AUC sowie von Cnax UNd tha Mittels geeigneter statistischer
Testverfahren miteinander verglichen. Grundséatzlich wurden jeweils die a-Tocopherol-
sowie die um die Gesamtcholesterol- und die um die Summe aus Gesamtcholesterol- und
Triacylglycerid-Konzentrationen adjustierten a-Tocopherol-Serumspiegel bestimmt, da
diese bedingt durch den gleichzeitigen Transport in den Lipoproteinen im Blut direkt
korrelieren [Thurnham et al. 1986]. Nachfolgend werden die einzelnen biokinetischen
Parameter in Bezug auf ihre Aussagefahigkeit fur die Bioverfigbarkeit und die
Vergleichbarkeit mit anderen Biokinetikstudien zur Verfugbarkeit von a-Tocopherol

bewertet.

Flache unter der Serumkonzentration-Zeit-Kurve (are  a under the concentration/time
curve, AUC)

Das am haufigsten genutzte biokinetische Prinzip ist der AUC, der nach einer
Substanzgabe durch Flachenmessung der resultierenden Serumkonzentration-Zeit-
Kurven Schlisse auf die in den zentralen Blutkreislauf tbergetretenen Stoffmengen
zulassen [Kibler 2002b]. Bei diesem Parameter kénnen mit Hilfe statistischer
Testverfahren Vergleiche zwischen zwei oder mehreren Prifprodukten gezogen und
ausgewertet werden. Im vorliegenden Fall wurde der AUC der a-Tocopherol-, der
a-Tocopherol/Gesamtcholesterol- sowie der a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacyl-
glycerid-Konzentrationen bestimmt. Durch die enge Korrelation der Blutlipidfraktionen mit
den Serum-a-Tocopherol-Spiegeln kdnnen Uber die lipidadjustierten a-Tocopherol-
Konzentrationen die exaktesten Aussagen Uber den Vitamin-E-Status einer Person
getroffen werden [Heseker et al. 1993; Thurnham et al. 1986]. Daher ist davon
auszugehen, dass die AUC-Werte, die aus den korrigierten a-Tocopherol-Konzentrationen
berechnet wurden, die grofite Aussagekraft hinsichtlich der Bioverfugbarkeit von

a-Tocopherol aus den Prifprodukten besitzen.

Mittels einer gréReren Anzahl an Blutentnahmezeitpunkten, idealerweise in stiindlichem
Abstand, kdnnten noch genauere Aussagen zur absoluten Menge an absorbierten
a-Tocopherol getroffen werden, was aber unter ethischen Gesichtspunkten Gber 24 h
nicht durchftihrbar ist. In den vorliegenden Studienphasen wurden die Zeitpunkte der
Blutabnahmen so gewahlt wurden, dass die Abstande um die erwarteten maximalen
Serumkonzentrationen enger gestaffelt und die Ubrigen Zeitpunkte relativ gleichmafiig
verteilt waren. Zum besseren Vergleich der Ergebnisse der einzelnen Studienphasen,

sollten in jeder Studienphase die gleichen Blutentnahmezeitpunkte gewéahlt werden, was
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in der vorliegenden Untersuchung nicht erfolgte. Dies lag darin begrindet, dass die
Untersuchungen als Pilotstudien fir die vorliegenden Prifprodukte gesehen wurden und
die Blutentnahmezeitpunkte jeweils anhand der in der vorhergehenden Studienphase
bestimmten maximalen Serumkonzentrationen und Serumkonzentration-Zeit-Verlaufen
angeglichen wurden. Fir nachfolgende Untersuchungen kann die ideale Verteilung der
Blutentnahmezeitpunkte Gber die 24 h mit Hilfe der bereits durchgeflhrten Studien
bestimmt werden, so dass in jeder Studienphase dieselben Zeitpunkte zum besseren

Vergleich gewahlt werden kénnen.

Die AUCy.,4-Werte der hier vorliegenden Kurzzeitkinetiken lagen zwischen 25,5 + 34,3
und 98,4 + 53,8 umol*h/l (Studienphase IV und Ill). Dagegen wiesen die Vergleichs-
studien eine sehr groRe Spanne von 68-930 umol*h/l (durchschnittlich ca. 278,5 pumol*h/l)
auf [Bruno et al. 2005; Jeanes et al. 2005]. In der einzigen Kinetikstudie mit einer
ahnlichen Dosierung (75 mg a-Tocopherol) wie der vorliegenden wurde der AUC nicht
bestimmt [Traber et al. 1998], daher ist ein direkter Vergleich mit anderen Studien nicht
mdglich. Die grof3e Spannweite der AUC-Werte der Vergleichsstudien ist wiederum auf
die unterschiedlich hohe Dosierung von a-Tocopherol sowie das abweichende Studien-
design zurickzufuhren. Auffallig bei den Werten unserer aber auch der zum Vergleich
herangezogenen Studien sind die hohen Standardabweichungen, die auf individuelle
Unterschiede zurlckzufuhren sind. Hier stellt sich die Frage, inwieweit die statistischen
Mittelwertvergleichstests in der nachfolgenden Diskussion relevante Aussage zulassen.
Diese werden allerdings dadurch erreicht, dass nicht allein der AUC,,4 als Parameter
herangezogen wird, sondern alle Daten der biokinetischen Parameter zusammen

betrachtet und gegeneinander abgewogen werden.

Maximale Serumkonzentration (C  max)

Die maximale Serumkonzentration besagt, wie gro die hdchste nachgewiesene
a-Tocopherol-Konzentration im Serum ist. Der Wert kann flr statistische Berechnungen
mit anderen cna-Werten verglichen werden. Allerdings sind keine Angaben Uber die
absolute aufgenommene Menge einer Substanz mdéglich, da Uber einen einzelnen Wert,
keine Aussagen dartber getatigt werden kénnen wie viel a-Tocopherol insgesamt Uber

die Zeit absorbiert wurde.

Wahrend die Werte fir die maximalen Konzentrationen von a-Tocopherol in den
Vergleichsstudien durchschnittlich 7,9 pmol/l und eine sehr grofR3e Spanne: (0,6-31,6
pumol/l aufwiesen [Proteggente et al. 2005; Wajda et al. 2007]), lagen die Cna-Werte in
unseren Studienphasen deutlich n&her zusammen (3,0 £ 1,6 bis 6,5 + 2,3 pmol/l

(Studienphase | und IIl)). Die grof3e Spannweite der Vergleichsstudien ist auf die ebenfalls
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grol3e Varianz der verabreichten Dosen an a-Tocopherol zuriickzufuhren. In einer von der
Dosierung her vergleichbaren Kurzzeitkinetik, in der 75 mg a-Tocopherol verabreicht
wurden, betrug cnax etwa 3 pmol/l [Traber et al. 1998], was mit den kleinsten Cpa-Werten

unserer Kurzzeitkinetiken (Studienphase I: 3,0 = 1,6 pmol/l) Gbereinstimmt.

Zeit bis zum Erreichen von ¢ ax (tmax)

Der tnacWert gibt den Zeitpunkt an, an dem die maximale Serumkonzentration (Cmax)
erreicht wurde. Von ihm kann indirekt darauf geschlossen werden, wie schnell eine
Substanz aus dem Gastrointestinaltrakt in das Blut gelangt. In den vorliegenden Studien
wurde der Parameter als Hinweis darauf genutzt, wie schnell das a-Tocopherol aus der
entsprechenden Lebensmittelmatrix geldést werden konnte. Mittels statistischer
Berechnungen kénnen Vergleiche zwischen den t,,-Werten der einzelnen Prifprodukte
gezogen werden. Dennoch diente der Parameter eher deskriptiven Zwecken, da tber ihn

keine Aussagen Uber die Bioverfugbarkeit einer Substanz getroffen werden kénnen.

In den vorliegenden Studienphasen wiesen die ty.-Werte eine relativ groRe Varianz auf
(3,8 £ 1,1 bis 8,4 + 2,5 h (Studienphase | und Il)), was auch in den zum Vergleich
herangezogenen Studien zu beobachten war. Diese wiesen durchschnittliche t..«-Werte
von 9,9 h und eine grof3e Spannweite (4,0-14,0 h [Fairus et al. 2006; Traber et al. 1998])
auf. Diese unterschiedlichen Werte sind auf die abweichenden Studiendesigns
zurickzufuhren. Hier ist vor allem die Lebensmittelmatrix zu nennen, die nicht mit der
unsrigen vergleichbar ist. Darlber hinaus sind aber auch die Dosierung, die Zusammen-
setzung des Frihsticks sowie die im weiteren Untersuchungszeitraum verabreichten

standardisierten Mahlzeiten nicht mit den hier vorliegenden vergleichbar.

Verlauf der Serumkonzentration-Zeit-Kurven

Uber den zeitlichen Konzentrationsverlauf von a-Tocopherol im Serum konnte die Hohe
der Bioverfuigbarkeit von a-Tocopherol aus den einzelnen Prifprodukten abgeschatzt
werden. Nach dem Verzehr von mit a-Tocopherol angereicherten Prifprodukten im
Rahmen eines standardisierten Frihsticks sollte die Serumkonzentration zun&chst
ansteigen, da die Aufnahme des lipidldslichen a-Tocopherols in die Enterozyten und die
Distribution in den Blutkreislauf erfolgt. Im weiteren zeitlichen Verlauf ist nach Erreichen
eines Maximums die Abnahme der a-Tocopherol-Serumkonzentration zu erwarten, da das
a-Tocopherol in die Zielzellen gelangt, metabolisiert und ausgeschieden wird [Bjgrneboe
et al. 1990]. In den vorliegenden Studienphasen stiegen die Serumspiegel nach der

Aufnahme der Priifprodukte schnell bis zum Maximum an und fielen danach wieder ab.
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Allerdings erreichten die Serumkonzentrationen nicht wieder die Nichternkonzen-
trationen. Dies ist wahrscheinlich dadurch bedingt, dass zum einen die Probanden uber
den Tag verteilt Mahlzeiten mit einem geringen Gehalt an a-Tocopherol erhalten haben
und zum anderen das a-Tocopherol im Korper einem standigen Transport zwischen den
Geweben und damit einer laufenden Prasenz in der Blutbahn unterliegt [Behrens et al.
1982].

Uber den zeitlichen Verlauf der Serumkonzentrationen kann grafisch bestimmt werden, ob
Unterschiede zwischen den Prifprodukten in der Bioverflugbarkeit von a-Tocopherol
bestehen. Dieser Parameter lasst Angaben dartber zu, zu welchem Zeitpunkt und in
welchem Mal3e eine bestimmte Substanz im Blut erscheint sowie verschwindet und wie
die Serumspiegel generell Uber die Zeit verlaufen. Beispielsweise kann daraus abgelesen
werden, ob ein oder mehrere Maxima Uber den Zeitverlauf bestehen oder ob die
Serumkonzentration einer Sattigung unterliegt. Dieser Parameter eignet sich jedoch nicht,
um Aussagen Uber die absoluten Aufnahmemengen zu treffen [Kibler 2002b]. Dartber
hinaus ist kein statistischer Vergleich zwischen zwei oder mehreren Produkten mdglich.
Der zeitliche Verlauf der Serumkonzentrationen kann somit nur zu einer Einschatzung der
Bioverfugbarkeit herangezogen werden; genauere Aussagen sollten mit Hilfe weiterer

biokinetischer Parameter getroffen werden.

Die hier vorliegenden Verlaufe der Serumkonzentrationen entsprachen sowohl denen der
zum Vergleich herangezogenen Kurzzeit- als auch denen der Langzeitkinetik-Studien
[Borel et al. 2001; Bruno et al. 2006; Cheeseman et al. 1995; Dimitrov et al. 1991; Fairus
et al. 2006; Hall et al. 2005; Hayes et al. 2001; Herrero-Barbudi et al. 2006; Jeanes et al.
2004b: Jeanes et al. 2005; Leonard et al. 2004; Ohrvall et al. 2001; Proteggente et al.
2005; Proteggente et al. 2006; Reboul et al. 2007; Roodenburg et al. 2000; Traber et al.
1998; van het Hof et al. 1998; Wajda et al. 2007]. Folglich stimmte das hier beobachtete
Verhalten von a-Tocopherol im Serum mit dem nach der Literatur zu erwartenden Uberein.
Die weiteren Daten der einzelnen Studienphasen sind somit reprasentativ und kénnen fur
Aussagen zur Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus den Priflebensmitteln herange-

zogen werden.

Insgesamt sind die in unseren Studienphasen verwendeten biokinetischen Parameter
geeignet, die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten zu bestimmen.
Dabei kann mittels der AUC-Werte eine Auskunft Gber das Ausmafld der Absorption von
a-Tocopherol bzw. Gber dessen Bioverfugbarkeit gegeben werden. Vor allem kénnen mit
Hilfe des AUC quantitative Vergleiche der Bioverfigbarkeit zwischen den Prifprodukten

gezogen werden. Dagegen gibt die maximale Serumkonzentration nur die Konzentration
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zu einem Zeitpunkt an und nicht wie der AUC Uber die langfristige Konzentration im Blut.
Daher ist der AUC der entscheidende Parameter fiir die Diskussion der Ergebnisse der
einzelnen Studienphasen, da nicht die einmalige sondern die langfristige Konzentration im
Blut und in den Korpergeweben ausschlaggebend fur die Wirksamkeit des a-Tocopherols
ist [Rodrigo et al. 2007]. Ferner entsprechen die in den Untersuchungen erhaltenen Daten
denen der zum Vergleich herangezogenen Studien, womit davon ausgegangen werden
kann, dass die Parameter korrekt bestimmt wurden und sie somit zur Beurteilung der

Bioverflgbarkeit von a-Tocopherol aus den Prufprodukten herangezogen werden kénnen.

6.1.4 Technologische Parameter

Die analytischen Parameter zur Charakterisierung der Priflebensmittel wurden mit dem
Ziel erhoben, von den erhaltenen Daten Aussagen hinsichtlich der Bioverfugbarkeit von
a-Tocopherol aus den Lebensmitteln abzuleiten. In der derzeitigen Literatur gibt es
bislang keine Untersuchungen, bei denen ebenfalls mit Hilfe von technologischen
Parametern auf die Bioverflugbarkeit einer Substanz aus einem Lebensmittel geschlossen
wurde bzw. Daten der technologischen Parameter mit denen der biokinetischen
Parameter verglichen wurden. Daher ist kein Vergleich mit entsprechenden Studien aus
der Literatur moglich. Nachfolgend werden die hier genutzten technologischen Parameter
dargestellt und hinsichtlich ihrer mdglichen Bedeutung in Bezug auf die Bioverfiigbarkeit

von a-Tocopherol aus den Priflebensmitteln beurteilt.

Der Verteilungskoeffizient ist ein MaR fiir die Loslichkeit von a-Tocopherol in der Ol-
bzw. Wasserphase der Emulsion. Des Weiteren kann darauf geschlossen werden, in
welchem Mal3e sich das a-Tocopherol aufgrund seiner Polaritat in der Grenzschicht der
eingesetzten Emulsion konzentriert hat [Bindrich 2007]. Somit kann der Parameter
Auskunft dartiber geben, wie viel a-Tocopherol bei der Verdauung der Prifprodukte aus
der Olphase zusammen mit den Fettsduren absorbiert werden kann. Fettlgsliche
Substanzen wie das a-Tocopherol, werden im Rahmen der Fettverdauung zusammen mit
anderen fettléslichen Substanzen in Micellen verpackt und in die Mucosa transportiert
[Traber 2005, S. 399]. Folglich wird vermutlich umso mehr a-Tocopherol absorbiert, je
mehr sich in der Olphase befindet. Aus der Wasserphase ist eine geringere Absorption
von a-Tocopherol zu erwarten, was darauf zurtickzufihren ware, dass sich in dieser
Phase der Emulsion keine weiteren lipidléslichen Substanzen finden, die zusammen mit
a-Tocopherol mittels der Gallensalze absorbiert werden. Das in der Wasserphase
enthaltene a-Tocopherol kann theoretisch absorbiert werden, sobald durch eine
Dispergierung der wassrigen Phase a-Tocopherol in die Lipidphase Ubertritt und hier

zusammen mit Fettsduren und anderen lipidléslichen Substanzen absorbiert wird. Eine
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solche mechanische Dispergierung tritt im Rahmen der mechanischen Verdauung im
Mund und im Magen auf [Hahn et al. 2006, s. 29]. Demzufolge kann das Verhaltnis von
der Menge an a-Tocopherol, das in der kontinuierlichen Phase ist, zu dem Anteil an
a-Tocopherol, welches sich in der dispersen Phase befindet, ein MalR dafiir sein, wie viel
und wie schnell das a-Tocopherol aus der Lebensmittelmatrix absorbiert wird und im Blut

erscheint bzw. wie grol3 die Bioverfligbarkeit ist.

Die beschriebenen Hintergrinde hangen mit den Stoffilbergangsvorgangen in den
eingesetzten Emulsionen zusammen. Stoffilbergangsvorgange bezeichnen das Uber-
treten einer Substanz Uber die Grenzflache von der dispersen in die kontinuierliche Phase
oder umgekehrt [Bindrich 2007]. Je groRer die Stoffibergangsvorgange sind desto
schneller kann eine Substanz aus der Emulsion geltst werden bzw. desto mehr wird von
dieser Substanz theoretisch vom Koérper aufgenommen. Das Ausmald der Stofflibergangs-
vorgange innerhalb einer Emulsion kann demnach ein Maf3 fir die Bioverfugbarkeit einer
Substanz sein und kann Uber die nachfolgend beschriebenen technologischen Parameter

bestimmt werden.

Die PartikelgroBenverteilung  gibt Auskunft Gber den jeweiligen Anteil von Tropfen der
kleiner ist als ein definierter Tropfendurchmesser. Eine davon abgeleitete Grofie ist die
GroRRe der spezifischen Grenzflache, die den Dispersitatszustand der Emulsionen
beschreibt und damit das Ausmal der auf Grund der GroR3e der spezifischen Grenzflache
madglichen Stoffiibergangsvorgange. Je groRer die spezifische Grenzflache ist, desto
mehr Stoffibergénge sind pro Flacheneinheit moglich, d.h. der Anteil einer Substanz, die
aus der Matrix gelést und absorbiert werden kann steht theoretisch in linearem
Zusammenhang mit der Gr6Re der spezifischen Grenzflache. Dies wird von einer
Untersuchung von Hayes et al. [2001] bestatigt, bei der all-rac-a-Tocopheryl-Acetat aus
einer Mikrodispersion von Milch eine zweifach bessere Bioverflgbarkeit aufwies als aus
einer Dispersion mit durchschnittlicher Tropfenverteilung. In einer Kinetikstudie von Wajda
et al. [2007] konnte sogar eine zehnfach hdhere Bioverfligbarkeit von Vitamin E aus einer
Nanoemulsion im Vergleich zu Vitamin E aus einer Standardformulierung nachgewiesen
werden. Andererseits konnte in einer weiteren Biokinetikstudie kein Zusammenhang
zwischen der TropfchengréfRe und der Bioverfligbarkeit von Vitamin E festgestellt werden.
Bei dieser Studie wurde Vitamin E zum einen in einer Feinemulsion (0,7 £ 0,2 um) und
zum anderen in einer Grobemulsion (10,1 + 0,9 um) direkt in den Magen appliziert. Die in
das Blut aufgenommene Menge an Vitamin E war Uber die Zeit nahezu gleich grof3 [Borel
et al. 2001]. Ein direkter Zusammenhang zwischen der Gr6Re der spezifischen
Grenzflache einer Emulsion und der Hohe der Absorption konnte somit anhand der

derzeitigen Literatur noch nicht eindeutig geklart werden.
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Der Umfang der Stoffuibergangsvorgange, welches als Mal3 fir die Bioverfiugbarkeit einer
Substanz aus einer Emulsion genutzt werden kann, ist abhéngig von der Stabilitat der
Grenzflache. Diese kann mit Hilfe der Emulsionsstabilitait und indirekt Uber den
extrahierbaren Fettanteil (EFA) beschrieben werden. Die Emulsionsstabilitat untersucht
die Stabilitdét des Emulsionssystems uber einen definierten Zeitraum. Bei Instabilitdt der
Emulsion konnen Stoffibergangsprozesse stattfinden, womit mehr Substanz aus der
Matrix geldst und absorbiert werden kann. Der EFA ist ein Mal3 fur die Durchlassigkeit der
Grenzflache. Er gibt Auskunft darlber, inwieweit die Molekile der gebildeten Grenz-
flachen geschlossen beieinander liegen, d.h. in welchem Male freie Fettsduren mittels
eines unpolaren Lésungsmittels aus der Emulsion gelést werden kdénnen [Bindrich 2007].
Dies kann ein Hinweis darauf sein, inwieweit die Olphase fir Verdauungsenzyme
zuganglich ist und auf diese Weise a-Tocopherol zusammen mit den Fettsauren aus der
Lipidphase absorbiert werden kann. Das bedeutet die Emulsionsstabilitat hangt
theoretisch invers mit der Hohe der Bioverfigbarkeit von a-Tocopherol aus den
Prifprodukten zusammen, wahrend zwischen dem EFA und der Bioverfigbarkeit ein

positiver Zusammenhang besteht.

Mit Hilfe der Oberflachentopographie und der Strukturcharakterisierung  sind die
Verteilung und Struktur der Lipid- und Proteinmolekiile in der Emulsion optisch
bestimmbar [Bindrich 2007]. Dabei wird davon ausgegangen, dass bei einer
gleichméaligen Verteilung der Lipidtropfen sowie bei Lipidtropfen, die eine glatte
Oberflache aufweisen, die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol mutmallich gréRer ist. Dies
liegt darin begrindet, dass die Verdauungsenzyme ungehindert an die Oberflachen der
Tropfen angreifen kdnnen, demzufolge das a-Tocopherol vermehrt herauslosen kdnnen,
womit folglich mehr a-Tocopherol aus der Emulsion absorbiert wird. Dagegen kodnnten
zusammen gelagerte Lipidtropfen zu einer eingeschrankten Aufnahme des a-Tocopherols
fuhren, da die Angriffsflache fir die Verdauungsenzyme verkleinert ist. Auch die
Verteilung von Protein und Fett kann ein Hinweis darauf sein, inwieweit die Lipidtropfen
fur die Verdauungsenzyme zuganglich sind. Beispielsweise konnte ein Fetttropfen, der
komplett von Protein umhdllt ist, weniger gut von den Verdauungsenzymen erreicht
werden als ein Fetttropfen, der in der Matrix verteilt vorliegt. Damit wére eine geringere
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus einem von Protein umhillten Lipidtropfen zu

erwarten als aus einem frei vorliegenden Fettpartikel.

Eine rheologische Charakterisierung von Lebensmitteln dient vornehmlich der
Einschatzung der Viskositdt und damit der sensorischen Eigenschaften des Produkts
[Bindrich 2007]. Dabei konnen theoretisch Rickschliisse von der Viskositat auf die
Bioverfugbarkeiten von in dem Lebensmittel enthaltenen Substanzen gezogen werden.

Hierbei ist mutmallich bei einer niedrigen Viskositat, d.h. einer geringeren Festigkeit der
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inneren Strukturen, von einer hoheren Bioverfugbarkeit auszugehen. Dies kann damit
begriindet werden, dass eine festere Matrix zunachst durch die mechanische
Verdauungstatigkeit in Mund und Magen aufgebrochen werden muss, um fur die
Verdauungsenzyme angreifbar zu sein. Somit wirden die enthaltenen Substanzen erst
spater aus der Matrix freigesetzt. Dies ist im vorliegenden Fall jedoch nicht von
Bedeutung, da die mechanische Verdauung bereits in Mund und Magen stattfindet,
wahrend die Lipidverdauung vor allem im Dinndarm erfolgt [Hahn et al. 2006, S. 29].
Somit wirde zum Zeitpunkt der eigentlichen Absorption des a-Tocopherols der Chymus
bei allen Prifprodukten die gleiche Konsistenz aufweisen, womit dieselben Vorraus-

setzungen fir die Fettverdauung und damit fir die Absorption von a-Tocopherol vorlagen.

Zusammengefasst sollte mit Hilfe der technologischen Parameter beurteilt werden, in
welchem Ausmaf3 und mit welchem Aufwand das a-Tocopherol im Rahmen der
Verdauungsvorgange aus der Lebensmittelmatrix gelést werden kann, anschlieRend im
Dinndarm absorbiert wird und damit fir physiologische Funktionen zur Verfigung steht.
Ob diese Zusammenhange tatséchlich bestehen soll nachfolgend anhand der Daten aus

den einzelnen Studienphasen diskutiert werden.

6.2 Biokinetikstudien

6.2.1 Studienphase |

In dieser Studienphase wurden die Bioverfligbarkeiten von 60 mg a-Tocopherol aus je
einer Portion Frischkase, Mayonnaise und Pudding in einer Kurzzeitkinetik-Untersuchung
miteinander verglichen. Die Prifprodukte wurden technologisch charakterisiert (vgl.
Kapitel 4.1.7). Ziel dieser Studienphase war es, den mdglichen Einfluss der Lebensmittel-

matrix auf die Bioverflgbarkeit von a-Tocopherol zu bestimmen.

6.2.1.1 Biokinetische Parameter

In der Studienphase | konnte ein signifikanter Unterschied zwischen dem AUC;.4
(a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride) des Frischkdses und der Mayonnaise
festgestellt werden (p=0,010), womit insgesamt signifikant mehr a-Tocopherol aus dem
Frischkase als aus der Mayonnaise absorbiert wurde. Dieses spiegelte sich auch in den
Verlaufen der Serumkonzentrationen wider, die deutlich zeigen, dass mehr a-Tocopherol
aus dem Frischkdse und der Mayonnaise als aus dem Pudding aufgenommen wurde. Bei

den um die Gesamtcholesterol- und Triacylglyceridspiegel adjustierten a-Tocopherol-
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Konzentrationen zeigte sich weiterhin, dass aus dem Frischkase jeweils mehr
a-Tocopherol in die Blutbahn gelangte als aus der Mayonnaise und dem Pudding. Auch
der Vergleich der prozentualen Anderungen der Serumspiegel vom Nichternwert zur
maximalen Konzentration bestatigt dieses Verhaltnis, welches sich auch in den maximal
erreichten  Serumkonzentrationen  (Cmax) zeigte. Diese waren far Frischkase
(3,9 £ 2,0 pmol/l) und Mayonnaise (3,9 + 2,7 umol/l) praktisch gleich hoch, wéhrend sie fir
den Pudding (3,0 = 1,6 umol/l) niedriger lagen (vgl. Kapitel 5.1.2).

Des Weiteren gelangte das a-Tocopherol signifikant schneller aus dem Pudding als aus
dem Frischkase und aus dem Frischkése signifikant schneller als aus der Mayonnaise in
das Serum. Dabei wurde das a-Tocpherol aus dem Pudding (tmax: 3,8 £ 1,1 h) nahezu
doppelt so schnell wie aus der Mayonnaise (tma: 7,4 +£0,9 h) absorbiert (vgl.
Kapitel 5.1.2).

Zusammengefasst deuten die biokinetischen Parameter in dieser Studienphase darauf
hin, dass aus dem Pudding etwa ein Viertel weniger a-Tocopherol absorbiert wurde als
aus dem Frischkase und der Mayonnaise. Darlber hinaus scheint der Frischkase besser
als die Mayonnaise geeignet zu sein, das a-Tocopherol dem Kdorper zur Verfugung zu
stellen, da bei den Uberwiegenden biokinetischen Parametern mehr a-Tocopherol aus
dem Frischkase absorbiert wurde. Die Unterschiede zwischen dem Frischkase und der
Mayonnaise waren nicht eindeutig, so dass die Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol aus
dem Frischk&se und der Mayonnaise in der zweiten Studienphase differenziert untersucht
werden sollte. Das a-Tocopherol wurde aus dem Pudding am schnellsten durch die
Verdauungsvorgange zur Verfiigung gestellt, wahrend es aus dem Frischkase langsamer
absorbiert wurde und aus der Mayonnaise die langste Zeit brauchte um vom Darm

aufgenommen zu werden.

6.2.1.2 Technologische Parameter

Mittels der untersuchten technologischen Parameter sollten Rickschlisse auf die
Verflugbarkeit des a-Tocopherols aus den Priufprodukten gezogen werden. Dies kann
jedoch nur theoretisch geschehen, da derzeit keine Untersuchungen zu dieser Thematik

in der Literatur vorliegen.

Der Verteilungskoeffizient gibt Auskunft dariber, in welchem Mafl} das eingesetzte
a-Tocopherol in den einzelnen Phasen der Emulsionssysteme Igslich ist. Danach ist bei
allen drei Prufprodukten nur eine minimale Menge an a-Tocopherol in die Wasserphase
ubergetreten (<0,1 mg/100 g Prifprodukt), obwohl sich die Konzentration des
a-Tocopherols in der Olphase in allen drei Produkten vermindert hat. Somit ist ein Teil des

a-Tocopherols aufgrund seiner Polaritat in die Grenzflache zwischen der OI- und der
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Wasserphase lbergegangen. Die grof3te Menge an a-Tocopherol befand sich in der
Grenzschicht des Puddings (17% bzw. 10,3 mg/60 mg a-Tocopherol), etwas weniger
konnte in der Grenzschicht der Mayonnaise nachgewiesen werden (15,7% bzw.
9,4 mg/60 mg a-Tocopherol) und der geringste Anteil wurde in der Grenzschicht des
Frischkases gefunden (12% bzw. 7,2 mg/60 mg a-Tocopherol) (vgl. Kapitel 5.1.3.1). Je
mehr a-Tocopherol sich in der Grenzflache oder in der wassrigen Phase befindet desto
weniger verbleibt in der Olphase, aus der das lipidlésliche a-Tocopherol zusammen mit
den freien Fettsauren absorbiert wird. Demnach musste das a-Tocopherol aus dem
Frischkase die grofite Bioverflgbarkeit aufweisen, das aus der Mayonnaise eine

geringere und das aus dem Pudding die geringste Bioverflugbarkeit.

Mit Hilfe der PartikelgroRenverteilung koénnen die davon abgeleitete GroRRe der
spezifischen Grenzflache sowie der GroRRenverteilungskoeffizient und damit der disperse
Zustand der Emulsion bestimmt werden. Von den untersuchten Prifprodukten wiesen der
Frischkase (2,21 m#/g) und die Mayonnaise (2,14 mZ/g) nahezu den gleichen dispersen
Zustand auf. Im Pudding fanden sich kleinere Tropfen hatte, was zu einer grof3eren
spezifischen Grenzflache des Puddings (3,17 m?/g) fuhrte, wodurch vermehrt Stoffe
zwischen den beiden Phasen der Emulsion Ubertreten kdnnen (vgl. Kapitel 5.1.3.2).
Anhand dieses Parameters war zu erwarten, dass die gleiche Menge an a-Tocopherol
aus dem Frischkdse und der Mayonnaise aufgenommen wurde, wahrend mehr

a-Tocopherol aus dem Pudding absorbiert wurde.

Die Emulsionsstabilitat war in allen Prifprodukten tber sieben Tage optimal. Somit waren
keine Veranderungen der Emulsionen und damit der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol
durch eine eventuelle Lagerung zu erwarten (vgl. Kapitel 5.1.3.3). In den vorliegenden
Untersuchungen wurden die Produkte nicht gelagert, da alle Produkte jeweils am Tag vor
der Untersuchung unter standardisierten Bedingungen hergestellt und unter optimalen
Lagerungsbedingungen (kihl und dunkel) zum Untersuchungszentrum versendet wurden.
Somit war dieser Parameter fur die vorliegenden Untersuchungen der Bioverfligbarkeit

von a-Tocopherol aus den Prifprodukten nicht von Bedeutung.

Uber den extrahierbaren Fettanteil (EFA) kann die Durchlassigkeit der Grenzflache der
Emulsionen bzw. die Stabilitéat der Emulgatorsysteme beschrieben werden [Bindrich 2007]
Der Daten konnen damit als Hinweis auf die Zuganglichkeit der Olphase fir die
Verdauungsenzyme gesehen werden. Die Mayonnaise wies einen neunmal gréReren
EFA als der Pudding und sogar einen 16x hoheren als der Frischkase auf. Dagegen hatte
der Pudding einen fast zweimal so groRen EFA wie der Frischkdse. Somit ist aus der
Mayonnaise experimentell mit Abstand die grofl3te Menge an Fett gelost worden, wahrend

aus dem Pudding und dem Frischkase nur wenig Fett extrahiert werden konnte (vgl.
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Kapitel 5.1.3.4). Theoretisch wirde dies der jeweiligen Menge an aus der Matrix |I6sbarem

und absorbierbarem a-Tocopherol entsprechen.

Die Untersuchung der Oberflachentopographie zeigte in der Mayonnaise eine hohe
Konzentration an Oltropfen, die gleichmaRig in der Matrix verteilt waren. Die Fetttropfen
waren auf3erdem kugelférmig und wiesen eine glatte Oberflache auf. Damit brachten die
Fetttropfen der Mayonnaise theoretisch gute Vorraussetzungen mit, um von den
Verdauungsenzymen erreicht zu werden, die das a-Tocopherol aus der Lipidphase lésen
kénnen. Die Fetttropfen des Puddings waren ungleichmafBig in der Matrix verteilt,
weitestgehend zu Clustern zusammen gelagert und hatten eine glatte Oberflache. Durch
diese Clusterbildung bieten sie eine kleinere Flache fur die Verdauungsenzyme, womit
diese theoretisch weniger a-Tocopherol aus der Emulsion absorbieren kénnen. Die Lipid-
tropfen des Frischkases wiesen eine teilweise glatte, teilweise unebene Oberflache auf,
die durch eine zusatzliche Assoziation von Caseinat bedingt war. Diese Assoziation
erhoht die sterische Hinderung, ist aber kein Hinweis auf Instabilitat [Bindrich 2007]. Die
Fetttropfchen waren in Caseinmicellen eingebettet, die gleichmalig Uber die gesamte
Matrix verteilt vorlagen. Durch die gleichmaflige Verteilung der Fetttropfen sind diese
theoretisch besser zugénglich fir Enzyme als die zusammen gelagerten Fetttropfen des
Puddings. Andererseits sind sie eventuell durch die Caseinmicellen geschiitzt, so dass
weniger a-Tocopherol aus der Matrix gelést werden kann als aus der Mayonnaise (vgl.
Kapitel 5.1.3.5). Demnach ware zu erwarten, dass am meisten a-Tocopherol aus der
Mayonnaise, etwas weniger aus dem Frischkase und der geringste Teil aus dem Pudding

absorbiert wurde.

Die Strukturcharakterisierung zeigte, dass bei der Mayonnaise das Fett deutlich vom
Protein abgesetzt war, indem die Fetttropfen vom Protein umhillt waren. Dagegen war
das Fett des Puddings innerhalb eines gréReren Proteinanteils verteilt. Somit misste bei
der Mayonnaise zunachst das die Fetttropfen umgebende Protein von proteolytischen
Enzymen verdaut werden, damit anschlieBend das Fett fur die Lipasen zugénglich ist.
Dagegen konnten bei der Verdauung des Puddings die Verdauungsenzyme die
Substanzen relativ zur selben Zeit umsetzen (vgl. Kapitel 5.1.3.6). Das kdnnte sich in
einem gegenuber dem Pudding spateren Anstieg der a-Tocopherol-Konzentration im

Serum bei dem Verzehr der Mayonnaise auf3ern.

Die rheologische Untersuchung der Priflebensmittel ergab fir die Mayonnaise die
niedrigste Viskositat. Der Frischkdase und der Pudding wiesen bei geringer
Scherbelastung die gleiche Viskositat auf, wahrend bei zunehmender Belastung die
Viskositat des Frischkases uber der des Puddings lag (vgl. Kapitel 5.1.3.7). Damit konnte
theoretisch die grobe Struktur der Mayonnaise durch die mechanische Verdauung im

Mund und Magen schneller aufgelést werden, wahrend die Struktur des Frischkdses und
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des Puddings relativ langer erhalten bleiben wirde. Fir die Absorption im Dinndarm
sollte das keine Bedeutung haben, da die mechanische Verdauung in Mund und Magen
bis zur Darmpassage abgeschlossen ist [Hahn et al. 2006, S. 29] und damit die

Viskositatsunterschiede nicht mehr von Bedeutung wéren.

Der Oszillationsversuch zeigte die gleiche Festigkeit der inneren Strukturen fur die
Mayonnaise und den Pudding, wohingegen der Frischkase eine zehnfach hohere Festig-
keit aufwies (vgl. Kapitel 5.1.3.7). Diese ist wahrscheinlich durch das dreidimensionale
Netzwerk der Caseinmicellen bedingt, das sich in der Emulsion des Frischkases
ausbildet. Somit musste zunachst das Casein teilweise abgebaut werden, um die freien
Fetsauren und fettléslichen Substanzen (a-Tocopherol) absorbieren zu kénnen, womit das

a-Tocopherol aus dem Frischkdse spater absorbiert und in die Blutbahn gelangen wirde.

Zusammengenommen erzeugen die Daten der technologischen Parameter ein
uneinheitliches Bild in Bezug auf die wahrscheinliche Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol
aus den Prifprodukten. Hier kann ein Vergleich der biokinetischen und technologischen
Parameter dazu genutzt werden, die Eignung der technologischen Parameter hinsichtlich

ihrer Aussagekraft bezuglich der Bioverfugbarkeit zu beurteilen.

6.2.1.3 Beziehung biokinetischer und technologische r Parameter

Die Daten der biokinetischen Parameter der Studienphase | zeigen, dass signifikant mehr
a-Tocopherol aus dem Frischkédse und der Mayonnaise als aus dem Pudding absorbiert
wurde. Dabei wies das a-Tocopherol aus dem Frischkase eine geringfiigig gréRere
Bioverfugbarkeit auf als das aus der Mayonnaise. Des Weiteren wurde das a-Tocopherol
aus dem Pudding schneller absorbiert als aus dem Frischkase und der Mayonnaise,
wobei die Absorption des a-Tocopherols aus der Mayonnaise die langste Zeit in Anspruch
nahm. Aus den technologischen Parametern konnte keine einheitliche Aussage
hinsichtlich der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den verschiedenen Prifprodukten

abgeleitet werden.

Zwischen den Ergebnissen der technologischen und der der biokinetischen Parameter
bestand nur teilweise ein Zusammenhang. So sprachen die Daten des Verteilungs-
koeffizienten und der Partikelgrof3en fir eine gegentber dem Pudding bessere Aufnahme
von a-Tocopherol aus dem Frischkdse und der Mayonnaise. Die Oberflachen-
topographien wiesen ebenfalls auf eine hdhere Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus
dem Frischkase und der Mayonnaise hin. Demzufolge scheint durch die Clusterbildung
der Fetttropfen im Pudding die Angriffsflache fur die Lipasen verringert zu werden, was zu
einer geringeren Absorption von Fett und damit des a-Tocopherols fiihren wirde. Die

Ergebnisse des extrahierbaren Fettanteils waren andererseits widerspriichlich zu den
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Daten der biokinetischen Grof3en, was gegen einen Zusammenhang dieser Parameter
spricht. Demnach scheinen die Daten des EFA nur eine Aussage Uber die Stabilitat der
Grenzflachen gegeniber unpolaren Lésungsmitteln, nicht jedoch tber die Durchlassigkeit
der Grenzflachen fur die Verdauungsenzyme und damit tber die Hohe der Aufnahme von

a-Tocopherol zu zulassen.

Bezlglich der Zeit zum Erreichen der maximalen Konzentration im Serum (tya) stimmten
die Daten der Strukturcharakterisierung mit denen der biokinetischen Parameter Uberein
und wiesen auf eine gegentber dem Pudding schnellere Aufnahme von a-Tocopherol aus
der Mayonnaise hin. So kdnnte das die Fetttropfchen umhillende Protein in der
Mayonnaise die Absorption von a-Tocopherol verzoégert haben, wéhrend das Fett
zusammen mit dem a-Tocopherol, das sich in der Proteinmatrix des Puddings verteilt
befindet, relativ schnell vom Ko&rper aufgenommen werden konnte. Die Daten der
Oberflachentopographie stimmten nicht mit den Ergebnissen von t., Uberein, was daftr
spricht, dass die Strukturen der Lebensmittelmatrix flr die Absorption von fettléslichen
Substanzen irrelevant waren, da die Matrix durch die mechanische Verdauung im Mund
und Magen [Hahn et al. 2006, S. 29] bereits homogenisiert wurden. Dies spiegelte sich
auch darin wider, dass die Festigkeit der Emulsion keinen Einfluss auf die Geschwin-
digkeit der Absorption von a-Tocopherol aus den Prifprodukten hatte. Auch hier scheinen
durch die mechanischen Verdauungsvorgénge und die Abgabe des Nahrungsbreis in den
Darm in kleinen Portionen, die Struktur und Verteilung von Protein und Fett in der Matrix

nebensachlich fir die Bioverfligbarkeit zu sein.

Insgesamt zeigen die in der Studienphase | ermittelten Daten, dass die Mayonnaise und
der Frischkase eine signifikant hohere Bioverfluigbarkeit von a-Tocopherol gewahrleisteten
als der Pudding. Die Ergebnisse zeigten jedoch keine deutlichen Unterschiede zwischen
dem Frischkése und der Mayonnaise, wenn auch mehr a-Tocopherol aus dem Frischkase
als aus der Mayonnaise absorbiert wurde. Dies machte eine Vertiefung und

Differenzierung der Untersuchungen in einer zweiten Studienphase notwendig.

6.2.2 Studienphase I

Aufgrund der Ergebnisse der Studienphase | wurden in der Studienphase Il die Bioverflg-
barkeiten von a-Tocopherol aus dem Frischkdse und der Mayonnaise in einer
Kombination aus einer Kurzzeit- sowie einer Langzeitkinetik bestimmt und miteinander
verglichen. Die Daten der technologischen Charakterisierung der Prifprodukte wurden
der Studienphase | entlehnt, da die Prifprodukte nach derselben Standardrezeptur
hergestellt wurden. Ziel dieser Studienphase war es, die Ergebnisse aus der Studien-

phase | weiterfihrend zu vertiefen.
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6.2.2.1 Kurzzeitkinetik

6.2.2.1.1 Biokinetische Parameter

In der Kurzzeitkinetik waren bei keinem der biokinetischen Parameter signifikante
Unterschiede feststellbar. Es zeichnete sich aber ein deutlicher Trend dahingehend ab,
dass mehr a-Tocopherol aus dem Frischkase als aus der Mayonnaise absorbiert wurde.
Dies betraf sowohl den AUCg., (a-Tocopherol), den AUC,.,s (a-Tocopherol/Gesamt-
cholesterol), cnax, die Verlaufe der Serumkonzentrationen, die prozentualen Anderungen
der Serumspiegel von a-Tocopherol und a-Tocopherol/Gesamtcholesterol als auch die
Serumkonzentrationen zu den einzelnen Blutentnahmezeitpunkten. Allein beim AUC.,4
(a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride) sowie der prozentualen Anderungen
der Serumspiegel von a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride waren die
Konzentrationen in der Mayonnaisegruppe geringfiigig héher als in der Frischk&segruppe.
Die ermittelten Werte von t,. unterschieden sich nicht signifikant zwischen den beiden
Gruppen, allerdings war die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Serumkonzentration in

der Frischkasegruppe groRRer als in der Mayonnaisegruppe (vgl. Kapitel 5.2.1.2).

Zusammengefasst zeichnete sich in dieser Kurzzeitkinetik wie in der Studienphase | ein
Trend ab, dass das a-Tocopherol aus dem Frischkdse eine bessere Bioverfligbarkeit
aufwies als aus der Mayonnaise. Auch wenn die Unterschiede nicht signifikant waren, so
deutete doch der Uberwiegende Teil der biokinetischen Parameter darauf hin. Des
Weiteren erfolgte der Anstieg der Serumkonzentrationen nach dem Verzehr des Frisch-

késes im Durchschnitt eine Stunde spéater als bei der Mayonnaise.

6.2.2.1.2 Technologische Parameter

In dieser Untersuchungsphase wurden die gleichen Prifprodukte eingesetzt wie in der
Studienphase I, daher werden an dieser Stelle die wichtigsten Aussagen zu den techno-
logischen Parametern zusammengefasst. Detaillierte Erlauterungen hierzu finden sich in
Kapitel 6.2.1.2.

Nach dem Verteilungskoeffizient sollte das a-Tocopherol aus dem Frischkdse eine
grol3ere Bioverfiigbarkeit aufweisen als das aus der Mayonnaise, da sich im Frischkase

die grofRere Menge an a-Tocopherol in der Lipidphase befand.

Anhand des GroRenverteilungskoeffizienten wiesen beide Prifprodukte nahezu die
gleiche spezifische Grenzflache auf, womit zu erwarten war, dass die gleiche Menge an

a-Tocopherol aus dem Frischkése und der Mayonnaise aufgenommen wurde.
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Die Mayonnaise wies einen 16x hdheren extrahierbaren Fettanteil (EFA) auf als der
Frischkase, womit aus der Mayonnaise experimentell die weitaus grof3ere Menge an
freien Fettsauren gelost werden konnte und damit sehr viel mehr a-Tocopherol absorbiert

werden konnte.

Anhand der Oberflachentopographie war zu erwarten, dass mehr a-Tocopherol aus der
Mayonnaise als aus dem Frischkdse absorbiert wurde. Die Fetttropfen lagen in der
Mayonnaise gleichmaRig verteilt vor, wahrend sie in dem Frischkase in Clustern vorlagen,

was die Zuganglichkeit fir die Verdauungsenzyme erschweren wirde.

SchlieBlich sollte die nachgewiesen unterschiedliche Viskositat der Prifprodukte auf die
Absorption im Dinndarm keine Auswirkungen haben, da die mechanische Verdauung im
Magen erfolgt und bis zur Darmpassage, wahrend der das a-Tocopherol absorbiert wird,

abgeschlossen ist.

Zusammengefasst zeigten die technologischen Parameter kein einheitliches Bild in Bezug
auf die Bioverflugbarkeit. Nach diesen Daten erschien sowohl die Bioverfligbarkeit aus
dem Frischkése als auch aus der Mayonnaise gréRRer als aus dem jeweils anderen
Prufprodukt. Allerdings konnte davon ausgegangen werden, dass das a-Tocopherol aus

der Mayonnaise schneller aufgenommen wurde als aus dem Frischkése.

6.2.2.1.3 Beziehung biokinetischer und technologisc her Parameter

Auch wenn zwischen den Prifprodukten keine signifikanten Unterschiede in der
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol bestanden, so wurde doch eindeutig mehr
a-Tocopherol aus dem Frischkase als aus der Mayonnaise aufgenommen. Dabei wurde
das a-Tocopherol aus dem Frischkése zeitlich spater als aus der Mayonnaise absorbiert.
In dieser Studienphase fand sich die unterschiedliche Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol
aus den Priufprodukten in nur einem technologischen Parameter (PartikelgrofR3en-
verteilung) wieder. Nach diesem befand sich beim Frischkdse weniger a-Tocopherol in
der Grenzflache bzw. mehr innerhalb der Lipidphase als bei der Mayonnaise. Dies sprach
daftr, dass mehr a-Tocopherol zusammen mit den Fettsduren aus dem Frischkase

absorbiert wiirde, was auch beobachtet werden konnte.

Die Ergebnisse der weiteren technologischen Parameter standen nicht in Zusammenhang
zu der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten. So war die Partikel-
groRenverteilung beider Prifprodukte anndhernd gleich, wéhrend ein deutlicher
Unterschied in der Hohe des ins Serum aufgenommenen a-Tocopherols festgestellt
wurde. Auch die rheologischen Untersuchungen haben gezeigt, dass die Festigkeit der
Matrix keinen Einfluss auf die Absorptionsrate hatte. Dies stand vermutlich damit in

Zusammenhang, dass die Matrix an sich bereits im Mund und Magen mechanisch
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dispergiert und damit die innere Struktur aufgebrochen wird. So kdnnen die Verdauungs-
enzyme im Dunndarm direkt an die entsprechenden N&hrstoffe angreifen und diese fir
die Absorption bereitstellen [Hahn et al. 2006, S. 29]. Auch die Oberflachenstruktur lief3
keine Schlussfolgerung bezlglich der Hohe der Absorption zu. Die gleichmalige
Verteilung der Fettpartikel der Mayonnaise sprach fir eine gute Absorption. Allerdings
scheinen die Caseinmicellen des Frischkases nicht, wie angenommen, die Verdauung der
Lipidtropfen und damit des a-Tocopherols einzuschréanken. Auch der extrahierbare Fettan-
teil scheint nur eine Aussage Uber die Stabilitat der Grenzflachen gegentber unpolaren
Ldsungsmitteln zuzulassen, jedoch keinen Bezug zur Absorptionsrate von a-Tocopherol

aus der Lipidphase zu bilden.

Die Daten der Oberflachentopographie, der Strukturcharakterisierung und den
rheologischen Parametern zeigten Hinweise auf eine verzégerte Absorption von
a-Tocopherol aus dem Frischkése. So kdnnten die Bildung der Caseinmicellen sowie die
Festigkeit des Frischkases fir eine langsamere Verdauung von a-Tocopherol verant-
wortlich sein. Theoretisch kénnen die Caseinmicellen, in die die Lipidtropfen mit dem
a-Tocopherol eingebettet waren, die Absorption von a-Tocopherol verzogern. Dies konnte
darauf zuriickzufihren sein, dass fur die Absorption zundchst die Proteine verdaut werden
mussen. Dies konnte ein Grund fur den spateren Anstieg der Serumspiegel bei der
Verdauung des Frischkases sein. Allerdings sollten die Viskositéat sowie die Verteilung von
Protein und Fett in der Lebensmittelmatrix keinen Einfluss auf die Geschwindigkeit der
Absorption gehabt haben, da durch die mechanische Verdauung in Mund und Magen
diese Strukturen bereits aufgebrochen werden und zum Zeitpunkt der Absorption der lipid-

l6slichen Substanzen im Dinndarm [Hahn et al. 2006, S. 29] nicht mehr relevant sind.

Es soll nicht aul3er Achtgelassen werden, dass der AUC,,, (a-Tocopherol/
Gesamtcholesterol+Triacylglyceride) und die prozentualen Anderungen der Serumspiegel
von a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride in der Mayonnaisegruppe hdhere
Werte aufwiesen als in der Frischkasegruppe. Allerdings waren die Unterschiede
zwischen den Gruppen so minimal, dass eher von einer gleichwertigen Bioverfugbarkeit
ausgegangen werden kann. Dies wirde wiederum den Ergebnissen der Partikelgréf3en-
verteilung entsprechen. Der Literatur nach sollten Matrizes mit einer ahnlichen Partikel-

grofl3e zu vergleichbaren Bioverfugbarkeiten von Substanzen fiihren [Armand et al. 1999].

Zusammengefasst war anhand der Daten der Kurzzeitkinetik dieser Studienphase das
a-Tocopherol aus dem Frischkase Uber 24 h geringfiigig besser bioverfligbar als aus der
Mayonnaise. Dabei wurde die maximale Serumkonzentration nach dem Verzehr des
Frischkases etwa eine Stunde spater erreicht als nach dem der Mayonnaise. Diese
Ergebnisse zur Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkdse und der

Mayonnaise sollten in der nachfolgenden Langzeitkinetik genauer abgeklart werden.
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6.2.2.2 Langzeitkinetik

6.2.2.2.1 Biokinetische Parameter

In der Langzeitkinetik-Untersuchung galt es zu Uberprifen, ob bei einer chronischen
Aufnahme der Priufprodukte ein Unterschied in der Héhe der Absorption von a-Tocopherol
zwischen Frischkdse und Mayonnaise bestand. Dabei konnte anhand des AUC,., eine
signifikant hohere Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkése als aus der
Mayonnaise festgestellt werden. Dies spiegelte sich in den Verlaufen der Serum-
konzentrationen wider, bei denen die Verlaufe der Konzentrationen von dem Frischkase-
kollektiv jeweils deutlich Giber denen des Mayonnaisekollekivs lagen. Auch die maximale
Serumkonzentration (Cn.x) Sowie die mittleren prozentualen Anderungen der Serum-
spiegel von a-Tocopherol und a-Tocopherol/Gesamtcholesterol Ilagen in der
Frischkasegruppe uber der der Mayonnaisegruppe. Dies bestatigte sich auch in den
durchweg hoheren Serumkonzentrationen von Frischkdse gegenlber denen von
Mayonnaise zu den einzelnen Blutentnahmezeitpunkten. In beiden Gruppen war innerhalb
der ersten Woche ein deutlicher Anstieg mit einer anschlieBenden Sattigung zu
beobachten, das heildt die Serumspiegel verblieben auf einem Niveau und stiegen nicht
weiter an. Dabei erreichten die a-Tocopherol-Serumspiegel in der Frischkédsegruppe

insgesamt spater das Maximum als in der Mayonnaisegruppe (vgl. Kapitel 5.2.2.2).

Somit war das a-Tocopherol bei chronischer Aufnahme aus dem Frischkase signifikant
besser bioverfligbar als aus der Mayonnaise. Die Serumspiegel von a-Tocopherol waren

jedoch Uber die chronische Zufuhr nicht beliebig steigerbar.

6.2.2.2.2 Technologische Parameter

In der vorliegenden Langzeituntersuchung wurden lber die taglich aufgenommene Menge
an a-Tocopherol dessen Serumspiegel dauerhaft erhoht. Ausschlaggebend fir die
kurzfristige und damit auch langfristig bessere Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols aus
dem Frischkdse war die Lebensmittelmatrix der Prifprodukte, die mittels der
technologischen Parameter charakterisiert wurde. Von diesen konnten jedoch, wie in
Kapitel 6.2.2.1.2 beschrieben keine einheitlichen Schlussfolgerungen in Bezug auf die
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Prufprodukten gezogen werden. Abh&ngig
vom jeweiligen technologischen Parameter erschien entweder der Frischkdse oder die
Mayonnaise besser geeignet zu sein, das a-Tocopherol dem Koérper zur Verfiigung zu

stellen.
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6.2.2.2.3 Beziehung biokinetischer und technologisc her Parameter

Bei der chronischen Aufnahme der mit a-Tocopherol angereicherten Prufprodukte tber
vier Wochen stiegen die Serumspiegel in der Frischk&segruppe signifikant héher an als in
der Mayonnaisegruppe. Dabei wurde bei der taglichen Aufnahme jeweils mehr
a-Tocopherol aus dem Frischkase als aus der Mayonnaise absorbiert. Allerdings stiegen
die Serumkonzentrationen innerhalb einer Woche bis zu einem Maximum an und blieben
anschlieend auf einem anndhernd konstanten Niveau. Die maximalen Serum-
konzentrationen wurden in dem Frischkasekollektiv durchschnittlich etwas spater erreicht
als in dem Mayonnaisekollektiv. Somit wurde auch das Sattigungsniveau der Serum-
spiegel spater erreicht. Dieser Sattigungsprozess ist bedingt durch eine zunéchst
begrenzte Anzahl an Transportproteinen im Serum, dessen Expression durch eine
chronische Aufnahme von a-Tocopherol induziert wird [Fechner et al. 1998]. Einerseits
wird so zunéachst nur ein begrenzter Anteil von a-Tocopherol zu den peripheren Geweben
transportiert, andererseits wird a-Tocopherol stéandig metabolisiert und ausgeschieden.
Dies fuhrt dazu, dass der Serumspiegel bei chronischer Aufnahme zun&chst bis zur
vollstandigen Besetzung der Transportproteine ansteigt und bei Uberschreitung der
Kapazitat dieser Proteine vermehrt a-Tocopherol metabolisiert wird, was das leichte
Absinken der Serumspiegel nach Erreichen des Maximums bis zum Einpendeln auf ein
bestimmtes Niveau erklart [Kayden und Traber 1993; Wu und Croft 2007]. Durch die
standig hohere Aufnahme von a-Tocopherol aus dem Frischkéase wird auch verstarkt die
Bildung des Transportproteins induziert, wodurch die Serumspiegel langfristig in der

Frischkasegruppe mehr angestiegen sind als in der Mayonnaisegruppe.

Die Daten der technologischen Parameter unterstitzten nur zum Teil die Ergebnisse der
biokinetischen Parameter. So war nach dem Verteilungskoeffizient im Frischkdse mehr
a-Tocopherol in der Lipidphase verblieben und weniger in die Grenzschicht Ubergetreten
als bei der Mayonnaise. Damit konnte zusammen mit den Fettsauren aus der Olphase
jeweils mehr a-Tocopherol aus dem Frischkése absorbiert worden sein, was sich in den

biokinetischen Parametern widerspiegelte.

Dagegen schienen die weiteren technologischen Parameter keine Hinweise auf die
Bioverflugbarkeit zu geben. Nach der PartikelgroRe wiesen beide Priflebensmittel die
gleichen durchschnittlichen GréRen der Fetttropfen auf, obwohl die Absorptionsrate des
a-Tocopherols beim Frischkase grof3er war. Die Struktur der Priufprodukte schien
ebenfalls keinen Einfluss auf die Hohe der Absorption von a-Tocopherol zu haben. Die
danach erwartete geringere bzw. verzégerte Absorption von a-Tocopherol aus dem
Frischkase konnte anhand der biokinetischen Daten nicht bestatigt werden. Diese

Vermutung richtete sich sowohl nach der im Gegensatz zu der Mayonnaise héheren
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Festigkeit der inneren Strukturen des Frischkases als auch nach den Caseinmicellen die
die Fettpartikel umhillten. Beides schien, vor allem bei einer chronischen Aufnahme,
keinen Einfluss auf die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol auszutiben. Auch die Daten
des extrahierbaren Fettanteils stimmten nicht mit den Ergebnissen der biokinetischen
Parameter Uberein, so dass davon ausgegangen werden kann, dass die Daten des EFA
nur Auskunft dariiber geben, wie viele freie Fettsduren durch ein unpolares Losungsmittel
aus der Lipidphase gelost werden kénnen; sie sind jedoch kein Maf3 fur die Zugéanglichkeit

der Emulsion fur die Verdauungsenzyme.

Zusammengefasst zeigten die biokinetischen Daten und der Verteilungskoeffizient, dass
bei chronischer Aufnahme der mit a-Tocopherol angereicherten Prifprodukte signifikant
mehr a-Tocopherol aus dem Frischkdse aufgenommen wurde als aus der Mayonnaise.
Dabei waren nach einer bestimmten Zeit die Plasmaspiegel gesattigt, was im Fall des
Frischkases spater eintraf und ein hoheres Niveau erreichte. Neben dem kurzfristigen
Anstieg der Serumspiegel nach Aufnahme der Prifprodukte ist vor allem die langfristige
Erhéhung der Serumspiegel von a-Tocopherol fir dessen Wirksamkeit im Kaorper
ausschlaggebend [Rodrigo et al. 2007]. Diese steht wiederum mit der einmalig héheren

Absorptionsrate von a-Tocopherol aus dem Frischkése in Zusammenhang.

6.2.3 Studienphase Il

Zur weiteren Optimierung der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkase
wurden die Partikelgrofien des Frischkéses variiert und die Bioverfigbarkeit von
a-Tocopherol aus den Prifprodukten in einer Kurzzeitkinetik tberprift. Auch hier erfolgte
eine lebensmitteltechnologische Charakterisierung der Prifprodukte (vgl. Kapitel 4.1.7).
Ziel dieser Studienphase war es, den mdoglichen Einfluss der PartikelgroRe auf die

Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol zu untersuchen.

6.2.3.1 Biokinetische Parameter

Bei dieser Studienphase war zu erwarten, dass die Hohe der Absorption von
a-Tocopherol mit zunehmender Partikelgré3e der Fetttropfen abnimmt. Dies beruht auf
der Annahme, dass kleinere Partikel eine grof3ere Oberflache besitzen, wodurch die
Verdauungsenzyme eine grol3ere Angriffsflache haben und somit mehr a-Tocopherol
zusammen mit den Fettsduren absorbiert werden. Diese Theorie wurde sowohl in Human-
als auch in Tierstudien bestatigt [Wajda et al. 2007; Baldi et al. 1997], wobei es auch
Untersuchungen gab, die keinen Zusammenhang zwischen der PartikelgréRe und der

aufgenommenen Menge von Vitamin E gezeigt haben [Borel et al. 2001].
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In unserer Untersuchung konnte diese negative Korrelation zwischen der Partikelgrol3e
und der Hohe der Absorption ebenfalls bestatigt werden. Der AUC nahm signifikant mit
zunehmender PartikelgroRe des Frischkdses ab. Allerdings bestand zwischen dem
Frischkase mit den kleinen Partikeln und dem Frischkéase nach der Standardrezeptur kein
bedeutender Unterschied in der H6he der Absorption, so dass nicht von einer Steigerung
der Bioverfuigbarkeit durch die Variation der Partikelgré3e ausgegangen werden kann. Bei
allen weiteren biokinetischen Parametern konnte dagegen kein linearer Zusammenhang
zwischen der PartikelgroRe und der Hohe der Bioverfligbarkeit festgestellt werden (vgl.
Kapitel 5.3.2).

Indessen zeigte sich ein positiver linearer Zusammenhang zwischen der Zeit bis zum
Erreichen der maximalen Serumkonzentration und der Partikelgréf3e des Frischkéases (vgl.
Kapitel 5.3.2). Somit scheint der Anstieg der Serumkonzentrationen mit zunehmender
PartikelgréRe spater zu erfolgen, was wiederum durch die kleinere Oberflache und die
damit einhergehende geringere Angriffsflache fir die Verdauungsenzyme bedingt ist. Eine
kleinere Oberflache erfordert mehr Zeit bis das a-Tocopherol aus den Lipidtropfen geldst

und anschlie3end absorbiert werden kann [Armand et al. 1994; Armand et al. 1996].

Zusammengefasst konnte anhand der AUC,.,4-Werte eine negative Korrelation zwischen
der Grol3e der Lipidpartikel und der Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol bestimmt werden.
Dieser Zusammenhang scheint allerdings nicht eindeutig zu sein, da die weiteren
untersuchten Parameter der Biokinetik dies nicht bestatigten. Dariiber hinaus konnte die
Bioverfuigbarkeit des a-Tocopherols durch die Variation der Partikelgrof3e kaum gesteigert
werden. AufRerdem wurde das a-Tocopherol umso schneller vom Darm absorbiert, je

kleiner die Lipidpartikel waren, in denen es sich befand.

6.2.3.2 Technologische Parameter

In dieser Studienphase wurden nur die PartikelgroRenverteilung und der extrahierbare
Fettanteil der Prufprodukte bestimmt, da hier urspringlich ein Zusammenhang zu der
Bioverfugbarkeit vermutet wurde. Die Rezeptur der Prufprodukte entsprach der des in den
Studienphasen | und 1l eingesetzten Frischkéses; bei diesem wurde die PartikelgroRRe
variiert, indem die Emulsion jeweils einer héheren und niedrigeren Scherbelastung als in
der Standardrezeptur ausgesetzt wurde. So entstanden drei Frischk&seemulsionen mit

unterschiedlich grof3en Partikeln.

Die PartikelgroRenverteilung der drei Prifprodukte entsprach dem erwarteten Ergebnis.
So spiegelte die PartikelgroRenverteilung und die Grof3e der spezifischen Grenzflache die
gewilnschte PartikelgroRe wider und bestatigte den linearen negativen Zusammenhang

zwischen diesen GroRen (vgl. Kapitel 5.3.3.1). Hier war zu erwarten, dass sich mit
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zunehmender Grol3e der spezifischen Grenzflache die Absorption des a-Tocopherols aus

dem Frischkase erhoht.

Die weiteren technologischen Daten entsprachen allerdings nicht den, nach der bei der
Herstellung angestrebten Partikelgro3e, erwarteten; die Ergebnisse waren relativ
uneinheitlich. So wies der Frischkase mit den kleinen Partikeln und der mit den grof3en
Partikeln einen nahezu gleichen GroRRenverteilungskoeffizienten auf, wahrend der fur den
Standardfrischkase fast doppelt so gro3 war. Damit hatten der Frischkdse mit den kleinen
Partikeln sowie der mit den grof3en Partikeln relativ einheitliche Partikelgré3en, wahrend
die Analyse des Standardfrischkases fir diesen ein breites Spektrum mit unter-
schiedlichen PartikelgroRen ergab. Dies kénnte darauf hinweisen, dass der Frischkédse mit
den kleinen Partikeln und der mit den groRen Partikeln ein &hnliches Verhalten beziglich
der Bioverfligbarkeit aufwies und dieses bei dem Standardfrischkdse davon abwich. Der
extrahierbare Fettanteil (EFA) war bei dem Frischkase mit den kleinen Partikeln sowie bei
dem mit den normalen Partikeln etwa gleich grof3, wahrend der EFA des Frischkéases mit
den groRRen Partikeln etwa dreimal so grol3 war. Theoretisch war daher zu erwarten, dass
aus dem Frischkase mit den grof3en Partikeln mehr a-Tocopherol aufgenommen wurde

als aus den beiden anderen und aus diesen etwa gleich viel (vgl. Kapitel 5.3.3).

Insgesamt konnte belegt werden, dass die tatsédchliche PartikelgréRe der einzelnen
Prifprodukte der jeweils bei der Herstellung angestrebten entsprach. Allerdings
widersprachen die Daten zu den technologischen Parametern den Ergebnissen der
biokinetischen Parameter; hier konnten keine Zusammenhénge zwischen der Grof3e der

Partikel und den Ergebnissen der Analysen nachgewiesen werden.

6.2.3.3 Beziehung biokinetischer und technologische r Parameter

Theoretisch nimmt die H6he der Absorption von a-Tocopherol aus einer Emulsion mit
zunehmender PartikelgroRe und geringerer spezifischer Grenzflache der Emulsion ab.
Dieser Zusammenhang sollte in dieser Studienphase tUberprift werden. Wahrend der zur
Beurteilung der Bioverfligbarkeit wichtigste Parameter (AUC,.,4) diesen Zusammenhang
widerspiegelte, konnte die Theorie anhand der weiteren biokinetischen Parameter nicht
bestétigt werden. Dies drickte sich ebenfalls in den uneinheitlichen Daten der techno-

logischen Parameter aus.

Die Daten der weiteren biokinetischen Parameter und der technologischen Parameter
ergaben, dass zwischen der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten
und der PartikelgroRenverteilung ein inverser Zusammenhang bestand. Wie eine
Untersuchung von Zhang und Ducker [2008] gezeigt hat, setzen sich bei starker Scherung

von O/W-Emulsionen kleine Oltropfen an die Grenzflaichen. So konnen sich bei den
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Emulsionen mit den kleinen Partikeln zusatzlich a-Tocopherol enthaltene Oltropfen an den
Grenzflachen befinden, die wiederum leichter und schneller durch die Verdauungsenzyme
erreicht werden und das a-Tocopherol somit vermehrt und schneller aus der Emulsion mit

den kleineren Partikeln absorbiert wird.

Andererseits zeigten die Daten des extrahierbaren Fettanteils keinen Bezug zur Biover-
fugbarkeit von a-Tocopehrol aus den verschiedenen Emulsionen, womit davon ausge-
gangen werden kann, dass der EFA nur eine Aussage Uber die Stabilitat der Grenz-

flachen gegeniber einem unpolaren Lésungsmittel zulasst.

Die durchschnittliche Zeit bis zum Erreichen der maximalen Serumkonzentration nahm mit
zunehmender PartikelgroRe der Prufprodukte zu. Das bedeutet, je groRRer die Partikel in
der Emulsion waren, desto langer war die Zeitspanne bis zum Anstieg der a-Tocopherol-
Serumspiegel. Dies kann in Zusammenhang mit der PartikelgroR3enverteilung gesehen
werden. Durch die groReren Partikel besteht eine kleinere Angriffsflache fur die
Verdauungsenzyme, was zu einer verzogerten Absorption des a-Tocopherols zusammen
mit den Fettsauren aus der Lipidphase fuhrt [Armand et al. 1994; Armand et al. 1996]. Die
schnellere Aufnahme des a-Tocopherols aus dem Frischkadse mit den kleinen Partikeln
kann wie erwahnt ebenfalls auf die kleinen Lipidtropfen, die sich bei starker Scher-
belastung an der Grenzflache bilden, bedingt sein [Zhang und Ducker 2008]. Die sich an
der Grenzflache befindlichen Oltropfen enthalten a-Tocopherol und kénnen von den
Verdauungsenzymen schneller erreicht werden, wodurch das a-Tocopherol aus diesen
Prifprodukten eher in Micellen verpackt und von den Mucosazellen absorbiert werden

kann.

Zusammengefasst zeigte der AUC eine signifikant negative Beziehung zwischen der
PartikelgréBe und der Bioverfigbarkeit von a-Tocopherol. Allerdings konnte die
Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols durch die Variation der PartikelgroRe gegentber der
Standardrezeptur kaum gesteigert werden. Darlber hinaus konnte ein Zusammenhang
zwischen der Breite des PartikelgroRenspektrums und der Absorptionsrate gesehen
werden. Bei relativ einheitlichen PartikelgréRen scheint mehr a-Tocopherol aus der
Emulsion absorbiert zu werden als bei deutlich unterschiedlich groRen Partikeln in der
Emulsion. Des Weiteren besteht ein direkter Zusammenhang zwischen der GroéRe der
Partikel und der Absorptionszeit. So wurde das a-Tocopherol umso schneller absorbiert,

je kleiner die Partikel waren.



Diskussion 169

6.2.4 Studienphase IV

In der Studienphase IV wurden die Bioverfigbarkeiten von a-Tocopherol aus vier
verschiedenen Prifprodukten in einer Kurzzeitkinetik Gber 24 h bestimmt und miteinander
verglichen. Dabei wurden die Lipidemulsionen des Frischkases aus den Studienphasen |
und Il eingesetzt und zwar einmal mit einem pH-Wert von 6,5 und mit einem pH-Wert von
4,5 sowie diese jeweils in getrockneter Form. Ziel dieser Untersuchungsphase war es,
zum einen den Einfluss des pH-Wertes und zum anderen den der Trocknung der
Prifprodukte auf die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten zu
analysieren. In dieser Studienphase galt es zu Uberprifen, ob das Vitamin E mit einer
entsprechend hohen Bioverflugbarkeit als Nahrungserganzungsmittel in verkapselter Form

verabreicht werden konnte.

6.24.1 Biokinetische Parameter

Nachfolgend werden die Daten der biokinetischen Parameter (vgl. Kapitel 5.4.2)
hinsichtlich ihrer Aussage zur Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den verschiedenen
Prifprodukten diskutiert. Dabei werden zunachst die ungetrockneten Emulsionen und
anschlieend die getrockneten miteinander verglichen. Nach einem Vergleich der
Emulsionen die denselben pH-Wert aufweisen werden abschlieBend alle vier Prif-

produkte gegenuibergestellt.

Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion pH-Wert 4,5

Der Vergleich der ungetrockneten Emulsionen zeigte durchgehend bei allen untersuchten
biokinetischen Parametern, dass aus der Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 mehr
a-Tocopherol absorbiert wurde als aus der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5. Diese
Unterschiede waren im Fall der prozentualen Veranderungen der Serumkonzentrationen
von a-Tocopherol signifikant (p=0,037) und wiesen einen Trend zur Signifikanz fur die
prozentualen Veranderungen der Serumkonzentrationen von a-Tocopherol/Gesamt-
cholesterol (p=0,065) auf. Die Zeit bis zum Erreichen der maximalen Serumkonzentration
(tnax), war bei beiden vergleichbar. Insofern schien mehr a-Tocopherol bei einem

niedrigen pH-Wert von 4,5 absorbiert zu werden, als bei einem hoéheren pH-Wert von 6,5.

Demnach stellte der niedrige pH-Wert von 4,5 eine bessere Vorraussetzung fir die
Absorption von a-Tocopherol dar als der hohere pH-Wert von 6,5. Dies kdnnte darauf
zurickzufuhren sein, dass das a-Tocopherol bei dem niedrigen pH-Wert Uber die

physiologischen Verdauungsvorgange vermehrt aus der Matrix freigesetzt und absorbiert
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wird. Was damit zu erklaren ist, dass die Sekretion des fur die Verdauung fettloslicher
Substanzen notwendigen Pankreassekrets durch die Freisetzung des gastrointestinalen
Hormons Cholecystokinin ausgeltst wird, dessen Sezernierung wiederum durch den in
das Duodenum gelangenden Chymus initiiert wird. Cholecystokinin wird bei einem pH-
Wert des Chymus von 4,0-4,5 in die Blutbahn abgegeben [Carey et al. 1983; DeNigris et
al. 1985]. Bei der Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert von 4,5 bestand somit schon
vorab die ideale Vorraussetzung fir die Verdauungsvorgénge. Hier erfolgt die Freisetzung
des Cholecystokinin vermutlich zeitlich eher als bei der Emulsion mit dem pH-Wert von
6,5, wodurch das Pankreassekret friher und damit vermehrt sezerniert wird, womit mehr

Lipide und a-Tocopherol aus der Matrix geldst und absorbiert werden kénnen.

Zusammengefasst zeigte das a-Tocopherol aus der Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert
von 4,5 eine bessere Bioverflgbarkeit als das aus der Emulsion mit dem héheren pH-

Wert von 6,5, was vermutlich physiologisch bedingt ist.

Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 vs. Emulsion getroc ~ knet pH-Wert 4,5

Bei den getrockneten Emulsionen war das a-Tocopherol aus der getrockneten Emulsion
mit dem pH-Wert von 6,5 signifikant besser (AUC,.,4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol):
p=0,031; AUC,.,4 (a-Tocopherol/Gesamtcholesterol+Triacylglyceride): p=0,039) bioverflg-
bar als aus der getrockneten Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert von 4,5. Auch der
Uberwiegende Teil der weiteren biokinetischen Parameter zeigte eine bessere, jedoch
nicht signifikante, Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus der Emulsion mit dem pH-Wert
6,5. Des Weiteren wies die Gruppe mit dem héheren pH-Wert einen tendenziell signifikant
héheren t,.-Wert (p=0,069) auf, was bedeutet, dass die maximale Serumkonzentration in
dem Kollektiv der Emulsion mit dem pH-Wert 6,5 spater erreicht wurde als in dem der

Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert 4,5.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieses Vergleichs darauf hin, dass bei getrockneten
Emulsionen die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol bei einem héheren pH-Wert gré3er ist,
als bei einem geringeren pH-Wert. Diese zu dem Vergleich der ungetrockneten
Emulsionen gegensatzlichen Ergebnisse konnten damit auf die Trocknung der
Emulsionen zurlckzufiihren sein. Da es in der derzeitigen Literatur keine Daten zur
Bioverfugbarkeit von fettldslichen Substanzen aus getrockneten Emulsionen gibt, kdnnen

an dieser Stelle keine Vergleiche getroffen und somit nur Vermutungen angestellt werden.
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Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion getrocknet pH-Wer  t6,5

Der Vergleich der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Emulsionen mit dem pH-
Wert von 6,5 in ungetrockneter und getrockneter Form, hat fir die getrocknete Emulsion
niedrigere AUC-Werte ergeben. Dieser Unterschied war jedoch statistisch nicht
signifikant. Die tn.-Werte waren in der Gruppe der getrockneten Emulsion héher, was
daflir spricht, dass das a-Tocopherol aus der getrockneten Emulsion langsamer
absorbiert wurde; allerdings fiel dieser Unterschied nicht statistisch signifikant aus. Auch
hier liegt derzeit keine Literatur zur Bioverflgbarkeit von fettléslichen Substanzen aus
getrockneten Emulsionen vor, so dass kein Vergleich mit anderen Untersuchungen

vorgenommen werden kann.

Zusammengenommen scheint, die Trocknung der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5 die
Bioverflugbarkeit von a-Tocopherol zu senken. Die Daten deuten darauf hin, dass das

a-Tocopherol aus der getrockneten Emulsion langsamer absorbiert wurde.

Emulsion pH-Wert 4,5 vs. Emulsion getrocknet pH-Wer  t4,5

Im Vergleich der Emulsionen mit dem auf den pH-Wert des Frischkases eingestellten pH-
Wert von 4,5 in ungetrockneter und getrockneter Form zeichnete sich eine bessere
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus der ungetrockneten Emulsion ab. Alle unter-
suchten AUCy,4,-Werte waren in der Gruppe der ungetrockneten Emulsion signifikant
groler als in der Gruppe der getrockneten Emulsionen. Auch die weiteren biokinetischen
Parameter zeigten zum grof3ten Teil, dass mehr a-Tocopherol aus der ungetrockneten
Emulsion absorbiert wurde. Des Weiteren war die Zeit bis zum Erreichen der maximalen
Serumkonzentration (tmax) in der Gruppe der ungetrockneten Emulsionen grof3er als in der

Gruppe mit den getrockneten Emulsionen.

Zusammengefasst hat in diesem Vergleich die Trocknung der Emulsion eher eine

Verringerung der Bioverfigbarkeit bewirkt.

Gesamtvergleich

Der Vergleich der Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus allen Prifprodukten hat
ergeben, dass aus den ungetrockneten Emulsionen signifikant mehr a-Tocopherol
absorbiert wurde als aus den getrockneten. Bei den ungetrockneten Emulsionen war das
a-Tocopherol aus der Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert von 4,5 signifikant besser
bioverfligbar und bei den getrockneten Emulsionen signifikant besser aus der Emulsion

mit dem hdéheren pH-Wert von 6,5.
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Das bedeutet zusammengenommen, dass die Trocknung der Emulsionen in unserer
Untersuchung einen negativen Einfluss auf die Hohe der Absorption hatte und bei den
ungetrockneten Emulsionen ein niedriger pH-Wert die bessere Vorraussetzung fur die

Bioverfuigbarkeit von a-Tocopherol darstellt.

6.2.4.2 Technologische Parameter

In dieser Studienphase wurden nur die ungetrockneten und nicht die getrockneten
Emulsionen mittels technologischer Verfahren untersucht. Dabei wurden die Partikel-

groRRenverteilung, der extrahierbare Fettanteil und die Oberflachentopographie bestimmt.

Die PartikelgroRenverteilung ergab sehr unterschiedliche Daten flur die untersuchten
Emulsionen. Wahrend die Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5 eine monodisperse
TropfchengrolRenverteilung hatte, konnte die Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 als
polydispers beschrieben werden und wies somit ein sehr breites Spektrum an
PartikelgréRen auf. In der Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 waren die grof3ten
Lipidtropfen etwa funfmal groRer als die der Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5.
Allerdings war die spezifische Grenzflache bei der Emulsion mit dem pH-Wert 6,5 mit
4,55 m?/g groller als die der Emulsion mit dem pH-Wert 4,5 mit 3,56 m3g (vgl.
Kapitel 5.4.3.1). Vermutlich fiihren eine einheitlichere TropfchengréRe der Lipide sowie
eine groRere spezifische Grenzflache zu einer erhohten Aufnahme von a-Tocopherol, da
die Verdauungsenzyme eine grolRere Angriffsflache vorfinden. Damit wére eine
gegenuber dem anderen Prifprodukt mit dem pH-Wert von 4,5 hdhere Absorption von

a-Tocopherol aus der ungetrockneten Emulsion mit dem pH-Wert 6,5 zu erwarten.

Bei dem extrahierbaren Fettanteil war ebenfalls ein sehr groRer Unterschied zwischen
den Prufprodukten zu verzeichnen. Der EFA war in der Emulsion mit dem pH-Wert von
6,5 etwa 170fach geringer als der der Emulsion mit dem pH-Wert 4,5 (vgl. Kapitel 5.4.3.2).
Damit waren die Grenzflachen in der Emulsion mit dem pH-Wert 6,5 weitaus stabiler
gegeniuber unpolarem Ldsungsmittel als die der anderen Emulsion, womit eine deutlich
hdhere Absorptionsrate von a-Tocopherol aus der Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5
erwartet werden konnte. Der deutliche Unterschied des EFA konnte durch den pH-Wert
verursacht sein, indem ein niedriger pH-Wert die Ladung der grenzflachenaktiven

Proteine verandert [Bos und van Vliet 2001] und damit die Grenzflachen destabilisiert.

Anhand der Oberflachentopographie war erkennbar, dass die Lipidtropfen der Emulsion
mit dem pH-Wert von 6,5 relativ klein und kugelférmig sowie gleichm&Rig verteilt waren,
wahrend die Fetttropfen der Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert von 4,5 ungleichmé&Rig
geformt sowie innerhalb der Emulsion zu Clustern zusammengelagert waren (vgl.

Kapitel 5.4.3.3). Eine gleichmafige Verteilung der Lipidtropfen kann auf eine bessere
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Absorption des a-Tocopherols aus der Emulsion mit dem pH-Wert 6,5 hindeuten, da die

Verdauungsenzyme eine gré3ere Wirkungsflache haben.

Insgesamt konnte anhand der technologischen Parameter kein eindeutiger Unterschied in
der Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols zwischen den Prifprodukten erwartet werden, da

die Daten uneinheitlich waren.

6.2.4.3 Beziehung biokinetischer und technologische r Parameter

Der Vergleich der biokinetischen Parameter der ungetrockneten Emulsionen ergab, dass
mehr a-Tocopherol aus der Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert von 4,5 absorbiert
wurde als aus der Emulsion mit dem héheren pH-Wert von 6,5. Dies stimmte nur teilweise

mit den Daten der technologischen Parameter tiberein.

So war anhand des extrahierbaren Fettanteils zu vermuten, dass die Emulsion mit dem
niedrigen pH-Wert von 4,5 eine sehr viel hohere Absorptionsrate aufweist als das
Prifprodukt mit dem pH-Wert von 6,5. Mittels des EFA kann eine Aussage daruber
getroffen werden, wie viel freie Fettsauren mit einem polaren Losungsmittel aus einer
Matrix gelost werden kdénnen, woraus auf eine mdglich Hohe der Absorptionsrate von
fettléslichen Substanzen geschlossen werden konnte. Diese Beziehung zwischen den

Daten des EFA und der Bioverfugbarkeit konnte in diesem Fall bestatigt werden.

Andererseits deuteten die PartikelgroRenverteilung und die Oberflaichentopographie
daraufhin, dass aus der Emulsion mit dem héheren pH-Wert von 6,5 mehr a-Tocopherol
absorbiert werden konnte. Somit scheint von der PartikelgréRenverteilung und der Ober-
flachentopographie keine Verknupfung zur Bioverfigbarkeit gezogen werden zu kénnen,
da die mechanische Verdauung der Emulsion im Mund und Magen die Charakteristika der
Emulsionen frihzeitig aufbrechen [Hahn et al. 2006, S. 29]. Somit sind eventuelle
Unterschiede zwischen den Emulsionen flr die Absorption im Dinndarm nicht mehr von

Bedeutung.

Zusammengefasst scheint der pH-Wert einen Einfluss auf die Bioverfugbarkeit von
a-Tocopherol aus den Emulsionen insofern zu haben, als das ein pH-Wert im Bereich des
physiologischen pH-Wertes des Dinndarms die Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol
erhoht. Weitere Einflisse durch die Trocknung der Emulsion konnten nicht eindeutig

festgestellt werden und sollten in weiteren Untersuchungen genauer tberprtft werden.
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6.3 Zusammenfihrende Betrachtung der Gesamtergebnis  se

Ziel dieser Arbeit war es, mit a-Tocopherol angereicherte, emulsionsbasierte Lebensmittel
und isolierte Emulsionen lebensmitteltechnologisch so zu optimieren, dass eine maximale
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol gewahrleistet werden kann. Daraus ergaben sich
mehrere Studienphasen in denen jeweils die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus den
lebensmitteltechnologisch modifizierten Prifprodukten mittels Biokinetikuntersuchungen
bestimmt wurde. Darlber hinaus sollte Uberprift werden, ob von den Daten der
Parameter zur technologischen Charakterisierung der Priflebensmittel Aussagen
hinsichtlich der Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol aus den Produkten abgeleitet werden
konnten. Nachfolgend werden zunéchst die Schlussfolgerungen zur Bioverfugbarkeit der
einzelnen Studienphasen zusammengefilhrt und anschlie@end die Aussagekraft der

technologischen Parameter bezlglich der Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol betrachtet.

6.3.1 Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Priufprodukten

In der ersten Studienphase wurden drei verschiedene Lebensmittel (Frischkase,
Mayonnaise, Pudding) des allgemein Ublichen Verzehrs mit 60 mg a-Tocopherol
fortifiziert. Die jeweiligen Bioverfligbarkeiten des a-Tocopherols aus den Prifprodukten
wurden mittels einer Kurzzeitkinetik-Studie bestimmt und verglichen. Dabei konnte eine
signifikant bessere Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkése und der
Mayonnaise gegenuber der aus dem Pudding festgestellt werden. Die Unterschiede
zwischen der Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkase und der
Mayonnaise waren nicht signifikant, wobei die a-Tocopherol-Serumspiegel nach dem
Verzehr des Frischkdses hoher anstiegen als nach der Aufnahme der Mayonnaise.
Aufgrund dieser Ergebnisse wurde der Pudding als Ansatzpunkt fiir ein mit a-Tocopherol
angereichertes Lebensmittel zur Verbesserung des Versorgungsstatus mit Vitamin E

verworfen.

In der nachfolgenden Studienphase Il sollten die Bioverfiigbarkeit von a-Tocopherol aus
dem Frischkdse mit der aus der Mayonnaise mittels einer Kurzzeit- sowie einer
Langzeitkinetik genauer betrachtet und eventuelle Unterschiede festgestellt werden. Hier
erwies sich vor allem in der Langzeitkinetik-Untersuchung der Frischkdse als signifikant
besser geeignet, die a-Tocopherol-Serumspiegel zu erhdéhen. Allerdings war die
Steigerung der Serumkonzentrationen bei einer chronischen Aufnahme beider Prif-
produkte nur bis zu einem gewissen Grad mdglich. Die a-Tocopherol-Serumspiegel sind
somit Uber angereicherte Lebensmittel nicht unendlich steigerbar, was wahrscheinlich

durch die begrenzte Kapazitat des a-Tocopherol spezifischen Transportproteins bedingt
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ist [Fechner et al. 1998]. Dies wurde auch in einer anderen Langzeitstudie bestatigt, die
gezeigt hat, dass bei hohen Dosen (440 mg, 880 mg und 1320 mg pro Tag) und bei
chronischer Aufnahme Uber 28 Tage die Absorptionsrate wieder auf ein durchschnittliches
Niveau sinkt [Dimitrov et al. 1991]. Auch in der Kurzzeitkinetik-Untersuchung zeigte sich,
dass mehr a-Tocopherol aus dem Frischkése als aus der Mayonnaise absorbiert wurde.
Dies erklart die hoheren Serumspiegel bei langfristigem Verzehr von mit a-Tocopherol
angereichertem Frischkase. Bei einmalig grof3erer Absorptionsrate von a-Tocopherol aus
dem Frischkase steigen langfristig die Serumspiegel hdher an als bei dem Verzehr der
Mayonnaise. Von den drei urspringlich eingesetzten mit a-Tocopherol versetzten
Prufprodukten gewahrleistete damit der Frischkdse die grofte Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol. Auf Grundlage dieser Ergebnisse, wurde in den nachfolgenden

Studienphasen nur der Frischkase bzw. dessen Lipidemulsionen eingesetzt.

Wie oben erlautert, waren die vorliegenden Untersuchungen als Cross-over angelegt,
womit die einzelnen Untersuchungstage absolut miteinander vergleichbar waren, so dass
eine Erklarung fur die unterschiedliche Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols aus den
Prifprodukten allein in den Lebensmittelmatrizes zu suchen ist. Die Lebensmittelmatrix
der vorliegenden Prifprodukte war zum einen Uber die Rezeptur und zum anderen tber
die Struktur der Emulsionen charakterisiert. Ausschlaggebend fir die Emulsionen ist
dabei die Zusammensetzung der Grenzflichen zwischen der dispersen und der
kontinuierlichen Phase. Diese wurden in allen drei Prifprodukten von Proteinen gebildet,
die fur die Stabilitst der Emulsionen verantwortlich sind. Proteine zahlen zu den
hochmolekularen Stoffen, deren Vermbgen, die (")Itropfen in einer O/W-Emulsion zu
stabilisieren, alleine von ihrer Struktur und Konformation abhéngt [Das und Kinsella 1990].
Proteine bilden eine viskoelastische Grenzschicht, an der die Proteine adsorbiert
vorliegen [Izmailova et al. 1999]. Das Ausmald der Adsorption der Proteine ist wiederum
abhéngig von den hydrophoben Eigenschaften der Grenzflachen [Corredig und Dalgleish
1996] sowie von der Belegung der Grenzflache mit den Proteinen [Kim und Kinsella
1985]. Somit hangen die mechanischen Eigenschaften einer Grenzschicht direkt mit der
Struktur der Proteine und der Starke der Interaktion zwischen den Proteinen zusammen
[Bos und van Vliet 2001; Mackie et al. 1999; Wiistneck et al. 1996].

Die Grenzflachen der Mayonnaise werden von dem Protein-Phospholipid-Komplex des
Eigelbs gebildet, wéahrend die des Frischkéses und des Puddings von den Proteinen der
Milch ausgebildet werden [Euston und Hirst 1999]. Grundsatzlich scheint Eigelb weniger
stabile Grenzflachen auszubilden als Milchproteine, die weitaus stabilere d.h.
geschlossene und elastische Grenzflachen erzeugen [Bindrich 2007]. Somit war zu
erwarten, dass mehr a-Tocopherol aus der Mayonnaise als aus dem Pudding und dem

Frischkase absorbiert wurde, was in den vorliegenden Untersuchungen nicht bestatigt
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werden konnte. Andererseits hat die Analyse der Verteilung von Protein und Fett in der
Matrix gezeigt, dass in der Mayonnaise die Fetttropfen komplett von Protein umbhiillt
waren, das heil3t die Belegung der Grenzschicht in der Mayonnaise mit dem Protein-
Phospholipid-Komplex war nahezu vollstdndig, womit eine sehr stabile Grenzschicht
vorlag. Dartber hinaus bilden die Proteine in der Mayonnaise ein Netzwerk, das durch die
Zugabe von Kochsalz (vgl. Kapitel 4.1.6.2) noch weiter stabilisiert wird. Kochsalz fiihrt zu
einer Herabsetzung der Energiebarriere, womit die Proteine leichter in das Netzwerk
eindringen kénnen. Die Oberflachenladung der Proteine ist durch Salzionen abgesattigt,
so dass die Abstol3ung der Proteinketten bei gleichartiger Ladung vermindert wird, was
die Ausbildung eines insgesamt starken Netzwerkes ermdglicht [Ternes 2008, S. 629f].
Des Weiteren liegen die dispergierten Oltropfen in der Mayonnaise so dicht beieinander,
dass zwischen ihnen Van-der-Waals-Kréfte wirksam werden, die die Stabilitat der
Grenzflachen noch zusatzlich erhthen [Fluckiger 1966]. Somit finden sich in der
Mayonnaise Uberaus stabile Grenzflachen, die die Absorption von Substanzen aus der
dispersen Phase erschweren kénnen, was der ersten Einschatzung der Stabilitat der

Grenzflachen der Mayonnaise widerspricht.

Die Grenzflachen des Frischkdses und des Puddings unterscheiden sich in ihrer
Zusammensetzung dahingehend, dass die Grenzflaichen des Puddings nicht nur vom
Casein sondern auch von den Molkenproteinen ausgebildet werden [Euston und Hirst
1999]. Das im Frischkdse enthaltene Natriumcaseinat bildet durch kettendhnliche
Strukturen, die mittels Van-der-Waals-Kraften verbunden sind, ein stabiles und festes Gel.
Diese Gelstabilitat wird allerdings durch eingelagerte Lipidkigelchen unterbrochen, die,
wie in den vorliegenden Priufprodukten gewollt, die Cremigkeit des Frischkdses erhéhen,
was letztendlich zu einer Destabilisierung der Emulsion fuhrt [de Kruif 1999]. Dagegen
werden die Grenzflachen im Pudding durch die Caseine und Molkenproteine des
Magermilchpulvers, welche aufgrund ihres amphoteren Charakters als Emulgatoren
fungieren, in umfassendem Malf3e stabilisiert [Timmermann 2005, S. 27]. Damit ist davon
auszugehen, dass der Pudding insgesamt eine stabilere Emulsion darstellt als der
Frischkase, womit eine erhdhte Bioverfligbarkeit des a-Tocopherols aus dem Frischkéase

Zu erwarten war.

In einer aktuellen Untersuchung wurden die physiologischen Bedingungen der Verdauung
(Temperatur, pH-Wert und lonenkonzentration) simuliert und die Auswirkungen auf die
Grenzflacheneigenschaften von B-Lactoglobulin aus Molkenprotein bestimmt. Dabei
wurden durch Veranderungen der lonenkonzentration nur geringe Effekte auf die
Eigenschaften der Grenzflachen erzielt, wahrend Anderungen des pH-Wertes und der
Temperatur einen Synergieeffekt hatten, womit die Grenzflachen der untersuchten

Emulsionen destabilisiert wurden [Maldonado-Valderrama et al. 2009]. Demnach ware zu
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erwarten gewesen, dass die Emulsion des Puddings unter physiologischen Bedingungen
ebenfalls destabilisiert wird, was zu einer vermehrten Aufnahme von a-Tocopherol aus
der Matrix gefuhrt hatte. Zu den weiteren in unseren Untersuchungen eingesetzten
Emulgatorproteinen sind derzeit noch keine Untersuchungen zum Verhalten unter
physiologischen Bedingungen durchgefiihrt worden. So kdnnen an dieser Stelle nur
Vermutungen zu den Eigenschaften der Proteine im Rahmen der Verdauung und der

daraus resultierenden Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols angestellt werden.

Der pH-Wert der Prifprodukte kann ebenfalls eine Rolle bei der Absorption von
a-Tocopherol spielen. Die Sekretion des fur die Verdauung fettléslicher Substanzen
notwendigen Pankreassekrets wird durch die Freisetzung des gastrointestinalen Hormons
Cholecystokinin ausgeltst, dessen Sezernierung wiederum durch den in das Duodenum
gelangenden Chymus initiiert wird. Cholecystokinin wird bei einem pH-Wert des Chymus
von 4,0-4,5 in die Blutbahn abgegeben [Carey et al. 1983; DeNigris et al. 1985]. Bei
einem pH-Wert des Prifprodukts im physiologischen Bereich des Dinndarms besteht
somit schon vorab die ideale Vorraussetzung fur die Verdauungsvorgange, so dass hier
die Freisetzung des Cholecystokinin friihzeitig erfolgt, wodurch das Pankreassekret eher
sowie vermehrt sezerniert wird und damit mehr Lipide und a-Tocopherol aus der Matrix
gel6st und absorbiert werden kdnnen. Von den untersuchten Priufprodukten wies der
Frischkéase als einziges Lebensmittel einen pH-Wert von 4,5 auf [Belitz et al. 2008,
S. 546], womit die grof3te Absorptionsrate von a-Tocopherol zu erwarten war. Dagegen
lagen die pH-Werte des Puddings (pH-Wert 6,5) und der Mayonnaise (pH-Wert 3,8-4,0)
aulRerhalb des physiologischen Bereichs [Belitz et al. 2008, S. 517ff, 570ff], was eine

geringere Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols bedingen kann.

Insgesamt kann auf Grundlage der vorliegenden Daten davon ausgegangen werden, dass
die Emulsion des Puddings bestandiger gegentuber den Verdauungsenzymen ist als die
Emulsion des Frischkéases und somit mehr a-Tocopherol aus dem Frischkdse absorbiert
wurde als aus dem Pudding. Aulerdem scheint die Stabilitdt der Grenzflache der
Mayonnaise mit der des Frischkases vergleichbar zu sein, womit eine annahernd
vergleichbare Bioverfligbarkeit des a-Tocopherols aus den Priufprodukten erwartet werden

konnte.

Neben der Art der die Grenzflachen bildenden Proteine beeinflusst auch der absolute
Gehalt der Emulgatoren bzw. Stabilisatoren in der Emulsion deren Festigkeit. Die
hdchsten Gehalte an Emulgatoren bzw. Stabilisatoren waren in dem Pudding zu finden,
der 6,50% Magermilchpulver und 4,44% modifizierte Starke enthielt (vgl. Kapitel 4.1.6.3).
Die Mayonnaise enthielt zusatzlich zu den 4,48% Eigelb noch 2,59% modifizierte Starke
(vgl. Kapitel 4.1.6.2), die eine weitere Stabilisierung der Mayonnaise bewirkt. Die

geringste Menge an Emulgatoren und Stabilisatoren befand sich demnach in dem
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Frischkase, der neben den Milchproteinen des Kasebruchs (21,6%) nur 0,47%
zusatzliches Natriumcaseinat enthielt (vgl. Kapitel 4.1.6.1). Der Gehalt an Emulgatoren
und Stabilisatoren einer Emulsion ist ein Maf3 fur die Stabilitat der Grenzflachen und die
Zuganglichkeit der inneren Phase fur die Verdauungsenzyme, d.h. wie viel a-Tocopherol
aus der dispersen Phase geltst werden kann. Damit kann hier eine weitere Erklarung fur
die hochste Absorptionsrate des a-Tocopherols aus dem Frischkase sowie fur die bessere
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus der Mayonnaise gegentuber der aus dem Pudding

gesehen werden.

In der nachfolgenden Studienphase lll wurde das Priflebensmittel mit der gréf3ten
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol (Frischkése) lebensmitteltechnologisch modifiziert,
indem die Partikelgré3e Uber eine Variation der Scherbelastung wahrend der Herstellung
verandert wurde. Dabei entstanden eine Emulsion mit einer gréfR3eren und eine Emulsion
mit einer kleineren PartikelgroRe als die des Frischkases mit der Standardrezeptur.
Theoretisch haben kleinere Emulsionspartikel eine grof3ere Oberflache und bieten damit
den Verdauungsenzymen mehr Angriffsfliche, was zu einer vermehrten Absorption von
a-Tocopherol fuhren kdonnte. In der derzeitigen Literatur sind bereits Kinetikstudien mit
dieser Fragestellung durchgefihrt worden, die jedoch keine -einheitliche Aussage
hinsichtlich der Beziehung zwischen der PartikelgroRe und der Hbohe der Absorption
ergaben [Borel et al. 2001; Hayes et al. 2001; Wajda et al. 2007]. In der vorliegenden
Studienphase sollte mittels einer Kurzzeitkinetik Uberprift werden, ob zum einen die
Absorptionsrate von a-Tocopherol durch eine Veranderung der Partikelgrof3e gesteigert
werden kann und zum anderen ob zwischen der Partikelgrof3e einer Emulsion und der
Hohe der Absorption ein linearer Zusammenhang besteht. In unserer Untersuchung
konnte der Zusammenhang zwischen der Bioverfligbarkeit und der PartikelgrofRe bestatigt
werden. Allerdings konnte, wie die Daten zeigen, die Absorptionsrate durch die
Modifikation der Partikelgréf3e gegenuber der Standardrezeptur nicht weiter gesteigert

werden.

Wahrend in zwei der Vergleichsstudien ebenfalls ein linearer Zusammenhang zwischen
der GroRe der Fetttropfen und der Hohe der Absorption des a-Tocopherols nachgewiesen
[Hayes et al. 2001; Wajda et al. 2007] wurde, konnte dagegen in einer anderen
Untersuchung von Borel et al. [2001] kein Unterschied der Bioverflgbarkeit von Vitamin E
zwischen einer groben (10,1 £ 0,9 um) und einer feinen Dispersion (0,7 £ 0,2 um)
festgestellt werden. Die Autoren der letztgenannten Studie gaben fir den nicht
nachweisbaren Effekt der EmulsionsgroRe folgende Erklarungen: Zum einen kénnten die
Emulsionspartikel bereits im Magen soweit mechanisch zerkleinert worden sein, dass sich
die PartikelgréRe im Duodenum nicht mehr signifikant unterschied und somit keinen Effekt

auf die Bioverfugbarkeit hatte. Zum anderen ist die Lipidabsorptionsrate mit >95% so
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effektiv, dass ein denkbarer Effekt auf die Absorption von Vitamin E durch die
PartikelgréRe nicht mehr ins Gewicht féallt [Borel et al. 2001]. Die Daten unserer
Untersuchung und die der genannten Studien legen den Schluss nahe, dass die als
effektiv geltende Lipidabsorptionsrate durchaus gesteigert werden kann und die
Emulsionspartikel durch die mechanische Verdauung in Mund und Magen nur teilweise

aufgebrochen werden.

In der letzten Studienphase IV unserer Untersuchungen sollten zum einen ein moglicher
Einfluss des pH-Wertes und zum anderen ein eventueller Effekt durch die Trocknung der
Emulsion auf die Hohe der Absorption Uberprift werden. Mit dem Einsatz der isolierten
Emulsionen galt es zu Uuberprifen, ob sie in verkapselter Form als Nahrungs-
erganzungsmittel mit einer nachgewiesenen hohen Absorptionsrate vermarktet werden
kénnen. In dieser Studienphase zeichnete sich ab, dass bei den ungetrockneten
Emulsionen der niedrigere pH-Wert 4,5 zu einer hodheren Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol fihrte als der héhere pH-Wert von 6,5. Dies konnte bei dem Vergleich der
getrockneten Emulsionen nicht bestatigt werden, allerdings ist hier die Trocknung des
Produkts als zusétzlicher Einflussfaktor zu bericksichtigen. Eine Begrindung fur die
hohere Absorptionsrate von a-Tocopherol bei dem niedrigeren pH-Wert kann darin
gesehen werden, dass dieser wie oben beschrieben im Bereich des physiologischen pH-
Wert des Duodenums liegt. Dies kann zu einer frihzeitigen Freisetzung des
Cholecystokinin fuhren [Carey et al. 1983; DeNigris et al. 1985], wodurch das
Pankreassekret ebenfalls eher und auch vermehrt sezerniert wird, womit mehr Lipide und
a-Tocopherol aus der Matrix geldst und absorbiert werden konnen. Zur vollstandigen
Abklarung eines mdglichen Einflusses des pH-Wertes auf die Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol aus den Emulsionen sind allerdings noch weitere Untersuchungen

notwendig, da die vorliegenden Studien die ersten zu dieser Fragestellung darstellen.

Die von uns verwendeten Emulsionen enthielten als Emulgator Natriumcaseinat. Bei
diesen liegt der isoelektrische Punkt bei einem pH-Wert von 4,6-4,8. Am isoelektrischen
Punkt weisen Proteinfraktionen nach aufen hin keine Ladung auf und sind damit apolar
sowie schlecht wasserl6slich [Belitz et al. 2008, S. 525ff]. Somit fallen die Protein-
fraktionen bei einem pH-Wert am isoelektrischen Punkt aus und kénnen sich aufgrund der
Apolaritat einerseits mit den Lipidtropfen der Emulsion verbinden und andererseits die
wassrige Phase abstof3en. Dies fUhrt zu einer Stabilisierung der Emulsion, wenn diese
einen pH-Wert am isoelektrischen Punkt hat. Bei den hier eingesetzten Emulsionen war
daher zu erwarten, dass die Emulsion mit dem pH-Wert von 4,5 stabiler ist als die
Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5. Dies sollte zu einer besseren Bioverfligbarkeit des
a-Tocopherol aus der weniger stabilen Emulsion mit dem pH-Wert von 6,5 fuhren, was

hier nicht nachgewiesen werden konnte. Somit scheint die Stabilitat der Grenzflachen
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einen starkeren Einfluss auf die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol zu haben, als der pH-

Wert der Emulsion.

Die Trocknung der Emulsionen schien eher zu einer Verringerung der Bioverflgbarkeit
von a-Tocopherol aus den Prifprodukten zu fuhren. So wiesen die getrockneten
Emulsionen im Vergleich zu den ungetrockneten jeweils einen niedrigeren AUC auf. Auch
im Gesamtvergleich aller vier Emulsionen konnte dargestellt werden, dass aus den
ungetrockneten Emulsionen mehr a-Tocopherol absorbiert wurde als aus den
getrockneten. Zur endgultigen Klarung dieser Frage sind auch hier weiterfihrende Unter-
suchungen erforderlich, da bisher noch keine vergleichbaren Studien zu dieser

Fragestellung in der derzeitigen Literatur vorliegen.

Bei dem Vergleich aller Prifprodukte in der Studienphase IV zeichnete sich ab, dass die
ungetrocknete Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert 4,5 die grofite Bioverfligbarkeit von
a-Tocopherol gewahrleistete. Die lebensmitteltechnologischen Charakteristika der
ungetrockneten Emulsion mit dem niedrigen pH-Wert 4,5 entsprachen weitestgehend
denen des in den ersten Studienphasen eingesetzten Frischkases. Dies lasst vermuten,
dass die Standardrezeptur des Frischkases damit die idealen Vorraussetzungen fir eine
hohe Bioverfiigbarkeit des a-Tocopherols mitbringt. Zur Uberpriifung dieser Fragestellung
sollte ein statistischer Vergleich der prozentualen Anderungen der Serumkonzentrationen
des Frischkases der Studienphase | sowie Il und der Emulsion der Studienphase IV
durchgefuhrt werden, was im vorliegenden Fall nicht mdglich ist, da in den einzelnen
Studienphasen unterschiedliche Kollektive eingesetzt wurden, die statistisch nicht
miteinander vergleichbar sind. In nachfolgenden Untersuchungen sollten die entsprech-
enden Vorraussetzungen geschaffen werden, um zu prifen, ob der Frischkdse oder die
Emulsion mit den gleichen lebensmitteltechnologischen Charakteristika eine hohere
Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aufweist. Mit den Daten dieser Untersuchung kdnnte
geklart werden, ob ein fortifiziertes Lebensmittel oder ein Nahrungserganzungsmittel

geeignet ist, den a-Tocopherol-Status langfristig zu erhéhen.

6.3.2 Aussagekraft technologischer Parameter

AbschlieRend erfolgt die Beurteilung der Aussagekraft der technologischen Parameter
hinsichtlich der Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten. Nach der
Betrachtung der biokinetischen und technologischen Daten der einzelnen Studienphasen
scheint lediglich der Verteilungskoeffizient eine Aussage beziiglich der Bioverfiigbarkeit
von a-Tocopherol aus den Prufprodukten zuzulassen. Hier konnte Uber alle Studien-
phasen ein realistischer Zusammenhang zwischen den Daten des Verteilungs-

koeffizienten und der Hohe der Absorption festgestellt werden. Dartber hinaus war der
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Parameter geeignet, die Verteilung des a-Tocopherols in der OI- und Wasserphase der
Emulsion zu bestimmen. Der Bezug zur Bioverfligbarkeit ist darin zu sehen, dass der
Anteil des sich in der Olphase befindlichen a-Tocopherols mit der Hohe des absorbierten
a-Tocopherols korreliert. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die gleichzeitige
Anwesenheit von freien Fettsduren fur die Absorption des a-Tocopherols ausschlag-

gebend ist, die in der Wasserphase nicht gegeben ist.

Anhand der Daten der weiteren technologischen Parameter konnte keine Beziehung zu
der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten hergestellt werden. Sie
dienten somit allein der lebensmitteltechnologischen Charakterisierung der Priflebens-
mittel. So konnte mittels der PartikelgroRenverteilung die GréRe der spezifischen Grenz-
flache bestimmt werden. Diese korrelierte nicht wie vermutet mit der Hohe der Absorption,
was vermutlich darin begriindet liegt, dass die Emulsion durch die mechanische
Verdauung im Mund und Magen bereits aufgebrochen wird [Hahn et al. 2006, S. 29],
womit die unterschiedliche GroRRe der spezifischen Grenzflachen der Prifprodukte

relativiert wird.

Aus der Emulsionsstabilitat konnten Rickschliisse auf die Haltbarkeit der Prifprodukte
uber sieben Tage gezogen werden, die in der vorliegenden Studie irrelevant fir die
Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols war, da die Prufprodukte unmittelbar hergestellt und
verzehrt wurden. Zur Bestimmung einer mdglichen Beziehung zwischen der Haltbarkeit
von Lebensmitteln und der Hohe der Absorption von a-Tocopherol aus diesen, sollte ein
Lagerungsversuch in Kombination mit Biokinetikstudien durchgefuhrt werden. Dabei muss
darauf geachtet werden, dass die eingesetzten Produkte hygienisch und mikrobiologisch

einwandfrei sind.

Auch der extrahierbare Fettanteil zeigte keinen Zusammenhang zur Hohe der Absorption.
Aus diesen Daten konnte lediglich die Durchlassigkeit der Grenzflache fur unpolare
Ldsungsmittel abgeleitet werden, welche nicht mit der Angreifbarkeit der dispersen Phase
fur die Verdauungsenzyme gleichgesetzt werden kann. Der Anteil der freien Fettsauren,
die aus dem Prifprodukt experimentell extrahiert werden konnten, entsprach damit nicht

der Hohe der Absorption von a-Tocopherol durch die Verdauungsenzyme.

Uber die Strukturcharakterisierung und die Oberflachentopographie wurde die Verteilung
und Form der Protein- und Fettpartikel in der Emulsion bestimmt. Diese standen
wiederum nicht in Zusammenhang mit der Bioverflgbarkeit von a-Tocopherol, da wie bei
der spezifischen Grenzflache die strukturellen Charakteristika der Emulsion bereits in
Mund und Magen durch die mechanischen Verdauungsvorgange aufgebrochen werden,
so dass diese fur die Absorption des a-Tocopherols im Dinndarm nicht bedeutend sind.

Dieser Zusammenhang ist ebenfalls bei der Rheologie der Priifprodukte zu sehen, die
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Aussagen uber die sensorischen Eigenschaften der Lebensmittel zulassen, jedoch keine

zur Hohe der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol.

6.4 Schlussbetrachtung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene emulsionsbasierte Modelllebensmittel und
isolierte Emulsionen mit a-Tocopherol angereichert und dessen Bioverfligbarkeit
bestimmt. Ziel dabei war es, die Bioverfiigbarkeit Uber eine Modifikation der
Lebensmittelmatrix weitestgehend zu optimieren. Daraus ergaben sich mehrere
Studienphasen, in denen jeweils auf Grundlage der Ergebnisse aus der vorhergehenden
Studienphase die Matrix technologisch modifiziert wurde und die Bioverfligbarkeit des
a-Tocopherol erneut bestimmt wurde. Dariiber hinaus sollte der Frage nachgegangen
werden, inwieweit die technologischen Charakteristika der Lebensmittelmatrizes
Ruckschlisse auf die Bioverfiigbarkeit von fettloslichen Substanzen aus Emulsionen
zulassen. Diese vergleichende Analyse wurde im Rahmen dieser Arbeit erstmals fir
Vitamin E durchgefuhrt, so dass praktisch keine entsprechende Literatur zum Vergleich

herangezogen werden konnte.

Die Ergebnisse aller Studienphasen erlauben insgesamt die Aussage, dass von den drei
anfangs eingesetzten Prifprodukten (Pudding, Frischkdse, Mayonnaise) der Frischkase
sowohl kurz- als auch langfristig die héchste Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol gewahr-
leistet. Dabei war die Hohe der Absorption von a-Tocopherol durch eine Modifikation der
PartikelgréRe nicht weiter optimierbar; es konnte jedoch ein inverser Zusammenhang
zwischen der Gr6RRe der Lipidpartikel und der Héhe der Absorption nachgewiesen werden.
Dartber hinaus fuhrten weitere Abwandlungen der Standardrezeptur des Frischkases

(pH-Wert, Trocknung) zu keiner weiteren Verbesserung der Bioverflgbarkeit.

Zur Entwicklung eines mit a-Tocopherol fortifizierten Lebensmittels mit einer nachge-
wiesenen hohen Bioverfugbarkeit sind weitere Untersuchungen vorstellbar. In diesen
sollte Uberpriift werden, ob eine zusatzliche Erhéhung der Bioverfligbarkeit des
a-Tocopherols moglich ist. Dabei ware die Ermittlung einer Dosis-Wirkungsbeziehung
denkbar, bei der in einer Biokinetikuntersuchung im Cross-over-Design Frischkase mit
gestaffelten Dosierungen an a-Tocopherol sowie verschiedenen Lipidgehalten verabreicht
werden. Damit kann das ideale Verhéltnis von a-Tocopherol zu Fett, welches die héchste
Bioverfuigbarkeit von a-Tocopherol garantiert, bestimmt werden. Neben den mit
gesundheitsférdernden Nahrstoffen angereicherten Lebensmitteln wird auch der Markt fir
Nahrungsergéanzungsmittel immer mehr ausgeweitet. Hier sind die in der Studienphase IV
eingesetzten Prifprodukte von Interesse. Zur Entwicklung eines entsprechenden

Supplements sollten in einer Biokinetikstudie Uberprift werden, inwieweit sich die Hohe
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der Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol zwischen dem Frischkdse und den Emulsionen
unterscheidet und ob die Emulsionen eine hohere Absorption von a-Tocopherol
gewadhrleisten als entsprechend dosierte Nahrungserganzungsmittel, die bereits auf dem
Markt erhéltlich sind. Das Ziel bei diesen Untersuchungen sollte immer sein, ein Produkt
mit einer nachgewiesenen hohen Bioverfiuigbarkeit von a-Tocopherol zu entwickeln, das
geeignet ist, den Vitamin-E-Status der Bevolkerung langfristig zu erhéhen. Dariiber hinaus
sollten, ergdnzend zu der Arbeit von Maldonado-Valderrama et al. [2009] zum
B-Lactoglobulin, die Eigenschaften der weiteren in den Prifprodukten als Emulgator
eingesetzten Proteine unter physiologischen Bedingungen untersucht werden. Eine
simulierte Verdauung der Prifprodukte mit der gleichzeitigen Bestimmung der
technologischen Eigenschaften wahrend der Verdauung kénnte ebenfalls durchgefihrt
werden. Mit Hilfe dieser experimentellen Untersuchungen, sind weitere Rickschlisse auf

die Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols aus den Priufprodukten méglich.
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7  Zusammenfassung

Das fettlosliche Vitamin E umfasst alle Tocol- und Tocotrienolderivate, die qualitativ die
gleiche biologische Wirkung wie das natirliche RRR-a-Tocopherol aufweisen [Jensen und
Lauridsen 2007, S. 283]. Vitamin E ist im menschlichen Stoffwechsel an zahlreichen
biochemischen und zellbiologischen Prozessen beteiligt. Die wichtigste Funktion erfillt es
als Antioxidans, indem es unter anderem die mehrfach ungesattigten Fettsduren in den
Zellmembranen vor Lipidperoxidation durch freie Radikale schiitzt. Darlber hinaus kann
Vitamin E antiatherogen, immunmodulatorisch, antiinflammatorisch, antithrombotisch
sowie neuroprotektiv wirken [Kamal-Eldin und Appelqgvist 1996; Schneider 2005].
Aufgrund seiner vielfaltigen Funktionen wird derzeit die Bedeutung einer ausreichenden
Versorgung fur die Pravention erndhrungsassoziierter Erkrankungen, vor allem des
kardiovaskularen Formenkreises, diskutiert [Packer 1991; Traber und Sies 1996]. Die
Pravalenz dieser Erkrankungen nimmt stetig zu, so dass sie in Praventionsprogrammen

bereits eine vorrangige Stellung einnehmen [WHO 2003].

Die Empfehlungen fir eine ausreichende Zufuhr liegen fir Erwachsene bei 12-15 mg
RRR-a-Tocopherol pro Tag [Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung et al. 2000, S. 87]. Eine
Vitamin-E-Aufnahme in dieser Ho6he lasst sich alimentdr nur Uber die Zufuhr von
pflanzlichen Fetten realisieren [Souci et al. 2008]. In Deutschland sowie in den USA ist,
gemessen an den Zufuhrempfehlungen, durchschnittlich von einer zu geringen
Versorgung der Bevélkerung mit Vitamin E auszugehen [Beitz et al. 2002; Deutsche
Gesellschaft fur Erndhrung 2004, S. 38f; Food and Nutrition Board 2000, S. 507]. Zur
Optimierung der Vitamin-E-Versorgung bietet es sich an, mit Vitamin E fortifizierte
Lebensmittel einzusetzen, aus denen das Vitamin E gut bioverfligbar ist. Die Hohe der
Bioverfugbarkeit von Vitamin E wird von vielfaltigen Faktoren beeinflusst. Sie hangt, wie
Studien gezeigt haben, neben individuellen Unterschieden unter anderem vom jeweiligen
Isomer, der Lebensmittelmatrix, der gleichzeitigen Zufuhr von Fetten und der Art der hierin
enthaltenen Fettsauren ab [Borel 2003; Cohn 1997; Lodge et al. 2004].

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit Vitamin E angereicherte, emulsionsbasierte
Modelllebensmittel und isolierte Emulsionen technologisch so zu entwickeln und zu
optimieren, dass das enthaltene Vitamin E eine mdglichst hohe Bioverfligbarkeit aufwies.
Als Folge dieses Optimierungsprozesses ergaben sich vier aufeinander folgende Studien-
phasen. In diesen wurden jeweils die Prufprodukte lebensmitteltechnologisch modifiziert
und die Bioverfugbarkeit von Vitamin E mittels Biokinetikuntersuchungen bestimmt. In den
nachfolgenden Studienphasen erfolgte jeweils eine aktuelle Anpassung des
Studiendesigns aufgrund der erhobenen Daten der vorhergehenden Untersuchungen.

Dariber hinaus sollte dberprift werden, ob von den Daten der Parameter zur
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technologischen Charakterisierung der Priflebensmittel Aussagen hinsichtlich der

Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Produkten abgeleitet werden konnten.

Die Prufprodukte wurden pro Portion jeweils mit 60 mg RRR-a-Tocopherol angereichert
und auf den Lipidgehalt (5 g) standardisiert. Vor dem Hintergrund des Ziels dieser Arbeit
wurden Lebensmittel eingesetzt, die Ublicherweise im Rahmen einer durchschnittlichen
Erndhrungsweise verzehrt werden. Des Weiteren wurden die Prufprodukte mit einem
einzelnen Vitamin-E-Derivat (RRR-a-Tocopherol) angereichert, um Einflusse auf die
Bioverfugbarkeit durch andere Vitamin-E-Verbindungen [Wolf 2006] auszuschlief3en.
RRR-a-Tocopherol erwies sich als das geeignete Vitamer, da es zum einen die héchste
Absorptionsrate und zum anderen die grof3te biologische Aktivitat der Vitamin-E-Derivate
aufweist [Lodge 2005].

Vitamin E wird zusammen mit anderen lipidldslichen Substanzen (freien Fettsauren,
Cholesterol etc.) im Dunndarm absorbiert [Combs 2008, S. 184f], was den gleichzeitigen
Verzehr von Fett erfordert. Nach Untersuchungen von Wolf [2007] erhoht sich die
Absorptionsrate von Vitamin E mit jedem Gramm gleichzeitig aufgenommenem Fett um
0,43 mg. Eine weitere Studie unterstitzt diesen Befund, in der nachgewiesen wurde, dass
bei der gleichzeitigen Aufnahme von 150 mg RRR-a-Tocopherol-Acetat und einer
geringen Menge von Fett (0 g bzw. 2,5 g) die Vitamin-E-Plasmaspiegel nicht ansteigen,
wahrend sie bei der Aufnahme einer héheren Menge an Fett (17,5 g) signifikant erhght
werden [Jeanes et al. 2004]. Aufgrund dieser Einflussfaktoren auf die Bioverfiigbarkeit
von Vitamin E wurden die Fettmenge in den Prifprodukten (5 g) sowie die der Mahlzeit
(30 g), in deren Rahmen die Prufprodukte verzehrt wurden, standardisiert. Damit war eine
ausreichende Menge Fett zur Gewahrleistung der vollstdndigen Absorption des in der

Mabhlzeit enthaltenen a-Tocopherols vorhanden.

Die eingesetzte Menge von 60 mg RRR-a-Tocopherol pro Portion war einerseits
entsprechend den Empfehlungen fir eine Verbesserung der Versorgungssituation
geeignet, andererseits waren bei dieser Dosierung keine Nebenwirkungen Uber eine
Uberdosierung zu erwarten. Die verabreichte Menge lag zwar uber den fiir Erwachsene
empfohlenen 12-15 mg pro Tag [Deutsche Gesellschaft fir Ernahrung et al. 2000, S. 87],
wurde in den Kurzzeitkinetiken aber nur an einem Tag in der Woche verabreicht. Auch in
der Langzeitkinetik-Untersuchung Uber 28 Tage wurden keine toxikologisch relevanten
Mengen erreicht. Der Tolerable Upper Intake Level (UL) ist fur Erwachsene fur
a-Tocopherol festgelegt auf 1000 mg pro Tag [Food and Nutrition Board 2000, S. 249ff].

Die vier Studienphasen dieser Arbeit umfassten zunachst zwei Studienphasen, in denen
der mogliche Einfluss der Lebensmittelmatrix auf die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol

uberpruft wurde. Dazu wurde eine Kurzzeitkinetik Uber 24 Stunden durchgefihrt, bei der
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die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus Pudding, Frischkdse und Mayonnaise
bestimmt und miteinander verglichen wurde. Zur Differenzierung der Ergebnisse der
ersten Studienphase wurden in der zweiten Studienphase eine Kurzzeitkinetik- sowie eine
Langzeitkinetik-Untersuchung tber 28 Tage durchgefiihrt. Bei diesen wurde die Biover-
fugbarkeit von a-Tocopherol aus dem Frischkése mit der aus der Mayonnaise verglichen.
Wie spater beschrieben wies in der ersten Studienphase das a-Tocopherol aus dem
Pudding mit Abstand die geringste Bioverfligbarkeit auf und war daher aufgrund der

Zielsetzung dieser Arbeit fir die weiteren Untersuchungen nicht geeignet.

In der nachfolgenden Studienphase Il sollte tGberprift werden, ob die Partikelgrof3e der
Fetttropfen einen Effekt auf die HOhe der Absorption von a-Tocopherol ausibt. Der
Frischkase wurde hinsichtlich seiner PartikelgroRe variiert und die Bioverflgbarkeit von
a-Tocopherol aus den Prifprodukten in einer Kurzzeitkinetik ermittelt. Dabei wurden ein
Frischkase mit der StandardpartikelgréRe sowie je einer mit kleineren und einer mit
groBeren Partikeln eingesetzt. Die Untersuchung wurde aufgrund der Annahme
durchgefuhrt, dass kleinere Partikel eine grolRere Oberflache besitzen, wodurch fur die
Verdauungsenzyme eine grol3ere Angriffsflache vorliegt und somit mehr a-Tocopherol
zusammen mit den Fettsduren aus der Matrix gelést und absorbiert werden kann. Diese
Theorie wurde sowohl in Human- als auch in Tierstudien bestétigt [Wajda et al. 2007;
Baldi et al. 1997], wobei auch Untersuchungen durchgefiihrt wurden, die keinen
Zusammenhang zwischen der Partikelgrofie und der aufgenommenen Menge von

Vitamin E belegen konnten [Borel et al. 2001].

In der vierten Studienphase sollten ein mdglicher Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit von
a-Tocopherol aus den Prifprodukten Gber zum einen den pH-Wert und zum anderen die
Trocknung der Produkte Uberprift werden. Dazu wurden die Lipidemulsionen des Frisch-
késes mit einem pH-Wert von 6,5 und einem pH-Wert von 4,5 sowie beide in getrockneter
Form eingesetzt. In dieser Studienphase galt es zu prifen, ob das Vitamin E mit einer
entsprechend hohen Bioverflugbarkeit als Nahrungserganzungsmittel in verkapselter Form

verabreicht werden konnte.

In den Kinetikuntersuchungen wurde die Bioverfligbarkeit von a-Tocopherol aus den
Prufprodukten anhand der Verlaufe der a-Tocopherol-Serumkonzentrationen Uber die
Zeit, der Flache unter der Serumkonzentration-Zeit-Kurve (area under the concentration/
time curve, AUC), der maximalen Serumkonzentration sowie der Zeit bis zum Erreichen
der maximalen Serumkonzentration bestimmt. Die Ergebnisse der biokinetischen
Parameter wurden anschlieend mit den Daten der technologischen Parameter der Prif-
produkte abgeglichen. Zur Charakterisierung der Prifprodukte wurden der Verteilungs-
koeffizient, die PartikelgroR3enverteilung, die Emulsionsstabilitat, der extrahierbare

Fettanteil, die Oberflachenstruktur sowie die Rheologie der Prifprodukte analysiert.
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In der Studienphase | wurde eine signifikant bessere Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol
aus dem Frischkése und der Mayonnaise gegeniuiber der aus dem Pudding festgestellt.
Daruiber hinaus stiegen die a-Tocopherol-Serumspiegel nach dem Verzehr des Frisch-
kases hoher an als nach der Aufnahme der Mayonnaise. In der nachfolgenden Studien-
phase Il erwies sich in der Langzeitkinetik-Untersuchung der Frischkése als signifikant
besser geeignet, die a-Tocopherol-Serumspiegel langfristig zu erhohen, als die
Mayonnaise. Die langfristig hoheren Serumspiegel durch den Verzehr des Frischkases
erklaren sich damit, dass taglich pro Portion jeweils mehr a-Tocopherol aus dem
Frischkase als aus der Mayonnaise aufgenommen wurde, wie die Daten der
Kurzzeitkinetik-Untersuchung gezeigt haben. Die Serumkonzentrationen an a-Tocopherol
stiegen in der Langzeitkinetikuntersuchung zunéchst bei beiden Priufprodukten an und
blieben nach etwa einer Woche auf einem annahernd konstanten Niveau. Somit sind die
Serumspiegel von a-Tocopherol bei einer chronischen Aufnahme nicht unendlich

steigerbar.

Unterschiede in der Bioverflgbarkeit von a-Tocopherol aus den in den Studienphasen |
und Il eingesetzten Prifprodukten sind dber die spezifischen Lebensmittelmatrizes
erklarbar, die sich bei den verwendeten Emulsionen vor allem in den grenzflachen-
bildenden Emulgatoren unterschieden. Die Grenzflachen der Mayonnaise werden von
dem Protein-Phospholipid-Komplex des Eigelbs gebildet, wahrend die des Frischkéses
vom Casein und die des Puddings vom Casein und Molkenprotein der Milch ausgebildet
werden [Bindrich 2007]. Bei den vorliegenden Prifprodukten wurden vor allem in dem
Pudding aber auch in der Mayonnaise durch die zusétzlich enthaltene Stéarke sehr stabile
Grenzflachen ausgebildet, wohingegen die Frischkdseemulsion durch die Einlagerung von
Lipidtropfen zur Erhéhung der Cremigkeit destabilisiert wurde (vgl. Kapitel 4.1.6). Die
Stabilitat der Emulsion kann als Mafd dafir gesehen werden, in welchem Umfang die
Verdauungsenzyme an die disperse Phase und das darin enthaltene a-Tocopherol

gelangen und es damit absorbiert werden kann.

In der Studienphase Ill konnte ein inverser Zusammenhang zwischen der Partikelgrofl3e
und der Hohe der Absorption von a-Tocopherol aus den Prifprodukten nachgewiesen
werden. Dies entspricht der Theorie die besagt, dass mit abnehmender Partikelgrof3e die
Oberflache und damit die Angriffsflache fir die Verdauungsenzyme vergrofert wird, womit
vermehrt a-Tocopherol aus der Emulsion gelést und anschlieRend absorbiert werden
kann. Uber die Variation der GroRe der Emulsionstropfen konnte jedoch die Hohe der
Absorption von a-Tocopherol im Vergleich zu dem urspringlich eingesetzten Frischkase
der Studienphasen | und Il kaum gesteigert werden. Somit kann der Frischkéase nach der
Standardrezeptur als optimal fur die Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols eingestuft

werden.
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In der Studienphase IV konnte nicht eindeutig geklart werden, ob der pH-Wert einen
Einfluss auf die Absorption des a-Tocopherols hatte. Es scheint jedoch, dass ein
niedrigerer pH-Wert die Bioverfugbarkeit des a-Tocopherols aus den Prufprodukten
erhoht. Bei den ungetrockneten Emulsionen zeichnete sich ab, dass aus der Emulsion mit
dem niedrigen pH-Wert von 4,5 mehr a-Tocopherol absorbiert wurde. Der pH-Wert dieser
Emulsion lag im Bereich des physiologischen pH-Wertes des Dinndarms und stellte
damit optimale Bedingungen fir die Freisetzung von Cholecystokinin dar, welches die
Sekretion des Pankreassekrets auslost und damit zur Lipidverdauung maf3geblich beitragt
[Carey et al. 1983; DeNigris et al. 1985]. Bei einem pH-Wert des Chymus, der bereits im
physiologischen Bereich liegt, kann somit eher und damit mehr a-Tocopherol aus der
Matrix gel6st und absorbiert werden. Um diesen mdglichen Effekt auf die Absorption von
a-Tocopherol naher zu bestimmen, sollten noch weitere Untersuchungen durchgefiihrt
werden. In Bezug auf einen mdglichen Einfluss durch die Trocknung der Emulsionen auf
die Bioverflugbarkeit von a-Tocopherol, erschienen im Gesamtvergleich die ungetrock-
neten Emulsionen bessere Vorrausetzungen aufzuweisen, um mehr a-Tocopherol zu
absorbieren. Somit scheint eine Trocknung der Lipidemulsion die Absorptionsrate von
a-Tocopherol zu senken. Zur endgultigen Klarung dieser Frage sind ebenfalls

weiterfihrende Untersuchungen erforderlich.

Die in den Untersuchungen verwendeten technologischen Parameter waren weitest-
gehend nur zur Charakterisierung der Emulsionen geeignet, von ihnen konnten keine
direkten Aussagen zur Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol aus den Prifprodukten
abgeleitet werden. Lediglich tber den Verteilungskoeffizienten war tber alle Studien-
phasen ein Zusammenhang zwischen der anteiligen Verteilung der Lipide in den

verschiedenen Phasen der Emulsion und der H6he der Absorption feststellbar.

AbschlieRend erlauben die Daten dieser Arbeit folgende Schlisse:

< von den urspringlich verwendeten mit a-Tocopherol angereicherten Prifprodukten
(Frischkase, Mayonnaise, Pudding), wies das a-Tocopherol aus dem Frischkéase

sowohl kurz- als auch langfristig die hdchste Bioverflgbarkeit auf;

« die H6he der Absorption von a-Tocopherol aus dem Frischkase stand in inversem
Zusammenhang mit der PartikelgroR3e, konnte jedoch Uber die Variation der

PartikelgroRe gegeniiber der Standardrezeptur kaum gesteigert werden;

* der pH-Wert der Prifprodukte hatte einen Einfluss auf die Bioverfiigbarkeit von
a-Tocopherol, die genauen Ursachen dafur konnten in dieser Arbeit nicht genau

geklart werden und in Folgestudien noch néher bestimmt werden;
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durch die Trocknung der Emulsionen wurde die Bioverfugbarkeit von a-Tocopherol
gesenkt, womit dem potentiellen Vorteil einer verbesserten Haltbarkeit der

Emulsionen der Nachteil einer verminderten Bioverfigbarkeit gegentibersteht;

insgesamt wies der Frischkdse aufgrund seiner lebensmitteltechnologischen
Charakteristika (Emulsionsstabilitét, pH-Wert) die besten Vorraussetzungen fir eine

hohe Absorptionsrate von a-Tocopherol auf.
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A 1l Studienunterlagen

A 1.1 Informed Consent und CRF's

Al1l.2 Informed Consent, Datenschutz- und Einvers  tandniserklarung

Information fur Studienteilnehmer

Sehr geehrte Studienteilnehmerin, sehr geehrter Studienteilnehmer,

wir freuen uns, dass Sie sich fir eine Teilnahme an unserer Erndhrungsstudie
interessieren. Dies ist wichtig, da ohne die Bereitschaft von Freiwilligen keine neuen
Erkenntnisse Uber die Wirkung von Nahrungsinhaltsstoffen auf die Gesunderhaltung

gewonnen werden konnen. In der geplanten Studie mit dem Titel

,untersuchungen zur Bioverfligbarkeit von Vitamin E

aus drei Lebensmittelmatrizes*

soll bei freiwilligen Probanden an der Leibniz Universitat Hannover untersucht werden, in
welchem Umfang die Blutspiegel an Vitamin E unmittelbar nach dem Verzehr von drei
unterschiedlichen Lebensmittelzubereitungen, die mit Vitamin E angereichert sind,
ansteigen. Vitamin E ist ein fettlésliches Vitamin, das zahlreiche wichtige Funktionen im
menschlichen Stoffwechsel erflllt. So ist es das wichtigste lipophile Antioxidans im
menschlichen Kérper und schitzt vor allem die Zellmembranen vor oxidativen Schaden
durch freie Radikale. Aufgrund seiner Funktionen wird derzeit die Bedeutung einer
ausreichenden Versorgung fir die Pravention verschiedener erndhrungsassoziierter
Erkrankungen diskutiert. Durchschnittlich ist in Deutschland, gemessen an den
Zufuhrempfehlungen, bei der allgemein Ublichen Ernahrungsweise von einer zu geringen
Versorgung der Bevolkerung auszugehen. Aus diesem Grund z&hlt Vitamin E zu den
kritischen Nahrstoffen. Um dennoch eine ausreichende Zufuhr zu gewéhrleisten, kdnnen

Nahrungsergé&nzungsmittel mit einer hohen Bioverfiigbarkeit eingesetzt werden.

Ziel dieser Untersuchung ist zum einen Vitamin E in Lebensmittel zu integrieren, die
Ublicherweise verzehrt werden und diese auf Unterschiede in der Hohe der
Bioverfugbarkeit hin zu testen. Zum anderen soll geprift werden, ob Uber eine
Anreicherung von Lebensmitteln eine Verbesserung der Vitamin-E-Versorgung erzielt

werden kann.



Anhang 213

Diese Untersuchung wird unter Bericksichtigung aller ethischen, rechtlichen und
wissenschaftlichen Anforderungen durchgefihrt, die in der Europaischen Gemeinschaft
fur Studien gelten. Der Leiter der Studie Ubernimmt die Verantwortung fur die

ordnungsgemaélRe Durchfiihrung der Untersuchung.
Studiendurchfiihrung

Die geplante Studie wird an der Leibniz Universitdt Hannover im Institut for
Lebensmittelwissenschaft und  Okotrophologie  durchgefiihrt. Der  dreiwéchige
Untersuchungszeitraum ist vom XXX bis XXX. Mit Hilfe dieser Untersuchung soll eine
Aussage Uber die H6he der Resorption von Vitamin E aus den einzelnen Lebensmitteln
abgeleitet werden kénnen. Daher erhalten Sie an den Untersuchungstagen im Abstand
von einer Woche jeweils eines der zu untersuchenden, mit 60 mg Vitamin E
angereicherten Lebensmittel. Die Zuordnung der entsprechenden Lebensmittel-

zubereitung zum Untersuchungstag wird nach dem Zufallsprinzip bestimmt.

Die Teilnahme an der Untersuchung erfordert zudem, dass Sie jeweils zwei Wochen vor
Studienbeginn und auch wahrend des gesamten Untersuchungszeitraums (also
insgesamt Uber einen Zeitraum von vier Wochen) auf Vitamin-E-haltige
Nahrungsergédnzungsmittel sowie Vitamin-E-angereicherte und -reiche Lebensmittel
verzichten. In der anliegenden Liste finden Sie eine Ubersicht tiber Lebensmittel mit
einem hohen Gehalt an Vitamin E, die Sie bitte wahrend des Untersuchungszeitraums
meiden sollten. Der Vitamin C Status ist entscheidend fir die Regeneration von Vitamin E
im Stoffwechsel. Um einen standardisierten Vitamin C Status zu gewahrleisten, bitten wir
Sie daher zwei Wochen vor Studienbeginn  und wahrend des Untersuchungs-

zeitraums (also ebenfalls Uber vier Wochen) téglich ein Vitamin-C-Praparat einzu-

nehmen, das Sie von uns erhalten.

Ihre Korpergrof3e und -gewicht werden vor dem ersten Blutabnahmetag ermittelt, damit

wir die standardisierten Mahlzeiten an den Untersuchungstagen anpassen kénnen.

Nachfolgend finden Sie eine Ubersichtsskizze zum Untersuchungsablauf

1. Untersuchung 2. Untersuchung 3. Untersuchung

XXX XXX XXX XXX

Interventionsphase

v

Vitamin -E-arme Erndhrung sowie Einnahme von Vitamin C

v
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Studienablauf

An den jeweiligen Untersuchungstagen (die Termine werden lhnen schriftlich mitgeteilt)
bitten wir Sie, nlchtern im Institut zu erscheinen. Nichtern bedeutet, dass Sie morgens
lediglich Wasser trinken dirfen und abends zuvor nach 20 Uhr nichts mehr essen und
ebenfalls nur noch Wasser trinken sollten. Zunéchst wird lhnen nichtern Blut
abgenommen. Im Anschluss daran erhalten Sie im Rahmen eines Frihstlicks das zu
untersuchende Lebensmittel. Um einheitliche Studienbedingungen zu gewahrleisten,
bitten wir Sie, das Frihstick und alle weiteren Mahlzeiten komplett und zu den
angegebenen Zeitpunkten zu essen. Im Laufe der Untersuchungstage dirfen Sie nur
Wasser, Kaffee oder Tee trinken. Den Kaffee bzw. Tee bitte nur schwarz oder mit
SuRstoff trinken, also nicht mit Milch und/oder Zucker. Dies ist wiederum notwendig, um
einheitliche Studienbedingungen zu gewahrleisten. Genau 3, 4%, 6, 7%, 9, 12 und 24 h
Stunden nach Beginn des Frihstiicks erfolgen weitere Blutenthahmen. Zu den Mahlzeiten

und Blutenthahmen bitten wir Sie immer punktlich zu erscheinen.

Bei jeder Blutabnahme werden nur 9 ml Blut, insgesamt Uber 24 h also 72 ml Blut,
abgenommen. Im Vergleich zu etwa 500 ml, die Ublicherweise bei einer Blutspende
entnommen werden, handelt es sich also um eine vergleichsweise geringe Menge. Wir
wirden lhnen dennoch empfehlen vorsichtshalber vier Wochen vor und vier Wochen nach

dem gesamten Untersuchungszeitraum auf eine Blutspende zu verzichten.
Ausschlusskriterien und VorsichtsmafRnahmen

In die Studie kdnnen nur gesunde Manner eingeschlossen werden. Frauen sind von der
Studie ausgeschlossen, da der Stoffwechsel von Vitamin E durch die Hormonspiegel
beeinflusst werden kann. Personen mit Erkrankungen des Verdauungstraktes sowie mit
Zustdnden nach operativen Eingriffen am Verdauungstrakt kdnnen an der Studie nicht
teilnehmen. Weitere Ausschlusskriterien sind Zigarettenrauchen, Alkohol- und Drogen-
missbrauch. Auch bei Verwendung von Abflhrmitteln oder arztlich verordneter Vitamin-E-
Einnahme ist eine Teilnahme nicht mdglich. Ausgeschlossen von der Studie sind
aulRerdem Personen mit Blutgerinnungsstdrungen sowie solche, die

gerinnungshemmende Medikamente (z.B. Marcumar®) einnehmen.

Mit Ausnahme der Einschrankungen hinsichtlich des Verzehrs der Vitamin-E-
angereicherten Lebensmittel und Nahrungserganzungsmittel sollten Sie keine
gravierenden Anderungen in den Ernahrungs- und Lebensgewohnheiten wahrend des

Studienzeitraums und zwei Wochen vor dem ersten Untersuchungstag vornehmen.
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Studienbeendigung

Die Teilnahme an dieser Untersuchung ist freiwillig . Sie kénnen lhre Teilnahme zu jedem
Zeitpunkt der klinischen Prifung ohne Angabe von Griinden widerrufen. Die Studie kann
auch vom Leiter der Untersuchung jederzeit unter Abwagung des Nutzen-Risiko-

Verhaltnisses unterbrochen und beendet werden.
Risiken und Nebenwirkungen

Von den mit Vitamin E angereicherten Lebensmitteln sind keine Risiken und Neben-

wirkungen zu erwarten, da es sich bei Vitamin E um ein natirlicherweise in
Lebensmitteln vorkommendes Vitamin handelt. Auch die Vitamin-C-Gabe wahrend der
Untersuchungszeit stellt kein Risiko dar. Die Dosierung orientiert sich an den allgemein
Ublichen Zufuhrempfehlungen. Die Blutentnahme erfolgt durch einen approbierten Arzt.
Hierbei kbnnen die Ublichen, mit dem Einstich verbundenen Risiken (z.B. blaue Flecken)
auftreten. Sollten wahrend des Studienzeitraumes gesundheitliche Probleme auftreten —
unabhangig davon, ob sie im Zusammenhang mit der Studiendurchfihrung stehen —

bitten wir Sie, uns dartiber in Kenntnis zu setzen.

Notfalladresse bei unerwiinschten Ereignissen wahren d der Studie sowie Name

und Adresse der Prifperson:

Inga Schneider

Leibniz Universitat Hannover

Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und Okotrophologie
Am Kleinen Felde 30

30167 Hannover

Tel.: 0511 - 762 5969

schneider@nutrition.uni-hannover.de

Bestimmungen zum Datenschutz

Der ordnungsgeméaRe Ablauf einer Studie schliel3t den Schutz persénlicher Daten ein.
Dementsprechend werden Unterlagen mit personlichen Daten verschlossen aufbewahrt
und die Untersuchungsdaten werden durch die Vergabe von Probandennummern
anonymisiert. Der abschlieRende Studienbericht enthdlt nur die anonymisierten

Studiendaten.

Falls Sie noch Fragen haben, kénnen Sie uns jederze it gern anrufen oder diese

wahrend der Untersuchungstermine personlich mit uns abklaren!
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Bitte meiden Sie folgende Lebensmittel
in der Zeit vom XXX bis XXX

Vitamin-E-haltige Nahrungserganzungsmittel

Vitamin-E-angereicherte Lebensmittel  (z.B. ACE-Séfte)

Fette / Ole Getreide / -erzeugnisse
pflanzliche Ole ganze Getreidekorner
pflanzliche Fette Getreidekeime / Keimlinge
Margarine Brot mit ganzen Getreidekornern
Mayonnaise Musliriegel

Nusse / Samen Sonstiges
Haselnisse Frichtebrot
Mandeln Sojaerzeugnisse
Erdnisse Nutella
Erdnussflips Nougat
Erdnussbutter
Nusskuchen

Schokolade mit NUssen
Schokoriegel mit Niissen

(z.B. Snickers®, Nuts®, etc.)
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Einwilligungserklarung
zur Teilnahme an der ernahrungsphysiologischen Studie:

» untersuchungen zur Bioverfligbarkeit von Vitamin E

aus drei Lebensmittelmatrizes”

N F2 T TSI A0 1 F=1 1 2=

AT S S, oottt e e e

Ich bin eingehend uber die Art, Durchfiihrung und die Risiken der Untersuchung
aufgeklart worden. Alle meine Fragen zu der vorgesehenen Untersuchung wurden
zu meiner Zufriedenheit beantwortet. Mit den Teilnahmebedingungen,
insbesondere mit den Erndhrungsbedingungen zwei Wochen vor und wahrend
der Untersuchung (das sind insgesamt vier Wochen) bin ich einverstanden.

Ich versichere hiermit, dass ich samtliche Fragen nach bestem Wissen
beantwortet habe und dass ich mich an die Anweisungen im Rahmen dieser
Studie halten werde.

Die Teilnahme an dieser ernahrungsphysiologischen Untersuchung ist
freiwillig. Ich kann jederzeit ohne Angabe von Gri  nden und ohne Nachteile
meine Teilnahme widerrufen.

Ich erklare mich bereit, im Laufe der Untersuchung an drei Tagen, im Abstand von
einer Woche, je acht Blutabnahmen durchfihren zu und dieses Blut fir
die in dieser Studie vorgesehenen erndhrungswissenschaftlichen Untersuchungen
zur Verfligung zu stellen.

Mir ist bewusst, dass mit dem Ausfillen des Probandendokumentationsbogens
und der Einwilligungserklarung kein verbindliches Recht auf Teilnahme an der
Studie verbunden ist. Die Prifer werden die einzelnen Studienteilnehmer
ausschlielich anhand der fur die Studie malRgebenden Ein- und
Ausschlusskriterien auswéahlen.

Ort, Datum und Unterschrift Ort, Datum, Stempel und Unterschrift
des Teilnehmers des Leiters der Prifung

Sie erhalten eine Kopie dieser auch vom Leiter der Priifung
unterzeichneten Einwilligungserklarung.




Anhang 218

Datenschutzerklarung
zur Teilnahme an der ernahrungsphysiologischen Studie:

zJntersuchungen zur Bioverfugbarkeit von Vitamin E

aus drei Lebensmittelmatrizes”

[N F T TSI A0 1 =1 1 =

AT S S, oot e e e

Im Rahmen der erndhrungsphysiologischen Studie werden lhre Daten einschlief3lich der
Daten Uber Geschlecht, Alter, Gewicht und Kdorpergrofle anonymisiert (d. h. ohne
Nennung lhres Namens) aufgezeichnet. Die anonymisierten Daten werden dem
Auftraggeber der Studie zu wissenschaftlichen Zwecken zur Verfigung gestellt.

Die ordnungsgemafRe Durchfuhrung der Studie, insbesondere die ordnungsgemalle
Erhebung der Daten sowie deren Zuordnung zu bestimmten Studienteilnehmern, wird von
durch den Leiter der Studie autorisierten Mitarbeitern auch durch direkte Einsicht in Ihre
personenbezogenen (d.h. in Verbindung mit lhrem Namen genannten) Daten tberprift.
Diese autorisierten Mitarbeiter werden fir diese Aufgabe speziell ausgebildet und haben
sich in einer schriftlichen Erklarung zum Stillschweigen verpflichtet. Sie unterliegen auch
der Verschwiegenheitsverpflichtung gemald 8§40 Bundesdatenschutzgesetz. Die
Mitarbeiter durfen Ihre Daten nur in anonymisierter Form weitergeben und keine Kopien
oder Abschriften von Ihren persénlichen Unterlagen herstellen. Einsicht in Ihre beim Leiter
der Studie vorliegenden personlichen Daten nehmen unter Umstanden auch die
zustandige Uberwachungsbehérde oder die Freiburger Ethikkommission. lhre
personlichen Daten werden dabei in Ubereinstimmung mit dem geltenden
Datenschutzgesetz vertraulich behandelt.

Eine Weitergabe lhrer Daten erfolgt ausschlieBlich anonymisiert. Der abschlieRende
Studienbericht enthélt nur die anonymisierten Studiendaten. Im Falle der Verdffentlichung
von Studienergebnissen bleibt die Vertraulichkeit Ihrer personlichen Daten gewahrleistet.
Alle personenbezogenen Daten werden nach Abschluss der Studie geldscht. Die
Beachtung des Bundesdatenschutzgesetzes ist in vollem Umfang sichergestellt.

Ich stimme der oben beschriebenen Erfassung und Beh andlung meiner personen-
bezogenen Daten und Einsichtnahme in diese Daten zu

Ort, Datum und Unterschrift Ort, Datum, Stempel und Unterschrift
des Teilnehmers des Leiters der Prifung

Sie erhalten eine Kopie dieser auch vom Leiter der Prifung
unterzeichneten Datenschutzerklarung.
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Al1l3 CRF-Screening

Aufnahmefragebogen (CRF Screening)
zur Studie

,Juntersuchungen zur Bioverflugbarkeit von Vitamin E

aus drei Lebensmittelmatrizes*

Sehr geehrte Studieninteressentin, sehr geehrter St  udieninteressent ,

um zu beurteilen, ob Sie an unserer Studie teilinehmen kénnen, bendtigen wir einige
Angaben zu lhrer Person. Die Auswertung des Fragebogens erfolgt nur zu
wissenschaftlichen Zwecken. Personliche Daten werden vertraulich behandelt und nicht
an Dritte weitergegeben.

Versuchen Sie bitte, alle Fragen so genau wie mdglich zu beantworten. Fir evitl. Fragen,
stehe ich — Inga Schneider — Ihnen gerne telefonisch unter 0511 - 762 5969 zur
Verfligung.

Bitte reichen Sie den ausgefillten Fragebogen bis spatestens XXX an uns zurtck!

Hiermit erklare ich mich einverstanden, dass die in diesem Fragebogen ermittelten Daten
im Rahmen dieses Studienvorhabens vom Institut fiir Lebensmittelwissenschaft und
(")kotrophologie, Leibniz Universitat Hannover, fur wissenschaftlich Zwecke verwendet
werden durfen. Ihre personlichen Daten werden dabei in Ubereinstimmung mit dem
geltenden Datenschutzgesetz vertraulich* behandelt.

NaAME, VOINAIMIE. e et et e e
StrasSe HaUSNUMIMIBT . ettt e ae e ae e
PLZ WORNOIt: e e e
TelefoNNUMMET:

E-Mail- A S S,

Ort, Datum Unterschrift

* Noch ein Hinweis:
Diese Seite mit Ihren persdnlichen Angaben wird vertraulich behandelt, vom Fragebogen

abgetrennt und in einem verschlossenen Schrank aufbewahrt.
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Personliche Daten

Geschlecht
a mannlich
a weiblich

Geburtsdatum (Tag, Monat, Jahr) ..........c.cooviiiiiiii i,

Um die Mahlzeiten entsprechend lhrem Korpergewicht und -groRRe standardisieren
zu konnen, bendtigen wir lhre aktuellen Daten:

Korpergrolke (cm)
Korpergewicht, unbekleidet ... (kg)
Gesundheitszustand
1. Leiden Sie an arztlich diagnostizierten Fettstoffwechselstérungen
(Hypertriacylglyceridamie, Hypercholesterolamie, etc.)?
a nein
a JB, UNO ZWAT it e e e e e e e
2. Leiden Sie an weiteren diagnostizierten chronischen Erkrankungen?
a nein
a JB, UNO ZWAT e e e e e e e e
3. Leiden Sie an arztlich diagnostizierten Resorptionsstérungen (Vitamin-E-
Resorptionsdefekt, Fettresorptionsstérungen, etc.)?
a nein
a JB, UNA ZWAT e e e e e e e e e
4. Leiden Sie an einer Erkrankung, die den Verdauungstrakt betrifft (Colitis Ulcerosa,

Morbus Crohn, Zdliakie, etc.)?

a nein
d JB, UNG ZWAE oot e e e e e e e e e e
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Sind bei lhnen Operationen vorgenommen worden, bei denen Teile des
Verdauungstraktes entfernt wurden?

a nein
a ja, und zwar

Leiden Sie unter einer Blutgerinnungsstorungen (z. B. Bluterkrankheit)?

a nein
a ja, und zwar

Medikamenteneinnahme

7.

10.

Nehmen Sie derzeit arztlich verordnete Vitamin-E-Supplemente?

a nein
d ja und zwar

(bitte Arzneimittelname und Dosierung angeben)

Nehmen Sie derzeit blutverdinnende Medikamente mit dem  Wirkstoff
Phenprocoumon oder Warfarin ein (z.B. Marcumar®, Falithrom®, Coumadin®)?

a nein
d ja

Nehmen Sie regelméaRig Acetylsalicylsaure-haltige Arzneimittel ein (z.B. Aspirin®
protect, ASS ratiopharm®100 TAH)?

a nein
d ja und zwar

(bitte Arzneimittelname und Dosierung angeben)

Verwenden Sie regelméaiig Abfiihrmittel (z.B. Dulcolax®, Agiolax®)?

nein
= TN ] o A = 1
(bitte Arzneimittelname und Dosierung angeben)

aa

taglich
2 bis 3 mal wochentlich

1 mal wochentlich

O 0 0 O

1 mal pro Monat oder seltener
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11. Nehmen Sie derzeit andere als die von uns angegebenen Medikamente?

d nein

d JA, UNG ZWAE e e e e e e et e e
Lebensstilfaktoren
12. Wie oft treiben Sie Sport?

d 5 oder mehr Std. pro Woche

d 3 bis < 5 Std. pro Woche

d 1 bis < 3 Std. pro Woche

d weniger als 1 Std. pro Woche

d gar nicht
13. Rauchen Sie (Zigaretten, Zigarren, Zigarillos, Pfeife)?

d nein, ich habe noch nie geraucht

d nein, ich habe mit dem Rauchen aufgehort und zwar seit .......... (Jahr)

a ja, und zwar

a 1 bis weniger als 10 Stiick taglich
a 10 bis weniger als 20 Stiick taglich
a 20 und mehr Stick pro Tag

14. Nehmen Sie regelmaR3ig andere Drogen zu sich?

a nein
d ja
Ernéhrungsverhalten

15. Wie erndhren Sie sich?

d Mischkost (inkl. Fleisch)

a lakto—ovo—vegetarisch + Fisch (inkl. Milch, Eier; ohne Fleisch, Wurst
Geflugel)

a lakto—ovo—vegetarisch (inkl. Milch, Eier; ohne Fleisch, Wurst, Gefliigel,
Fisch)

d vegan (rein pflanzliche Kost)

a SONSIgES. oottt e
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16. Seit wann ernahren Sie sich so?

0
0

17. Nehmen

0
0
)
)

schon immer
seit ......... (Jahr)en

Sie regelmafig Vitamin- oder Mineralstoffpréparate ein (z.B.
Brausetabletten, Kautabletten, Dragees)?

nein = weiter mit Frage 19
ja, gelegentlich

ja, wochentlich

ja, taglich

18. Bitte geben Sie in der nachstehenden Tabelle alle Nahrungsergdnzungsmittel an, die
Sie derzeit einnehmen.

Name des Praparates Hersteller

Dosierung

z.B. EUNOVA® Langzeit

Firma XY

z.B. Omega-3-Fischolkapseln

morgens 1 Tablette

19. Wie haufig verzehren Sie mit Vitamin E angereicherte Nahrungsmittel (z.B. Margarine
mit Zusatz von Vitamin E)?

0
0
0

nie
gelegentlich
taglich

20. Wie oft trinken Sie Multivitaminsaft oder mit Vitaminen angereicherte Getranke (z.B.
ACE-Getréanke)?

a
a
0

nie
gelegentlich
taglich
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21. Besteht bei Ihnen eine Nahrungsmittelallergie oder —unvertraglichkeit?

d nein
d [ TN ] Lo BAz= Lo =T = o

22. Haben Sie eine personliche Abneigung gegen bestimmte Nahrungsmittel?

a nein
d £ TN Lo BAY = Lo =0 = o

Fragen zur Studie

23. Sind Sie bereit, an den insgesamt 3 Blutentnahmetagen jeweils insgesamt 8
Blutentnahmen durchfiihren zu lassen die von uns an diesen Tagen angebotenen
Mabhlzeiten und Trinkvorgaben einzuhalten?

a nein
d ja

24. Sind Sie bereit, 2 Wochen vor Studienbeginn und bis Ende der Studie auf Vitamin-E-
haltige Nahrungsergéanzungsmittel, Vitamin-E-angereicherte und -reiche Lebensmittel
zu verzichten?

a nein

d ja

25. Sind Sie bereit, 2 Wochen vor Studienbeginn und bis Ende der Studie einmal taglich
das von uns ausgeteilte Vitamin-C-Praparat zu verzehren?

a nein
d ja

Vielen Dank fur Ihre Mitarbeit!
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AllAa CRF-Ernahrung

Ernahrungserhebung (CRF Ernahrung)

zur Studie

~untersuchungen zur Bioverflugbarkeit von Vitamin E

aus drei Lebensmittelmatrizes*

Sehr geehrter Studienteilnehmer

zur Beschreibung lhrer allgemein tblichen Ernahrungsweise bzw. lhrer durchschnittlichen
Aufnahmemenge an Vitamin E, benétigen wir einige Angaben zu lhren alltaglichen
Ernahrungsgewohnheiten. Bitte beantworten Sie die Fragen so genau wie mdglich. Dabei
ist Ihre Ubliche Erndhrungsweise entscheidend und nicht die jetzige, d. h. nicht die Zeit

vor und wahrend der Untersuchung.

Die Auswertung des Fragebogens erfolgt nur zu wissenschaftlichen Zwecken. Personliche

Daten werden vertraulich behandelt und nicht an Dritte weitergegeben.

Vielen Dank fur Ihre Mitarbeit!

Probanden-ID:
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Wie oft verzehren / verwenden Sie folgende Lebensmi  ttel?

mehrmals  einmal einmal
mehrmals in der inder mehrmals im

taglich taglich Woche  Woche im Monat Monat nie
pflanzliches Ol ) d ) ) ) ) d
Margarine ) d ) ) ) ) d
Mayonnaise 0 a O O O O a
Haselnilisse 0 a O O O O a
Mandeln 0 a O O O O a
Erdnlsse 0 a O O O O a
Erdnussflips 0 a O O O O a
Erdnussbutter 0 a O O O O a
Walnusse a d a a a a d
Pistazien a d a a a a d
Kurbiskerne a d a a a a d
Sonnenblumenkerne a d a a a a d
Nusskuchen a d a a a a d
Nussschokolade 0 a O O O O a
Schokoriegel (Snickers®, 0 a O O O O a
Nuts®, etc.)
Nuss-Nougat-Creme 0 a O O O O a
Nougat 0 a O O O O a
Vollkornmehl 0 a O O O O a
Getreidekorner a d a a a a d
Getreidekeimlinge ) d ) ) ) ) d
Getreideschrot a d a a a a d
Getreidekleie a d a a a a d
Haferflocken a d a a a a d
Musli a d a a a a d
Musliriegel 0 a O O O O a
Vollkornbrot 0 a O O O O a
Mehrkornbrot 0 a O O O O a
Knéckebrot 0 a O O O O a
Vollkornnudeln 0 a O O O O a
Avocados 0 a O O O O a
griine Oliven ) d ) ) ) ) d
Mais a d a a a a d
Popcorn ) d ) ) ) ) d
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1. Wenn Sie pflanzliche Ole verwenden, welche sind das in der Regel?

aoaoaooaaa

Maiskeimol

Olivendl

Rapsol

Sonnenblumendl

Weizenkeimol

SONSI e o s

Bei welcher Gelegenheit verwenden Sie pflanzliche Ole?

aoaagaa

Salatsol3e

Kochen

Braten

Backen

SONSI S o s

2. Wenn Sie pflanzliche Fette (z.B. Margarine) verwend en, geben Sie bitte den
genauen Namen der Produkte an?

Qoaooaogaaan

Becel®

Becel® pro aktiv

Bertolli®

Latta®

Rama®

Deli-reform®

SONSHI e o s

Bei welcher Gelegenheit verwenden Sie pflanzliche Fette?

aoaoaogaaq

Brotaufstrich

Kochen

Braten

Backen

SONSI S o s
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3. Nehmen Sie Vitamin- oder Mineralstoffpraparate ein (z.B. Brausetabletten,
Kautabletten, Dragees)?

a nein

d ja, gelegentlich
d ja, wochentlich
d ja, taglich

Bitte nennen Sie den genauen Namen der Praparate, d en Hersteller wie auch die
jeweilige Dosierung!

Name des Praparates Hersteller Dosierung

z.B. EUNOVA® Langzeit Firma X,Y 3 x 1 Tablette O taglich
O waochentlich

z.B. Omega-3-Fischolkapseln O gelegentlich

O taglich
O woéchentlich

O gelegentlich

O taglich
O woéchentlich

O gelegentlich

O taglich
O wochentlich

O gelegentlich

4. Essen Sie mit Vitamin E angereicherte Nahrungsmitte | (z.B. Margarine mit
Zusatz von Vitamin E)?

a nein
a gelegentlich
a0 taglich

5. Trinken Sie Multivitaminsaft oder mit Vitaminen ang ereicherte Getréanke (z.B.
ACE-Getréanke)?

a nein
a gelegentlich
a0 taglich

Vielen Dank fiur Ilhre Mitarbeit!
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Al1l5 CRF-Intervention (t o)

Patientendokumentationsbogen (CRF)
zu der Studie

~untersuchungen zur Bioverflugbarkeit von Vitamin E

aus drei Lebensmittelmatrizes”

Untersuchungsdatum: XXX [ XXX

Probanden-ID:

Die in diesem Fragebogen erhobenen Daten werden vertraulich behandelt sowie

pseudonymisiert protokolliert und bearbeitet.

Anthropometrische Daten

GrolBe: (wird vom Prufer eingetragen)
Gewicht: (wird vom Prufer eingetragen)
BMI: e, (wird vom Prufer eingetragen)
Gesundheitszustand

1. Fdhlen Sie sich heute gesund?

a ja
a nein

2. Nehmen Sie derzeit Medikamente ein?

a nein
a JAUNG ZWAE o e e e e e e e e e
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Studienbedingungen

3. Sind Sie nuchtern?

a ja
a nein

4. Zu welcher Uhrzeit haben Sie gestern zuletzt etwas  gegessen?

5. Haben Sie in den letzten zwei Wochen _ auf Vitamin-E-reiche und -angereicherte
Lebensmittel verzichtet sowie Vitamin-E-haltige Sup  plemente abgesetzt?

a ja die ganze Zeit
a0 ja bis auf (Bitte geben Sie die Haufigkeit und das Lebensmittel an!)

a NN, WL, e et e e e e e e s

6. Haben Sie in den letzten zwei Wochen _ téglich das Vitamin-C-Préparat
eingenommen?

a ja die ganze Zeit
a0 ja bis auf (Bitte geben Sie die Haufigkeit an!)

a NN, WL, e ettt e e e e e e s

= weiter auf nachfolgender Seite
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Studienbeschreibung

Nach der Nuchternblutentnahme erhalten Sie ein Frihstick mit der jeweils zu
untersuchenden Vitamin-E-Kapsel, das Sie bitte komplett aufessen. Zu den unten
stehenden Terminen fir die weiteren Mahlzeiten und Blutentnahmen, finden Sie sich bitte
wieder im Institut ein. Bitte essen Sie in dieser Untersuchungszeit (bis nach der letzten

Blutabnahme am Freitag morgen ) nur die von uns ausgegebenen Mahlzeiten und
trinken Sie bitte nur Wasser, Kaffee oder Tee. Wir bitten Sie, Kaffee bzw. Tee nur
schwarz oder mit Suf3stoff zu trinken, also nicht mit Milch oder Zucker. Die Mahlzeiten

werden im Raum 234 serviert.

FrUhstticksbeginn: 7:00 Uhr

Weitere Termine:
Zwischenmahlzeit 9:30 Uhr
2. Blutentnahme 10:00 Uhr
3. Blutentnahme 11:30 Uhr
Mittagessen 12:00 Uhr
4. Blutentnahme 13:00 Uhr
5. Blutenthahme 14:30 Uhr
Zwischenmahlzeit 15:00 Uhr
6. Blutenthnahme 16:00 Uhr
Abendessen 18:00 Uhr
7. Blutentnahme 19:00 Uhr
Zwischenmabhlzeit 20:00 Uhr
8. Blutenthahme Freitag 7:00 Uhr

Bitte denken Sie auch weiterhin daran, auf Vitamin-E-reiche und -angereicherte
Lebensmittel sowie Vitamin-E-haltige Supplemente zu verzichten und téglich das

Vitamin-C-Pré&parat einzunehmen.

Diese Seite kénnen Sie fur Ihre personlichen Unterlagen aufbewahren.

Wir danken Ihnen herzlich fur Ihre Teilnahme!
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All6 CRF-Intervention (t 1/ to/ t3)

Patientendokumentationsbogen (CRF)

zu der Studie

.untersuchungen zur Bioverflugbarkeit von Vitamin E

aus drei Lebensmittelmatrizes”

Untersuchungsdatum: XXX

Probanden-ID:

Die in diesem Fragebogen erhobenen Daten werden vertraulich behandelt sowie

pseudonymisiert protokolliert und bearbeitet.

Gesundheitszustand

7. Fuhlen Sie sich heute gesund?

a ja

a nein

8. Nehmen Sie derzeit Medikamente ein?

a nein

a JRUNG ZWAE ot e e et e e e e e e

Studienbedingungen

9. Sind Sie nlchtern?

a ja
a nein

10. Zu welcher Uhrzeit haben Sie gestern zuletzt etwas

gegessen?
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11. Haben Sie in der letzten Woche _ auf Vitamin-E-reiche und -angereicherte
Lebensmittel verzichtet sowie Vitamin-E-haltige Sup  plemente abgesetzt?

a0 ja die ganze Zeit
a ja bis auf (Bitte geben Sie die Haufigkeit und das Lebensmittel an!)

a NN, WL, e et e e e e e e e s

12. Haben Sie in der letzten Woche _ téglich das Vitamin-C-Préparat eingenommen?

a0 ja die ganze Zeit
a ja bis auf (Bitte geben Sie die Haufigkeit an!)

a NN, WL, e ettt e e e e e e s

Auftreten unerwiinschter Ereignisse

Alle im Rahmen der Prifung beobachteten Befindlichkeitsstérungen, subjektiven und
objektiven Krankheitssymptome und Unfédlle, unabhangig von einem mdglichen
ursachlichen Zusammenhang mit dem Prifprodukt werden als unerwiinschte Ereignisse
angesehen.

13. Ist/ Sind bei Ihnen in der letzten Woche _ ein unerwiinschtes Ereignis /
unerwinschte Ereignisse nach der Einnahme des Prifp rodukts eingetreten?

a nein = bei ,nein“ weiter auf nachfolgender Seite

a ja, und zwar

14. War das Symptom / das unerwiinschte Ereignis bereits vor Beginn der Studie
bekannt?

a nein
a ja
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15. Wie haufig traten die unerwiinschten Ereignisse auf?

a nach jeder Einnahme des zu untersuchenden Prifprodukts

16. Wie lange hielten die Beschwerden an?

a bis zu 30 Minuten
d langer als 30 Minuten, aber weniger als eine Stunde

a 1 Stunde oder langer

17. Haben Sie MaRnahmen getroffen, um die Beschwerden e  inzudammen?

(| nein
a ja, ich habe Medikamente genommen, um die Beschwerden zu lindern
a ja, ich habe diesbeziglich einen Arzt aufgesucht

Was wurde Ihnen geraten? ...

= weiter auf nachfolgender Seite
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Studienbeschreibung

Nach der Nuichternblutentnahme erhalten Sie ein Frihstick mit dem jeweils zu
untersuchenden mit Vitamin E angereicherten Lebensmittel das Sie bitte komplett
aufessen. Zu den unten stehenden Terminen fir die weiteren Mabhlzeiten und
Blutentnahmen, finden Sie sich bitte wieder im Institut ein. Bitte essen Sie in dieser
Untersuchungszeit (bis nach der letzten Blutabnahme am Freitag morgen ) nur die von
uns ausgegebenen Mahlzeiten und trinken Sie bitte nur Wasser, Kaffee oder Tee. Wir
bitten Sie, Kaffee bzw. Tee nur schwarz oder mit Suf3stoff zu trinken, also nicht mit Milch

oder Zucker. Die Mahlzeiten werden im Raum 234 serviert.

FrUhstticksbeginn: 7:00 Uhr

Weitere Termine:
Zwischenmahlzeit 9:30 Uhr
2. Blutentnahme 10:00 Uhr
3. Blutentnahme 11:30 Uhr
Mittagessen 12:00 Uhr
4. Blutentnahme 13:00 Uhr
5. Blutentnahme 14:30 Uhr
Zwischenmabhlzeit 15:00 Uhr
6. Blutenthahme 16:00 Uhr
Abendessen 18:00 Uhr
7. Blutentnahme 19:00 Uhr
Zwischenmahlzeit 20:00 Uhr
8. Blutenthahme Freitag 7:00 Uhr

Bitte denken Sie auch weiterhin daran, auf Vitamin-E-reiche und -angereicherte
Lebensmittel sowie Vitamin-E-haltige Supplemente zu verzichten und téglich das

Vitamin-C-Préparat einzunehmen.

Diese Seite konnen Sie fur lhre personlichen Unterlagen aufbewahren.

Wir danken Ihnen herzlich fur Ihre Teilnahme!
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A 1.2 Zusammensetzung der Kost

Tabelle A 1: Nahrstoffzusammensetzung des standardi  sierten Frihstiicks

Lebensmittel Menge Energie  Protein  Fett KH  Vitamin E

[9]  [KJ/keall 9] [o gl [9]
WeiBmehlbrotchen  120,0 1356 /329 104 23 66,6 0,5
Butter 20,0 631/151 0,1 16,6 0,1 0,4
Gouda 33,3 478 /114 76 93 0,0 0,3
Kochschinken 50,0 262 /63 11,3 19 0,0 0,2
Gesamt 27271 657 29,4 30,1 66,7 1,3

A 1.3 Spezifikationen

Al1l3.1 Covitol® F-1370

Tabelle A 2: Zusammensetzung Covitol® F-1370 pro g

Substanz Menge
RRR-a-Tocopherol* [mg] 919 mg
Sauren [ml] max. 1
Schwermetalle (Blei, Pb) [mg/kg] max. 10

* Uberwiegend aus Soja

Bedingt durch die natirliche Herkunft der Rohstoffe und dem Herstellungsprozess kdnnen
geringe Mengen an Nicht-a-Tocopherolen und/oder andere natirliche Pflanzenbestand-

teile im Produkt enthalten sein.

Al13.2 Miglyol® 812 N

Tabelle A 3: Zusammensetzung Miglyol® 812N

Substanz Menge [%0]

Capronsaure (C6:0) max. 2
Caprylsaure (C8:0) 50-65
Caprinsaure (C10:0) 30-45
Laurinsdure (C12:0) max. 2

Myristinsédure (C14:0) max. 1
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A 2 Biokinetische Parameter

A 2.1 Prozentuale Veranderungen der a-Tocopherol-Serumkonzentra-

tionen

A21.1 Studienphase |

Tabelle A 4: Prozentuale Verdnderung der Nichternse  rumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (mittlerer Rang)

des Frischkéase, Mayonnaise- und Puddingkollektivs d er Studienphase I, n=5

Parameter Frischkase = Mayonnaise Pudding p*

a-Tocopherol 9,4 8,0 6,6 0,613
a-Tocopherol/TC 10,0 7,4 6,6 0,454
a-Tocopherol/TC+TG 10,7 7,5 5,8 0,212

* H-Test nach Kruskal und Wallis fiir unabhangige Stichproben (Frischkase-, Mayonnaise-
Puddingkollektiv)

Tabelle A 5: Prozentuale Veranderung der Nichternse  rumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration von a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert +

SD) des Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der St udienphase I, n=5

Parameter Frischkase Mayonnaise p*

a-Tocopherol [%] +3,3+8,1 -0,8+9,7 0,743
a-Tocopherol/TC [%] +9,1+ 6,6 +11,5+£6,1 0,507
a-Tocopherol/ TC+TG [%] +5,4+6,9 +1,6+79 0,306

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)

Tabelle A 6: Prozentuale Veranderung der Serumkonze ntrationen von a-Tocopherol,
a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert + SD) des Frischkd se- und
Puddingkollektivs der Studienphase I, n=5

Parameter Frischkase Pudding p*

a-Tocopherol [%] +3,3+8,1 +4,4+6,1 0,433
a-Tocopherol/TC [%] +9,1+ 6,6 +85+7,7 0,459
a-Tocopherol/TC+TG [%)] +5,4+6,9 +2,0+£6,7 0,040

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Frischkése- vs. Puddingkollektiv)
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Tabelle A 7: Prozentuale Veranderung der Nichternse  rumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert + SD)

des Mayonnaise- und Puddingkollektivs der Studienph ase |, n=5

Parameter Mayonnaise Pudding p*

a-Tocopherol [%] -0,8+9,7 +4,4+6,1 0,730
a-Tocopherol/TC [%] +11,5+6,1 +85+7,7 0,874
a-Tocopherol/ TC+TG [%] +1,6+7,9 +2,0+6,7 0,416

* t-Test fir unabhéngige Stichproben (Mayonnaise- vs. Puddingkollektiv)

A21.2 Studienphase I

A2121 Kurzzeitkinetik

Tabelle A 8: Prozentuale Veranderung der Nichternse  rumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert = SD)

des Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Kurzze itkinetik der Studienphase Il, n=5

Parameter Frischkase Mayonnaise p*

a-Tocopherol [%] +20,6 + 15,3 +115+7,6 0,698
a-Tocopherol/TC [%] +28,3+19,1 +11,6 £9,2 0,476
a-Tocopherol/TC+TG [%] -9,1+27,7 +49+7,1 0,341

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)

A21.22 Langzeitkinetik

Tabelle A 9: Prozentuale Verdnderung der Nichternse  rumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert = SD)

des Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Langze  itkinetik der Studienphase Il, n=9

Parameter Frischkase Mayonnaise p*

a-Tocopherol [%] +20,6 + 15,3 +7,4+14,1 0,027
a-Tocopherol/TC [%] +28,3+19,1 +10,8+11,9 0,007
a-Tocopherol/TC+TG [%] -9,1+£27,7 +6,4+12,3 0,021

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)
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A213 Studienphase Il

Tabelle A 10: Prozentuale Veranderung der Niichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (mittlerer Rang)
des Kaollektivs Frischkase kleine PartikelgréRe, Fri  schkédse normale und Frischkédse grof3e
PartikelgréRe der Studienphase lll, n=7

Parameter kleine normale grol3e p*
Partikel Partikel Partikel

a-Tocopherol 11,6 8,1 13,3 0,287

a-Tocopherol/TC 12,4 7,0 13,6 0,104

a-Tocopherol/TC+TG 14,1 8,2 10,6 0,198

* H-Test nach Kruskal und Wallis fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine
Partikel, Kollektiv Frischkase normale Partikel, Kollektiv Frischkéase groRRe Partikel)

Tabelle A 11: Prozentuale Verdnderung der Nichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert + SD)
des Kollektivs Frischkase kleine Partikelgrof3e und Frischkase normale PartikelgréRe der
Studienphase I, n=7

Parameter kleine Partikel  normale Partikel p*

a-Tocopherol [%] +8,1+13,0 +5,7+9,5 0,396
a-Tocopherol/TC [%] +13,5+10,2 +10,9+6,1 0,116
a-Tocopherol/TC+TG [%] 0,0£6,7 0,0£5,1 0,110

* t-Test fur unabhéangige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine Partikel vs. Kollektiv Frischkéase
normale Partikel)

Tabelle A 12: Prozentuale Verdnderung der Nichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert = SD)
des Kollektivs Frischkase normal PartikelgréRe und Frischkase grofRe PartikelgrofRe der

Studienphase lll, n=7

Parameter normale Partikel  grol3e Partikel p*

a-Tocopherol [%] +5,7+9,5 +9,7+£9,6 0,115
a-Tocopherol/TC [%] +10,9+6,1 +11,8+27,4 0,111
a-Tocopherol/TC+TG [%] 0,0+5,1 0,0+8,6 0,377

* t-Test fir unabhéngige Stichproben (Kollektiv Frischkése normale Partikel vs. Kollektiv
Frischkase grol3e Partikel)
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Tabelle A 13: Prozentuale Veranderung der Niichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert + SD)
des Kollektivs Frischkase kleine Partikelgrof3e und Frischkase grofRe PartikelgroRe der

Studienphase lll, n=7

Parameter kleine Partikel  groRRe Partikel p*

a-Tocopherol [%] +20,6 £ 15,3 +7,4+14,1 0,600
a-Tocopherol/TC [%] +28,3+19,1 +10,8 +11,9 0,355
a-Tocopherol/TC+TG [%] -9,1+£27,7 +6,4+12,3 0,631

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine Partikel vs. Kollektiv Frischkase
grol3e Partikel)

A21l4 Studienphase IV

Tabelle A 14: Prozentuale Verdnderung der Nichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (mittlerer Rang)
Emulsion pH-Wert 6,5; Emulsion pH-Wert 6,5; Emulsi on getrocknet pH-Wert 6,5 und
Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5 der Studienphase IV, n=8

Parameter pH-Wert pH-Wert pH-Wert6,5 pH-Wert4,5 p*
6,5 45 getrocknet getrocknet
a-Tocopherol 12,8 21,4 15,6 16,3 0,319
a-Tocopherol/TC 13,1 21,6 17,0 14,3 0,272
a-Tocopherol/TC+TG 17,5 21,4 13,7 13,4 0,271

* H-Test nach Kruskal und Wallis fir unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5,
Emulsion pH-Wert 4,5, Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 und Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5)

Tabelle A 15: Prozentuale Verdnderung der Nichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert = SD)
Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion pH-Wert 4,5 der S  tudienphase IV, n=8

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 4,5 p*

a-Tocopherol [%] +10,8 £5,7 +17,6 £6,2 0,037
a-Tocopherol/TC [%] +11,7+4,6 +18,0+7,6 0,065
a-Tocopherol/TC+TG [%] +2,8+11,9 +9,4+11,1 0,270

* t-Test fir unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion pH-Wert 4,5)
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Tabelle A 16: Prozentuale Veranderung der Niichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert + SD)
Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 4,5 der
Studienphase 1V, n=8

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 4,5 p*
getrocknet getrocknet
a-Tocopherol [%] +14,6 £12,7 +12,9+7,7 0,741
a-Tocopherol/TC [%)] +16,0 £10,1 +12,3+5,1 0,363
a-Tocopherol/TC+TG [%] +1,8+13,0 -0,2+8,9 0,730

* t-Test fur unabhéangige Stichproben (Kollektiv Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 vs. Emulsion
getrocknet pH-Wert 4,5)

Tabelle A 17: Prozentuale Veranderung der Niichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert + SD)
Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion getrocknet pH-Wer  t 6,5 der Studienphase 1V, n=8

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 6,5 p*
getrocknet
a-Tocopherol [%] +10,8 £5,7 +14,6 £12,7 0,444
a-Tocopherol/TC [%] +11,7+4,6 +16,0 £ 10,1 0,288
a-Tocopherol/TC+TG [%] +2,8+11,9 +1,8£13,0 0,873

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion getrocknet pH-
Wert 6,5)

Tabelle A 18: Prozentuale Verdnderung der Nichterns  erumkonzentrationen zur maximalen
Konzentration a-Tocopherol, a-Tocopherol/TC und a-Tocopherol/TC + TG (Mittelwert + SD)
Emulsion pH-Wert 4,5 und Emulsion getrocknet pH-Wer  t 4,5 der Studienphase 1V, n=8

Parameter pH-Wert 4,5 pH-Wert 4,5 p*
getrocknet
a-Tocopherol [%] +17,6 £6,2 +12,9+7,7 0,194
a-Tocopherol/TC [%] +18,0+7,6 +12,3+5,1 0,099
a-Tocopherol/ TC+TG [%] +9,4+11,1 -0,2+8,9 0,078

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 4,5 vs. Emulsion getrocknet pH-
Wert 4,5)
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A 2.2 a-Tocopherol-Serumkonzentrationen zu den einzelnen B

nahmezeitpunkten

A221 Studienphase |

Tabelle A 19: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Frischkase-, Pudding- und Mayonnaisekollektivs der

Studienphase |, n=5

lutent-

m Ndichternwert, mittlerer Rang) des

Parameter Frischkase Mayonnaise Pudding p*

a-Tocopherol zu t; 7,5 8,4 8,1 0,948
a-Tocopherol zu t; 8,4 6,3 9,3 0,552
a-Tocopherol zu ts 9,5 7,6 6,9 0,635
a-Tocopherol zu t; 8,2 9,2 6,6 0,650
a-Tocopherol zu tg 8,6 8,8 6,6 0,689
a-Tocopherol zu t;, 8,4 9,0 6,6 0,677
a-Tocopherol zu ty, 8,4 8,0 7,6 0,961
a-Tocopherol/TC zu t; 6,1 6,1 11,8 0,061
a-Tocopherol/TC zu t3 9,4 4,3 10,3 0,070
a-Tocopherol/TC zu ts 11,5 6,2 6,3 0,094
a-Tocopherol/TC zu t; 9,1 8,4 6,5 0,634
a-Tocopherol/TC zu tg 9,0 7,7 7,3 0,818
a-Tocopherol/TC zu ty, 8,5 7,5 8,0 0,939
a-Tocopherol/TC zu ty, 10,1 6,6 7,3 0,420
a-Tocopherol/TC+TG zu t; 9,3 6,7 8,0 0,648
a-Tocopherol/TC+TG zu t3 10,7 3,9 9,4 0,034
a-Tocopherol/TC+TG zu ts 12,6 53 6,1 0,017
a-Tocopherol/TC+TG zu t; 11,2 7,0 5,8 0,130
a-Tocopherol/TC+TG zu tg 10,6 7,6 5,8 0,224
a-Tocopherol/TC+TG zu t, 10,1 6,9 7,0 0,433
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, 10,9 6,3 6,8 0,200

* H-Test nach Kruskal und Wallis fur unabhangige St

Puddingkollektiv)

ichproben (Frischkase-, Mayonnaise-
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Tabelle A 20: Biokinetische Parameter (Differenz zu

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Studienpha se |, n=5

Parameter Frischkase Mayonnaise p*
a-Tocopherol zu t; [umol/I] -1,2+0,5 -1,4+25 0,845
a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 21+18 1,2+1,8 0,433
a-Tocopherol zu ts [umol/I] 34+21 2,7+3,1 0,705
a-Tocopherol zu t; [umol/I] 3,3+2,0 3827 0,789
a-Tocopherol zu ty [umol/I] 2,3+2,1 26+25 0,830
a-Tocopherol zu ty; [umol/l] 21+21 26124 0,703
a-Tocopherol zu ty4 [pmol/I] 3,3+3,0 2624 0,680
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] -0,0002 £ 0,0001  -0,0002 + 0,0002 0,849
a-Tocopherol/TC zu tz [umol/l] 0,0006 £ 0,0003 0,0002 £ 0,0003 0,077
a-Tocopherol/TC zu ts [umol/l] 0,0009 £ 0,0003 0,0004 £ 0,0004 0,097
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] 0,001 + 0,0003 0,001 +0,0003 0,822
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0007 +£0,0004  0,0006 + 0,0003 0,793
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0005 £ 0,0002 0,0005 £ 0,0004 0,920
a-Tocopherol/TC zu ty [umol/l] 0,0009 £ 0,0003 0,0004 £ 0,0004 0,112
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] -0,0002 £ 0,0001  -0,0003 +0,0002 0,347
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] 0,0003 £0,0002 -0,0001 +0,0003 0,019
a-Tocopherol/TC+TG zu ts [umol/l] 0,0006 £ 0,0002 0,0002 £ 0,0002 0,007
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] 0,0007 +£0,0002  0,0004 + 0,0003 0,062
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0008 + 00,0003  0,0006 + 0,0003 0,276
a-Tocopherol/TC+TG zu ti, [umol/l] 0,0001 £0,0002 -0,0002 +0,0006 0,225
a-Tocopherol/TC+TG zu ty4 [umol/l] 0,0008 £ 0,0004 0,0003 £ 0,0003 0,042

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)
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Tabelle A 21: Biokinetische Parameter (Differenz zu

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

Frischkase- und Puddingkollektivs der Studienphase I, n=5

Parameter Frischkase Pudding p*
a-Tocopherol zu t; [umol/I] -1,2+0,5 -0,8+1,6 0,588
a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 21+18 2,3+2.2 0,888
a-Tocopherol zu ts [umol/I] 34+21 20+£19 0,277
a-Tocopherol zu t; [umol/I] 3,3+2,0 2,1+28 0,459
a-Tocopherol zu ty [umol/I] 2,3+2,1 1,8+1,6 0,676
a-Tocopherol zu ty; [umol/l] 21+21 1,3+23 0,585
a-Tocopherol zu ty4 [pmol/I] 3,3+3,0 2,3+28 0,576
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] -0,0002 £ 0,0001  0,0001 + 0,0002 0,012
a-Tocopherol/TC zu tz [umol/l] 0,0006 £ 0,0003 0,0007 £ 0,0004 0,768
a-Tocopherol/TC zu ts [umol/l] 0,0009 £ 0,0003 0,0004 £ 0,0002 0,020
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] 0,001 + 0,0003 0,0007 + 0,0006 0,331
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0007 +£0,0004  0,0005 + 0,0005 0,528
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0005 £ 0,0002 0,0005 £ 0,0005 0,939
a-Tocopherol/TC zu ty [umol/l] 0,0009 £ 0,0003 0,0005 £ 0,0009 0,465
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] -0,0002 £ 0,0001  -0,0003 +0,0003 0,582
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] 0,0003 £ 0,0002 0,0002 = 0,0001 0,540
a-Tocopherol/TC+TG zu ts [umol/l] 0,0006 £ 0,0002 0,0003 £ 0,0001 0,004
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] 0,0007 +£0,0002  0,0002 £ 0,0005 0,087
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0008 + 00,0003  0,0004 + 0,0003 0,094
a-Tocopherol/TC+TG zu ti, [umol/l] 0,0001 £0,0002 -0,0002 +0,0007 0,304
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0008 £ 0,0004 0,0004 £ 0,0008 0,284

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Frischkése- vs. Puddingkollektiv)
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Tabelle A 22: Biokinetische Parameter (Differenz zu

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

Mayonnaise- und Puddingkollektivs der Studienphase I, n=5

Parameter Mayonnaise Pudding p*
a-Tocopherol zu t; [umol/I] -1,4+£25 -0,8+1,6 0,632
a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 1,2+1,8 2,3+2.2 0,409
a-Tocopherol zu ts [umol/I] 2,7+3,1 20+£19 0,637
a-Tocopherol zu t; [umol/I] 3,8+27 2,1+28 0,384
a-Tocopherol zu ty [umol/I] 26+25 1,8+1,6 0,550
a-Tocopherol zu ty; [umol/l] 26124 1,3+23 0,392
a-Tocopherol zu ty4 [pmol/I] 26124 2,3+28 0,848
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] -0,0002 £ 0,0002  0,0001 + 0,0002 0,064
a-Tocopherol/TC zu tz [umol/l] 0,0002 £ 0,0003 0,0007 £ 0,0004 0,077
a-Tocopherol/TC zu ts [umol/l] 0,0004 £ 0,0004 0,0004 £ 0,0002 0,856
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] 0,0010 +£0,0003  0,0007 £ 0,0006 0,391
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0006 + 00,0003  0,0005 + 0,0005 0,663
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0005 £ 0,0004 0,0005 £ 0,0005 1,000
a-Tocopherol/TC zu ty [umol/l] 0,0004 £ 0,0004 0,0005 £ 0,0009 0,862
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] -0,0003 £ 0,0002 -0,0003 +0,0003 0,903
a-Tocopherol/TC+TG zu t3 [umol/l] -0,0001 +0,0003  0,0002 +0,0001 0,031
a-Tocopherol/TC+TG zu ts [umol/l] 0,0002 £ 0,0002 0,0003 = 0,0001 0,713
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] 0,0004 +0,0003  0,0002 £ 0,0005 0,598
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0006 +0,0003  0,0004 + 0,0003 0,439
a-Tocopherol/TC+TG zu ti, [umol/l] -0,0002 + 0,0006  -0,0002 £ 0,0007 1,000
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0003 £ 0,0003 0,0004 £ 0,0008 0,917

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Mayonnaise- vs. Puddingkollektiv)
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A222 Studienphase Il

A2221 Kurzzeitkinetik

Tabelle A 23: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Kurzzeitki

netik der Studienphase I, n=5

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

Parameter Frischkase Mayonnaise p*

a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 26+1,3 14+27 0,390
a-Tocopherol zu tg [umol/I] 50+23 44+19 0,666
a-Tocopherol zu tg [umol/I] 56+3,0 31+1.1 0,120
a-Tocopherol zu ty, [umol/l] 45+17 34+13 0,275
a-Tocopherol zu ty4 [pmol/I] 3,8+2,0 45+1,0 0,503
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] 0,0007 +£0,0005  0,0003 £ 0,0005 0,246
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0013 £ 0,0008 0,0011 £ 0,0005 0,592
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0015 £ 0,0013 0,0007 £ 0,0003 0,215
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0011 +0,0004  0,0009 + 0,0003 0,233
a-Tocopherol/TC zu ty [umol/l] 0,0010 £ 0,0003 0,0008 £ 0,0002 0,463
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] -0,0001 + 0,0003 -0,0001 £ 0,0002 0,885
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0006 + 00,0003  0,0004 + 0,0002 0,442
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0013+0,0011  0,0007 £ 0,0003 0,271
a-Tocopherol/TC+TG zu t;, [umol/l] 0,0007 £ 0,0004 0,0004 £ 0,0003 0,174
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0008 £ 0,0004 0,0006 £ 0,0002 0,428

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)
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A2222 Langzeitkinetik

Tabelle A 24: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Frischkase- und Mayonnaisekollektivs der Langzeitki

netik der Studienphase I, n=9

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

Parameter Frischkase Mayonnaise p*

a-Tocopherol zu t; [umol/I] 7,4+39 8,0+4,7 0,744
a-Tocopherol zu t, [umol/I] 6,7+4,3 47+2,8 0,278
a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 3,7+6,6 44+26 0,781
a-Tocopherol zu t, [umol/I] 5,7+6,6 3,3+3,0 0,331
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] 0,0026 +0,0008  0,0017 £ 0,0007 0,014
a-Tocopherol/TC zu t, [umol/l] 0,0021 £+ 0,0008 0,0011 £ 0,0009 0,025
a-Tocopherol/TC zu tz [umol/l] 0,0016 £ 0,0014 0,0007 £ 0,0007 0,120
a-Tocopherol/TC zu t4 [umol/l] 0,0017 +£0,00112  0,0008 + 0,0009 0,075
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] 0,0015 + 0,0007 0,001 + 0,0005 0,097
a-Tocopherol/TC+TG zu t, [umol/l] 0,0011 £+ 0,0006 0,0006 £ 0,0004 0,092
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] 0,0007 £ 0,0008 0,0004 £ 0,0008 0,537
a-Tocopherol/TC+TG zu t4 [umol/l] 0,0013 +£0,0009  0,0002 £ 0,0004 0,010

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Frischkése- vs. Mayonnaisekollektiv)



Anhang 248

A223 Studienphase Il

Tabelle A 25: Biokinetischen Parameter (Differenz z  um Nichternwert, mittlerer Rang) des
Kollektivs Frischkdse kleine PartikelgrofRe, Frischk ase normale und Frischkase grolie

PartikelgréRe der Studienphase lll, n=7

Parameter kleine normale grol3e p*
Partikel Partikel Partikel

a-Tocopherol zu t; 12,6 8,1 12,3 0,326
a-Tocopherol zu ty5 11,9 7.9 13,1 0,257
a-Tocopherol zu tg 11,6 9,0 12,4 0,565
a-Tocopherol zu t75 11,3 10,3 11,4 0,932
a-Tocopherol zu tg 11,7 8,4 12,9 0,381
a-Tocopherol zu t;, 9,6 8,5 14,9 0,124
a-Tocopherol zu ty, 12,3 9,1 11,6 0,590
a-Tocopherol/TC zu t3 13,6 6,6 12,8 0,071
a-Tocopherol/TC zu ty5 12,0 8,9 12,1 0,528
a-Tocopherol/TC zu tg 10,9 8,9 13,3 0,406
a-Tocopherol/TC zu t; 5 10,9 11,7 10,4 0,924
a-Tocopherol/TC zu tg 13,3 8,3 11,4 0,307
a-Tocopherol/TC zu ty, 7.4 10,2 15,4 0,051
a-Tocopherol/TC zu ty, 11,8 8,1 13,1 0,297
a-Tocopherol/TC+TG zu t3 12,9 10,1 9,9 0,595
a-Tocopherol/TC+TG zu t5 11,7 10,1 11,1 0,888
a-Tocopherol/TC+TG zu tg 10,1 9,8 13,1 0,548
a-Tocopherol/TC+TG zu t; 5 10,9 13,6 8,6 0,317
a-Tocopherol/TC+TG zu tg 11,8 10,9 10,4 0,908
a-Tocopherol/ TC+TG zu t, 9,5 10,3 13,2 0,493
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, 12,2 9,3 11,5 0,650

* H-Test nach Kruskal und Wallis fur unabhangige St  ichproben (Kollektiv Frischkése kleine

Partikel, Kollektiv Frischkase normale Partikel, Ko llektiv Frischkase groRe Partikel)
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Tabelle A 26: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Kollektivs Frischkase kleine PartikelgréRe und  Fri

Studienphase lll, n=7

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

schkase normale PartikelgréRe der

Parameter

kleine Partikel

normale Partikel

p*

a-Tocopherol zu t; [umol/l]
a-Tocopherol zu ty5 [Lmol/I]
a-Tocopherol zu tg [umol/I]
a-Tocopherol zu t; 5 [umol/l]
a-Tocopherol zu tg [umol/I]
a-Tocopherol zu ty; [umol/l]
a-Tocopherol zu ty4 [umol/l]

49+26
55+3,6
52+39
49+40
53+24
3,6+3,3
42+1,8

3,0+23
35+20
3,8+2,6
4,1+29
3,8+23
3,2+2]7
34+29

0,160
0,229
0,446
0,693
0,272
0,780
0,545

a-Tocopherol/TC zu t3 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu t, 5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu t; 5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu ty4 [umol/l]

0,0011 + 0,0005
0,0012 +0,0009
0,0010 = 0,0006
0,0010 * 0,0006
0,0009 + 0,0002
0,0005 + 0,0004
0,0008 + 0,0003

0,0006 * 0,0002
0,0007 = 0,0002
0,0008 + 0,0003
0,0009 + 0,0003
0,0007 = 0,0003
0,0006 + 0,0005
0,0006 * 0,0004

0,036
0,171
0,511
0,775
0,191
0,563
0,208

a-Tocopherol/TC+TG zu t3 [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ty5 [mol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu t;5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/ TC+TG zu ti, [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ty4 [umol/l]

0,0002 + 0,0004
0,0004 + 0,0003
0,0002 + 0,0003
0,0007 * 0,0006
0,0009 * 0,0005
0,0001 + 0,0005
0,0006 + 0,0003

0,0001 + 0,0002
0,0003 + 0,0001
0,0002 + 0,0002
0,0007 +0,0002
0,0007 +0,0001
0,0001 + 0,0004
0,0005 * 0,0002

0,330
0,450
0,826
0,898
0,406
0,882
0,381

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine Partikel vs. Kollektiv Frischkase

normale Partikel)
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Tabelle A 27: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Kollektivs Frischkase normale PartikelgrofRe und Fri

Studienphase lll, n=7

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

schkase groRe PartikelgrofRe der

Parameter

normale Partikel

grol3e Partikel

p*

a-Tocopherol zu t; [umol/l]
a-Tocopherol zu ty5 [Lmol/I]
a-Tocopherol zu tg [umol/I]
a-Tocopherol zu t; 5 [umol/l]
a-Tocopherol zu tg [umol/I]
a-Tocopherol zu ty; [umol/l]
a-Tocopherol zu ty4 [umol/l]

3,0+23
35+20
3,8+2,6
41+29
3,8+23
3,2+27
34+29

4,8 +3,3
58+25
55+20
45+2.8
58+3,1
59+3,0
4,4+23

0,240
0,082
0,197
0,817
0,209
0,102
0,471

a-Tocopherol/TC zu t3 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu t, 5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu t; 5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu ty4 [umol/l]

0,0006 * 0,0002
0,0007 = 0,0002
0,0008 + 0,0003
0,0009 + 0,0003
0,0007 +0,0003
0,0006 * 0,0005
0,0006 * 0,0004

0,0010 * 0,0005
0,0010 = 0,0004
0,0011 +0,0004
0,0009 * 0,0004
0,0009 + 0,0004
0,0009 + 0,0004
0,0009 + 0,0003

0,064
0,102
0,120
0,883
0,386
0,151
0,149

a-Tocopherol/TC+TG zu t3 [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ty5 [Lmol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu t;5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ti, [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ty4 [umol/l]

0,0001 * 0,0002
0,0003 + 0,0001
0,0002 + 0,0002
0,0007 = 0,0002
0,0007 +0,0001
0,0001 + 0,0004
0,0005 * 0,0002

0,0001 + 0,0003
0,0004 + 0,0002
0,0004 + 0,0004
0,0005 * 0,0004
0,0007 = 0,0004
0,0004 + 0,0004
0,0006 + 0,0003

0,902
0,766
0,214
0,229
0,922
0,251
0,367

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Frischkase normale Partikel vs. Kollektiv

Frischkase grof3e Partikel)
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Tabelle A 28: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Kollektivs Frischkdse kleine PartikelgréRe und Fris

Studienphase lll, n=7

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

chkase groRe PartikelgroRe der

Parameter

kleine Partikel

grof3e Partikel

p*

a-Tocopherol zu t; [umol/l]
a-Tocopherol zu ty5 [Lmol/I]
a-Tocopherol zu tg [umol/I]
a-Tocopherol zu t; 5 [umol/l]
a-Tocopherol zu tg [umol/I]
a-Tocopherol zu ty; [umol/l]

a-Tocopherol zu ty4 [umol/l]

49+26
55+3,6
52+39
49+40
53+24
3,6+3,3
42+1,8

4,8 +3,3
58+25
55+20
45+2.8
58+3,1
59+3,0
4,4+23

0,952
0,861
0,861
0,833
0,744
0,209
0,835

a-Tocopherol/TC zu t3 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu t, 5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu t; 5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l]
a-Tocopherol/TC zu ty4 [umol/l]

0,0011 + 0,0005
0,0012 +0,0009
0,0010 = 0,0006
0,0010 * 0,0006
0,0009 + 0,0002
0,0005 + 0,0004
0,0008 + 0,0003

0,0010 * 0,0005
0,0010 = 0,0004
0,0011 +0,0004
0,0009 * 0,0004
0,0009 + 0,0004
0,0009 + 0,0004
0,0009 + 0,0003

0,881
0,588
0,644
0,715
0,882
0,037
0,739

a-Tocopherol/TC+TG zu t3 [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ty5 [Lmol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu t;5 [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ti, [umol/l]
a-Tocopherol/TC+TG zu ty4 [umol/l]

0,0002 + 0,0004
0,0004 + 0,0003
0,0002 + 0,0003
0,0007 * 0,0006
0,0009 * 0,0005
0,0001 + 0,0005
0,0006 + 0,0003

0,0001 + 0,0003
0,0004 + 0,0002
0,0004 + 0,0004
0,0005 * 0,0004
0,0007 = 0,0004
0,0004 + 0,0004
0,0006 + 0,0003

0,333
0,621
0,330
0,362
0,432
0,193
1,000

* t-Test fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Frischkase kleine Partikel vs. Kollektiv Frischkase

grol3e Partikel)
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A224 Studienphase IV

Tabelle A 29: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Kollektivs Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion pH-Wer

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des
t 4,5 der Studienphase IV, n=8

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 4,5 p*

a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 1,2+19 24+21 0,241
a-Tocopherol zu t4 5 [umol/l] 15+28 2, 7+27 0,393
a-Tocopherol zu ts [umol/I] 21+22 23117 0,818
a-Tocopherol zu t; 5 [umol/I] 42+29 41+19 0,925
a-Tocopherol zu ty [umol/I] 2,8+34 3,9+0,9 0,416
a-Tocopherol zu ty; [pmol/l] 40+1,9 45+1,2 0,519
a-Tocopherol zu ty4 [umol/l] 48+3,5 40+19 0,587
a-Tocopherol/TC zu t; [umol/l] 0,0004 +0,0003  0,0007 £ 0,0006 0,243
a-Tocopherol/TC zu t, 5 [umol/l] 0,0001 +0,0004  0,0007 £ 0,0005 0,040
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0004 £ 0,0004 0,0008 £ 0,0005 0,094
a-Tocopherol/TC zu t; 5 [umol/l] 0,0009 £ 0,0006 0,0010 £ 0,0004 0,669
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0006 + 00,0007  0,0008 + 0,0003 0,441
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0008 +0,0006  0,0010 £ 0,0003 0,447
a-Tocopherol/TC zu ty [umol/l] 0,0010 £ 0,0007 0,0007 £ 0,0002 0,398
a-Tocopherol/TC+TG zu t3 [umol/l] -0,0001 £ 0,0004 -0,0001 +0,0003 0,762
a-Tocopherol/TC+TG zu ty5 [pmol/l] -0,0002 £ 0,0003  0,0001 + 0,0002 0,031
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] -0,0003 + 0,0002  0,0001 +0,0004 0,023
a-Tocopherol/TC+TG zu t;5 [umol/l] 0,0006 £ 0,0006 0,0008 £ 0,0004 0,612
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0005 +0,0007  0,0008 + 0,0003 0,375
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0003 +0,0005  0,0004 £ 0,0002 0,679
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0007 £ 0,0006 0,0006 £ 0,0003 0,464

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion pH-Wert 4,5)



Anhang

253

Tabelle A 30: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Kollektivs Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 und Emul

Studienphase 1V, n=8

m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

sion getrocknet pH-Wert 4,5 der

Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 4,5 p*
getrocknet getrocknet

a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 0,7+3,0 1,7+29 0,524
a-Tocopherol zu ty5 [Lmol/l] 1,4+£3,0 3,5+£3,5 0,215
a-Tocopherol zu tg [umol/I] 3,6+3,8 16+23 0,225
a-Tocopherol zu t; 5 [umol/I] 40+4,2 24+3,1 0,401
a-Tocopherol zu tg [umol/I] 2,6+3,7 04+14 0,143
a-Tocopherol zu ty; [pmol/I] 42+2,1 0,4+1,9 0,002
a-Tocopherol zu ty4 [pmol/I] 3,4+3,2 1,1+3,1 0,168
a-Tocopherol/TC zu tz [umol/l] 0,0002 £ 0,0006 0,0004 £ 0,0005 0,467
a-Tocopherol/TC zu t, 5 [umol/l] 0,0002 £ 0,0006 0,0006 £ 0,0005 0,207
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0008 +0,0006  0,0004 + 0,0003 0,176
a-Tocopherol/TC zu t; 5 [umol/l] 0,0009 £ 0,0006 0,0005 £ 0,0005 0,142
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0005 £ 0,0005 0,0001 £ 0,0004 0,082
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0008 +0,0003  0,0001 £ 0,0005 0,005
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0006 +0,0004  0,0002 £ 0,0005 0,061
a-Tocopherol/TC+TG zu t3 [umol/l] -0,0004 +0,0004 -0,0003 £ 0,0004 0,860
a-Tocopherol/TC+TG zu ty5 [mol/l] -0,0003 + 0,0005 -0,0001 £+ 0,0003 0,303
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] -0,0002 £ 0,0004 -0,0004 +0,0003 0,272
a-Tocopherol/TC+TG zu t; 5 [umol/l] 0,0004 £ 0,0006 0,0003 £ 0,0004 0,526
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0004 £0,0004  -0,0001 +0,0004 0,102
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0002 + 00,0002  -0,0005 + 0,0004 0,003
a-Tocopherol/TC+TG zu ty4 [umol/l] 0,0004 +0,0004  0,0001 £ 0,0004 0,074

* t-Test fur unabhéangige Stichproben (Kollektiv getrocknet Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion

getrocknet pH-Wert 4,5)
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Tabelle A 31: Biokinetische Parameter (Differenz zu m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

Kollektivs Emulsion pH-Wert 6,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 6,5 der Studienphase 1V,

n=8
Parameter pH-Wert 6,5 pH-Wert 6,5 p*
getrocknet

a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 1,2+1,9 0,7+3,0 0,711
a-Tocopherol zu ty5 [Lmol/l] 15+28 1,4+3,0 0,984
a-Tocopherol zu tg [umol/I] 21272 3,6+3,8 0,341
a-Tocopherol zu t; 5 [umol/I] 42+29 40+4,2 0,912
a-Tocopherol zu tg [umol/I] 28134 2,6+3,7 0,910
a-Tocopherol zu ty; [pmol/I] 40+1,9 42+2,1 0,841
a-Tocopherol zu ty4 [pmol/I] 48+3,5 34+3,2 0,413
a-Tocopherol/TC zu tz [umol/l] 0,0004 £ 0,0003 0,0002 £ 0,0006 0,480
a-Tocopherol/TC zu t, 5 [umol/l] 0,0001 £ 0,0004 0,0002 £ 0,0006 0,688
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0004 +0,0004  0,0008 + 0,0006 0,208
a-Tocopherol/TC zu t; 5 [umol/l] 0,0009 £ 0,0006 0,0009 £ 0,0006 0,864
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0006 £ 0,0007 0,0005 £ 0,0005 0,786
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0008 +0,0006  0,0008 + 0,0003 0,878
a-Tocopherol/TC zu ty4 [umol/l] 0,0010 +0,0007  0,0006 £ 0,0004 0,257
a-Tocopherol/TC+TG zu t3 [umol/l] -0,0001 +0,0004 -0,0004 £ 0,0004 0,254
a-Tocopherol/TC+TG zu ty5 [mol/l] -0,0002 + 0,0003 -0,0003 £ 0,0005 0,654
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] -0,0003 £0,0002 -0,0002 £0,0004 0,722
a-Tocopherol/TC+TG zu t; 5 [umol/l] 0,0006 £ 0,0006 0,0004 £ 0,0006 0,464
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0005 £ 0,0007 0,0004 £ 0,0004 0,573
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0003 +0,0005  0,0002 + 0,0002 0,639
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0007 +0,0006  0,0004 + 0,0004 0,193

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5 vs. Emulsion getrocknet pH-

Wert 6,5)
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Tabelle A 32: Biokinetische Parameter (Differenz zu m Nuichternwert, Mittelwert + SD) des

Kollektivs Emulsion pH-Wert 4,5 und Emulsion getroc knet pH-Wert 4,5 der Studienphase 1V,

n=8
Parameter pH-Wert 4,5 pH-Wert 4,5 p*
getrocknet
a-Tocopherol zu t3 [umol/I] 24+21 1,7+29 0,579
a-Tocopherol zu ty5 [Lmol/l] 2,7+27 3,5+£3,5 0,588
a-Tocopherol zu tg [umol/I] 23+17 16+23 0,504
a-Tocopherol zu t; 5 [umol/I] 41+19 24+3,1 0,211
a-Tocopherol zu tg [umol/l] 3,9+0,9 04+14 <0,001
a-Tocopherol zu t;; [umol/l] 45+1,2 04+£19 <0,001
a-Tocopherol zu ty4 [pmol/I] 40+19 1,1+31 0,038
a-Tocopherol/TC zu tz [umol/l] 0,0007 £ 0,0006 0,0004 £ 0,0005 0,330
a-Tocopherol/TC zu t, 5 [umol/l] 0,0007 £ 0,0005 0,0006 £ 0,0005 0,771
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0008 + 00,0005  0,0004 + 0,0003 0,062
a-Tocopherol/TC zu t; 5 [umol/l] 0,0010 £ 0,0004 0,0005 £ 0,0005 0,062
a-Tocopherol/TC zu tg [umol/l] 0,0008 £ 0,0003 0,0001 £ 0,0004 0,001
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0010 +£0,0003  0,0001 £ 0,0005 0,001
a-Tocopherol/TC zu ty, [umol/l] 0,0007 +£0,0002  0,0002 £ 0,0005 0,011
a-Tocopherol/TC+TG zu t; [umol/l] -0,0001 +0,0003 -0,0003 £ 0,0004 0,172
a-Tocopherol/TC+TG zu ty5 [mol/l] 0,0001 £0,0002 -0,0001 +0,0003 0,112
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0001 +0,0004  -0,0004 +0,0003 0,006
a-Tocopherol/TC+TG zu t; 5 [umol/I] 0,0008 £ 0,0004 0,0003 £ 0,0004 0,027
a-Tocopherol/TC+TG zu tg [umol/l] 0,0008 £0,0003  -0,0001 +0,0004 0,001
a-Tocopherol/TC+TG zu t;, [umol/l] 0,0004 +£0,0002 -0,0005 + 0,0004 0,001
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, [umol/l] 0,0006 * 0,0003 0,0001 + 0,0004 0,005

* t-Test fur unabhéngige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 4,5 vs. Emulsion getrocknet pH-

Wert 4,5)
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Tabelle A 33: Biokinetische Parameter (Differenz zu

Kollektivs Emulsion kleine Partikelgrofie,

Studienphase 1V, n=8

normale

m Ndichternwert, mittlerer Rang) des

u nd grolRe PartikelgroRe der

Parameter pH-Wert pH-Wert pH-Wert6,5 pH-Wert4,5 p*
6,5 4.5 getrocknet getrocknet

a-Tocopherol zu t; 16,3 19,6 13,8 16,3 0,669
a-Tocopherol zu ty5 14,3 18,4 13,7 19,6 0,491
a-Tocopherol zu tg 16,1 16,4 20,3 13,2 0,505
a-Tocopherol zu t; 5 17,8 18,9 16,1 13,2 0,634
a-Tocopherol zu tg 17,5 22,0 17,1 9,4 0,057
a-Tocopherol zu t;; 18,9 22,3 19,3 5,6 0,002
a-Tocopherol zu ty, 19,5 19,4 17,6 9,6 0,109
a-Tocopherol/TC zu t3 16,6 20,1 12,8 16,6 0,491
a-Tocopherol/TC zu ty5 11,8 21,3 13,4 19,6 0,120
a-Tocopherol/TC zu tg 13,4 19,9 20,6 12,1 0,155
a-Tocopherol/TC zu t; 5 16,1 19,6 18,0 12,3 0,435
a-Tocopherol/TC zu tg 17,6 22,7 17,0 8,7 0,026
a-Tocopherol/TC zu ty, 15,4 23,3 19,9 7,4 0,005
a-Tocopherol/TC zu ty, 20,2 18,9 18,1 8,1 0,059
a-Tocopherol/TC+TG zu t3 19,0 19,7 13,3 14,0 0,388
a-Tocopherol/TC+TG zu t5 13,1 23,0 13,3 16,6 0,115
a-Tocopherol/TC+TG zu tg 15,0 24,1 15,9 11,0 0,037
a-Tocopherol/TC+TG zu t; 5 17,6 21,5 15,4 11,4 0,183
a-Tocopherol/TC+TG zu tg 17,9 22,9 16,1 9,1 0,028
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, 18,3 23,9 17,9 5,9 0,001
a-Tocopherol/TC+TG zu ty, 21,0 20,4 15,8 8,8 0,032

* H-Test nach Kruskal und Wallis fir unabhangige Stichproben (Kollektiv Emulsion pH-Wert 6,5,
Emulsion pH-Wert 4,5, Emulsion getrocknet pH-Wert 6,5 und Emulsion getrocknet pH-Wert 4,5)
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