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| Abstract

Abstract

Hydrocolloids are widely used in the daily life, especially in the food industry to im-
prove the quality and texture of different food products. Mainly, they are used as thick-
ening and gelling agents. Hydrocolloids consist of long chain polymers (polysaccha-
rides and proteins) and form viscous dispersions and/or gels by dispersing in water. Due
to their thickening, gelling and stabilizing abilities these water-soluble polysaccharides
have an extensive application as food additives. In this study Agarose, a typical gelling
agent, is examined and combined with the thickening agents Natriumalginate and Xan-
than. Furthermore, the impact of two disaccharides, Sucrose and Trehalose, is studied. It
is demonstrated, that hydrogels, consisting of an Agarose network, is modified by add-
ing alginate or xanthan and by a controlled mixture with sugars. Material properties,
like viscoelasticity, texture, water holding capacity, gelling temperature and thermal
stability, are adapted and their range of application therefor enormously enlarged. Ac-
cording to shear-depending viscosity measurements and strain-depending oscillation
experiments, thickeners and sweeteners showed an obvious change in the viscoelastic
properties of the hydrogels. Alginate and Xanthan showed a considerable difference in
influencing the viscoelastic character of the Agarose gels. Thus a model to describe the
network building of Agarose in a mixture with alginate respectively xanthan are devel-
oped. Different drying experiments allowed the examination of the water holding be-
havior and showed a consistent increase of the water holding capacity with increasing
sugar concentration. Thermal properties, like stability, gelling and melting temperature,
could be investigated by temperature depending oscillation measurements and DSC
experiments. The composite Agarose-Alginate exhibits a more distinctive stability than
Agarose-Xanthan and offers an opposite behavior by adding sugar. The melting point of
the pure Agarose gel decreases with increasing sugar concentration. The gelling points
of the Agarose and the binary systems increase with increasing temperature. CLSM and
SEM pictures enable conclusions with respect of network building of Agarose in com-
posite with Alginate respectively Xanthan and the determination of representative struc-
tures of the individual hydrocolloids.
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Zusammenfassung

Hydrokolloide finden im taglichen Leben eine grolie praktische Anwendung, besonders
in der Lebensmittelindustrie um Qualitdtsmerkmale und Texturen verschiedenster Nah-
rungsmittel zu verbessern. Hauptséchlich werden sie dabei als Verdickungs- und Gelie-
rungsmittel eingesetzt. Hydrokolloide bestehen im Allgemeinen aus langkettigen Poly-
meren (Polysaccharide, Proteine) und konnen beim Dispergieren in Wasser viskose
Dispersionen und/oder Gele ausbilden. Diese wasserloslichen Polysaccharide haben auf
Grund ihrer verdickenden, gelierenden und stabilisierenden Féhigkeit eine grofRe und
weitreichende Anwendung als Zusatzstoffe in Lebensmitteln. Im Rahmen dieser Arbeit
wird Agarose als typisches Geliermittel untersucht und mit den Verdickungsmitteln
Natriumalginat und Xanthan versetzt. Zudem wird in allen Systemen der Einfluss der
Disaccharide Saccharose und Trehalose analysiert. In dieser Studie wird gezeigt, dass
Hydrogele aus einem Agarosenetzwerk durch den Zusatz der Verdickungsmittel Alginat
oder Xanthan, sowie durch kontrollierte Zuckerzusatze entsprechend ihren Anforde-
rungsbedingungen modifiziert werden kénnen. Materialspezifische Eigenschaften, wie
Viskoelastizitat, Textur, Wasserbindungsverhalten, Gelbildungstemperatur oder Hitze-
stabilitdt kdnnen so angepasst und ihr Anwendungsbereich enorm vergrof3ert werden.
Die Untersuchung der Rheologie durch scherratenabhangige Viskositatsmessungen und
deformationsabhéngige Oszillationsmessungen zeigt eine deutliche Veranderung der
viskoelastischen Eigenschaften der Agarosegele durch den Zusatz der Verdickungs- und
SuRungsmittel. Bei der Beeinflussung des viskoelastischen Charakters der Agarosegele
durch Alginat bzw. Xanthan kdnnen deutliche Differenzen beobachtet werden und die
Aufstellung eines Modells tber die Netzwerkbildung in den Mischungen wird ermdg-
licht. Auch das Wasserbindungsverhalten wird durch systematische Trocknungsexperi-
mente untersucht und zeigt mit wachsender Zuckerkonzentration eine stetige Zunahme
des Wasserbindungsvermdgens. Die thermischen Eigenschaften, wie Hitzestabilitat,
Gelierungs- und Schmelztemperatur, werden durch temperaturabhangige Oszillations-
messungen und DSC-Messungen gepruft. Die Mischungen Agarose-Alginat besitzen
eine ausgepragtere Hitzestabilitat als Agarose-Xanthan und zeigen ein gegenlaufiges
Verhalten bei der Zugabe von Zucker. Der Schmelzpunkt nimmt mit wachsender Zu-
ckerkonzentration in dem reinem Agarosegel ab; die Gelierungstemperatur nimmt im
Rein- sowie Mischsystem mit wachsender Zuckerkonzentration zu. CLSM- und REM-
Aufnahmen erlauben Rickschliisse auf die Netzwerkbildung der Agarose in den Mi-
schungen mit Alginat bzw. Xanthan und helfen bei der Aufklarung reprasentativer
Strukturmerkmale der verschiedenen Hydrokolloide.
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1  Einleitung

Im téglichen Leben werden Hydrokolloide in den unterschiedlichsten Anwendungsbe-
reichen eingesetzt und finden besonders in der Pharmazie und Lebensmittelindustrie
Verwendung. Dabei werden sie hauptséchlich als Zusatzstoffe um verdickende und ge-
lierende Eigenschaften zu fordern, bei gemischt. Als Verdickungsmittel werden Hydro-
kolloide beispielsweise Suppen, Saucen, Salatdressings oder Getrdnken zugesetzt; als
Gelierungsmittel finden sie Anwendung in Marmeladen, Gelees, Fruchtgummis oder
zuckerfreien und kalorienarmen Lebensmitteln. Hydrokolloide bestehen aus langketti-
gen Polymeren (Polysaccharide, Proteine) und konnen beim Dispergieren in Wasser
viskose Dispersionen und/oder Gele ausbilden. Der Grund fir das ausgedehnte Anwen-
dungsspektrum der Hydrokolloide in der Lebensmittelindustrie liegt in ihrer Fahigkeit
die Rheologie und Textur vieler Nahrungsmittel zu modifizieren. Die gezielte und steu-
erbare Beeinflussung der Textur und/oder der Viskositat hilft bei der Verbesserung der
sensorischen Eigenschaften, besonders bei der Optimierung des Mundgefihls. Auf-
grund dieser wichtigen Rolle beim Anpassen vieler Eigenschaften von Lebensmitteln,
wurden bereits zahlreiche wissenschaftliche Studien uber die Optimierung der Hydro-
kolloidanwendung in verschiedensten Systemen durchgefiihrt. Typische Hydrokolloide,
die eine Anwendung als Verdickungsmittel besitzen, sind Stérke, Xanthan, Guarkern-
mehl, Johannisbrotkernmehl oder Cellulosederivate; typische Gelierungsmittel sind
Alginat, Pektin, Karrageen, Gelatine, Gellan oder Agar.

In dieser Arbeit wurde Agarose, der gelierende Bestandteil des Agars und aus einer Ro-
talgenform gewonnen, als typisches Gelierungsmittel studiert. Natriumalginat, gewon-
nen aus einer Braunalge, wurde hier als typisches Verdickungsmittel eingesetzt und
Xanthan, durch bakterielle Fermentation aus Stdrke gewonnen, als stark thixotropes
Verdickungsmittel. Agarose zeichnet sich durch die Bildung eines dreidimensionalen
Netzwerks beim Abkihlen einer wéssrigen Losung aus. Alginat stellt ein hochmoleku-
lares flexibles Polymer dar und liegt als Natriumsalz der Alginsdure vor. Xanthan ist ein
negativ geladenes, ebenfalls hochmolekulares Polymer aus steifen und stdbchenférmi-
gen Molekiilen. Die Kombination beider Hydrokolloide verspricht daher eine Vielzahl
von Mdglichkeiten, vor allem wegen der gegensatzlichen physikalischen Struktur (fle-
xibel, steif) und den Wechselwirkungen (polar, geladen).

Agarose stellt in der heutigen Zeit eine vegetarische Alternative zu der in der Regel
verwendeten Gelatine dar. Die Agarosegele sind hitzestabiler, elastischer, zeigen jedoch
starke Trubungen und sind stark synéreseanféllig. Durch den Zusatz anderer Hydrokol-
loide kdnnen die viskoelastischen Eigenschaften, sowie die Textur und das Mundgefihl
der Agarosegele sensorisch positiv verandert werden. Auch der Zusatz von niedermole-
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kularen Co-Soluten, wie Saccharide, beeinflusst nicht nur die SuRRe der Gele, sondern
auch deren physikalische Eigenschaften. Nicht-gelierende Hydrokolloide, wie Xanthan
oder Guarkernmehl, werden schon oft in der Lebensmittelindustrie mit gelierenden
Hydrokolloiden, wie Karrageene oder Agar, um bessere Eigenschaften zu gewinnen,
kombiniert.

Um das Gelverhalten von Agarose zu studieren werden in dieser Arbeit Mischungen mit
Xanthan und Alginat primér Uber rheologische Messungen untersucht. Eine rheologi-
sche Charakterisierung von Hydrokolloidsystemen ist sehr hilfreich um strukturelle
Merkmale und somit sensorische Eigenschaften und die damit verbundene Verbrau-
cherakzeptanz zu erforschen. Dartiber hinaus wird das Wasserbindungsvermégen der
Hydrokolloidsysteme durch ein definiertes Trocknen, Netzwerkstrukturen durch konfo-
kale Mikroskopie und Rasterelektronenmikroskopie, sowie thermische Eigenschaften
durch kalorimetrische Messmethoden analysiert. Dabei werden mdgliche Modellvor-
stellungen uber die Gelbildung der Agarose, in Verbindung mit einem Hydrokolloid aus
flexiblen Polymerketten und mit einem Hydrokolloid aus starren stabchenférmigen Po-
lymerketten, gewonnen. Zudem wird in allen Systemen der Einfluss von Zucker, Sac-
charose und Trehalose, auf die physikalischen Eigenschaften untersucht. In vielen Le-
bensmitteln, wie in SiBwaren, Backwaren oder Confiserieprodukten, liegen oft sehr
hohe Zuckerkonzentrationen vor und kénnen Veranderungen in der Physik der zuge-
setzten Hydrokolloide verursachen. Es wird gezeigt, dass schon bei kleineren Zucker-
konzentrationen Veranderungen in den Messergebnissen zu sehen sind und daraus még-
liche Riickschlisse auf das Eingreifen der Zuckermolekile in die Struktur der Hydro-
kolloidsysteme gemacht werden kdnnen.
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2  Theoretischer Hintergrund

In dem folgenden Einfuihrungskapitel werden zundchst der theoretische Hintergrund
dieser Diplomarbeit dargestellt und schon zum Teil wichtige Ergebnisse auf diesem
Forschungsgebiet prasentiert.

2.1 Hydrokolloide als Gelierungs- und Verdickungsmittel

Hydrokolloide haben eine groRe Anwendung in der Lebensmittelindustrie unter ande-
rem zur Verbesserung der Materialeigenschaften und der Haltbarkeitsdauer. Unter Hyd-
rokolloiden kann man eine heterogene Gruppe aus langen Polymerketten, Polysacchari-
den und Proteinen verstehen, die es zur Eigenschaft haben viskose Dispersionen
und/oder Gele zu bilden, sobald sie in Wasser dispergiert werden (SAHA &
BHATTACHARYA, 2010). Durch ihre groRe Anzahl an Hydroxylgruppen haben diese
Hydrokolloide eine grolRe Affinitdt Wassermolekile zu binden. Neben diesem hydro-
philen Charakter weisen sie jedoch durch ihre —CH Gruppen auch geringfugig hydro-
phobe Eigenschaften auf (RINAUDO, 2008). Der Ausdruck ,,Hydrokolloid* entstammt
somit der Fahigkeit durch hydrophile Eigenschaften eine wassrige Dispersion zu bilden,
die eine Verbindung aus Lésung und Suspension darstellt.

Diese wasserldslichen Polysaccharide haben auf Grund ihrer verdickenden, gelierenden,
stabilisierenden und emulgierenden Eigenschaften eine grofie und weitreichende An-
wendung in der Lebensmittelindustrie. Die Hauptanwendung der Hydrokolloide ist je-
doch die der Verdickungs- und Gelierungsmittel in der Lebensmittelindustrie. Obwohl
alle Hydrokolloide verdicken und wassrigen Dispersionen eine gewisse Viskositét ver-
leihen, haben nur wenige Biopolymere auch noch die Fahigkeit Gele zu bilden. Diese
Gelbildung basiert auf der Verbindung bzw. Vernetzung der Polymerketten zu dreidi-
mensionalen Netzwerken (SAHA & BHATTACHARYA, 2010).

2.1.1 Verdickungsmittel

Hydrokolloide wie Starke, Xanthan, Guarkernmehl oder Carboxymethyl Cellulose fin-
den hauptséchlich Anwendung als Verdickungsmittel. Der Verdickungseffekt ist stark
von dem verwendeten Hydrokolloid, der Konzentration, dem pH-Wert und der Tempe-
ratur abhangig. Die verdickende Wirkung beruht auf der Eigenschaft von ungeordneten
Polymerketten Uber nicht-spezifische Verschlaufungen miteinander Wechsel zu wirken
(WHISTLER, 1993). In verdinnten Dispersionen kdnnen sich die einzelnen Polysaccha-
ridmolekdile frei bewegen und beeinflussen sich nicht gegenseitig. Erhoht sich nun die
Konzentration der Hydrokolloide treten die Molekile immer weiter in Kontakt und die
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Bewegung der Molekule wird immer weiter beschrankt. Die langen Polymerketten lie-
gen nicht mehr frei in der Dispersion vor, sondern verhaken sich. Die verdickte Disper-
sion kann also als eine Art Netzwerk aus Verschlaufungen von Polymerketten angese-
hen werden (SAHA & BHATTACHARYA, 2010). Verdickung findet also nur Uber einer
kritischen Konzentration c* (Uberlappungskonzentration) an Hydrokolloid statt. Unter
dieser kritischen Konzentration zeigt die Polymerdispersion newtonsches FlieRverhalten
und dariiber nicht-newtonsches (siehe Kapitel 3.3.1).

In der nachfolgenden Tabelle sind einige Verdickungsmittel, deren Eigenschaften und
Anwendungen in der Lebensmittelindustrie dargestellt:

Tabelle 2.1 Beispiele von Hydrokolloiden als Verdickungsmittel.

Anwendung in der Le-

Hydrokolloid Eigenschaften e .
bensmittelindustrie

Netzwerk aus verhakten stdbchen- .

L ) . ) Salatdressings und Saucen,

formigen Molekilen, in Losung .
Back- und Patisseriepro-

Xanthan hoch negativ geladen, stark scher-
. . . ) dukte, Diatprodukte (Des-
(SWORN, 2009) verdinnend, im weiten Bereich . .
temperatur- und pH-Wert unabhén- ’
i Getranke
g9
Carboxymethyl  synthese durch Umsetzung von Gelees Pasteten  und
Cellulose (CMC)  Cellulose mit Alkalimetallen und ’

Streichkasen, Zuckerwaren

i Chloressigsaure, H-abhéngige
(Belitz, Grosch, & g p gig und Backwaren

Schieberle, 2008)  Loslichkeit und Viskositat

Guarkernmehl Hochviskos, scherverdiinnend, pH-
(Belitz, Grosch, & Wert und temperaturabhangige

Schieberle, 2008)  Viskositat

Salatdressings, Eiscreme,
Ketchup, Fruchtséfte

Konjak Glu-

comannan Hochviskose Dispersionen, Gelie- Hartweizenprodukte, Tofu,

rung mit monovalenten Kationen Dessertgelees
(THOMAS, 1997)

2.1.2 Gele und Gelierungsmittel

Ein Gel zeichnet sich durch flissige und feste Eigenschaften aus. Die Eigenschaften
einer Flussigkeit resultieren aus der Tatsache, dass es sich bei dem Hauptbestandteil um
Wasser (>80%) handelt; das Verhalten eines Feststoffes basiert auf einem Netzwerk mit



2 Theoretischer Hintergrund 5

begrenztem elastischen Modul (KATSUYOSHI NISHINARI & TAKAHASHI, 2003). Sie be-
stehen aus vernetzten Polymerketten in einem wassrigen Medium. Hydrokolloide bilden
Gele durch die physikalische Anlagerung von Polymerketten durch Wasserstoffbri-
ckenbindungen, hydrophobe Wechselwirkungen oder werden durch Kationen vermittelt.
Man unterscheidet die physikalischen Gele auf Polysaccharid-Basis deutlich von den
chemischen Gelen, bei denen es sich in der Regel um gequollene Netzwerke aus kova-
lent gebundenen Homo- oder Copolymeren handelt (K. NISHINARI, ZHANG, & IKEDA,
2000).

Nachfolgend sind einige Hydrokolloide aufgelistet, die die F&higkeit haben Gele zu
bilden:

Tabelle 2.2 Beispiele von Hydrokolloiden als Gelierungsmittel.

Anwendung in der Le-
Hydrokolloid Eigenschaften . _g )
bensmittelindustrie

Thermoreversibel, nur in ko- Fruchtgummis und Gelees,

Agar chendem Wasser 16slich, Tge = Kuchenglasuren, Diétpro-

(IMESON, 2009)

Alginat

(HELGERUD, GASER@D,
FJEREIDE, ANDERSEN,
& LARSEN, 2009)

k-Karrageen und
-Karrageen

(BLAKEMORE &
HARPELL, 2009)

Gelatine

(STEVENS, 2009)

30-40 °C, Gelierung ab 0,2%,
Tm =80-90°C

Dispersion: Scherverdiinnend,
Gel: Gelierung durch bivalente
Kationen, hitzestabil, Synérese
anfallig

Thermoreversibel, k-Karrageen
bildet mit anderen Polymanno-
sen starke und feste Gele, -
Karrageen bildet weiche und
elastische Gele

Hydrokolloid auf Collagenba-
sis, gute Wasserldslichkeit und
hohe Wasserbindung, Gelie-
rung ab 0,8%, Tqe = 20-29 °C,
Tm=25-35°C

dukte, Suppen und Saucen,
Joghurt und Cremes

Verdickungsmittel in kalten
Dessertcremes und Suppen,

Gelbildner in Tierfutter,
Diatprodukten, Verkapse-
lung

Press- und Dosenfleisch,
Dessertgelees, Glasurmas-
sen

SlRwaren,  Didtprodukte,

Joghurt, Creme und Mous-
se, Fleischemulsionen und —
aspiks

Fur die Gelierung von Hydrokolloiden wurden drei verschiedenen Mechanismen vorge-
stellt (BUREY, BHANDARI, HOWES, & GIDLEY, 2008). Die ionische Gelbildung findet
durch die VerknlUpfung der Polymerketten durch lonen statt. Typischerweise werden
dabei negativ geladenen Polymerketten durch Kationen vernetzt, wie es beim Alginat,
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Karrageen oder Pektin der Fall ist (siehe Kapitel 2.3). Werden Hydrokolloidpulver in
heiRem oder kochendem Wasser zu einer Dispersion geldst, aus der beim Abkihlen ein
festes Gel resultiert, spricht man von einem cold-set Gel. Beispiele hierfiir sind Gelatine
oder Agar (siehe Kapitel 2.2). Zuletzt gibt es noch die sogenannten heat-set Gele, die
zur Gelbildung Wéarme bendtigen. Dieser Mechanismus beruht auf der Entfaltung bzw.
Expansion von nativer Starke oder Proteinen und deren Umordnung zu dreidimensiona-
len Netzwerken. Konjak Glucomannan, Stirke oder Methyl-Cellulose gelieren nach
diesem Mechanismus (SAHA & BHATTACHARYA, 2010).

Die Gelbildung beruht auf der Anlagerung von zuféllig dispergierten Polymersegmen-
ten zu einem dreidimensionalen Netzwerk, welches in seinen Zwischenrdumen das L6-
sungsmittel einschlielt. Die Knotenpunkte (engl. junction zones) kénnen von zwei oder
mehreren Polymerketten gebildet werden und nach und nach wird ein dreidimensionales
Netzwerk aufgebaut. Es gibt verschieden Arten von diesen Verknipfungspunkten in
Hydrokolloidgelen. Zum Beispiel findet man in Karrageen gestapelte Doppel-Helices
oder Trippel-Helices in Gelatine, die zu einer Verknipfungszone aggregieren. In Gelen
aus Alginat und Pektin bilden sich die Verknlpfungszonen durch den Zusatz an biva-
lenten Kationen im sogenannten egg-box-Modell (siehe Kapitel 2.3). (V. J. MORRIS,
2007). Je langer diese Verknlpfungspunkte ausfallen, bzw. je mehr intermolekulare
Bindungen ausgebildet werden, desto stabiler ist das intermolekulare Netzwerk. Der
Hauptteil der dabei wirkenden Krafte wird durch Wasserstoffbriickenbindungen gebil-
det. Die Festigkeit des Gels hangt von der Starke der intermolekularen Bindungen an
den Knotenpunkten ab. Sind die Bindungen schwach, bricht das Gel schon bei geringer
Beanspruchung und man bezeichnet das schwache Gel als thixotrop. Das heif3t bei einer
Scherung besitzen die aufgebrachten Krafte genligend Energie um die meisten Ver-
kniipfungen des Netzwerks wieder aufzubrechen und eine Dispersion mit herabgesetzter
Viskositat resultiert. Wird die Scherung jedoch wieder unterbrochen, kénnen die Poly-
merketten wieder kollidieren und die Verknipfungspunkte und das Gel werden regene-
riert. Besitzen die Verknipfungen jedoch eine hohe Starke, weisen die gebildeten Gele
eine hohe Stabilitdt auf und zerbrechen oder zerreif3en unter zu hoher Beanspruchung
und konnten erst durch Zufuhr von Energie in Form von Hitze zuriickgebildet werden.
(WHISTLER, 1993).

Fur die Gelierung ist die Bildung der Knotenpunkte also essentiell (SAHA &
BHATTACHARYA, 2010). Die mechanischen und thermischen Eigenschaften eines gebil-
deten Gels héngen von der Anzahl der gebildeten Verknupfungen der dort vorhandenen
Molekiile und der Flexibilitat der dazwischen liegenden Segmente ab.

2.1.3 Physikalische Betrachtung der Gelbildung

Aufgrund der groBen Variation in der chemischen Primarstruktur zeigen Polysaccharide
enorme Unterschiede in ihrem Ldsungsverhalten. Die chemische Struktur bestimmt die
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Form der Molekule und deren Verhalten in wéssriger Losung, sowie in der kondensier-
ten festen Phase. Lineare Polymerketten verursachen zum Beispiel eine viel grolere
Viskositatszunahme als verzweigte Polymere (WHISTLER, 1993). Die lésungsverdicken-
de Wirkung von Polysacchariden basiert auf der Wechselwirkung der ungeordneten
Polymerketten via Verschlaufungen; die feste Gelstruktur resultiert jedoch aus perma-
nenten Ketten-Ketten Wechselwirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen, Dipol-
oder ionischen Wechselwirkungen. Bedeutend werden diese Wechselwirkungen durch
den kooperativen Effekt, d.h. einzeln betrachtet handelt es sich bei diesen Wechselwir-
kungen um sehr schwache Krafte, wirken sie jedoch simultan in groRer Zahl kdnnen sie
eine geordnete Polymerstruktur verursachen. Diese kooperative Stabilisierung fordert
die Anlagerung und Wechselwirkung von Segmenten von zwei oder mehreren Poly-
merketten. Die Verknlpfungszonen sind durch Segmente getrennt, die nicht zu einer
geordneten Anlagerung fahig sind. Das Verhéltnis aus geordneten und ungeordneten
Polysaccharidketten bestimmt die Eigenschaften der Hydrokolloidgele.

Die Assoziation der Polymerketten kann auf unterschiedliche Weisen geschehen. In
einer Polymerldsung wirken unterschiedliche Wechselwirkungen, bei denen immer die
Polymer-Polymer-Wechselwirkungen mit denen zwischen Polymer-Solvens konkurrie-
ren. Kommt es entsprechend zu einer Reduktion der Wasseraktivitat in der Losung, ver-
grolRern sich die intermolekularen Wechselwirkungen zwischen den Polymerketten. So
eine Wasserreduktion kann durch die Zugaben von niedermolekularen Molekilen wie
beispielsweise Zucker verursacht werden. Die Zuckermolekile binden die Wassermole-
klle an sich, es bildet sich eine Hydrathulle und die Polymer-Polymer Wechselwirkung
steigt. Liegen geladene Polymerketten in Ldsung vor, kann eine Reduktion der intermo-
lekularen Repulsion, zum Beispiel durch eine pH-Wert Senkung oder den Zusatz von
Elektrolyten, ebenfalls die Wechselwirkung zwischen den Polymerketten steigern.

Man unterscheidet drei verschiedene Wechselwirkungen zwischen Polysaccharid-
Polymerketten (WHISTLER, 1993).

S ——a
S
— | A\

— l—_"_. - I:_‘J_:.!J x'__.,_ X

- __ -

— | —— =
= -
Durchdringung von Schwache Assoziation Intermolekulare tertiire
flexiblen Knaulen von starren Stdbchen Struktur

Abbildung 2.1 Unterschiedliche Polymer-Polymer Wechselwirkungen in Polysaccharid-
Systemen.
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Handelt es sich bei den Polysacchariden um flexible Polymerketten, liegen diese als
willkdrlich verteilte Knéduel in der Ldsung vor, kénnen sich gegenseitig durchdringen
und bilden Verschlaufungen aus. Ungeladene stabchenférmige und starre Polymere
konnen sich parallelisieren und bilden schwache Assoziationen aus. Zusétzlich kénnen
Polymerketten tertidre Strukturen wie Helices oder Bander ausbilden und dartber in-
termolekulare Wechselwirkungen zu benachbarten Polymerketten ausbilden. Solche
Verknotungspunkte aus Aggregaten von ausgedehnten und geordneten Konformationen
konnen zur Gelbildung fiihren. Beispiele sind die Kation vermittelte Gelierung von Al-
ginat oder die Ausbildung von Doppel- oder Dreifach-Helices bei Karrageenen.

In Losung verhalten sich die gelierenden Polysaccharide wie starre Knéuel. Die Steifig-
keit und das eingenommene Volumen in Losung der Polymerknéduel hangen von deren
chemischen Struktur ab. Steigt die Polymerkonzentration in der Lésung fangen die Po-
lymervolumina immer mehr an sich zu lberlagern und die Polymerketten dringen inei-
nander ein und bilden ein dreidimensionales Netzwerk. (V. J. MoRRiIs, 2007). Wahrend
diesem Sol-Gel Ubergang nehmen die willkiirlich verteilten Polymerknauel eine immer
mehr geordnete Konformation ein. Diese geordneten Strukturen kdnnen aggregieren
und bilden ein kontinuierliches Netzwerk, in dessen Zwischenrdumen das Lésungsmit-
tel eingeschlossen wird.

Eine Besonderheit der Hydrokolloidgele zeigt sich beim Erwérmen der zuvor verfestig-
ten Gele. Hat sich beim Abkthlen der Lésung ein Gel gebildet, schmilzt dieses meist
erst bei einer hoheren Temperatur als die des Gelpunkts. Man spricht hier von der ther-
mischen Hysteresis bei der Sol-Gel-Umwandlung (BANERJI & GHOSH, 1930). Die bei
der Gelierung entstandenen geordneten Verknupfungszonen benétigen zum Wiederlo-
sen eine groRere Energie als die, die bei der Aggregation frei wurde. Dementsprechend
findet der Ubergang zum Sol erst bei héheren Temperaturen statt.

Eine weitere wichtige Eigenschaft vieler Hydrogele ist die Fahigkeit zur Synéarese. Da-
runter versteht man die spontane Phasentrennung eines Zweiphasen-Systems, d.h. im
Fall der Hydrogele eine Trennung des Wassers aus der Netzwerkstruktur. Einmal gefes-
tigte Gele koénnen durch Streckung oder Dehnung entlang ihrer Verknupfungszonen
gezogen werden. Dabei rutschen die Molekiile Gbereinander und es resultiert eine Ver-
langerung der Verkniipfungszonen. Dadurch wird das gesamte Netzwerk gestreckt und
der von Wasser ausgefullte Zwischenraum verkleinert sich. Dementsprechend tritt Was-
ser aus und man spricht von Synarese (WHISTLER, 1993). Die dabei zugefiihrte Energie
kann aber auch in Form von Wérme solch einen Wasserverlust verursachen.
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2.2 Agarose

Agar ist ein hydrophiles Kolloid, wird aus der roten Meeresalge vom Typ Rhodophy-
ceae extrahiert und schon seit vielen Jahren in der Lebensmittelindustrie als

Gelierung-, Verdickungs- und
Stabilisierungsmittel  eingesetzt
(IMESON, 2009). Agar besteht aus
zwei  Hauptkomponenten,  der
Agarose, ein neutrales Polymer
und dem Agaropectin, ein anioni-
sches Polymer mit Sulfatgruppen.
Beide Polysaccharide sind poly-
dispers. Als mittlere Molekular-
gewichte (M,,) konnten Werte
zwischen 80.000 und 140.000 Abbildung 2.2 1% w/w Agarosegel, angefarbt mit
g/mol und eine Polydispersitat Hagebuttentee.

kleiner als 1,7 gefunden werden (STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006). Agarose ist
dabei das Hauptgelierungsmittel des Agars und wurde ausschlieBlich in der vorliegen-
den Arbeit betrachtet. Agarose ist unldslich in kaltem Wasser und bildet im siedenden
Wasser eine klare Losung, die beim Abkuhlen ein leicht tribes Gel bildet.

2.2.1 Chemische und physikalische Eigenschaften

Agarose liegt als ein lineares Polymer aus alternierenden (1-3)-verknilpften Agarobio-
seeinheiten von [B-D-Galaktopyranose Uber (1-4)-verknupften 3-6-anhydro-o-L-
Galaktopyranose vor:

HO (OH Q
o)
T © H\\HO
_ OH OH

B —n
—f=3)-p-D-galactopyranan-(1—=4)-3,6-Anhydro- ¢-L-galactopyranosyl-(1—=

Abbildung 2.3 Chemische Struktur der Agarose.

Je nach Extraktion und Quelle der Agarose bzw. des Agars kdnnen die sich wiederho-
lenden Einheiten unterschiedliche Substituenten tragen. Sulfat-, Pyruvat- oder O-
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Methylgruppen unterbrechen dabei die einheitliche Agarosekette (STEPHEN, PHILLIPS, &
WILLIAMS, 2006).

Bei Raumtemperatur ist Agarose unloslich in Wasser und kann erst bei Temperaturen
uber 80 °C dispergiert werden. Die Viskositat von Agarosedispersionen hangt stark von
dem Rohmaterial und den Praparationsmethoden ab. Allgemein ist diese stark von der
Polysaccharidkonzentration abhéngig und ist im Vergleich zu anderen Hydrokolloiden
hier sehr gering. STANLEY begrundet diese Tatsache in Food Polysaccharides and their
application (STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006) mit dem Fehlen an geladenen
Gruppen. Dies resultiere in weniger hydrophilen Molekilen mit flexiblen und wenig
aufgeweiteten Polymerketten, die einen geringen FlieBwiderstand aufweisen. Bei 45 °C
zeigt die Viskositét solcher Dispersionen im pH-Bereich von 4,5 bis 9 keine Verande-
rung und auch ionische Einflisse oder Alterung haben keinen Einfluss. (WHISTLER,
1993).

Agarose Gele zeigen eine auBerordentlich grof3e thermische Hysterese, da der Gelpunkt
sehr weit vom Schmelzpunkt liegt. Agarosegele haben eine Gelierungstemperatur (Tgel)
von 35-40 °C und eine Schmelztemperatur (T,) zwischen 75 und 95 °C und stellen
beide eine Funktion von Konzentration und Molekulargewicht dar. Der Hysterese-
bereich reicht also von 40 bis 60 °C; fiir k-Karrageen und 1-Karrageen liegt der Bereich
gerade mal bei 15-27 °C bzw. bei 2-5 °C (STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006). Die
Festigkeit von Gelen wird gewohnlich als Druckkraft definiert, die das Gel zum Bre-
chen bringt. In Industrial Gums behaupten SELBY und WHISTLER, dass Agarosegele bei
25 °C nach acht Stunden eine Festigkeitszunahme von 1% pro Stunde zeigen, die Fes-
tigkeit weiter ansteigt bis sie nach 15 Stunden vollstdndige Stabilitét erreichen. AuBer-
dem gehen sie von einer mizellaren Struktur in den Gelen aus, die eher energieelasti-
sches Verhalten als entropieelastisches' zeigen. Agarosegele haben eine grolRe Tendenz
zur Synarese und verlieren beim Altern Wasser. Das Ausmal dieses Wasserverlustes
hangt von der Konzentration, Gelfestigkeit und Kompressionsdruck ab (STEPHEN,
PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006).

2.2.2 Mechanismus der Gelbildung

Polysaccharide zeigen oft in ihrer Sekundarstruktur Helices oder Bénder. In tertidren
oder hoheren Strukturen konnen diese zu Arrangements wie Doppelhelices, Helix-
aggregaten oder Bandern angeordnet werden (REeS & WELSH, 1977). Entropisch ist es

! Energieelastisches Verhalten: Polymere, bei denen unter Krafteinwirkung eine Dehnung erfolgt, die bis
zu Werten von 1-2% reversibel ist.
Entropieelastisches Verhalten: Bei Krafteinwirkung erfolgt eine Dehnung, die bis zu sehr hohen Werten
(50-100%) reversibel ist.
Viskoelastisches Verhalten: Polymere, die unter plétzlicher Krafteinwirkung elastisch reagieren und
unter l&ngerer Einwirkung irreversibel verformt werden. (TIEKE, 2012)



2 Theoretischer Hintergrund 11

in allen Polymersystemen giinstiger einen ungeordneten Zustand aus willkarlich verteil-
ten Polymerkndueln einzunehmen. Bevor also eine geordnete Form eingenommen wer-
den kann, muss dieser Entropieverlust Gberwunden werden. In Polysaccharidsystemen
kann dies durch bestimmte Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen, Di-
pol- oder ionische Wechselwirkungen oder Ldsungsvorgange geschehen. Diese kénnen
aber nur kooperativ wirken, d.h. es bendtigt der Anordnung und Wechselwirkung von
zwei oder mehreren Kettensegmenten mit regelméfRig kovalenten Sequenzen (REES &
WELSH, 1977). Diese regelméBigen Sequenzen werden oft durch Regionen mit Ver-
zweigungen oder anderer Monomeranordnung unterbrochen und sind nicht zur Assozia-
tion fahig. Durch diese Unterbrechungen baut sich ein dreidimensionales Netzwerk
bzw. eine Gelstruktur auf, indem einzelne Polymerketten verschiedene Zonen von Ket-
tenassoziationen durchlaufen kénnen.

Abbildung 2.4 Agarosenetzwerk aus geordneten und ungeordneten Regionen. Einzelne Poly-
merketten durchlaufen abwechselnd geordnete und ungeordnete Bereiche im Netzwerk
(ARNOTT, FULMER, SCOTT, DEA, MOORHOUSE, & REES, 1974).

Die Unterbrechungen bestimmen die Dichte und Verteilung der Verknupfungszonen
und dadurch die Hydration und Porenstruktur der Gele (REEs & WELSH, 1977).

ARNOTT ET AL. (ARNOTT, FULMER, SCcOTT, DEA, MOORHOUSE, & REES, 1974) fuhrten
1974 Rontgendiffraktometrie (XRD), optische Rotationsmessungen und Modelsimula-
tionen unter anderem an Agarosegelen durch und konnten so Aufklarungen zu deren
molekularen Struktur gewinnen. Die Agarosegele werden durch eine doppelte Helix-
konformation gebildet, in der die einzelnen Polysaccharidketten eine linksgéngige He-
lixsymmetrie einnehmen.
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Abbildung 2.5 Agarose Doppelhelix, Ansicht senkrecht zur Helixachse (ARNOTT, FULMER,
ScoTT, DEA, MOORHOUSE, & REES, 1974).

In flussiger Phase bei Temperaturen nahe dem Siedepunkt von Wasser, nehmen die
Agarosemolekiile eine willkirliche Knduelkonformation ein und liegen homogen in der
gesamten Losung verteilt vor (LABROPOULOS, NIESZ, DANFORTH, & KEVREKIDIS, 2002).
Um diese entropisch-gunstige Lage auf zu geben sind die einzelnen Polysaccharidketten
gezwungen sich mit anderen Ketten durch Wasserstoffbriickenbindungen zu kombinie-
ren, um diesen Entropieverlust durch einen Gewinn an Enthalpie zu kompensieren.

Al
géﬁ

)) 'H‘L "-.

Abbildung 2.6 Model der molekularen Basis der Gelbildung. Die entropisch glinstigen Poly-
merkné&uel lagern sich durch die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zu Doppel-
helices an (REES & WELSH, 1977).

Wird die Losung nun abgekihlt findet der Prozess des Gelierens statt. In der Gelphase
aggregieren die Doppelhelices zu den Verknlpfungszonen und bilden durch die unge-
ordneten Unterbrechungen ein dreidimensionales Netzwerk.
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Abbildung 2.7 Gelierungsmechanismus der Agarose. Willkirlich verteilte Polymerkn&uel asso-
ziieren beim Abkiihlen zunachst zu Helices, die beim weiteren Abkihlen zu einem Netz-
werk aggregieren (IMESON, 2009).

ARNOTT ET AL. (ARNOTT, FULMER, SCOTT, DEA, MOORHOUSE, & REES, 1974) argumen-
tierten, dass die Zwischenrdume des Netzwerkes grof3 genug seien um Wassermolekiile
einzuschliel3en. Die nach auf’enzeigenden Hydroxylgruppen der Agarobiose-Einheiten
kdnnen mit Wassermolekiilen oder mit benachbarten Helices tiber Wasserstoffbriicken-
bindungen wechselwirken. Es entstehen Aggregate hoherer Ordnung die von
LABROPOULOS ET AL. (LABROPOULOS, NIESZ, DANFORTH, & KEVREKIDIS, 2002) supra-
fibers bezeichnet werden. Unterschiedliche Substituenten in der Primarstruktur kénnen
aus sterischen Grunden die Bildungen der Doppelhelices storen, bilden die Unterbre-
chungen der suprafibers und kdnnen nur als Verschlaufungen der Polymerketten vorlie-
gen.

2.2.3 Anwendungen

Die Hauptanwendung von Agarose bzw. Agar liegt aufgrund der charakteristisch festen
Textur, der hohen Hitzestabilitdt und der groRen Sduretoleranz der Gele in der Lebens-
mittelindustrie.

R. ARMISEN stellte in Thickening and Gelling agents for food (IMESON, 1997) die wich-
tigsten Eigenschaften der Agargele zur Anwendung im Lebensmittelbereich zusammen.
Dazu z&hlt die geringe Konzentration an Agar, die es bendtigt um ein Gel auszubilden;
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die Grenzkonzentration liegt hier bei 0,2%. Des Weiteren sind die grof3e Hysterese zwi-
schen der Gel- und Schmelztemperatur der Gele von grofRem Vorteil, sowie die hohe
Hitzebestandigkeit und Thermoreversibilitat. Fllssigkeiten kénnen so bei 40 °C gehal-
ten werden ohne zu gelieren und feste Produkte kénnen bis auf 80 °C erwéarmt werden
ohne zu schmelzen. Die Bestandigkeit im sauren Milieu ermdglicht den Einsatz von
Agargelen in Frichteprodukten. Diese und viele weitere Eigenschaften, die von
ARMISEN noch weiter ausgefiihrt werden ermdéglichen ein weites Anwendungsspektrum
von Agar in der Lebensmittelindustrie. Beispielsweise wird es in wasserbasierenden
Gelen aller Art genutzt, wie Marmeladen, Gotterspeisen, Aspike aus Fleisch und Fisch
oder kinstlichen Kaviar. In der Konditorei findet es Anwendung in Bonbons, Nougat
oder Fruchtgummis und in Glasuren verschiedenster Backwaren.

2.3 Alginat

Alginate werden aus der Braunalge von Typ Phaeophyceae extrahiert. Produziert wer-
den sie als verschiedenen Salze, wobei das Natriumalginat die groRte industrielle An-
wendung hat und auch in dieser Arbeit ausschlieBlich verwendet wurde.

Na-Alginat ist in kaltem oder heiRem Wasser
l6slich und bildet viskose Losungen. Durch
den Zusatz von Calciumionen konnen Gele
erhalten werden, die hitzebestandig und scher-
irreversibel sind. Aufgrund der guten Wasser-
bindung, der gelierungs-, viskositatserhéhen-
den und stabilisierenden Wirkung haben Algi-
nate eine grofRe industrielle Anwendung. In der
Lebensmittelindustrie stellt Alginat sogar eins
der meist verwendeten Hydrokolloide dar
(IMESON, 1997). Alginate sind hochmolekulare
Polymere mit steifen und flexiblen Sektionen.
Es handelt sich um Salze der Alginséure mit
einem Polymerisationsgrad von 100-3000 und
Molekulargewichte zwischen 20.000 und
600.000 g/mol (IMESON, 1997).

Abbildung 28 1% w/w  Na-
Alginatldsung, angefarbt mit Hage-
buttentee.
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2.3.1 Chemische Eigenschaften

Bei den Alginaten handelt es sich um Salze der Alginséure, die ein Block-Co-Polymer
aus den Monomeren B-D-Mannuronsaure (M) und a-L-Guluronséure (G) bildet. Die
beiden monomeren Einheiten sind tiber eine 1,4-glykosidische Bindung zu linearen Ket-
ten gebunden. Je nach Herkunft und Quelle der Alginsdure variiert die Komposition aus
beiden Monomeren. Es konnte gezeigt werden, dass diese M- und G-Einheiten entweder
in homopolymeren M- (MMMMMM) bzw. G-Blécken (GGGGGG) in der Polymerket-
te vorliegen oder heteropolymere alternierende Blocke (MGMGMG) ausbilden
(IMESON, 1997). Das Verhéltnis aus Mannuronsaure und Guluronsdure, sowie deren
Anordnung in der Kette bestimmen die Gelierungseigenschaften der Alginate. Alginate
mit hohem G-Blockanteil bilden Gele mit groRer Festigkeit, hingegen Alginate mit ho-
hem M-Anteil zeigen eine geringere Festigkeit aber eine bessere Bestandigkeit gegen-
uber Synérese (WHISTLER, 1993).

Abbildung 2.9 Chemische Struktur des Alginats. Oben: Sequenz aus Guluronsauremolekiilen,
Mitte: Block aus Mannuronsauremolekiilen und Unten: alternierende Anordnung von Man-
nuronsdure- und Guluronsduremolekiilen. Je nach Blocktyp bilden sich unterschiedliche
Konformationen aus. In den G-Blockregionen ist das Polymer eher geknickt und steif, in
den M-Blockregionen hat das Polymer eine flexible und bandartige Struktur und in den
MG-Blocken besitzt das Polymer eine mittlere Steitheit. (IMESON, 1997).

Aufgrund der unterschiedlichen geometrischen Anordnungen der Monomere in den
verschiedenen Sequenzen kann ein G-Block eher als geknicktes und steifes Polymer
angesehen werden und ein M-Block eher als flexible Bandstruktur.
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Polyguluronic acid
buckled, ribbon-like.
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Polymannuronic acid
flat, ribbon-like.

Abbildung 2.10 Schematische Darstellung der Konformation von Polymannuronsaure und Po-
lyguluronsdure. Jedes ebenes Segment repréasentiert eine Zuckereinheit. (WHISTLER, 1993).

2.3.2 Alginatlésungen und Gele

Wasserlosliche Salze der Alginsdure hydratisieren bei der Zugabe zu Wasser und bilden
viskose Losungen. Der Viskositatsanstieg wird durch eine zunehmende Dissoziation der
Carboxylgruppen und der dadurch zunehmenden elektrostatischen Abstoung der ioni-
schen Gruppen entlang der Polymerketten verursacht (TIEKE, 2012). Die zuvor geknéul-
ten Ketten gehen immer mehr in eine gestreckte Stabchenform (ber und die innere Rei-
bung der Lésung vergrolRert sich. Der Viskositatsanstieg wird durch die Lange der Al-
ginatketten und durch das Molekulargewicht der Molekiile bestimmt. Die Mark-
Houwink Gleichung (Gleichung 2.1) verdeutlicht die Abhéangigkeit der intrinsischen
Viskositat [r] von dem Molekulargewicht, mit dem mittlerem Molekulargewicht M, der
Mark-Houwink Konstante K und dem Exponenten a. Die Konstante K beschreibt dabei
die Wechselwirkungen zwischen Polymer und Lésungsmittel und der Exponent die Ge-
ometrie der Polymerketten in der Losung.

[nl=kK - M* (2.1)

Die intrinsische Viskositét stellt eine Stoffkonstante dar und kann anschaulich als das
Volumen angesehen werden, das die Polymerkn&uel von einem Gramm geldstes Poly-
mer in einer unendlich verdiinnten Losung ausfillen. [n] gibt also an wie die Lésungs-
mittelviskositét n, durch die Konzentration ¢ der gel0sten Partikel beeinflusst wird. Die
intrinsische Viskositat kann als Grenzfall der reduzierten Viskositét n,..; bei unendlich
verdunnten Lésungen angesehen werden und beschreibt das hydrodynamische Volumen
pro Gramm Polymer:
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= lim., T)scpec = lim¢g Nrea (2.2)

] =252 (2.3)

Gleichung 2.3, mit ¢ als Volumenbruch der geldsten Teilchen, erhélt man durch das
Einstein Gesetz, welches die Viskositdt von Dispersionen bzw. Lésungen aus festen
kugelférmigen Partikeln beschreibt.

Aufgrund der langen und steifen Polymerketten verhalten sich Alginatldsungen scher-
verdunnend oder pseudoplastisch. Ab einer kritischen Molmasse, was beim Alginat
erflllt ist, verkndulen sich die Polymerketten und im unbewegtem Zustand kommt es
aufgrund der Brown‘schen Molekularbewegung zum stédndigen Lésen und Neubilden
der Verschlaufungen bis sich ein Gleichgewicht und eine konstante Verkn&ulungsdichte
einstellt. Bei kleinen Scherraten 16sen sich die Verschlaufungen, aber bilden sich sofort
wieder neu. Bei dieser Nullscherviskositét zeigen die Losungen eine konstante Viskosi-
tat. Bei groRen Scherraten bleibt keine Zeit mehr zur Neubildung der Verschlaufungen,
die Polymerketten gleiten voneinander ab und die Lésung verdunnt sich. Das heif3t die
Dichte der Verknaulungen féllt mit wachsender Scherrate ab. Man spricht auch von
scherinduzierter Deformation. ONS@YEN flhrt den Effekt der Scherverdinnung in
Thickening and Gelling Agents for Food (IMESON, 1997) auf eine scherinduzierte Neu-
orientierung der Alginatmolekiile zurtick. Bei kleinen Scherraten seien diese willkirlich
in der Losung verteilt ohne gegenseitige Beeinflussung. Wird die Scherrate erhéht bil-
den die Molekdle eine parallele Anordnung und der FlieRwiderstand wird herabgesetzt.

Low shear rate

/ﬁ?\ ; High viscosity

— AN Increasing shear rate
e AAATT —

W Decreasing viscosity

Abbildung 2.11 Scherinduzierte Neuorientierung der Polymerketten des Alginats. Durch eine
parallele Anordnung wird der FlieBwiderstand herabgesetzt und die Viskositat der Lésung
nimmt mit wachsender Scherrate ab. (IMESON, 1997).



18 2 Theoretischer Hintergrund

Eine besondere Eigenschaft der homopolymeren Blockstruktur in den Alginatketten ist
die Fahigkeit feste Gele mit bivalenten Kationen auszubilden. Diese sind hitzebestandig
und bilden sich bei Raumtemperatur aus. Voraussetzung der Gelbildung ist ein hoher
Anteil an homopolymeren Guluronsdureblocken. Die Verknupfungszonen in einem
Netzwerk aus Alginatmolekiilen werden durch bivalente Kationen, in der Regel Calci-
umionen vermittelt. Dabei kommt es zu einer physikalischen Verknlpfung zwischen
zwei Guluronsdurekettensegmenten und den Ca®*-lonen. Durch die sterische Anord-
nung zweier dissoziierter Gluronsduremolekule kdnnen sich Chelate ausbilden.

COO OH
OH
O 7
|
0
O N
OH

OH COO-

Abbildung 2.12 Positionierung der Ca®*-lonen zwischen einem Dimer aus Guluronsauremolekii-
len. Durch die sterische Anordnung der Guluronséuremolekile innerhalb der Polymerkette
kénnen sich Chelate bilden. (IMESON, 1997).

Die homopolymeren Bldcke aus Mannuronsdure sowie die alternierenden Sequenzen
tragen nicht zu solchen Verknlpfungszonen bei und bilden elastische Kettensegmente
in dem Netzwerk (HELGERUD, GASER@D, FIEREIDE, ANDERSEN, & LARSEN, 2009). Die
Wechselwirkung zwischen den Polymerketten des Alginats und der Calciumionen wer-
den durch das sogenannte egg-box Modell beschrieben (GRANT, MORRIS, REES, SMITH,
& THoMm, 1973).
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Abbildung 2.13 Egg-box-Modell der Gelierung von Alginat mit Ca®*-Kationen. Calciumionen
lagern sich zwischen zwei Polymerketten an und bewirken Uber elektrostatische Wechsel-
wirkungen eine Assoziation der Ketten. Durch die Anlagerung weiterer Schichten entstehen
so die Verknupfungszonen und ein dreidimensionales Netzwerk kann sich ausbilden.
(HELGERUD, GASER@D, FJAEREIDE, ANDERSEN, & LARSEN, 2009).

Die Calciumionen induzieren hierbei eine intermolekulare Assoziation der Polymerket-
ten und damit die Bildung der Verknupfungszonen des Netzwerkes. Bivalente Kationen
beglnstigen die Paarbildung zweier Polymerketten und die Bildung stabiler Verkniip-
fungszonen.

Abbildung 2.14 Schematische Chelatisierung der Ca**-Kationen. Die schwarzen Punkte symbo-
lisieren O-Atome (BRACCINI & PEREZ, 2001).
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Zwei Paare von zwei aufeinanderfolgenden G-Einheiten, wobei jedes Paar zu unter-
schiedlichen Polymerketten gehort, werden durch die Koordination des Kations zu-
sammengehalten (SIKORSKI, MO, SKIAK-BRAEK, & STOKKE, 2007). Die Polymerketten
nehmen eine Zickzack-Struktur ein, in dessen Llcken sich die Calciumionen einlagern
kdnnen.

Die Fahigkeit zur Gelbildung und dessen Festigkeit hangt also stark mit dem Ausmal
an Verknupfungszonen und somit mit dem Anteil an G-Blécken zusammen. HELGERUD
ET AL. (HELGERUD, GASER@D, FJEREIDE, ANDERSEN, & LARSEN, 2009) betrachten die
Gelbildung auch als eine Art lonenaustausch-Reaktion. Wahrend dem Sol-Gel Uber-
gang wird das Gegenion des Alginats, Na*, aufgrund geringerer Affinitit zu den Algin-
atmolekiilen durch Ca**-lonen ausgetauscht.

Nach der Gelbildung im wassrigen Medium sind die Wassermolekdile von dem Alginat-
netzwerk eingeschlossen, aber weiterhin beféhigt durch Diffusion sich frei zu bewegen
(HELGERUD, GASER@D, FJEREIDE, ANDERSEN, & LARSEN, 2009). Auch Alginatgele sind
deshalb stark synéreseanfallig und kénnen durch leichte Kontraktionen des Netzwerkes
Wasser absondern. Auch hier héngt der Grad an Wasserbindungsfahigkeit von dem
Guluronsaureanteil ab.

2.3.3 Anwendungen

Wie schon erwahnt kdénnen Alginate die Viskositat von wassrigen Ldsungen erhdhen
oder durch den Zusatz von Calcium Gele bilden. In der industriellen Anwendung ist es
jedoch schwierig eine genaue Trennung dieser Eigenschaften zu erkennen (HELGERUD,
GASER@D, FIEREIDE, ANDERSEN, & LARSEN, 2009), da weitere Zusatzstoffe beeinflus-
send wirken. Wichtiges Beispiel der verdickenden Wirkung des Alginats ist der Einsatz
in Saucen und Dessertcremes.

Wasserldsliche Alginate kénnen aber auch als Stabilisatoren in Ol-in-Wasser Emulsio-
nen dienen. In Salatdressings, Eiscreme oder Fruchtséften wirkt Alginat als Stabilisator.
Durch die Viskositatserhohung der wassrigen Phase und durch die Bildung eines gela-
denen Oberflachenfilms werden die einzelnen Partikel gezwungen sich gegenseitig ab-
zustolRen und Koaleszenz oder Phasenseparation wird verhindert (HELGERUD, GASER@D,
FIJEREIDE, ANDERSEN, & LARSEN, 2009). Die erste Anwendung von Alginaten in der
Lebensmittelindustrie fand in Eiscremes statt. Hier vermindert es die Bildung von Eis-
kristallen und bewirkt eine cremige und sanfte Textur (HELGERUD, GASER@D, FIAEREIDE,
ANDERSEN, & LARSEN, 2009). Eine synergistische Gelierung zwischen guluronséure-
erhohten Alginat und hoch veresterten Pektin wird in Marmeladen, Gelees oder Frucht-
fullungen eingesetzt. Dieses Alginat/Pektin System bildet thermoreversible Gele, deren
Eigenschaften unabhangig von hohen Zuckerzusatzen sind. Im Vergleich sind die reinen
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Alginatgele nicht thermoreversibel und die reinen Pektingele zeigen eine grol3e Beein-
flussung durch hohe Zuckerzusétze (MoE, DRAGET, SKIAK-BREK, & SMIDSR@D, 1995).

2.4 Xanthan

Xanthan ist ein hochmolekulares Heteropolysaccharid, gewonnen durch die Fermentati-
on mit Hilfe des Bakteriums Xanthomonas campestris (URLACHER & NOBLE, 1997).

Gelost in kaltem Wasser bildet Xanthan hoch-
viskose Ldsungen mit pseudoplastischem Ver-
halten. Dadurch entstehen Suspensionen, die
bei kleinen Scherraten haften und bei grof3en
anfangen zu flielen (SwoRN, 2009). Xanthan
stellt neben Gellan das meist verwendete bak-
teriell erzeugte Polysaccharid in der Lebens-
mittelindustrie dar. Molekular besteht Xanthan
aus einem celluloseartigen Ruckgrat mit gela-
denen Seitenketten. Diese Seitenketten sorgen
fur eine exzellente Stabilitat in einem weiten
pH-Bereich und gegeniiber hohen Salzkonzent-
rationen. Das starre Rlckgrat gewéhrt die Vis-
kositat auch bei hohen Temperaturen (SWORN,
2009).

Abbildung 2.15 1% w/w Xanthan, ange-
farbt mit Hagebuttentee.

2.4.1 Chemische Struktur

Die Priméarstruktur von Xanthan besteht aus einem Cellulose &hnelndem Riickgrat aus
B-(1,4) verknupften D-Glukoseeinheiten, die alternierend eine Trisaccharid-Seitenkette
tragen. Diese Seitenketten bestehen aus zwei Mannoseeinheiten, getrennt durch ein
Glucuronséure-Molekil. Das terminierende Mannosemolekdil der Seitenketten tragt in
der Regel als Rest R* eine Pyruvatgruppe und die eingeschlossene Mannose erhalt fir R
eine Acetylgruppe (SWORN, 2009).
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Abbildung 2.16 Chemische Struktur des Xanthans. (SWORN, 2009).

Durch die Glucuronsaure und die damit verbundene Carboxylgruppe erhélt die Seiten-
gruppe einen anionischen Charakter. Das mittlere Molekulargewicht von Xanthan be-
tragt etwa 2.500.000 g/mol und die Polydispersitat ist vergleichsweise gering (SWORN,
2009). 1977 studierten MOORHOUSE ET AL. (MOORHOUSE, WALKINSHAW M, & ARNOTT,
1977) Uber Rontgendiffraktometrie die Sekundarstruktur von Xanthan in orientierten
Fasern und identifizierten eine Helixkonformation, bei der die Seitenketten die Haupt-
kette Uber Wasserstoffbriickenbindungen stabilisieren. Ob sich hier jedoch eine Ein-
fach- oder Doppelhelix ausbildet konnte noch nicht sicher bewiesen werden (WHISTLER,
1993).

2.4.2 Physikalische Eigenschaften in Losung

Xanthan unterlduft in Losung einen Konformationsiibergang in Abhéngigkeit von der
Temperatur und lonenstarke. VVon einer starren geordneten Struktur geht Xanthan dabei
in eine ungeordnete flexible Form (iber. Dieser Ubergang von einer geordneten zu einer
ungeordneten Struktur wurde hauptséchlich durch optische Rotationsmessungen, aber
auch durch DSC-, Viskositéts-, Lichtstreuungs- und rheologische Messmethoden unter-
sucht (MiLAS & RINAUDO, 1979, 1986; E. R. MORRIS, REES, YOUNG, WALKINSHAW, &
DARKE, 1977, NORTON, GOODALL, FRANGOU, MORRIS, & REES, 1984; PELLETIER,
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VIEBKE, MEADOWS, & WILLIAMS, 2001). Wie schon unter Kapitel 2.2.2 angedeutet, ist
solch eine geordnete Kettenkonformation nur méglich wenn der dabei entstehende Ent-
ropieverlust durch enthalpische Wechselwirkungen ausgeglichen wird. Solche Wech-
selwirkungen konnen Wasserstoffbruckenbindungen, dipolare oder elektrostatische
Wechselwirkungen sein. Die geordnete Struktur ist jedoch nur ber einer kritischen Se-
quenzlénge stabil. Zwischen den geordneten Strukturen liegen immer ungeordnete En-
den vor, deren Entropieverlust nicht durch nicht-kovalente Wechselwirkungen kompen-
siert werden konnen. Deshalb muss der geordnete Teil immer eine gewisse Lange zur
Stabilit4t erreichen. Dieser Ubergang von einer ungeordneten entropisch-giinstigen
Struktur zur entropisch-ungunstigen kann deshalb als eine Art Wachstumsmechanismus,
ausgehend von einem stabilen Helixkern und folgender Propagation angesehen werden.
(NORTON, GOODALL, FRANGOU, MORRIS, & REES, 1984). Xanthan unterlduft einen
thermisch induzierten Ubergang von einer ungeordneten Kettenkonformation bei hohen
Temperaturen und geringer lonenstérke zu einer geordneten Konformation bei gemaRig-
ten Temperaturen und hohen Salzkonzentrationen. Die geordnete Struktur besteht zu-
nachst aus einzelnen Polymerketten, bei denen die Seitenketten sich zum Glucose-
Rickgrat falten und die enthalpisch-giinstigen Wechselwirkungen, wie zum Beispiel
Wasserstoffbriickenbindungen, ausbilden. Da diese Seitenketten jedoch negativ geladen
sind und in der geordneten Konformation sehr nah beieinander liegen, wird die Struktur
durch repulsive Kréfte wieder destabilisiert. Eine gentigend hohe Salzkonzentration
verhindert diese Repulsion hingegen und die geordnete Konformation wird stabilisiert
(E. R. MORRIS, REES, YOUNG, WALKINSHAW, & DARKE, 1977).
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Abbildung 2.17 Ubergang von (a) ungeordneter Konformation von Xanthan Gber (b) lokal ge-
ordneter Konformation zu (c) Aggregation von geordneten Kettensequenzen zu einem
schwach gelartigem Netzwerk (NORTON, GOODALL, FRANGOU, MORRIS, & REES, 1984).
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NORTON ET AL. implizierten durch ihre Messergebnisse, dass es sich bei dem Konforma-
tionsubergang nicht um einen vollstandigen Umwandlungsprozess handelt, sondern
geordnete und ungeordnete Strukturen in einer Polymerkette koexistieren konnen. Die
Autoren behaupten, dass die gelartigen Eigenschaften von Xanthanlésungen durch eine
Anlagerung von mehreren Kettensequenzen, analog zu den Verkniipfungszonen in ei-
nem richtigen Gel (siehe Agarosegele), verursacht werden. Diese Verkniipfungszonen
im Xanthannetzwerk seien jedoch viel schwacher und kénnen schon unter leichter De-
formation gebrochen werden und die Losung zum FlielRen bringen.

Zusammengefasst kann Xanthan je nach Temperatur und lonenstarke unterschiedliche
Konformationen in Lésung einnehmen. Bei hohen Temperaturen und geringer lonen-
starke liegen die Xanthanmolekdle als willkurlich verteilte Knduel in Losung vor, also
in ungeordneter Form. Durch Herabsetzen der Temperatur und durch Erhéhung der
Salzkonzentration kénnen die Xanthanmolekdile in eine geordnete Helixstruktur Gber-
gehen.

Cool
[E——
-
heat M?MW
Random coil Mative structure

Abbildung 2.18 Knauel-Helix bzw. ungeordnet-geordnet Ubergang. Bei hohen Temperaturen
und geringer lonenstarke nehmen die Xanthanmolekiile eine ungeordnete Knduelkonforma-
tion ein, bei geringen Temperaturen und hoher lonenstarke wird die geordnete Helixstruktur
stabilisiert (E. R. MORRIS, REES, YOUNG, WALKINSHAW, & DARKE, 1977).

Bei Losungen aus Xanthan in deionisiertem Wasser mit Konzentrationen bis zu 0,3%
findet dieser Konformationsiibergang bei etwa 40 °C statt, bei Anwesenheit von gerin-
gen Salzkonzentrationen, wie es in vielen Lebensmittelprodukten der Fall ist, verschiebt
sich diese Temperatur jedoch bis tber 90 °C (SwoRN, 2009). Durch dieses hochgeord-
nete Netzwerk aus verkeilten stdbchenformigen Molekilen erhalten Losungen aus Xan-
than viskoelastische Eigenschaften eines schwachen Gels. Das heift ihr elastischer An-
teil ist hoher als der viskose (detaillierte Erklarung folgt in 3.3.1). Man spricht aber nur
von gelartigen Wechselwirkungen zwischen den Xanthanmolekdilen, da diese nicht
permanent und absolut scherreversibel sind (URLACHER & NOBLE, 1997). V.J. MORRIS
behauptet in Food Polysaccharides and their Applications (STEPHEN, PHILLIPS, &
WiLLIAMS, 2006) dass Xanthan aufgrund der geordneten Helixstruktur eins der steifsten
natrlichen Biopolymere darstelle. Die Form der Xanthanmolekiile hdnge von dem Mo-
lekulargewicht des Polysaccharids ab. Bei kleineren Molekulargewichten, wenn die
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Konturlédnge kleiner bzw. &hnlich zur Persistenzldnge des Polymers ist, verhalten sich
die Molekule wie Stédbchen und bei hoheren wie steife Polymerknauel.

Die viskositatssteigernde Eigenschaft des Xanthans wurden von NORDQVIST und
ViLGis (Nordgvist & Vilgis, 2011; Vilgis, 2012) tiber ein einfaches Modell basierend
auf der starren und geordneten Struktur des Xanthans erlautert. Zur Vereinfachung wird
Xanthan hier als starres und hochgeladenes (in salzfreier Lésung) Polysaccharid mit
stdbchenférmigen Molekilen angesehen. Die Annahme der steifen stdbchenférmigen
Molekdile wird auch hier durch die negativ geladenen Seitenketten gerechtfertigt. Diese
verursachen eine elektrostatische Abstollung entlang der Polymerketten wodurch die
Molekiile zur Helixbildung gezwungen werden und die Polymere eine gewisse Steifheit
erhalten. Das gesamte Polymer wird also aus langen, geladenen und starren Polymerket-
ten mit einem gewissen effektiven VVolumen aufgebaut. Solange sich keine Kationen in
der Losung befinden, stoRRen sich die Stabchen aufgrund der Coulomb-Wechselwirkung
ab. Zwei Stébchen sind also nicht in der Lage sich zu parallelisieren und bei geméRigten
Konzentrationen wirkt Xanthan als Verdickungsmittel ohne besondere Eigenschaften.
Wird jedoch eine gewisse Kkritische Konzentration c* uberschritten, stof3en sich die ein-
zelnen Stébchen immer starker ab. Die kritische Konzentration ¢* héngt hier stark von
dem Molekulargewicht, der Lange und der effektiven Ladung der Molekile ab. Durch
die starke AbstoRung ist die gegenseitige Beeinflussung der Stdbchen so stark, dass sie
sich nicht mehr frei in der LOsung bewegen konnen und einen Stillstand der
Brown‘schen Molekularbewegung verursachen (engl. jamming transition). Die Molek-
le werden praktisch an einer willkiirlichen Position, mit willkiirlicher Orientierung ,,ein-
gefroren®. Bei nicht geladenen Molekiilen wiirde man hier von der Bildung von Fliis-
sigkristallen sprechen. Die Bildung von flussigkristallinen Phasen ist bei geladenen Po-
lymeren jedoch nicht moglich, da in einer parallelen Orientierung die starkste Repulsion
statt fande und die Stébchen nicht stabil zusammen gehalten werden kénnten.

\/ | X7
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Abbildung 2.19 Bei geringer Konzentration (links) sind nur wenige geladenen Stébchen in der
Losung vorhanden und sie kdnnen sich frei bewegen. Bei hohen Konzentrationen (rechts)
wird die elektrostatische Abstoung so hoch, dass sich die Stdbchen gegenseitig behindern
und an willkarlichen Positionen und Orientierungen eingefroren werden (VILGIS, 2012).
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Durch diese Immobilisierung der Stdbchen erhalt die Losung ihre hochviskosen Eigen-
schaften. Durch diese Anordnung wird ein Kompromiss aus Energieminimierung und
Entropiemaximierung gefunden; auf der einen Seite konnen die Molekile den grofit-
moglichen Abstand zwischen einander beibehalten, werden aber durch die wachsende
Dichte zusammengehalten. Wichtig bei dieser Modellvorstellung ist die Tatsache, dass
es sich bei dem Xanthan um lange stabchenférmige Molekile handelt und sehr hohe
Molekulargewichte und Langen flr solch einen verdickenden Prozess benétigt werden.

Wassrige Losungen aus Xanthan zeigen scherverdinnendes bzw. pseudoplastisches
Verhalten. Bei sehr kleinen Scherraten zeigen solche Lésungen newtonsches Verhalten,
also eine konstante Nullscherviskositdt n,. Mit steigender Scherrate nimmt die
Viskositat der Losung weiter ab bis schliellich bei sehr hohen Scherraten ein weiteres
Plateau auftritt.

| Lower Psaudoglastic flow  Upper | ]
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Abbildung 2.20 Molekulare Sicht des scherverdiinnenden Verhaltens von Xanthan. Durch Er-
héhung der Scherrate werden die Verschlaufungen zwischen den Polymerketten geldst, die
Polymerketten parallelisieren sich und der FlieBwiderstand wird herabgesetzt. Die Viskosi-
tat der Losung verringert sich mit wachsender Scherrate. (SWORN, 2009).

Dieses FlieRverhalten kann einmal durch die vorher beschriebene netzwerkartige Asso-
ziation der miteinander verhakten stdabchenférmigen Molekule erklart werden. Durch
eine Scherung konnen diese Verschlaufungen geldst werden. Bei sehr kleinen Scherra-
ten ist die scherinduzierte Entwirrung der Verhakungen jedoch langsamer als die Neu-
bildung von Verschlaufungen, so dass die Viskositdt konstant bleibt. Bei erhohter
Scherrate kann das Gleichgewicht zwischen Neubilden und Lésen der Verschlaufungen
nicht mehr aufrechtgehalten werden, so dass das pseudoplastische Flie3en resultiert. Bei
sehr hohen Scherraten kann keine Zerstérung der Verschlaufungen mehr auftreten und
die Viskositat nimmt wieder einen konstanten Wert ein. (SWORN, 2009).
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Auch VILGIs (VILGIs, 2012) erklart das scherverdiinnende Verhalten des Xanthans mit
seinem vorher beschriebenen Modell. Bei kleinen Scherraten werden die eingefrorenen
Molekdile in ihrem jamming nicht gestort, da die aufgebrachte Energie durch die Sche-
rung nicht ausreicht um die Energie der willkirlichen Immobilisierung zu Gberwinden.
Die aufgebrachte Energie bei hohen Scherraten zwingt die Stdbchen zu einer mehr oder
weniger parallelen Konformation, da sie grofer ist als die elektrostatische Repulsions-
energie. Das Energiegleichgewicht wird aufgebrochen und die Molekile kénnen gegen-
einander verschoben werden. Bei Wegnahme der Scherspannung nimmt die Repulsion
wieder Uberhand und der eingefrorene Zustand wird zuruickgebildet.
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Abbildung 2.21 Hohe Scherraten sind fahig die stdbchenformigen Molekiile aus ihrem eingefro-
renen Zustand zu deformieren. Die Stdbchen ordnen sich parallel an und vermindern so den
FlieBwiderstand (VILGIS, 2012).

Neben dem pseudoplastischen Verhalten von Xanthanldsungen haben sie noch als be-
sonderes Merkmal die hohe Stabilit4t gegentiber dem pH-Wert und der Temperatur. Im
pH-Wertbereich zwischen 1 und 13 bleibt die Viskositat der Ldsung weitgehend
konstant. Uber einem pH-Wert von 9 kann Xanthan zwar deacetyliert werden, was aber
nicht die Viskositat beeinflusst. Auch in Abhédngigkeit von der Temperatur kann keine
grol3e Beeinflussung der Viskositat beobachtet werden.

2.4.3 Anwendungen

Xanthanldsungen zeigen ein ganz besonderes FlieRverhalten, wodurch sie eine geson-
derte Anwendung in der Lebensmittelindustrie zugeschrieben bekommen. Hohe Visko-
sitat bei kleiner Scherrate liefern exzellente stabilisierende Eigenschaften, wahrend das
pseudoplastische Verhalten ein gutes Mundgefuhl und hervorragende FlieBqualitat si-
chert. Schon bei kleinen Konzentrationen kann eine sehr hohe Nullscherviskositat der
Losung verursacht werden und ein ausgepragtes pseudoplastisches Verhalten bei le-
bensmittelrelevanten Scherraten verursacht werden. Im Vergleich zu anderen Hydrokol-
loiden stellt Xanthan daher ein dufRerst effektives Verdickungs- und Stabilisierungsmit-
tel dar.
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Abbildung 2.22 Vergleich des FlieRverhaltens von Xanthan und anderen Hydrokolloiden. Xan-
than erreicht auch nur mit einer Konzentration von 0,3% eine hohere Nullscherviskositat als
die anderen Hydrokolloide mit einer Konzentration von 1%. Auch die Scherverdinnung
wirkt sich beim Xanthan viel starker aus. (SWORN, 2009).

In der Lebensmittelindustrie findet Xanthan hauptsédchlich Anwendung in verschiede-
nen Dressings und Saucen zur Stabilisierung von Emulsionen und Suspensionen von
Partikeln und Gewirzen. Auch in der Backwarenindustrie wird es verwendet um Friich-
te oder Schokoladenstiicke bereits im Teig zu suspendieren oder um die Volumenzu-
nahme von Kuchen zu verbessern. In Didtprodukten oder glutenfreien Nahrungsmitteln
wird es oft in Kombination mit anderen Hydrokolloiden wie Starke oder Karrageenen
verwendet. Durch das schnelle Hydratisieren wird es auch bevorzugt in trockenen In-
stantprodukten eingesetzt. (SWORN, 2009).

2.5 Saccharose und Trehalose als Zusatzstoffe

Verdickungs- und Gelierungsmittel haben in der Lebensmittelindustrie oft eine grof3e
Anwendung in Produkten mit hohen Zuckergehalten, wie Desserts, Eiscremes oder
SuRwaren. In solchen Produkten erreicht der Zuckergehalt oft sehr hohe Konzentratio-
nen was enorme Einflisse auf die physikalischen Eigenschaften der Verdickungs- und
Gelierungsmittel haben kann. Bei den in dieser Arbeit untersuchten Co-Soluten handelt
es sich um Saccharose und Trehalose, die im Folgenden zunachst etwas genauer vorge-
stellt werden sollen.
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2.5.1 Saccharose, Trehalose und deren Wechselwirkung mit Wasser

Die untersuchten Disaccharide Saccharose und Trehalose sind beide nicht-reduzierende,
thermisch und chemisch stabile Zucker, die eine groRe Anwendung in der Lebensmittel-
industrie finden. Saccharose stellt dabei eins der meist studierten Molekile der Le-
bensmittelchemiker dar und spielt eine wichtige Rolle als Zusatz- und Konservierungs-
stoff in vielen technologischen Prozessen (QUINTAS, BRANDAO, SILVA, & CUNHA,
2006).

Saccharose ist ein Disaccharid aufgebaut aus den Monosacchariden Glukose und
Fruktose, die Uber eine (1,2)- Verknlpfung glykosidisch miteinander verbunden sind.

CH,0H
CH,OH
O 0
OH HO
OH O CH,OH
OH  OH

Abbildung 2.23 Chemische Struktur der Saccharose aus a-D-Glcp(1,2)-D-Fru. (Quelle:
http://en.wikipedia.org/wiki/Sucrose)

Das Molekulargewicht liegt bei 342,30 g/mol und der Schmelzpunkt konnte bei 186 °C
gemessen werden (GHARSALLAOUI, ROGE, & MATHLOUTHI, 2008).

Trehalose hingegen ist aus zwei Glukosemolekilen aufgebaut, die Uber eine (1,1)-
Bindung miteinander verknipft sind.

H H
0
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Abbildung 2.24 Chemische Struktur der Trehalose aus a-D-Glcp(1,1)-a-D-Glcp (ELBEIN, PAN,
PASTUSZAK, & CARROLL, 2003).
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Je nach Hydratisierungsgrad liegt das Molekulargewicht bei 342,30 g/mol fir das An-
hydrid und bei 378,33 g/mol flr das Dihydrat und der Schmelzpunkt bei 100 °C fir das
Dihydrat und bei 215 °C fur das Anhydrid. Saccharose und Trehalose Anhydrid besit-
zen also dieselbe chemische Formel aber unterschiedliche Strukturen.

Viele funktionelle Eigenschaften der Disaccharide riihren von solchen strukturellen
Konformationen, wie der sterischen Umgebung der glykosidischen Bindung oder der
lokalen Anordnung der Hydroxylgruppen, her. In verdinnten sowie konzentrierten L6-
sungen spielt die Faltung um die glykosidische Bindung und die Wasserstoffbriicken-
bindungen eine wichtige Rolle bei dem Verhalten der Disaccharide beim Ldsen und in
der Ausbildung von Viskositat. In einer Lésung aus Disacchariden herrschen drei ver-
schiedenen Wechselwirkungen: die Wasser-Wasser-, Wasser-Zucker- und Zucker-
Zucker-Wechselwirkung. Aufgrund des dipolaren Charakters des Wassers kann es mit
den Hydroxylgruppen der Disaccharide wechselwirken und wéhrend des Hydratisie-
rungsprozesses Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Die Loslichkeit von Mono-
oder Disacchariden hangt unter anderem von der sterischen Anordnung dieser Hydro-
xylgruppen ab. Aquatorial angeordnete Gruppen werden besser hydratisiert als axiale.
Benachbarte Hydroxylgruppen in der dquatorialen Ausrichtung nehmen einen &hnlichen
O-O-Abstand wie der von Wassermolekiilen ein und kdnnen sich so besser in die vor-
herrschenden Wasserstrukturen eingliedern. (GHARSALLAOUI, ROGE, & MATHLOUTHI,
2008). GHARSALLAOUI ET AL. fuhrten Loslichkeitsuntersuchungen unter anderem an
Saccharose und Trehalose durch und fanden heraus dass unter 80 °C Saccharose eine
bessere Loslichkeit als Trehalose besitzt. Auch BRANCA ET AL. (BRANCA, MAGAZU,
MAISANO, MIGLIARDO, MIGLIARDO, & ROMEO, 2001) konnten durch Viskositatsmes-
sungen und Simulationen eine groRere und starkere Wechselwirkung zwischen Trehalo-
se und Wasser feststellen. Sie berechneten unter anderem die Hydratisierungszahl nZ,
also die Stoffmenge an gebundenen Wassermolekilen in der inneren Hydratations-
sphére pro Mol geldsten Stoff und fanden heraus, dass diese mit wachsender Tempera-
tur abnimmt. Zudem konnte fir das Trehalose/Wasser-System im Temperarturbereich
von 10 bis 60 °C der grofite Wert fiir die Hydratisierungszahl gefunden werden. Treha-
lose hat also im Vergleich zur Saccharose eine bessere Fahigkeit Wassermolekiile an
sich zu binden. Das heil3t also, dass in dem Trehalose/Wasser-System die Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen viel ausgepragter als in anderen Disaccha-
rid/Wasser-Systemen ist.

Die Loslichkeit der Disaccharide ist stark temperaturabhangig. Die Arbeiten von LAM-
MERT ET AL., MILLER ET AL., GALMARINI ET AL. oder MEHL beschéftigen sich alle mit
dem unterschiedlichen Losungsverhalten von Trehalose bei verschiedenen Temperatu-
ren (GALMARINI, BAEZA, SANCHEZ, ZAMORA, & CHIRIFE, 2011; GALMARINI, CHIRIFE,
ZAMORA, & PEREZ, 2008; LAMMERT, SCHMIDT, & DAY, 1998; MEHL, 1997; MILLER, DE
PABLO, & CORTI, 1997). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei Raumtemperatur
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bereits eine geséttigte Lésung von Trehalose in Wasser bei einem Gewichtsprozent von
46,6% wi/w vorliegt. Bei Saccharose wird die Loslichkeitsgrenze vergleichsweise erst
bei 67,5% w/w bei 25 °C erreicht (ROSENPLENTER & NOHLE, 2007).

2.5.2 Einfluss des Zuckers auf die physikalischen Eigenschaften der
Hydrokolloide

Aufgrund der starken Wasserbindungsfahigkeit haben mitgeldste Zucker einen sehr
grolRen Einfluss auf das Gelierungs- und Verdickungsverhalten von Hydrokolloiden.
Das Beimischen von Zuckern kann zum Beispiel die Gelstarke eines Systems erhéhen.
Diese konkurrieren mit den Hydrokolloiden um Wasser und verursachen so eine effek-
tive Erhdéhung der Hydrokolloidkonzentration.

Mehrere Studien haben bereits den Einfluss von verschiedenen Zuckern auf die Netz-
werkbildung von Agarose und der daraus resultierenden Anderung der mechanischen
und thermischen Eigenschaften untersucht. WATASE ET AL. (M. WATASE, KOHYAMA, &
NISHINARI, 1992; M. WATASE, NISHINARI, CLARK, & R0Ss-MuURPHY, 1989; MINEO
WATASE, NISHINARI, WILLIAMS, & PHILLIPS, 1990) haben zum Beispiel ausfiihrliche
Untersuchungen der thermischen Eigenschaften von Agarosegelen unter dem Einfluss
von verschiedenen Co-Soluten durch DSC-Messungen vorgenommen. Sie fanden her-
aus, dass sich Ty und Tge mit wachsender Zuckerkonzentration zu héheren Werten ver-
schieben und erklérten dies durch eine Zunahme an Verknupfungsstellen zwischen den
Hydroxylgruppen der Zucker und der Agarose durch Wasserstoffbriickenbindungen.
DESzCzZYNSKI ET AL. oder NORMAND ET AL. (DESzCZYNSKI, KASAPIS, MACNAUGHTON,
& MITCHELL, 2003; DEszczYNsKI, KASAPIS, & MITCHELL, 2003; NORMAND, AYMARD,
LOOTENS, AMICI, PLUCKNETT, & FRITH, 2003) beschaftigten sich hauptsachlich mit der
Anderung der mechanischen Eigenschaften der Agarosegele unter dem Einfluss von
Zucker. Sie beobachteten eine Erhéhung der elastischen und viskosen Moduli mit
wachsender Zuckerkonzentration, was durch einen stutzenden Effekt durch den Zucker
in der Helixbildung und der Bildung von Verknupfungszonen hergeleitet wird. Der Zu-
cker stabilisiere die intermolekularen Wechselwirkungen und somit die Bildung des
Netzwerkes. MAURER ET AL. (MAURER, JUNGHANS, & VILGIS, 2012) konnten durch rhe-
ologische Untersuchungen zeigen, dass der elastische Anteil der Agarosegele bei einem
Zuckerzusatz von bis zu 40% wi/w ansteigt, wéhrend es ab 60% w/w zu einem struktu-
rellen Zusammenbruch kommt.

Uber den Einfluss von Zucker auf die physikalischen Eigenschaften von Xanthan oder
Alginat gibt es vergleichsweise nur wenige Untersuchungen. PONGSAWATMANIT ET AL.
(PONGSAWATMANIT, IKEDA, & MIYAWAKI, 1999) studierten die physikalischen Eigen-
schaften von Alginatdispersionen unter dem Einfluss von Saccharose und beobachteten,
dass die Wasseraktivitat mit wachsender Zuckerkonzentration abnahm. Die elastische
Natur vergrolierte sich aufgrund der Saccharose-Alginat Wechselwirkungen bei hohen
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Alginatkonzentrationen, bei Konzentrationen unter 0,5% wi/w seien diese vernachlés-
sigbar. Den Anstieg des elastischen Anteils fuhrten sie auf die VergroRerung der effek-
tiven Konzentration des Alginats durch die Hydratisierung der Saccharose zurtick.
Dadurch werden die Uberlappungen und Verschlaufungen der einzelnen Polymerketten
wahrscheinlicher und die Moduli weisen hohere Werte auf. FiszMAN und DURAN
(FIszmAN & DURAN, 1992) beobachteten eine Zunahme der Gelstarke von Algi-
nat/Zucker-Systemen. In einer vorausgehenden Diplomarbeit wurde von S. MAURER
unter anderem der Einfluss von verschiedenen Zuckerarten auf 1%-ige Xanthanldsun-
gen untersucht. Dabei konnte bis zu einem Zuckerzusatz von 40% keine Beeinflussung
der mechanischen Eigenschaften festgestellt werden. Erst ab einem Zusatz von uber
60% konnte eine Abnahme der Elastizitit beobachtet werden.

2.6 Mischungen aus verschiedenen Hydrokolloiden

Oft werden in der Lebensmittelindustrie Mischungen aus verschiedenen Hydrokolloiden
eingesetzt um optimale Materialeigenschaften zu erzielen. Dabei kann es zu unter-
schiedlichen Wechselwirkungen zwischen den Polysacchariden kommen, die im Fol-
genden etwas genauer betrachtet werden. Werden zwei Polysaccharide miteinander
gemischt und schlieRlich ein Gel daraus gebildet, kénnen vier Arten von Gelstrukturen
beschrieben werden (V. J. MoRRIs, 2007). Man unterscheidet Netzwerke durch Pha-
senseparation, gequollene Netzwerke, interpenetrierende Netzwerke und gekoppelte
Netzwerke.

Abbildung 2.25 Polymernetzwerke aus zwei Komponenten. (a) gequollenes Netzwerk, (b) in-
terpenetrierende Netzwerke, (c) phasenseparierte Netzwerke und (d) gekoppelte Netzwerke.
(V. J. MORRIS, 2007).
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Chemisch &hnliche Polysaccharide durchlaufen in verdiinnten Lésungen unter Gleich-
gewichtsbedingungen eine Phasenseparation (Abb.2.25 c). In konzentrierten Losungen,
in denen Verschlaufungen der Polymerketten vorliegen kénnen, verlangsamt sich die
Phasenseparation. Eine schnelle Gelierung der Losungen verhindert die Separation und
flhrt zur Bildung von relativ homogenen Netzwerken. Kommt es allerdings zur partiel-
len Phasenseparation erscheint das gemischte Gel inhomogen und &hnelt einer Ein-
schlussverbindung aus Partikeln der einen Phase in einer Matrix aus der zweiten Phase.
Die Gelierung der Matrix und/oder der Fullpartikel resultiert in der Bildung eines Kom-
positgels. (V. J. MORRIS, 2007). Ein gangiges Beispiel eines Netzwerks durch Phasense-
paration findet man in der Gelierung von Stéarke? wieder. Aufgrund des unterschiedli-
chen Lésungsverhaltens der beiden Komponenten Amylose und Amylopektin, bildet
sich in Wasser ein Starkegel mit Phasenseparation. (detaillierte Beschreibung in V.J.
MORRIS, 2007).

Die gequollenen Netzwerke (Abb.2.25 a) bilden sich bevorzugt aus der Mischung eines
gelierenden mit einem nicht-gelierenden Polysaccharid. Bei der Gelbildung befindet
sich das nicht-gelierende Hydrokolloid innerhalb des Netzwerkes und l&sst dieses
dadurch aufquellen. Erfolgt dabei die Gelierung schneller als das Entmischen der beiden
Komponenten, verteilt sich das nicht-gelierende Polymer homogen in dem Netzwerk.

Interpenetrierende Netzwerke (Abb.2.25 b) bestehen aus zwei unabhangigen Netzwer-
ken, die sich lber das gesamte Probenvolumen erstrecken und gegenseitig ineinander
eindringen.

Gekoppelte Netzwerke (Abb.2.25 d) entstehen durch die Mischung von Polysacchari-
den, die individuell nicht zur Gelbildung féahig sind, aber in der Mischung zusammen
gelieren konnen. Durch intermolekulare Bindungen zwischen den unterschiedlichen
Polymerketten kann sich ein permanentes dreidimensionales Netzwerk ausbilden. Sol-
che intermolekularen Wechselwirkungen kdnnen sich jedoch nur ausbilden, wenn die
Polysaccharide ahnliche stereochemische Strukturen aufweisen. Wichtig zur Netzwerk-
ausbildung ist hierbei, dass die Bildung von Verknipfungszonen zweier unterschiedli-
cher Polymerketten der zwischen gleichen Ketten vorgezogen wird. Beispiele solcher
gekoppelter Netzwerke sind die Systeme Pektin-Alginat oder Xanthan-Glucomannosen.

In dieser Arbeit werden die bindren Systeme Agarose-Alginat bzw. Agarose-Xanthan
betrachtet und wie sich deren Wechselwirkungen unter Einfluss der Zucker Saccharose
und Trehalose verédndern. Untersuchungen zu dem System Agarose-Xanthan wurden
bereits von NORDQVIST ET AL. und MAURER ET AL. (MAURER, JUNGHANS, & VILGIS,
2012; NORDQVIST & VILGIS, 2011) durchgefuhrt. In beiden Arbeiten konnte eine Verén-

2 Starke besteht zu 20-30% aus Amylose (lineare Anordnung von Glukosemolekiilen) und der Rest aus
Amylopektin (verzweigte Glukoseketten) (TIEKE, 2012). Stérke besteht aus wasserunldslichen Kor-
nern, die je nach Amyloseanteil mehr oder weniger stark kristallin sind.
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derung der Gelstruktur beobachtet werden. NORDQVIST ET AL. beobachteten den Sol-Gel
Ubergang des binaren Systems durch temperaturabhangige Oszillationsmessungen, und
untersuchten die Gelstruktur durch SEM-Aufnahmen und Messungen des Synaresein-
dex. Die Gelkomposite zeigten eine Veranderung in dem Ubergang von Sol zu Gel, eine
verbesserte Wasserbindung und weniger elastische und brichige Eigenschaften.
NORDQVIST begriindet dies durch eine Behinderung der Aggregatbildung der Agaro-
sehelices durch die starren Xanthanmolekile, was ein loseres Netzwerk zur Folge hat.
MAURER ET AL. fuhrten Deformationsmessungen und Feuchtigkeitsanalysen an ausge-
lierten Agarose-Xanthan-Gelen durch um das viskoelastische Verhalten zu studieren.
Auch hier konnte eine Destabilisierung der Gele festgestellt werden. Hier wurde bei der
Erklarung besonders Augenmerk auf die Wasserkonkurrenz der einzelnen Komponen-
ten gelegt. Die Wassermolekule wirden mehr von den geladenen Xanthanmolekilen
angezogen, was eine lokal héhere Dichte an Wassermolekilen um die Xanthanketten
als um die Agarosemolekile bedeuten wirde. Die Netzwerkbildung der Agarose sei
weniger ausgepragt.

MEENA ET AL.(MEENA, CHHATBAR, PRASAD, & SIDDHANTA, 2008) beschaftigten sich
unter anderem mit dem bindren System Agarose-Alginat. Durch Viskositdtsmessungen
konnte eine Abnahme des scherverdiinnenden Verhaltens des Alginats durch die Mi-
schung mit Agarose beobachtet werden. Temperaturabhéngige Oszillationsmessungen
zeigten eine leichte Verschiebung des Gelpunktes Ty der reinen Agarose zu kleineren
Temperaturen in der Mischung mit Alginat. Eine genaue Erlauterung der Ergebnisse
blieb hier jedoch aus.
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3 Materialien und Methoden

Das nachfolgende Kapitel beschéftigt sich mit den verwendeten Materialien, deren Pro-
benpréparation und einer kurzen Vorstellung der eingesetzten physikalischen Messme-
thoden zur Charakterisierung und Untersuchung der Hydrokollidsysteme.

3.1 Verwendete Materialien

Die verwendete Agarose (Ci2H1809) mit der CAS-Nr. 9012-36-6 wurde von Fisher
Scientific GmbH bezogen. Es ist ein feines weil3es Pulver. Laut Hersteller liegt die Ge-
lierungstemperatur Tge bei 34 bis 45 °C und die Gelfestigkeit bei >1000 glcm?. Der
Wassergehalt des trockenen Agarosepulvers wurde mit einem Halogentrockner bei
130 °C bestimmt und betrégt 11,4% =+ 0,03% (Dreifachbestimmung). Zusatzlich wur-
de in den Analytischen Laboratorien GmbH (Lindlar, Deutschland) eine Elementarana-
lyse der Agarose durchgefiihrt. Dabei konnte ein Calciumgehalt von 46 mg/kg
(0,0046%) und ein Magnesiumgehalt von 7 mg/kg (7 - 10%) gemessen werden. Der
Calcium- und Magnesiumgehalt wurde bestimmt, da Alginat besonders empfindlich auf
die Anwesenheit von bivalenten Kationen reagiert und so eine Beeinflussung der Visko-
sitat in den Hydrokolloidmischungen ausgeschlossen werden konnte.

Das Na-Alginat mit der CAS-Nr. 9005-38-3 stammte von Sigma-Aldrich®. Es ist mit
medium viscosity gekennzeichnet, was 3,5 Pas bei 2% w/w (25 °C) entspricht und hat
eine bréunliche Farbe. Die Feuchtigkeitsbestimmung ergab einen Wert von 11,7% +
0,03% (Dreifachbestimmung) und durch die Elementaranalyse konnte fiir den Calci-
umgehalt 1450 mg/kg (0,145%) und fur den Magnesiumgehalt 350 mg/kg (0,035%)
bestimmt werden. Im Vergleich bestimmten SIMEONE ET AL. (SIMEONE, ALFANI, &
GuUIDO, 2004) 0,17% fir den Calciumgehalt und 0,04% fir den Magnesiumgehalt.

Xanthan (reinst, E-415) mit der CAS-Nr. 11138-66-2 wurde von Carl Roth GmbH &
Co. KG erworben und ist ein cremefarbenes kompaktes Pulver. Laut Hersteller hat es
eine mittlere Viskositat von 1200 - 1600 mPas in einer 1%-igen KCI-Losung. Die
Feuchtigkeitsbestimmung ergab einen Wassergehalt von 12,5% =+ 0,15% (laut Herstel-
ler liegt er bei 6 - 14%).

Die verwendeten Disaccharide Trehalose (Ci2H220:1) und Saccharose (Ci2H22011)
wurden von Acros Organics (Thermo Fisher Scientific Inc.) bzw. Theka Analytical be-
zogen. Bei der Trehalose mit der CAS-Nr. 99-20-7 handelt es sich um 99% wasserfreie
D-Trehalose, die Saccharose mit der CAS-Nr. 57-50-1 ist zu >99,0% rein.
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3.2 Allgemeine Probenpraparation

Die Dispersionen aus Xanthan bzw. Alginat wurden jeweils aus 1 Gew.-% des trocke-
nen Pulvers und destilliertem Wasser hergestellt. Dazu wurde die entsprechende Menge
an Xanthan bzw. Alginat in einem 20 mL Schnappdeckelglas vorgelegt und die entspre-
chende Menge an destilliertem Wasser dazugegeben. Das Gemisch wurde anschlieRend
flr 24 Stunden bei einer konstanten Rihrgeschwindigkeit von 200 rpm mit einem Mag-
netruhrstdbchen bei Raumtemperatur gerthrt. Durch gelegentliches Schutteln der Glés-
chen wurde ein homogenes Losen gesichert. Nach 24 Stunden konnten so beim Xanthan
stark triibe und viskose Dispersionen erhalten werden und beim Alginat klare, leicht
gelb geféarbte. Die entsprechenden Hydrokolloiddispersionen mit Zuckerzusatz wurden
auf die gleiche Weise hergestellt, nur dass das destillierte Wasser hier durch Zuckerlo-
sungen (Saccharose- und Trehaloseldsung) mit den Konzentrationen 10, 20, 30, 40 und
50% w/w ersetzt wurde. Bei der 50% w/w Trehaloselosung wurde das maximale Lo-
sungsvermogen der Trehalose bei Raumtemperatur schon uberschritten und das Losen
erfolgte bei 60 °C fir 15 Minuten auf der Heizplatte. Bei der Praparation der Dispersio-
nen mit den Zuckerlésungen konnte beobachtet werden, dass der Zuckerzusatz das L6-
sen der Hydrokolloide erheblich verlangsamte.

Zur Herstellung der Agarosegele wurden 1 Gew.-% der trockenen Agarose mit der ent-
sprechenden Menge an destilliertem Wasser in einem 20 mL Schnappdeckelglaschen
dispergiert. Die Dispersion wurde schlieflich auf einer Heizplatte bei 200 rpm und
200 °C auf 90 °C fur 5 Minuten erhitzt. Durch die Verwendung eines Kontaktthermo-
meters, dessen Fiihler durch den Plastikdeckel des Glaschens gebohrt wurde, konnte
eine konstante Temperatur von 90 °C eingestellt werden und die Wasserverdunstung
minimalisiert werden. Nach 5 Minuten wurde die nun klare, heiBe Lésung in Formchen
pipettiert. Fir die Amplitudenmessungen am Rheometer kamen dabei runde Férmchen
mit einem Durchmesser von 25 mm und einer Hohe von 3 mm zum Einsatz und fur die
Feuchtegehaltbestimmung hatten die Férmchen einen Durchmesser von 50 mm und
eine Hohe von 1 mm. Die Férmchen wurden bis zum Uberlaufen befiillt und die noch
fliissige und Uberstehende Losung anschliefend mit einem breiten Rasiermesser abge-
zogen. Um ein Durchlaufen der Losung zu verhindern wurden die Formchen auf der
Rickseite einer Petrischale mit Tesafilm befestigt. Die Agaroseldsung wurde nun fir 15
Minuten bei Raumtemperatur in den Formchen abgekdhlt, anschlieend vorsichtig her-
ausgeldst und fiir weitere 24 Stunden bei 4 °C im Kihlschrank ausgehértet. Es konnten
so leicht tribe und transparente Gele mit definierter Geometrie gewonnen werden. Die
Herstellung der entsprechenden Agarosegele mit Zuckerzusatz (Saccharose und Treha-
lose) erfolgte analog, nur dass die trockene Agarose in Zuckerlésungen der Konzentra-
tionen 10, 20, 30 und 40% w/w dispergiert wurde. Bei Gelen mit einem Zuckergehalt
groRer als 40% w/w konnte ein Auskristallisieren der Zucker festgestellt werden. Hier
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war zu beobachten, dass die Trubung der Gele mit wachsender Zuckerkonzentration
abnahm.

Die Préparation der Mischungen aus Hydrokolloiden erfolgte aus der Kombination der
beiden Vorgehensweisen zur Herstellung der Dispersionen und Gele. Zundchst wurden
1% w/w Dispersionen aus Xanthan bzw. Alginat in destilliertem Wasser bzw. in Zu-
ckerlésungen wie oben beschrieben angesetzt und fiir 24 Stunden gerihrt. Die 1% w/w
Agarose wurde in destilliertem Wasser bzw. in den Zuckerldsungen dispergiert und mit
den vorher angesetzten Xanthan- bzw. Alginatdispersionen versetzt. Dabei wurden Mi-
schungsverhéltnisse von 1-1, 1-3 und 3-1 beachtet. Zur Herstellung einer 1-1 Mischung
aus Agarose und Xanthan mit 10%-igem Zuckerzusatz zum Beispiel, wurden also 1%
w/w Agarose in einer 10%-igen Zuckerlésung dispergiert und mit der gleichen Menge
einer Dispersion aus 1% w/w Xanthan und einer 10%-igen Zuckerlosung versetzt. Das
Gemisch wurde dann zundchst gut per Hand geschittelt und wieder fir 5 Minuten bei
90 °C wie oben erhitzt. Das in den Formchen erkaltete Gel wurde dann anschliefend
wieder fir 24 Stunden im Kuhlschrank ausgehértet. Auf diese Weise konnten homogene
Mischungen aus den verschiedenen Komponenten erhalten werden.

Abbildung 3.1 Vergleich von 1% w/w Agarose-Alginat 1-1 (links) und Agarose-Xanthan 1-1
(rechts), angefarbt mit Hagebuttentee.

3.3 Methoden

In dieser Arbeit wurden die Hydrokolloide Agarose, Na-Alginat und Xanthan, sowie die
bindren Mischungen aus Agarose-Alginat und Agarose-Xanthan untersucht. Zusatzlich
wurde bei diesen Systemen der Einfluss von Saccharose und Trehalose in verschiedenen
Konzentrationen studiert. Charakterisiert und erforscht wurden diese Systeme mit unter-
schiedlichen physikalischen Messmethoden. Hauptaugenmerk lag hierbei auf den rheo-
logischen Messungen, bei denen amplitudenabhéngige und temperaturabhangige Oszil-
lationsmessungen, sowie scherratenabhangige Viskositatsmessungen durchgefuhrt wur-
den. Dadurch konnten Erkenntnisse tber die mechanischen und thermischen Eigen-
schaften der Hydrokolloide im linear-viskoelastischen Bereich gewonnen werden. Des
Weiteren folgte eine Feuchtegehaltanalyse mit einem Halogentrockner um das Wasser-
bindungsvermdgen der Polysaccharide zu studieren. Die Netzwerkbildung in den reinen
Komponenten und in den Mischsystemen wurde mit dem CLSM und SEM analysiert.
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Darlber hinaus sollten noch die Ergebnisse der thermischen Eigenschaften durch DSC-
Messungen erweitert werden.

3.3.1 Rheologische Messungen

Der Grundvorgang jeder rheologischen Messung liegt in der Aufbringung einer defi-
nierten Kraft und die Messung der resultierten Deformation der zu untersuchenden Pro-
be oder in der Messung der resultierenden Kraft bei der Anwendung einer vorgegebe-
nen Deformation. Betrachtet man eine Probe zwischen zwei parallelen Platten (siehe
Abb. 3.2) bei denen eine stationar bleibt und die andere bewegt wird, kann das Ausmaf
der Probendeformation als dimensionsloses Verhaltnis aus hinterlegtem Weg d und dem
Abstand der beiden Platten x definiert werden. Dieses Verhaltnis bezeichnet man im
englischen als strain y, die Rate mit der die Deformation stattfindet bezeichnet man
entsprechend als strain rate y und tragt die Einheit s™:

Strain: y = % (3.1)

Die dabei auf die Flache der oberen Platte A angreifende Kraft F bezeichnet man als
Schubspannung (engl. stress t) und tragt die Einheit Pa:

Stress: T = % (3.2)

Findet die Bewegung senkrecht zur oberen Flache statt, spricht man von Kompression
oder Streckung und Spannung, Deformation und Deformationsrate tragen die Abkur-
zungen o, € und €. Findet eine Scherung statt, also eine laterale Bewegung, spricht man
von Scherspannung 7, Scherdeformation y und Scherrate y.

Abbildung 3.2 Parallele Plattenmodell. (Ubernommen mit freundlicher Genehmigung von Dr.
Birgitta Schiedt, MPI fir Polymerforschung, Mainz).

Zum Verstandnis des viskoelastischen Verhaltens von Polysacchariden in Lésung und
Gelen werden zundchst zwei ideale Extremfélle vorgestellt: der perfekte Festkorper
(Hook’sches Modell) und die perfekte Fliissigkeit (Newton’sches Modell). Im Fall des
perfekten Festkorpers ist die durch die Widersetzung der Deformation erzeugte Span-
nung o bzw. t (stress) direkt proportional zu dem AusmaR der Deformation & bzw. y
(strain) und unabhéngig von der Deformationsrate. Die Proportionalitatskonstante zwi-
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schen Spannung und Deformation charakterisiert die Stabilitat und Festigkeit der Probe
und wird im Fall der Kompression als Young Modul E bzw. fur die Scherung als
Schermodul G bezeichnet.

Kompression: 0 = E - ¢ (3.3)
Scherung: 7 =G -y (3.4)

Fiir Newton‘sche Fliissigkeiten ist hingegen die Widerstandsspannung o bzw. t (stress)
direkt proportional zu der Deformationsrate y (strain rate) und unabhé&ngig von der
GroRe der Deformation. Das Verhaltnis aus Spannung und Deformationsrate charakteri-
siert den FlieBwiderstand einer Flissigkeit und wird als Viskositat definiert. Fur ein
longitudinales FlieRen wird die Viskositdt mit A bezeichnet und fiir die Scherung mit n.

Kompression: 0 = A+ ¢ (3.5)

Scherung: 7= n-y (3.6)

Systeme aus Polysacchariden zeigen in ihren rheologischen Eigenschaften sowohl Cha-
rakteristika eines Festkorpers und einer Flissigkeit (STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS,
2006) und zeigen viskoelastisches Verhalten.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden neben scherratenabhangigen Viskositatsmes-
sungen dynamische Oszillationsmessungen an den Hydrokolloidsystemen durchgefiihrt.
Dabei wird die Probe, eingespannt zwischen zwei parallelen Platten oder einer Platte
und einem konusformigen Kegel, mit einer sinusférmigen Deformation bzw. Spannung
beansprucht:

y(t) = yosinwt (3.7)
(t) = 19sinwt + 6 (3.8)

Fur einen idealen Festkorper nach Hook schwingen die oszillierende Deformation und
die Scherspannung genau in Phase, fiir Newton’sche Fliissigkeiten sind Spannung und
Deformation hingegen nicht in Phase und es ergibt sich eine Phasenverschiebung von
& = 90°, viskoelastische Materialien zeigen dementsprechend eine Kombination aus
beidem und § kann Werte im Bereich von 0 bis 90° annehmen.

ne ;»/f(r) t(0)

Phase shift &

Abbildung 3.3 Darstellung der sinusférmigen Deformation y(t) und deren Phasenverschiebung
zur Spannung t(t). (Ubernommen mit freundlicher Genehmigung von Dr. Birgitta Schiedt,
MPI flr Polymerforschung, Mainz).
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Fur Polysaccharidsysteme kann der Anteil an festem und flissigem Charakter durch die
Separation der resultierenden Spannung in ihre Komponenten, die in und aus der Phase
schwingen, bestimmt werden. Der Anteil der Spannung, der sich in Phase zur Deforma-
tion bewegt, bezeichnet man als elastischen Modul G’ und den Teil, der aus der Phase
schwingt als viskosen Modul G . (MEZGER, 2007)

T COS O

G = Do (3.9)
Yo

Tosind

Yo

G" = (3.10)

Die Energie, die fiir die Deformation eines elastischen Festkdrpers aufgebracht werden
muss, wird wahrend dem Scherprozess in der Probe gespeichert und steht nach Entlas-
tung der Probe wieder vollstandig zur Verfligung und gleicht die vorhergehende Defor-
mation wieder aus. Ein Mal fiir diese gespeicherte Energie stellt der elastische Modul
G’ dar und wird deshalb auch als Speichermodul bezeichnet. Die fur die Deformation
einer Flussigkeit bendtigte Energie steht nach der Entlastung nicht mehr zur Verfiigung
und geht verloren. Sie wird zur Veranderung der Probenstruktur aufgebraucht oder wird
in Form von Reibung an die Umgebung abgegeben. Ein Mal fur diese verlorenen Ener-
gie stellt der viskose Modul G’ dar und heifst auch Verlustmodul. (MEZGER, 2007).
Beide Moduli tragen die Einheit Pa. Der Verlustfaktor tan § ist der Quotient aus gespei-
cherter und verlorener Deformationsenergie und gibt somit das Verhaltnis aus elasti-
schem und viskosem Anteil der Probe wieder:

G siné
tand = — =
G/ cosé

(3.11)

Idealelastisches Verhalten liegt also vor, wenn G’ >> G’ ist und tand — 0 ist, bei
idealviskosen Verhalten hingegen ergibt sich, dass tan § — oo und G’ vollstandig tber
G’ dominiert. Gilt tan§ = 1 und G’’= G’ hat die Probe einen genauso grof3en elasti-
schen Charakter wie viskosen. Dieses Verhalten tritt zum Beispiel am Gelpunkt wéah-
rend eines Sol-Gel Ubergangs auf (MEzGER, 2007). WINTER ET AL. konnten unter ande-
rem durch die Messung der Viskoelastizitdt am Gelpunkt von vernetzten PDMS-
Polymeren, sowie durch Modellrechnung zeigen, dass dort G'(ow) = G’'(®) herrscht
(CHAMBON & WINTER, 1985; WINTER, 1987; WINTER & CHAMBON, 1986).

Viskoelastische Eigenschaften von Gelen aus Hydrokolloiden (Agarosegele)

Wird eine Gelprobe fir einen langeren Zeitraum mit einer bestimmten Deformation
beansprucht nimmt die Spannung, die notig ist um der Deformation Stand zu halten
nach der Zeit immer mehr ab (Spannungsrelaxation) und die Probe nimmt nach der Ent-
lastung wieder nur teilweise die urspriingliche Geometrie ein. Wird hingegen eine defi-
nierte Spannung an der Probe angelegt, nimmt die resultierende Deformation immer
mehr zu (Kriechverhalten) und entspannt sich auch nur teilweise nach Spannungsweg-
nahme. Dieses Verhalten l&sst sich auf das molekulare Netzwerk in dem Gel zuruckfih-
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ren. Die angelegte Deformation wird von dem Netzwerk aufgenommen und vorbeste-
hende Verknlpfungszonen werden dissoziiert und durch neue Wechselwirkungen mit
anderen Kettenpartnern ersetzt. In festen Gelen ist der Speichermodul G’ stets grofer
als der Verlustmodul G’ und wie fur ein elastisches Netzwerk erwartet, von der De-
formationsrate unabhéngig. (STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006).

Viskoelastische Eigenschaften von Lésungen aus ungeordneten Hydrokolloiden
(Alginatlésungen)

Liegen Polysaccharide in Losung vor, existieren sie als willkdrlich orientierte und un-
geordnete Polymerknéuel, deren Form kontinuierlich unter der Brown‘schen Moleku-
larbewegung fluktuiert. Bei kleinen Konzentrationen sind die individuellen Knduel aus-
reichend voneinander getrennt und kénnen sich unabhangig bewegen. Mit wachsender
Konzentration fangen die Knduel an sich zu beruhren, Gberlappen und interpenetrieren
einander. Es entsteht ein Netzwerk aus verhakten Polymerketten. Der Beginn der Knéu-
elUberlappung hangt von dem Ausschlussvolumen der Polymerknduel und der Anzahl
an Polymerketten (entspricht der kritischen Konzentration c¢*) ab. Ein geeigneter Para-
meter zur Charakterisierung des Knéuelvolumens stellt die intrinsische Viskositat dar
(siehe Kapitel 2.3.2). Bildet sich ein Netzwerk aus verhakten Polymerketten aus zeigen
solche Losungen ein scherverdinnendes Verhalten. Sie unterscheiden sich zwar in der
GroRe der Nullscherviskositdat n, und dem Beginn der Scherverdiinnung aber zeigen
immer dieselbe Form des Scherverdiinnens (STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006).

log (n/mg)
Q

e -3 -2 1 o 1 2

log (\','/“\'fm)

Abbildung 3.4 Logarithmische Auftragung der normierten Viskositdt gegen die normierte
Scherrate  zur Verdeutlichung der Scherverdiinnung von Polysaccharidldsungen,
(A)Guarkernmehl, ( A)Karrageen, (e)Johannisbrotkernmehl, (m)Alginat, (o)Hyaluronat
(STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006).

In verdiinnten Polysaccharidldsungen nimmt der Verlustmodul G’ immer groRere Wer-
te als der Speichermodul G’ ein. Deformationsenergie wird in verdiinnten Ldsungen
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durch die Verdrehung von Polymerketten zu gespannten Konformationen gespeichert,
wahrend die Energie durch die Bewegung an das Lésungsmittel abgegeben wird. Bei
kleinen Frequenzen (Deformationsraten) Uberwiegt die Bewegung und G’ dominiert
uber G’. Bei hoheren Raten wird die intermolekulare Bewegung immer bedeutender
und G’ nahert sichan G’ an.

G 1

102
GH

101

100+

162 10" 10° 10" 10

w (rad s')

Abbildung 3.5 Abhdngigkeit von G’, G’ und der komplexen Viskositét n*3 von der Frequenz.
Oben: konzentrierte Ldsungen, unten: verdinnte Ldsungen. (STEPHEN, PHILLIPS, &
WILLIAMS, 2006).

Viskoelastische Eigenschaften von schwachen Gelen (Xanthan)

Manche Polysaccharide wie Xanthan besitzen Eigenschaften, die zwischen denen einer
Losung und eines Gels liegen. Xanthan liegt in Lésung namlich in einer steifen und
geordneten Konformation aus Stabchen vor, die ein dreidimensionales Netzwerk aus
schwach gebundenen geordneten Polymerketten ausbilden. Obwohl Lésungen aus Xan-
than frei flieRen, dominiert der Speichermodul G’ der Verlustmodul G’ unabhéngig
von der Deformationsrate. Auch sie zeigen Scherverdiinnung, verhalten sich aber etwas
anders als Lésungen aus verkndulten Polymerketten. Mit abnehmender Scherrate kann
ein stetiger Anstieg der Viskositat beobachtet werden und keine interpolierte Nullscher-
viskositat (STEPHEN, PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006). Im Vergleich zu richtigen Gelen ist
das schwache Netzwerk des Xanthans nicht stark genug sich selbst in Form zu halten.
Die Bildung von richtigen Gelen durch den Ubergang von ungeordneten Polymerknau-

® Die komplexe, dynamische Viskositét ergibt sich aus dem komplexen Modul G*, der das gesamte Ver-

G* VGr2+Gri?

halten der Probe wiedergibt, und der Frequenz: n* = o= >
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eln zu geordneten Verknupfungszonen zieht zwar einen grof3en Entropieverlust mit sich,
wird aber durch einen grof3en enthalpischen Vorteil durch die starken und stabilen in-
termolekularen Wechselwirkungen in den Verknipfungszonen wieder ausgeglichen.
Bei der Bildung der schwachen Gele fordert die Ordnung der Strukturen nur einen ge-
ringen Entropieverlust und es wird auch nur ein kleiner Energiegewinn notig. (STEPHEN,
PHILLIPS, & WILLIAMS, 2006).

Durchfihrung der rheologischen Untersuchungen

Alle hier beschriebenen Analysen der viskoelastischen Eigenschaften der Hydrokolloid-
systeme wurden mit dem Gemini 200 Advanced Rheometer von Bohlin Instruments
durchgefuhrt. Es wurden vier verschiedene Versuche an den Systemen durchgefthrt:

e Scherratenabhangige Viskositdtsmessungen: Die Viskositatsanalyse der Algi-
nat- bzw. Alginat/Zuckerlésungen, sowie der Xanthan- bzw. Xan-

than/Zuckerldsungen erfolgte scherratenabhéngig, das heillt die Viskositat n
[Pas] wurde hier in Abhé&ngigkeit von der Scherrate y [1/s] aufgetragen.

e Zeitabhéngige Viskositdtsmessungen: Die Viskositat n [mPas] der reinen Zu-
ckerldsungen wurde in Abhangigkeit von der Zeit t [s] bei konstanter Scherrate
y [1/s] vermessen.

e Amplitudentest (amplitude sweep): Bei diesem Versuch wird eine oszillierende
Deformation (strain) y an der Probe angelegt und in Abhéangigkeit davon der
Speicher- und Verlustmodul G’ bzw. G’ bei einer konstanten Frequenz gemes-
sen. Dieser Test wurde an den Alginat- bzw. Alginat/Zuckerldsungen, Xanthan-
bzw. Xanthan/Zuckerlésungen, den reinen Zuckerlésungen und an den Agaro-
se- bzw. Agarose/Zuckergelen durchgeflhrt. Ebenfalls erfolgte die Messung an

den Mehrkomponentensystemen der Agarose-Alginat- bzw. Agarose-
Alginat/Zuckergelen und Agarose-Xanthan- bzw. Agarose-
Xanthan/Zuckergelen.

Alle Messungen erfolgten in einer Einfachbestimmung an jeweils finf verschiedenen
Proben pro System bei 25 °C.

e Temperaturabh&ngige Oszillationsmessungen: Hier wurde der Speicher- und

Verlustmodul G’ bzw. G’ bei konstanter Frequenz und konstanter Deformation
in Abhédngigkeit von der Temperatur aufgetragen. Diese Messmethode erfolgte
ebenfalls an allen Systemen wie beim Amplitudentest.

Diese Messungen erfolgten nur an jeweils drei verschiedenen Proben pro System.

Abhéngig von der Probenbeschaffenheit wurden unterschiedliche Messgeometrien ein-
gesetzt. Die scherratenabhangigen Viskositdtsmessungen und die amplitudenabhangigen
Oszillationsmessungen der Xanthan- und Alginatlésungen, sowie der Zuckerlésungen
erfolgten mit einem koaxialen Zylinder (C25 DIN 53019), die Oszillationsmessungen
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der Agarosegele und der bindren Mischungen aus Agarose-Xanthan und Agarose-
Alginat wurden mit der Platte-Platte Geometrie (PP25) vermessen und die temperatur-
abhangigen Messungen des Sol-Gel Ubergangs erfolgten ebenfalls mit der Platte-Platte
Geometrie jedoch mit einem grofRerem Durchmesser (PP40).

M, ¢

Abbildung 3.6 Unterschiedliche Messgeometrien des Rotationsrheometers, Platte-Platte und
koaxialer Zylinder.

Die Verwendung des koaxialen Zylinders erforderte immer eine bestimmte Menge an
Probenmaterial, so dass der innere Kolben oben komplett bedeckt war. Bei den Alginat-
bzw. Alginat/Zuckerldsungen erfillten dies 13 g + 0,1 g, bei den Xanthan- bzw. Xan-
than/Zuckerlosungen 14 g + 0,1 g und bei den reinen Zuckerlésungen 12 g + 0,1 g.
Nach dem Befullen des &ulReren Zylinders wurde der innere Kolben langsam in die Pro-
be gefahren und der voreingestellte Gap (untere Abstand zwischen duBeren Zylinder
und Kolben) von 150 um erreicht. Damit eine homogene Verteilung der Probe zwischen
innerem und &ulRerem Zylinder erfolgte, wurde der innere Kolben vor der Messung
nochmal per Hand langsam gedreht.

Bei der Verwendung der Platte-Platte Geometrie muss immer ein ausreichender Kontakt
zwischen Probe und oberer Platte garantiert sein, aber die Probe darf nicht zu fest zu-
sammen gedrickt werden. Deshalb wurde hier die Gapeinstellung jeder Gelprobe ma-
nuell durchgefihrt. Dazu wurde die obere Platte nach dem Einlegen der Probe zunédchst
auf 3000 um Abstand zur unteren Platte eingestellt und in 100 um Schritten soweit nach
unten gefahren bis ein deutlicher Kontakt zur Probe sichtbar wurde. Zuséatzlich wurde
hier, um das Rausrutschen der Probe bei hohen Deformationswerten zu verhindern,
Schleifpapier mit der Kornung 80 an der oberen und unteren Platte befestigt.
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Tabelle 3.1 Wichtige Messparameter der unterschiedlichen Versuche und Probenmaterialien.

i Agarose- Agarose- Zucker-
Alginat Xanthan Agarose . )
Alginat  Xanthan l6sungen
y-abhangige Viskositatsmessung
min. Scherrate/(1/s) 0,01 0,0001
max. Scherrate/(1/s) 1000 1000
Integration, Dela
. ; Y 5,30 5,30
Time/s
Gap/pm 150 150
t-abhangige Viskositatsmessung
max. Zeit/s 212,5
Scherrate/1/s 137
Integration, Dela
_ g y 5,2
Time/s
Gap/pum 150
Amplitudentest
min. Strain 0,01 0,002 0,001 0,0001 0,001 0,01
max. Strain 25 2 1 1 1 25
Frequenz/Hz 1 1 1 1 1 1
Integration, Delay
) 505 505 5,05 5,05 5,05 5,05
Time/s
Gap/pm 150 150 Manuell Manuell Manuell 150
T-abhangige Oszillationsmessung (5 Perioden)
. 0,01 bis
Strain 0,01 0,01 0,001 0,001
0,001

Frequenz/Hz 1 1 1 1 1
Integration, Delay
) 505 505 5,05 5,05 5,05
Time/s

80-20  80-20 80-20 80-20 80-20
Temp.-Rampe/°C

20-95  20-95 20-95 20-95 20-95
Rate (K/min) 1 1 1 1 1
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Bei der Messung des Sol-Gel Ubergangs wurden die Platten zunachst auf 80 °C vorge-
heizt, 1350 uL der heiRen und fllissigen Probe (Probenpréparation wie zuvor nur dass
die Proben nicht abgekuhlt wurden und Gele bildeten) aufgegeben und die obere Platte
mit Kleinster Geschwindigkeit ganz vorsichtig runter gefahren. Der Gap wurde hier auf
1000 pum festgelegt. Um ein Verdampfen des Wassers zu verhindern wurde zusatzlich
ein Film aus Paraffindl (n = 25 mPas, Merck KGaA) um die Probe aufgebracht. Zu-
satzlich wurde hier eine automatische Gapkorrektur des Rheometers eingestellt um ei-
nen stetigen Kontakt zwischen Platte und Probe wahrend dem Gelieren und Schmelzen
zu garantieren. Die fllssige Probe wurde nun zundchst von 80 °C auf 20 °C abgekihlt
und anschlieRend wieder auf 95 °C aufgeheizt.

In der Tabelle 3.1 sind alle wichtigen Parameter fur die unterschiedlichen Messmetho-
den und Probenmaterialien zusammengefasst.

3.3.2 Feuchtegehaltanalyse

Um etwas Uber das Wasserbindungsvermogen und Synereseverhalten der Hydrokolloi-
de zu lernen wurden diese definiert mit einem Halogenfeuchtebestimmer HR83 der
Firma Mettler Toledo getrocknet. Die Fahigkeit Wasser zu binden hangt stark von der
molekularen Struktur der Hydrokolloide im wéssrigen Medium ab (WAJE, MESHRAM,
CHAUDHARY, PANDEY, MAHANAWAR, & THORAT, 2005). In Hydrkolloidgelen bestim-
men die Maschen des intermolekularen Netzwerkes die Féhigkeit Wasser einzuschlie-
Ren. Wéhrend dem Trocknen schrumpfen die Gele und somit auch die Geldicke durch
die das verdampfende Wasser hindurch diffundieren muss. Das AusmaR dieser Kontrak-
tion hangt von der Trocknungstemperatur, Geldicke zu Beginn der Messung und Ver-
knupfungsdichte im Netzwerk ab. (WAJE, MESHRAM, CHAUDHARY, PANDEY,
MAHANAWAR, & THORAT, 2005). Polyelektrolyte wie Alginat und Xanthan haben eine
besonders hohe Fahigkeit zur Wasserbindung. Durch den dipolaren Charakter der Was-
sermolekiile kdnnen die Hydrokolloide mit ihrer negativen Ladung eine Hydrathulle um
sich herum bilden.
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Abbildung 3.7 Durch die Ladung der Polyelektrolyte bildet sich eine Hydrathlle aus, die sich
durch den dipolaren Charakter der Wassermolekiile stabilisiert. (VILGIS, 2012)
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Um Wasser aus dem System zu verdampfen missen also zunéchst diese elektrostati-
schen Anziehungen tberwunden werden.

Bestimmung des Feuchtegehalts der Hydrokolloide

Zur Bestimmung der Wasserbindungsfahigkeit wurden 2,000g + 0,001g des Proben-
materials auf ein in einer Aluminiumschale liegendes Flies gegeben; bei den vorher
ausgeharteten Gelen wurden schon vor dem Abkihlen etwa 2 g der flussigen Phase in
die Formchen eingewogen und das Uber 24 Stunden ausgehartete Gel direkt in die Alu-
miniumschale gelegt. Die Proben wurden nun jeweils bei zwei verschiedenen Tempera-
turen, einmal bei 50 °C (weit unter dem Schmelzpunkt der Gele) und bei 80 °C (nahe
dem Schmelzpunkt der Gele) getrocknet, der Gewichtsverlust mit der Zeit aufgetragen
und direkt der Feuchtegehalt in Prozent von der Gesamtmasse der Probe bestimmt. Die
Messung erfolgte solange bis innerhalb von 140 Sekunden nur noch Gewichtséanderun-
gen von Kleiner als 1 mg detektiert werden konnten (Abschaltkriterium 5). Fir jedes
System wurde diese Messung an drei verschiedenen Proben wiederholt.

3.3.3 Confocal Laser Scanning Microscopy (CLSM)

Um etwas ber die Homogenitat und Netzwerkstruktur der Hydrogele zu erfahren wur-
den die Gele auf Agarosebasis mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop FV 300
von Olympus (manuell umgebaut) untersucht. Der Vorteil der konfokalen Mikroskopie
liegt darin, dass im Vergleich zu konventionellen Mikroskopen das Anregungslicht auf
einen Punkt in der Probe fokussiert werden kann. Durch den Einsatz eines Lasers als
Anregungslicht kann die Probe in der Fokusebene punktférmig beleuchtet werden und
in jedem Punkt Molekiile zur Fluoreszenz angeregt werden. Das Fluoreszenzlicht wird
dann durch eine Blende in der Bildebene abgebildet und nur das Licht, dass aus der Fo-
kusebene kommt kann so detektiert werden. Der Vorteil der Detektion von Fluoreszenz-
licht ist, dass dieses durch den Einsatz von farbteilenden Spiegel einfach von dem An-
regungslicht getrennt werden kann. Das kurzwellige Anregungslicht wird an dem Spie-
gel reflektiert, das langwellige Fluoreszenzlicht kann den Spiegel passieren und in der
Zwischenbildebene fokussiert werden. Durch die eingebaute Lochblende in der Zwi-
schenbildebene des Detektionsstrahlengangs werden nur bestimmte Objekte in dem
Probevolumen detektiert. Die Kombination aus Fluoreszenzlicht und Lochblende stei-
gert das laterale Auflésungsvermdgen enorm. (HiNzg, 2011). Durch das Rastern mit
dem Laser kann so ein zweidimensionales oder sogar dreidimensionales Bild der Probe
erhalten werden.
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Abbildung 3.8 Schematische Darstellung des Strahlengangs eines Fluoreszenz-CLSM. Oben:
Anregung, nur das Fluoreszenzlicht kann den Spiegel passieren; unten: Detektion, durch
den Einsatz der Lochblende liegt der Detektionsfokus genau in der Fokalebene des Objek-
tivs. (Quelle: Praktikumsskript PC-Grundmodul, Uni Mainz, 2011, http://www.uni-
mainz.de/FB/Chemie/fbhome/physc/Dateien/Modul_Einzelmolekuelmikroskopie.pdf)

Damit Uberhaupt ein Bild der Agarosegele mit dem Fluoreszenz-CLSM aufgenommen
werden konnte musste diese zunachst mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert werden.

Fluoreszenzmarkierung der Agarose

Als Fluoreszenzfarbstoff wurde 5-DTAF [5-(4,6-Dichlorotriazinyl)aminofluorescein]
mit der CAS-Nr. 51306-35-5 von invitrogen® verwendet.

5-DTAF wird oft zur Fluoreszenzmarkierung von ver-
schiedenen Carbohydraten und Polysacchariden ver-
wendet, da es die Fahigkeit hat mit Amino-, Thio- und
Hydroxylgruppen in wassrigen Lésungen Uber einem
pH-Wert von 9 zu reagieren. Die Molekularmasse be-
tragt 495,28 g/mol und Absorptions- und Emissions-
maxima liegen bei 4,5 =492 nm bzw. 4., =517 nm.

Abbildung 3.9 Chemische Struktur von 5-DTAF als Fluo- |
reszenzmarker von Agarose.
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Eine Versuchsbeschreibung zur Markierung von Agarose mit 5-DTAF oder anderen
Fluoresceinen konnte in der Literatur nicht gefunden werden, weshalb basierend auf
einer Beschreibung der Markierung von Xylan mit 5-DTAF
(http://www.fgsc.net/fgn37/chalmers.html) eine eigene Durchfiihrung entwickelt wurde.

Die eingesetzten Chemikalien und deren Mengen konnen der folgenden Tabelle ent-
nommen werden:

Tabelle 3.2 Eingesetzten Chemikalien und Mengen zur Markierung der Agarose.

Molare

Summen- Masse Stoffmenge  Volumen
Substanz Masse
formel . m/g n/mmol V/mL
M/gmol
Agarose (C12H18009)n 306,46 1,000 3,263
Natriumsulfat Na,;SO4 142,04 0,015 0,107
Natriumhydroxid NaOH 40,00 1,000 25
5-DTAF CasH12CIoN4Os 495,28 0,008 0,016
Ethanol C,HsOH 46,07 120

Die Menge an 5-DTAF und Agarose wurde so festgelegt, dass etwa jedes 200-te Mo-
nomer mit DTAF substituiert wird. Dazu wurde zun&chst die Agarose in 50 mL destil-
liertem Wasser suspendiert und im Silikonbad bei 95 °C solange gerihrt bis eine klare
Losung entstand. Das Natriumsulfat wurde in 15 mL destillierten Wasser geldst, sodass
eine 1% wi/v-ige LOsung entstand. Die Agaroseldsung wurde dann anschliefend auf 50
bis 60 °C abgekihlt, das DTAF dazugegeben und die 15 mL der Natriumsulfatlésung
langsam dazu getropft. Es entstand eine tribe und gelbgefarbte Suspension. Nach der
Zugabe von 2 bis 3 Tropfen einer 10%-tigen NaOH-L08sung klarte die Suspension auf
und eine stark intensiv gelbe Losung konnte beobachtet werden. Diese Losung wurde
nun flr weitere zwei Stunden bei 50 bis 60 °C im Silikonbad weiter gerthrt. Schliellich
wurden etwa 120 mL absolutiertes Ethanol langsam dazugegeben, nach etwa 70 mL
konnte ein Niederschlag beobachtet werden und aus der gelb-orangen Ldsung entstand
eine stark fluoreszierende gelbe Suspension. Die Suspension wurde fur 15 Minuten im
Gefrierfach bei -24 °C abgekuhlt und nach und nach im Buchnertrichter abgesaugt. Es
wurde mehrmals mit kaltem Ethanol gewaschen und ein intensiv gelbes Pulver blieb
zuriick. Dieses wurde im Trockenschrank unter Vakuum bei etwa 30 °C fir 48 Stunden
getrocknet und es konnten schlie8lich 0,558 g der mit 5-DTAF markierten Agarose als
gelbes Pulver gewonnen werden.
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Aufnahme der CLSM-Bilder

Um die Fluoreszenz der mit 5-DTAF markierten Agarose anzuregen wurde ein Argon-
laser mit der Wellenldnge A = 488 nm verwendet. Zur Auflésung der Strukturen wurden
zwei verschiedene Objektive eingesetzt. Zum einen wurde ein LMPLFL 20x Objektiv
mit 20-facher VergroRerung (NA 0.40, WD 12.00 mm, long distance, dry), sowie ein
UPLSAPO 60xW Wasserimmersionsobjektiv mit 60-facher VergréRerung (NA 1.20,
WD 0.28 mm, water immersion) verwendet. Die Probenvorbereitung erfolgte wie in
Kapitel 3.2 beschrieben wurde, nur dass der trockenen Agarosemenge immer zuvor je-
weils 20% der mit 5-DTAF angefarbten Agarose zugesetzt wurde. Die beiden trockenen
Pulver wurden vor der Wasserzugabe zu einem homogenen Gemenge gemorsert.
500 pL der noch flussigen und heien Losungen wurden dann jeweils in die Messzellen
des Mikroskops pipettiert und flir 24 Stunden im Kihlschrank ausgehartet.

3.3.4 Scanning Electron Microscopy (SEM)

Zur Untersuchung der Netzwerkstruktur der Agarosegele und deren Mischung mit Al-
ginat und Xanthan wurde ein Rasterelektronenmikroskop von Gemini Zeiss 1530 einge-
setzt. Der Elektronenstrahl wird hierbei durch Feldemission erzeugt. Als Kathode die-
nen hier in der Regel einkristalline Wolframnadeln mit einem Radius von wenigen Na-
nometern. Durch den geringen Radius der Kathodenspitze entsteht ein sehr starkes
elektrisches Feld und die Tunnelwahrscheinlichkeit der Elektronen wird soweit erhéht,
dass sie ihr bindendes Potential Gberwinden kdnnen. Durch eine gegenlberliegende
Anode werden die Elektronen beschleunigt und durch eine Linse gebdiindelt, so dass ein
Elektronenstrahl mit hoher Kohérenz und Intensitat entsteht.

\

v

Kathode Extraktor Anode Gun Lens

Abbildung 3.10 Schematischer Aufbau einer Feldemissionselektroenquelle. (Quelle: http://tu-
dresden.de/die_tu_dresden/fakultaeten/fakultaet_mathematik _und_naturwissenschaften/
fachrichfach_physik/isp/tbg/lehre/TEM.pdf)

Der erzeugte Elektronenstrahl wird nun im Hochvakuum (~10°mbar) tiber die Probe
gerastert, die von der Oberflache emittierten Sekundarelektronen detektiert und ein Bild
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der Topographie erzeugt. Es kdnnen so Strukturen mit einem Auflésungsvermégen von
nur wenigen Nanometern gewonnen werden.

Aufnahme der SEM-Bilder

Um Rasterelektronenaufnahmen der verschiedenen Hydrokolloidsysteme darstellen zu
kdnnen mussten diese zunéchst prapariert werden. Dazu wurden zundchst die Gele und
Dispersionen wie in Kapitel 3.2 beschrieben hergestellt. Die tber 24 Stunden gerihrten
bzw. ausgeharteten Dispersionen und Gele wurden dann gegebenenfalls in kleine und
langliche Stiicke geschnitten und in 1,5 mL PP-Mikroreaktionsgefalie tberfihrt. Nach-
dem die Proben nun fir 5 Minuten in flussigen Stickstoff eingefroren wurden, erfolgte
die Trocknung im Gefriertrockner (Alpha 1-2 LDPlus, Christ) fur 24 Stunden bei -54 °C
und 0,048 mbar. Die gefriergetrockneten Proben wurden dann vorsichtig zerbrdselt und
auf den Probenhaltern des SEM befestigt.

3.3.5 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Um Erkenntnisse Uber das Schmelz- und Gelierungsverhalten der Hydrokolloide zu
gewinnen wurden Untersuchungen der thermischen Eigenschaften mit einer DSC 822
von Mettler Toledo durchgefiihrt. Probe und Referenz befinden sich dabei in einem
Ofen und werden durch Zufiihren einer Warmemenge mit konstanter Geschwindigkeit
erhitzt. Kommt es dabei zu einer Temperaturdifferenz zwischen Probe und Referenz
wird diese sofort durch weitere Warmemenge ausgeglichen. Diese zuséatzlich zugefihrte
Wérmemenge ist proportional zur Differenz der spezifischen Warmekapazitaten von
Probe und Referenz. (HOHNE, HEMMINGER, & FLAMMERSHEIM, 2003). Der Schmelz-
punkt der Gele wird in einem endothermen Peak sichtbar, da das Schmelzen und das
damit verbundene Ldsen der Verknupfungszonen Energie fordert. Das Bilden von Ver-
kniipfungszonen und dreidimensionalen Netzwerken durch intermolekulare Wechsel-
wirkungen wie Wasserstoffbriickenbindungen oder elektrostatische Wechselwirkungen
hingegen sorgt fiir einen Energieerniedrigung der Probe. Der Gelierungsprozess wird
deshalb in einem exothermen Peak sichtbar. In Abbildung 3.11 ist zum Beispiel eine
DSC-Kurve von einem 2%-igem Agarosegel beim Aufheizen und Abkihlen sichtbar.
Bei etwa 80 °C wird hier ein endothermer Peak des Schmelzens und bei etwa 35 °C ein
exothermer Peak des Gelierens sichtbar.
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Abbildung 3.11 Thermogram eines Agarosegels mit unterschiedlichem Zuckerzusatz von
(NORMAND, AYMARD, LOOTENS, AMICI, PLUCKNETT, & FRITH, 2003).

Durchfihrung der DSC-Messungen

Die Durchfiihrung der DSC-Messungen erforderte eine langwierige Erprobung der bes-
ten Probenvorbereitung und Messmethode. Die Herstellung der Gele erfolgte wie in
Kapitel 3.2, nur dass 50 pL der noch heif3en und flissigen Hydrokolloidlésungen direkt
in einen 100 pL Aluminiumtiegel gegeben wurde. Der Deckel wurde zunéchst nur drauf
gelegt und nach 5 mindtigen Abkihlen kaltverschweif3t. Die direkt in den Messtiegeln
abgekihlten Gele wurden dann schlief3lich fiir weitere 24 Stunden bei 4 °C im Kihl-
schrank ausgehartet. Als Referenz wurde die exakte Menge an Wasser bzw. Zuckerl6-
sung eingewogen, die auch in der Probe abziglich des Polymermaterials vorlag. Mit
1 K/min wurden dann die Proben von 20 °C auf 95 °C aufgeheizt und schlieBlich mit
1 K/min wieder auf 20 °C abgekiihlt.
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4  Ergebnisse und Diskussion

Im folgenden Kapitel werden alle gewonnenen Messergebnisse prasentiert und ver-
sucht, diese unter einer physikalischen Betrachtungsweise zu erldutern. Zunéchst wer-
den die rheologischen Messungen vorgestellt, gefolgt von den Untersuchungen des
Wasserbindungsvermdégens und der strukturellen Aufklarung via CLSM und SEM. Zum
Schluss werden noch einige Ergebnisse der DSC-Messungen dargelegt.

4.1 Viskositats- und Oszillationsmessungen

Durch die Mischung von verschiedenen Hydrokolloiden und Polysacchariden kénnen
viele funktionelle Eigenschaften im Vergleich zu den Reinsystemen verandert und
eventuell verbessert werden. Auch der Einbau von Disacchariden in ein System aus
Hydrokolloiden kann eine enorme Beeinflussung der physikalischen Eigenschaften mit
sich fiihren. Dazu wurden zunachst die reinen wassrigen Losungen der Co-Solute Sac-
charose und Trehalose beziiglich ihrer viskoelastischen Eigenschaften und Viskositét in
verschiedenen Konzentrationen untersucht. Um die Veranderung der viskoelastischen
Eigenschaften von Agarosegelen durch den Zusatz von Xanthan bzw. Alginat und den
Zuckern Saccharose und Trehalose zu diskutieren, wurden zundchst die binaren Hydro-
kolloid/Zucker-Systeme untersucht.

4.1.1 Untersuchungen der wassrigen Disaccharidldsungen

Saccharose und Trehalose sollten aufgrund ihrer unterschiedlichen chemischen Struktur
auch ein unterschiedliches Verhalten in wassrigen Ldsungen zeigen. Beide weisen ein
anderes Hydratisierungsverhalten auf, wodurch die Viskositat und die viskoelastischen
Eigenschaften in Abhangigkeit von der Konzentration verandert werden. In Abbildung
4.1 ist die Viskositét in Abh&ngigkeit von der Zeit der wassrigen Ldsungen aus Saccha-
rose bzw. Trehalose in unterschiedlichen Konzentrationen aufgezeichnet. Wie zu erwar-
ten hat die Scherdauer bei einer konstanten Scherrate keinen Einfluss auf die Viskositat
der Losungen. Die Scherrate wurde auf 137 s™ festgelegt, da hier fiir wassrige Systeme
optimale Bedingungen fiir einen laminaren Fluss vorliegen. Bei zu kleinen Scherraten
entsteht nicht genug Haftung zwischen Flissigkeit und Messapparatur und bei zu hohen
Scherraten wird der laminare Fluss durch zu starke Turbulenzen gestort. Die Losungen
zeigen unabhangig von Art und Konzentration des Disaccharids newtonsches Verhalten.
Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Viskositat mit wachsender Zuckerkonzentration
bei den Saccharose-, sowie bei den Trehaloselésungen steigt. Ab 30%-igem Disaccha-
ridanteil wird ein immer deutlich werdender Unterschied zwischen Saccharose und Tre-
halose sichtbar. Die Viskositatserhohung mit wachsender Zuckerkonzentration lasst sich
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dadurch erklaren, dass immer mehr hydratisierte Teilchen in der Losung vorliegen, die
freie Bewegung der Teilchen wird aufgrund der wachsenden Zucker-Zucker-
Wechselwirkung immer geringer und die innere Reibung der Losung steigt.
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Abbildung 4.1 Viskositdt in Abhéangigkeit von der Zeit bei einer konstanten Scherrate

y =137 § und Temperatur T = 25 °C. Die ausgefullten Symbole bezeichnen die unter-

schiedlich konzentrierten Saccharoselésungen und die nicht-ausgefillten die Trehaloseld-
sungen. Mit zunehmender Zuckerkonzentration ist eine Viskositatserhéhung erkennbar.

Die starkere Viskositatszunahme der Trehaloselsungen im Vergleich zu den Saccharo-
selosungen lasst sich durch die starkeren Wechselwirkungen zwischen den Trehalose-
molekilen und den Wassermolekulen im Vergleich zu den Saccharosemolekilen erkla-
re. Wie in Kapitel 2.5.1 schon diskutiert, haben die Trehalosemolekdile aufgrund kon-
formativer Eigenschaften eine bessere Fahigkeit in Losung Wassermolekiile zu binden.
Durch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Hydroxylgruppen des Zuckers und
den Wassermolekilen bilden sich um die einzelnen geldsten Molekiile Hydrathillen,
wodurch sich das effektive Volumen der gelosten Teilchen vergroRert. Da die Wasser-
bindung der Trehalose ausgeprégter als die der Saccharose ist, bilden sich hier starkere
und groRere Hydrathillen um die einzelnen Teilchen. Dementsprechend wird der Platz
zwischen den einzelnen Teilchen minimiert, die innere Reibung der Lésung steigt an,
und eine Viskositatserhéhung im Vergleich zu der entsprechend konzentrierten Saccha-
roseldsung ist zu erkennen.
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In der nachfolgenden Abbildung ist der Verlustmodul G’ in Abhangigkeit von der De-
formation fur die Losungen von Saccharose und Trehalose in den entsprechenden Ge-
wichtsprozenten von 10% w/w bis 50% w/w gezeigt. Hier entspricht ein strain-Wert
von 0,01 einer Deformation um 1% und eine Deformation von 100% entsprechend ei-
nem Wert von 1.
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Abbildung 4.2 Logarithmische Darstellung des viskosen Modul G’ (Verlustmodul) in Abhén-
gigkeit von der Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und Temperatur
T = 25 °C fir die verschiedenen Zuckerldésungen. Die ausgefillten Symbole stehen wieder
fiir die Saccharoselésungen und die nicht-ausgefillten spiegeln die entsprechenden Treha-
losel6sungen wider.

Unabhéangig von Art und Konzentration des Disaccharids kann hier keine Abhéngigkeit
des Moduls von der Deformation erkannt werden. Beide Losungen liegen also immer
vollstéandig in threm linearviskosen Bereich, das heil3t also die im System entstehende
Spannung ist direkt proportional zur Deformationsrate und die Losung zeigt
newtonsches Verhalten (MEzGER, 2007). Auch hier kann eine Erhéhung des Moduls mit
wachsender Zuckerkonzentration beobachtet werden, sowie eine grofiere Zunahme bei
den Trehalosel6sungen im Vergleich zu den Saccharoselésungen. Diese Beobachtung
spiegelt und bestatigt nur den schon vorher diskutierten Verlauf der Viskositat wieder.
Bei einer oszillierenden Messapparatur erhélt man Uber folgende Beziehungen die kom-
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plexe Viskositat, die den viskoelastischen FlieBwiderstand, also Viskositat, der Mess-
probe darstellt (MEZGER, 2007):

6" VGr2+Gn?

| = S = xerer (4.1)
0]
n*= e (4.2

4.1.2 Viskoelastische Eigenschaften von Agarosegelen

Um den Einfluss der verschiedenen Disaccharide Saccharose und Trehalose auf die
viskoelastischen Eigenschaften der Agarosegele zu studieren, wurden Gele angesetzt
bei denen die Agarosekonzentration immer fest 1% w/w betrug und die Co-
Solutkonzentration von 10% w/w auf 50% w/w hochgesetzt wurde. Bei den Agaro-
se/Trehalose-Gelen konnte nur ein maximaler Zuckerzusatz von 40 % w/w angesetzt
werden, da oberhalb dieses Zusatzes die Trehalose nach dem Ausharten im Kuhlschrank
wieder auskristallisierte. In Abbildung 4.3 sind die Ergebnisse des Amplitudentests der
Agarosegele mit Saccharose- bzw. Trehalosezusatz dargestellt.
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1000 - 10004

G'(A),G"(A) (Pa)

G'(A),G"(A) (Pa)

100 r y 100 - =
1E-3 0,01 01 1E-3 0,01 01
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Abbildung 4.3 Logarithmische Darstellung des elastischen G’ und viskosen G’ Modul in Ab-
hé&ngigkeit von der Deformation (strain) bei konstanter Frequenz 9 = 1 Hz und Temperatur
T = 25°C fir links: Agarose/Saccharose-Gele und rechts: Agarose/Trehalose-Gele. Die
ausgefiliten Dreiecke symbolisieren jeweils G’ und die nicht-ausgefillten G .

In beiden Abbildungen ist deutlich zu erkennen, dass der linear-elastische Bereich, das
hei3t also der Bereich in dem die Funktionen von G’ jeweils einen konstanten Plateau-
wert aufweisen und eine Proportionalitat zwischen Vorgabe- und Ergebnisparameter
vorliegen (MEZGER, 2007), fur alle Systeme bis mindestens einer Deformation von 0,06
vorliegt und sich mit wachsender Zuckerkonzentration etwas verlangert. Betrachtet man
hingegen den Verlauf von G’ wird ein Maximum sichtbar. So ein Verlauf kann oft bei
hochkonzentrierten Dispersionen mit Netzwerken und Gelen beobachtet werden. Diese
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zuné&chst ansteigenden G’’-Werte weisen auf einen zunehmenden Anteil an Deformati-
onsenergie hin, die noch vor dem endgiltigen Zusammenbruch der inneren Struktur
verbraucht wird, um schon Teilbereiche der Struktur irreversibel zu deformieren. Mdg-
lich wird dies zum Beispiel durch Relativbewegungen zwischen im Netzwerk nicht ein-
gebauten Molekilen, freien Kettenenden, flexiblen Seitenketten oder nicht fixierten
Uberstrukturen. (MEZGER, 2007). Das Verlassen des linear-viskoelastischen Bereichs
(LVE-Bereich) wird hier also nicht durch den Abfall der Funktionen von G’ und G’
angedeutet, sondern schon durch den Anstieg der G ’’-Funktion. Im LVE-Bereich bei
kleinen Deformationen existiert das Netzwerk, es bilden sich dann langsam Mikrorisse,
die bis zum Uberschreiten des G*’-Maximums zu Makrorissen anwachsen, bis schlieR-
lich das gesamte Netzwerk zusammenbricht. Dieser Zusammenbruch wird an dem
Schnittpunkt G’=G "’ erreicht. Bei einer genaueren Betrachtung der G’’-Kurve wird un-
abhéngig vom eingebautem Disaccharids das G’’-Maximum mit wachsender Zucker-
konzentration immer steiler und scharfer. Vergleich man die Absolutwerte von G’ bei
einer bestimmten Deformation im LVE-Bereich fiir alle Systeme wird ein Anstieg mit
wachsender Saccharose- bzw. Trehalosekonzentration sichtbar.
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Abbildung 4.4 Elastischer Modul G’ in Abhdngigkeit von der Zuckerkonzentration bei einer
bestimmten Deformation von y = 0,01. Die schwarzen Symbole zeigen das Wachstum von
G’ fur den Zusatz von Saccharose und die grauen Symbole das fur den Zusatz von Trehalo-
se.
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Fur beide Disaccharidzusatze kann eine annahernd lineare Zunahme des elastischen
Moduls G’ mit wachsender Zuckerkonzentration beobachtet werden. Mit einem Abso-
lutwert des elastischen Moduls von G’ = (8347,50 + 602,61) Pa bei y = 0,01 kann
durch den Zusatz von 50% w/w Saccharose eine Verdopplung des Absolutwerts von G’
auf ¢' = (16806,80 + 565,53) Pa bei y = 0,01 erreicht werden. Durch den Zusatz
von 40% w/w Trehalose kann eine Steigerung auf G’ = (14481,00 + 961,67) Pa ver-
ursacht werden. Der Unterschied der Werte fur den Zusatz von Saccharose und Trehalo-
se bei den jeweiligen Konzentrationen ist nur sehr gering und die Messpunkte liegen
jeweils im Rahmen der Fehlerbalken. Dieser Anstieg von G’ mit wachsender Zucker-
konzentration konnte auch schon von DESzCzYNSKI ET AL. (DESZCZYNSKI, KASAPIS,
MACNAUGHTON, & MITCHELL, 2003; DESzCzYNSKI, KASAPIS, & MITCHELL, 2003) ge-
messen werden. Der Anstieg des elastischen Anteils und der Stabilitat mit wachsender
Zuckerkonzentration kann durch den Mangel an Wassermolekilen und deren Ersatz
durch die wachsende Anzahl an Zuckermolekilen erklart werden. Durch den Zusatz
von immer mehr Zuckermolekilen stehen in dem Gel immer weniger Wassermolekdile
zur Verfligung und die effektive Konzentration der Agarose steigt. Durch die erhdhte
effektive Konzentration der Agarose wird der Abstand zwischen den Polymerketten
geringer und die Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung der Verknipfungszonen durch die
intermolekularen Wechselwirkungen (Polymer-Polymer-Wechselwirkungen) zwischen
den Helices groRer. KAsaris ET AL. (KAsAPIS, AL-MARHOOBI, DESZCZYNSKI,
MITCHELL, & ABEYSEKERA, 2003) gehen davon aus, dass die Wasserstoffwechselwir-
kungen zwischen den einzelne Polymerketten durch den Zusatz von Zuckermolekiilen
verstéarkt werde und stabilere und festere Verknlpfungspunkte in dem Agarosenetzwerk
resultieren. Durch die Hydroxylgruppen sind die Zuckermolekiile wie die Hydrokolloi-
de ebenfalls zu Wasserstoffbriickenbindungen beféhigt und kdnnten so als Vermittler
zwischen zwei Polymerketten bzw. -helices, deren Abstand zueinander zu grof3 ist, wir-
ken und so neue Verknupfungspunkte schaffen. Aufgrund der stabileren und elastische-
ren Verknipfungszonen in dem Netzwerk fordert die Zerstérung der Gele auch mehr
Energie, was durch die Verldngerung des LVE-Bereichs mit wachsender Zuckerkon-
zentration deutlich wird. KASAPIS ET AL. zeigten aber auch, dass es bei einem Zuckerzu-
satz von Uber 60% w/w zu einem Zusammenbruch des Agarosenetzwerkes kommt,
sichtbar in einem Abfall des elastischen Moduls G . Hier verandere sich die enthalpisch
gunstige Aggregation der Polymerhelices zu einem Netzwerk mit nur noch wenigen
Verkntpfungspunkten. Der grole Anteil an Zuckermolekilen in der Losung verhindert
die Annéherung der Polymerketten und somit die Ausbildung von Verknupfungszonen,
was zu instabilen und wenig elastischen Gelen fiihrt.
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4.1.3 Fliel3- und viskoelastische Eigenschaften von Alginatlésungen

Na-Alginat wurde in dieser Arbeit als typisches Verdickungsmittel eingesetzt und um
den Einfluss von Saccharose und Trehalose auf die verdickende Wirkung zu untersu-
chen wurden jeweils 1%-ige Alginatldsungen mit wachsender Zuckerkonzentration von
10% wi/w bis 50% w/w angesetzt und deren Viskositat in Abhangigkeit von der Scherra-
te gemessen, sowie Amplitudentests durchgefiihrt. Abbildung 4.5 zeigt die Viskositét in
Abhangigkeit von der Scherrate fur die entsprechenden Zuckerkonzentrationen.

A Na-Alginat 1%
Na-Alginat 1%_10% Trehalose
A Na-Alginat 1%_10% Sucrose
Na-Alginat 1%_20% Trehalose
4 Na-Alginat 1%_20% Sucrose
10 4 Na-Alginat 1%_30% Trehalose
A Na-Alginat 1%_30% Sucrose
Na-Alginat 1%_40% Trehalose
4 Na-Alginat 1%_40% Sucrose
Na-Alginat 1%_50% Trehalose
Na-Alginat 1%_50% Sucrose

Viscosity (Pas)

Shear Rate (1/s)

Abbildung 4.5 Logarithmische Darstellung der Viskositat in Abhéngigkeit von der Scherrate bei
konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Temperatur T = 25 °C. Die ausgefillten
Symbole bezeichnen die Alginatlésungen mit Saccharosezusatz und die nicht-ausgefillten
die mit Trehalosezusatz.

Deutlich ist hier die typische Form der Scherverdiinnung mit wachsender Scherrate zu
erkennen. Der Effekt der Scherverdiinnung rithrt vom Ldsen der Verschlaufungen der
Polymerketten her und wurde bereits unter Kapitel 2.3.2 erlautert. Auffallend ist hier
allerdings, dass der Beginn der Scherverdiinnung mit wachsender Zuckerkonzentration
immer friher einsetzt. Des Weiteren wird eine deutliche Viskositatserh6hung mit wach-
sender Zuckerkonzentration sichtbar, sowie eine unterschiedlich starke Beeinflussung
der Viskositat durch Saccharose und Trehalose. Auch PONGSAWATMANIT ET AL.
(PONGSAWATMANIT, IKEDA, & MIYAWAKI, 1999) konnten diesen Effekt schon beobach-
ten. Ab einem Zuckerzusatz von 30% w/w zeigt die Trehalose eine deutlich stérkere
Erhohung der Viskositat als die Saccharose, sowie eine ausgepragtere Verkleinerung
des Plateaus der Nullscherviskositat. Verdeutlich wird dies in Abbildung 4.6 beim di-
rekten Vergleich der Absolutwerte der Nullscherviskositat, sowie der Scherrate, bei der
die Scherverdinnung beginnt. Die Nullscherviskositidt wurde hier ber die Mittelung
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der gemessenen Viskositatswerte in einem Bereich, in dem deutlich das Plateau vor-
liegt, bestimmt. Der Beginn der Scherverdinnung wurde bei der Scherrate festgelegt,
bei der es zu einem Abfall um 10% des vorher bestimmten Mittelwerts kommt.
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Abbildung 4.6 Links: Nullscherviskositat in Abhdngigkeit der Zuckerkonzentration fiir die zwei
unterschiedlichen Alginatsysteme; rechts: Scherrate, ab der die Scherverdiinnung einsetzt,
als Funktion der Zuckerkonzentration der unterschiedlichen Alginatldsungen. Schwarze
Zeichen symbolisieren die Alginatlésungen mit Saccharosezusatz und grau die mit Treha-
losezusatz.

Die Nullscherviskositét steigt hier von n, = (0,275 + 0,004) Pas der reinen 1%-igen
Alginatlésung auf n, = (6,744 + 0,122) Pas fur den Zusatz von 50% w/w Saccharose
und auf ny, = (13,937 + 0,184) Pas fir den Zusatz von 50% w/w Trehalose. Durch
den Zusatz an 50% w/w Trehalose kann also mehr als das 60 fache an Viskositét ge-
wonnen werden. Grund fur die Viskositatszunahme mit wachsender Zuckerkonzentrati-
on liegt auch hier wieder in der effektiv vergrofierten Konzentration des Alginats. Zu-
cker und besonders Trehalose noch stérker als Saccharose, binden die Wassermolekiile
starker als die Alginatmolekle, was lokal zu einer Konzentrationserhohung fuhrt. Der
Abstand zwischen den einzelnen Polymerketten wird so stark reduziert und die Ver-
schlaufungen erhéht, dass die freie Mobilitat der Polymerknduel immer mehr einge-
schrénkt wird. Die innere Reibung der Losung steigt und somit auch die Viskositét. Der
Effekt der Scherverdiinnung setzt ein, wenn die Scherrate groRer ist als die Relaxations-
zeit, die es benotigt zur Wiederneubildung der Kettenverschlaufungen. Bei den hohen
Zuckerzusitzen sind die Mobilitdt der Polymerketten und die Brown’sche Molekular-
bewegung so erschwert, dass schon kleine Scherraten ausreichen um die Verschlaufun-
gen zu losen ohne, dass sie zuriick gebildet werden.

Die Ergebnisse der Ampiltudentests fur die Alginatlésungen mit Saccharosezusatz (Ab-
bildung 4.7) und Trehalosezusatz (Abbildung 4.8) werden im Folgenden diskutiert. Im
Vergleich zu dem System aus Agarose wird hier direkt das Verhalten als Flussigkeit
durch das Dominieren von G’ liber G’ sichtbar.
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Abbildung 4.7 Logarithmische Darstellung des elastischen G’ und viskosen G’ Moduls als
Funktion der Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Tem-
peratur T = 25 °C fur das Alginat/Saccharose-System. Ausgefiillte Symbole bezeichnen G’
und nicht-ausgefullte Symbole G .

Na-Alginat 1%

Na-Alginat 1%_10% Trehalose
Na-Alginat 1%_20% Trehalose
Na-Alginat 1%_30% Trehalose
. R S Na-Alginat 1%_40% Trehalose
R, Na-Alginat 1%_50% Trehalose

PR

M|
|

0.1

G'(A),G"(A) (Pa)

sl
:f
4
+
{»f & s
# Fug
r.
+ aF
ot

0,01

sl
™

-
-
o

0,01 o 01
Strain ()

Abbildung 4.8 Logarithmische Darstellung des elastischen G’ und viskosen G’ Moduls als
Funktion der Deformation (strain) bei konstanter Frequenz 9 = 1 Hz und konstanter Tem-
peratur T = 25 °C fir das Alginat/Trehalose-System. Ausgefulllte Symbole bezeichnen G’
und nicht-ausgefullte Symbole G
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Wie schon erwahnt handelt es sich bei diesem System um eine Lésung, bei der stets G
uber G’ dominiert. Der LVE-Bereich kann bei beiden Alginat/Zuckersystemen durch
den Abfall des elastischen Moduls G’ bis zu einer Deformation von y = 1 bestimmt
werden. Mit wachsender Zuckerkonzentration kann hier eine Zunahme der Modulwerte
flr beide Systeme beobachtet werden. Der direkte Vergleich der Absolutwerte bei einer
bestimmten Deformation im LVE-Bereich verdeutlicht diesen Anstieg, sowie den Un-
terschied der beiden Disaccharide.
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Abbildung 4.9 Elastischer G’ und viskoser Modul G in Abh&ngigkeit von der Zuckerkonzent-
ration bei einer bestimmten Deformation y = 0,1 flr beide Alginat/Zuckersystem. Die aus-
gefullten Symbolen stehen fiir G’, die nicht-ausgefullten fur G, schwarz symbolisiert das
Saccharosesystem und grau das Trehalosesystem.

Fur beide Moduli ist ein Anstieg mit wachsender Zuckerkonzentration zu erkennen; die
Modulwerte der reinen 1%-igen Alginatlésung mit ¢’ = (0,234 + 0,008) Pa und
G" = (1,606 + 0,033) Pa steigen bei einem Zusatz von 50% w/w Saccharose auf
G' = (9,967 +0,090) Paund ¢"" = (18,258 + 0,061) Pa, sowie fiir den Zusatz von
50% wi/w Trehalose auf ¢’ = (15,402 + 2,462) Paund G" = (27,576 + 5,405) Pa.
Das heil3t durch den Zusatz von 50% w/w Trehalose kann G*” um das 17-fache und G’
sogar um das 66-fache gesteigert werden. Alginatlosungen zeigen also im Vergleich zu
den Agarosegelen eine viel starkere Beeinflussung durch den Zusatz von Disacchariden.
AuRerdem ist zu erkennen, dass die Differenz zwischen G’ und G’ mit wachsender
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Zuckerkonzentration abnimmt und der elastische Anteil der Probe sich immer mehr dem
viskosen Anteil anndhert. G’ wéchst mit wachsender Zuckerkonzentration schneller als
G’ und die Probe nimmt immer mehr einen schwachen gelartigen Charakter ein. Der
Zuckerzusatz beeinflusst also den elastischen Anteil der Alginatlosungen starker als den
viskosen Anteil. Durch die Hydratisierung der Zuckermolekile in Lésung verringert
sich die Wasseraktivitdt mit wachsender Zuckerkonzentration immer mehr und der An-
teil an freien Wassermolekulen verringert sich. Folge ist eine lokal erhéhte Alginatkon-
zentration und eine Steigerung der Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von Verkndu-
lungen und Uberlappungen der Polymerketten, was in einem Anstieg von G’ und G’
resultiert. G” wird hierbei stérker beeinflusst, da durch den wachsenden Grad an Ver-
kndulungen immer mehr Energie wahrend der Deformation in dem System gespeichert
werden kann.

4.1.4 Fliel3- und viskoelastische Eigenschaften von Xanthandispersionen

Xanthan nimmt aufgrund seiner mechanischen Eigenschaften eine besondere Position
unter den Nahrungszusatzstoffen ein. Schon bei geringen Xanthankonzentrationen kon-
nen hochviskose Dispersionen erhalten werden, die ein gelartiges Verhalten bezuglich
der viskoelastischen Eigenschaften zeigen. Um deren Veranderung durch den Zusatz
von Saccharose und Trehalose zu studieren wurden auch hier 1%-ige Xanthandispersio-
nen angesetzt, mit Zucker versetzt und Viskositats- und Amplitudentests durchgefiihrt.
In der folgenden Abbildung ist die Viskositat der verschiedenen Xanthansysteme gegen
die Scherrate aufgetragen.
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Abbildung 4.10 Logarithmische Auftragung der Viskositat als Funktion der Scherrate fir links:
das Xanthan/Saccharose-System und rechts: das Xanthan/Trehalose-System bei konstanter
Frequenz 9 = 1 Hz und konstanter Temperatur T = 25 °C.
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Im Unterschied zu den Alginatlésungen wurde hier die Viskositat zunachst bei wach-
sender Scherrate und schlieBlich bei wieder abfallender Scherrate gemessen. Durch die
molekulare Anordnung der Stabchenmolekile in der Lésung, brauchen diese ndmlich
zundchst eine gewisse Zeit zur Orientierung und zur Ausbildung eines laminaren Flus-
ses. Dadurch entsteht der Knick in der Scherverdiinnung und der zundchst langsamere
Abfall der Viskositat mit wachsender Scherrate. Leider reicht der Scherratenbereich des
verwendeten Rheometers nicht aus um das Plateau der Nullscherviskositét bzw. das in
Kapitel 2.4.2 diskutierte zweite Plateau bei sehr groRen Scherraten darzustellen. WYATT
und LIBERATORE (WYATT & LIBERATORE, 2009) zeigten, dass dieser Bereich fiir 1%-ige
Xanthanlésungen bei Scherraten weit unter 10 1/s bzw. weit tber 1000 1/s auftritt. Es
konnte also nur das pseudoplastische FlieRen im mittleren Scherratenbereich gemessen
werden und die im Folgenden dargestellte Viskositat wurde deshalb als kleinster mess-
barer Wert bei der Messung mit abfallender Scherrate ausgewertet (WHITCOMB &
MAcCOsko, 1978).
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Abbildung 4.11 Viskositat der Xanthandispersionen in Abh&ngigkeit zur eingesetzten Zucker-
konzentration. Schwarze Zeichen symbolisieren den Zusatz von Saccharose und graue Zei-
chen den von Trehalose.

Auch hier kann wie bei den Alginatsystemen ein anndhernd linearer Anstieg der Visko-
sitat mit wachsender Zuckerkonzentration beobachtet werden. Jedoch fallen hier die
Fehlergrenzen der einzelnen Messwerte viel groer aus, was auf die hohe Viskositat und
folgende Inhomogenitat zuriick zu flhren ist. Die Viskositat steigt hier von
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no = (46985 + 1482) Pas ohne Zuckerzusatz auf n, = (84328 + 610) Pas bei
50% w/w Saccharose und auf no = (118920 + 14075) Pas bei 50% w/w Trehalose.
In Xanthandispersionen kann also durch den Zusatz von 50% w/w Disaccharid eine
Viskositatssteigerung um fast 80% bei Saccharose und um mehr als 150% bei Trehalose
verursacht werden. Die Messung bei abnehmender Scherrate erlaubt an dieser Stelle
aber auch die Betrachtung der Relaxation einer Xanthandispersion nach grof3er Bean-
spruchung. Bei hoher Scherrate werden die Xanthanstdbchen gezwungen sich anzuna-
hern und eine Vorzugsrichtung einzunehmen. Nimmt die Scherrate nun wieder ab, kon-
nen sich die Xanthanstdbchen wieder voneinander entfernen und nehmen bei sehr klei-
nen Scherraten wieder ihre urspriingliche anisotrope Anordnung ein, die durch die
schon in Kapitel 2.4.2 erlauterte jamming transition vorgegeben wird. Eine hohere Vis-
kositat wird hier durch stark verkeilte Xanthanstdbchen verursacht, die jeweils einen
grolRen Platz einnehmen und der innere FlieRwiderstand und innere Reibung des Sys-
tems sehr hoch sind. Sind diese Stdbchen noch parallel angeordnet, kénnen sie einfacher
aneinander vorbeigleiten und der FlieBwiderstand ist herabgesetzt. Ein groRerer Wert
der in Abbildung 4.11 gemessenen und ausgewerteten Viskositat bedeutet also, dass die
Xanthanstébchen schneller die parallele Anordnung tberwinden kénnen und wieder die
bevorzugte jamming transition einnehmen kénnen. Mit wachsender Zuckerkonzentrati-
on wird die Relaxation aus der erzwungenen parallelen Anordnung zu der anisotropen
Verteilung einfacher erreicht. Der stérkere Einfluss der Trehalose kann durch die besse-
re Fahigkeit Wassermolekile anzulagern erklart werden. Dadurch bilden sich um die
Trehalosemolekiile grofiere Hydrathillen, so dass das effektive Ausschlussvolumen der
hydratisierten Trehalosemolekiile groRer als das der hydratisierten Saccharosemolekiile
ist. Dementsprechend nehmen die hydratisierten Trehalosemolekile einen groReren
Raum in der Dispersion ein und fordern die Behinderung der Xanthanstabchen und die
Relaxation zum jamming.

Xanthandispersionen verhalten sich bezuglich der viskoelastischen Eigenschaften wie
schwache Gele und besitzen einen groReren elastischen Anteil als viskosen, was auch in
den Messergebnissen der Amplitudentests beobachtet werden konnte.
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Abbildung 4.13 Logarithmische Auftragung des elastische G’ und viskosen G’ Moduls als
Funktion der Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Tem-
peratur T = 25 °C fur das Xanthan/Trehalose-System. Ausgefiillte Symbole bezeichnen G’
und nicht-ausgefillte Symbole G .
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Aus den obigen beiden Abbildungen kann fur alle Systeme ein LVVE-Bereich bis min-
destens einer Deformation von 0,1 bestimmt werden, in dem G’ als auch G’ einen kon-
stanten Wert halten. Auch hier wird wie schon bei den Agarosegelen ein Maximum im
Kurvenverlauf von G’ sichtbar. Anders als bei den Agarosegelen tritt hier der Anstieg
von G’ jedoch relativ gleich mit dem Abfall von G’ ein, sodass der folgende Abfall von
G’ erst bei sehr groRen Deformationen erfolgt. Dieser Verlauf von G’ und G’ in Ab-
hangigkeit von der Deformation konnte fiir das reine Xanthansystem auch schon von
SONG ET AL. (SONG, KiM, & CHANG, 2006; SONG, KUk, & CHANG, 2006) dokumentiert
werden. Bei kleinen Deformationsamplituden kann das Gleichgewicht zwischen struk-
turellen Zusammenbruch und der Neubildung des Systems der geordneten starren Ket-
tenkonformationen noch aufrechterhalten werden. Wird die Deformationsamplitude
jedoch weiter erhoht, wird dieses Gleichgewicht gestort, die Ordnung der Polymerket-
ten zerstort und die elastische Antwort auf die Deformation zeigt ein nicht-lineares Ver-
halten, sichtbar im Abfall der G ’-Kurve. Die zundchst ansteigenden G ’-Werte bei ho-
her Deformation kann durch das schwache gelartige Verhalten der Xanthandispersionen
erklart werden. Aufgrund der intermolekularen Wechselwirkungen bilden die Polymer-
ketten eine geordnete, netzwerkartige Struktur, die eine gewisse Bestandigkeit gegen-
uber der Deformation zeigt und die zur Umordnung Energie fordert. Dementsprechend
kommt es zunéchst zu einem Anstieg des Verlustmoduls, da Energie verloren geht. Erst
ab einer zu hohen Deformation kénnen die Strukturen nicht mehr standhalten, die Mo-
lekile richten sich schon durch geringe Energieaufbringung nach der &ul3eren Kraft aus,
der innere FlieRwiderstand sinkt und die Werte von G’ fallen ab.

Vergleicht man die Absolutwerte des elastischen Moduls G’ bei einer bestimmten De-
formation innerhalb des LVE-Bereichs ergibt sich kein stetiger Anstieg der Modulwer-
te. Die Absolutwerte von G’ hingegen zeigen erst ab jeweils 30% w/w an Zuckerzusatz
eine leichte Erhéhung und werden hier nicht weiter interpretiert; aulerdem handelt es
sich bei Xanthan um ein gelartiges Material (G’>G’’) und die Interpretation der
G -Werte ist aussagekréaftiger fur die Materialeigenschaften.
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Abbildung 4.14 Elastischer Modul G’ in Abh&ngigkeit von der Zuckerkonzentration bei einer
bestimmten Deformation von y = 0,01. Die schwarzen Symbole zeigen den Verlauf von G’
fiir den Zusatz von Saccharose und die grauen Symbole den fiir den Zusatz von Trehalose.

Es ist deutlich zu erkennen, dass der elastische Anteil der 1%-igen Xanthandispersionen
mit dem Zusatz an Disaccharid zunéchst abfallt und schlielich wieder ansteigt. Bei der
Zugabe von Saccharose befindet sich das G’-Minimum bei 30% w/w, bei dem Zusatz
von Trehalose tritt dieses Minimum schon bei 20% w/w auf. Durch die Zugabe von
Saccharose verringert sich zundchst der elastische Modul von ¢’ = (63,35 + 3,27) Pa
auf G' = (53,06 +1,63) Pa bei 30% w/w Saccharose und steigt schlieBlich auf
G' = (86,68 + 8,97) Pa bei 50% w/w Saccharose wieder an. Man beobachtet also
zun&chst einen Abfall um etwa 16%, gefolgt von einem Anstieg um etwa 39 %. Bei
dem Zusatz von Trehalose féllt der elastische Modul schon bei 20% w/w auf G' =
(53,64 + 1,55) Pa und steigt bei 50% w/w wieder auf ¢’ = (166,65 + 2,12) Pa an.
Das heif3t durch die Zugabe von nur 20% w/w Trehalose kann schon der Abfall um etwa
16% erreicht werden und die Zugabe von 50% wi/w Trehalose flhrt schliel3lich zu einer
Erh6hung um circa 68%. Dieser gegenlaufige Verlauf von G’ mit wachsender Zucker-
konzentration lasst zwei unterschiedliche Effekte in dem Xanthan/Zuckersystem vermu-
ten. Zundchst fuhrt der Zuckerzusatz zu einer Hinderung der sogenannten jamming
transition, die schon in Kapitel 2.4.2 ausfihrlich erlautert wurde. Die Zuckermolekiile
mit ihren mehr oder wenig stark ausgeprégten Hydrathillen, lagern sich zwischen den
Hydrokolloiden an und vergrofRern den Abstand zwischen den stdbchenférmigen und
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starren Xanthanmolekdilen. Dadurch wird die elektrostatische Repulsion der einzelnen
Stabchen gemindert und die Mobilitat der Molekiile weniger eingeschrankt. Das System
der geordneten Stabchen wird also destabilisiert, was in einer Abnahme des Speicher-
moduls G’ sichtbar wird. Ab einer kritischen Zuckerkonzentration uberwiegt jedoch ein
anderer Effekt, der auch schon bei den Alginat/Zuckersystemen, sowie Agaro-
se/Zuckersystemen beobachtet werden konnte. Der hohe Zusatz an Zuckermolekilen
verringert die Menge an verfugbaren Wassermolekilen, was zu einer scheinbar hdheren
Konzentration an Xanthan in dem System fiihrt. Zucker und besonders die Trehalose
stérker als die Saccharose, haben ein ausgepragteres Wasserbindungsvermaogen als die
Hydrokolloide, sodass die Hydrathillen bevorzugter um die Zuckermolekile gebildet
werden. Dadurch werden die Hydrathiillen um die Xanthanmolekile geringer und die
Xanthanstédbchen riicken gegen die elektrostatische AbstoRung wieder weiter zusam-
men. Die gegenseitige Beeinflussung der Molekile durch elektrostatische Repulsion
nimmt zu, so dass die Stabchen in ihrer willkirlichen Position eingefroren werden, aber
durch die erhdhte Konzentration jetzt noch schwerer gegeneinander verschiebbar sind.
Folglich stabilisiert sich das System der geordneten Polymerketten, bei einer Deforma-
tion kann mehr Energie gespeichert werden und der elastische Anteil der Struktur
nimmt zu. Bei dem Zusatz von Trehalose findet dieser Anstieg von G’ schon bei einer
geringeren Konzentration statt, da hier die Wasserbindung der Zuckermolekile stéarker
ist und die effektive Konzentration an Xanthan entsprechend friiher erh6ht wird. In den
Xanthan/Zuckersystemen konkurriert also je nach Zuckerkonzentration ein sterischer
Effekt mit einem Konzentrationseffekt.

4.1.5 Viskoelastische Eigenschaften der Mischsysteme

Im Folgenden sollte nun untersucht werden, wie sich die viskoelastischen Eigenschaften
der Agarosegele nicht nur durch den Zusatz der verschiedenen Disaccharide verandern,
sondern noch zusatzlich durch die Versetzung mit den entsprechenden Algi-
nat/Zuckersystemen bzw. Xanthan/Zuckersystemen. Es erfolgte also die Mischung des
typischen Gelbildners Agarose mit einem Verdickungsmittel, Alginat, sowie einem
schwachen Gelbildner, Xanthan. Durch die Mischung der verschiedenen Hydrokolloide
sollen beispielsweise die Bruchigkeit, das Mundgeftihl, Wasserbindung und andere Ma-
terialeigenschaften der Agarosegele verbessert werden. Die terndren Systeme aus Aga-
rose-Alginat/Disaccharid bzw. Agarose-Xanthan/Disaccharid wurden hier zundchst
durch  Amplitudentests analysiert. Alle Systeme basieren auf einem 1-1-
Mischungsverhaltnis zwischen den jeweiligen Hydrokolloiden, so dass jede Mischung
aus insgesamt 1% w/w Polymer besteht. In der folgenden Abbildung sind die Verlaufe
des elastischen Moduls in Abhéngigkeit von der Deformation flr die Gele ohne Zucker-
zusatz aus 1% w/w Agarose, 0,5% w/w Agarose, 1% w/w Agarose-Alginat und 1% w/w
Agarose-Xanthan gegeniber gestellt.
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Abbildung 4.15 Logarithmische Auftragung des elastischen Moduls G’ als Funktion der Defor-
mation (strain) bei konstanter Frequenz 9 = 1 Hz und konstanter Temperatur T = 25 °C der
reinen Agarosegele und der Mischsysteme mit Alginat bzw. Xanthan.

Um diese vier Systeme miteinander zu vergleichen wurde zundchst die Grolie des LVE-
Bereichs der einzelnen Gele bestimmt. Dazu wurde der Mittelwert von G’ bei einer fes-
ten Deformation von y = 0,01 bestimmt und die Grenze des LVE-Bereichs auf den
Abfall von 10% dieses Wertes festgelegt. In der obigen Darstellung ist diese Grenze
durch die eingezeichneten Linien erkennbar. So konnte die Grenze des LVE-Bereichs
fur die Mischung Agarose-Xanthan bei einer Deformation von 0,111 gefunden werden,
flr das 1%-ige Agarosegel bei 0,058 und bei dem 0,5%-igem Agarosegel, sowie bei der
Mischung Agarose-Alginat bei 0,047. Des Weiteren werden deutliche Unterschiede in
den Absolutwerten von G’ bei der Deformation von y = 0,01 sichtbar. Fur das 1%-ige
Agarosegel betragt der Mittelwert G' = (8347,50 + 602,61) Pa, fir das 0,5%-ige
Agarosegel ¢' = (1281,05 + 90,61) Pa, fur die Mischung Agarose-Alginat kann ein
Mittelwert von G' = (1616,43 + 29,21) Pa bestimmt werden und fur die Mischung
Agarose-Xanthan G' = (883,32 + 43,24) Pa.

Zunéchst ist deutlich zu erkennen, dass die Mischungen mit Alginat bzw. Xanthan, trotz
1%-igem Gewichtsanteil an Polymer insgesamt nicht so elastische Gele wie 1% w/w
Agarosegele bilden, was aber trivialer Weise auf die fehlende Fahigkeit des Alginats
und Xanthans feste Gele auszubilden, zurlickzufiihren ist. Deshalb wurde hier der Ver-
gleich mit einem 0,5% w/w Agarosegel aufgezeigt. Hier kann beobachtet werden, dass
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die Mischung mit Xanthan kleinere Werte des elastischen Moduls im Vergleich zu dem
reinen Agarosegel aufweist und die Mischung mit Alginat grof3ere. Die weniger elasti-
schen und instabileren Systeme durch die Mischung mit Xanthan kénnen durch die in
der Xanthandispersion auftretende jamming transition verursacht werden.

Da die Mischungen aus schon vorher angesetz-
ten Xanthandispersionen hergestellt wurden, ist
die Diffusion und Beweglichkeit der Agarose-
molekile in der Mischung stark eingeschrankt.
Beim Aufheizen der Mischung wird zwar die
Agarose in Losung gebracht, auf die vorher an-
gesetzten Xanthandispersionen hat die Tempera-
turerh6hung jedoch keinen Einfluss. In den Xan-
thandispersionen hat sich ab einer bestimmten
Konzentration schon eine geordnete Struktur der
starren Xanthanstdbchen ausgebildet, die die
Diffusion der  Agarosehelices  erschwert.
Dadurch finden weniger Agarosehelices bei der
Gelbildung zusammen und es bilden sich weni-
ger Verknipfungszonen aus den aggregierten
Agarosehelices. Als Folge bilden sich nach dem
Ausharten weniger elastische und instabile Aga-
rosenetzwerke. Durch die Mischung mit Alginat
kdnnen elastischere und stabilere Gele gewon-
nen werden. Da die Struktur der Alginatlésung
nur aus beweglichen ineinander verkndulten
Polymerketten besteht, ist hier die Diffusion der
Agarosehelices nicht weiter eingeschrankt. Bei
der Gelbildung bilden sich wie gewohnt die Ag-
gregate aus mehreren Agarosehelices, die durch
die freien Polymerketten das dreidimensionale
Netzwerk ausbilden. Zusétzlich kénnen sich in
den Maschen des Netzwerkes die verkn&ulten
Polymerketten des Alginats anlagern und quel-
len diese auf (vergleiche Kapitel 2.6). Durch die
eingelagerten Alginatpolymerketten erhalt das
Agarosenetzwerk mehr Stabilitat und kann mehr
Energie wahrend einer Deformation speichern.

Abbildung 4.16 Oben: Modellvorstellung der

Netzwerkbildung in der Agarose-
Alginat-Mischung, Mitte: Modellvorstel-
lung der Polymerverteilung vor dem Ge-
lieren in der Mischung Agarose-Xanthan,
Unten: Modellvorstellung der Netzwerk-
bildung in der Agarose-Xanthan-
Mischung. Die schwarzen Helices und
Linien symbolisieren jeweils die Agaro-
se, die blauen Verschlaufungen Alginat
(oben) und die blauen Zylinder die Xan-
thanstdbchen (mitte, unten).
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Die Mischung Agarose-Xanthan kann aber im Vergleich zu der Mischung Agarose-
Alginat bzw. dem reinen Agarosenetzwerk héheren Deformationen standhalten (verlan-
gerter LVE-Bereich). Dies lasst sich dadurch erkléren, dass sich die starren Xanthan-
stabchen um das Agarosenetzwerks anlagern und dort ihre ,,eingefrorenen Anordnung*
(Jamming transition) erfahren. Um das Netzwerk der Agarosemolekiile zu zerstoren
muss also zunéchst sehr viel Energie aufgebracht werden, um die verkeilten Xanthan-
molekile zum FlieRen zu bringen. In dieser Mischung werden also aufgrund der verrin-
gerten Diffusion der Agarosehelices weniger Verknotungspunkte im Netzwerk gebildet
und ein weniger stark ausgebildetes Netzwerk entsteht. Die wenigen ausgebildeten
Netzwerkmaschen werden aber durch die darum liegenden verkeilten und starren Xan-
thanstdbchen noch starker stabilisiert als durch die innen liegenden verkndulten Algi-
natketten, da diese mehr Energie benétigen um den FlieBwiderstand zu Gberwinden.

Agarose-Alginat/Zuckersystem

Die Agarosegele versetzt mit Alginat und Zucker ergaben homogene und transparente
Mischungen. Bei einem Zusatz von 40% w/w Trehalose zeigten die Gele schon die Bil-
dung von Zuckerkristallen, weshalb diese bei den Amplitudentests nur bis zu einer ge-
ringen Deformation von y = 0,0008 vermessen werden konnten. Im Folgenden sind die
Ergebnisse dieses Tests dargestellt.
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Agarose-Alginat 1-1_40% Sucrose

10000

L S S

s o
aihl.i=alvi=wtii=l'!!=;

e
Sessess

1000 4

100 411 ST

G'(A),G"(A) (Pa)

1E-4 1E-3 0,01 0,1 1
Strain ()

Abbildung 4.17 Logarithmische Auftragung des elastischen G’ und viskosen G°” Moduls gegen
die Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Temperatur
T = 25°C fur das Agarose-Alginat/Saccharose-System. Ausgefiillte Symbole bezeichnen
G’ und nicht-ausgefullte Symbole G .
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Abbildung 4.18 Logarithmische Auftragung des elastischen G’ und viskosen G’’ Moduls gegen
die Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Temperatur
T = 25 °C flr das Agarose-Alginat/Trehalose-System. Ausgefillte Symbole bezeichnen G’
und nicht-ausgefillte Symbole G

Der LVE-Bereich kann in beiden Systemen bis zu einer Deformation von etwa 0,05
beschrieben werden und wird wie auch schon in dem reinen Agarosesystem durch den
Anstieg der G’’-Kurve begrenzt. In Abbildung 4.19 ist die Anderung des elastischen
Moduls G’ in Abhéangigkeit von der jeweiligen Zuckerkonzentration bei einer festen
Deformation von y = 0,01 verdeutlicht. Im Vergleich zu dem reinen Agarosegel kann
hier auch ein annéhernd linearer Anstieg des elastischen Moduls mit wachsender Zu-
ckerkonzentration beobachtet werden. Dieser steigt von G’ = (1616,43 + 29,21) Pa
auf G' = (3674,13 + 127,89) Pa bei einem Zusatz von 40% w/w Saccharose und auf
= (3547,78 + 340,97) Pa schon bei einer Zugabe von nur 30% w/w Trehalose.
Allerdings fallen hier die Fehlerbalken sehr viel groRer aus, was durch den viel weiche-
ren Charakter der Proben und der damit verbundenen Schwierigkeit beim Finden des
optimalen Gaps erklart werden kann. Ein zu starkes oder zu schwaches Zusammendrd-
cken der Probe bei der Einstellung des Gaps kdénnen hier schon enorme strukturelle
Veranderungen hervorrufen. Es féllt jedoch auf, dass in dem Mischsystem der Zusatz
von 40% w/w Saccharose bereits mehr als eine Verdopplung des elastischen Anteils
bewirkt, was in dem reinem Agarosegel erst bei 50% w/w Saccharose verursacht wird.
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Abbildung 4.19 Elastischer Modul G’ in Abh&ngigkeit von der Zuckerkonzentration bei einer
bestimmten Deformation von y = 0,01. Die schwarzen Symbole zeigen den Verlauf von G’
fiir den Zusatz von Saccharose und die grauen Symbole den fiir den Zusatz von Trehalose.

Der zugesetzte Zucker beeinflusst also die molekulare Struktur der Agarose-Alginat-
Gele bedeutend starker als die der reinen Agarosegele. Wie schon in Kapitel 4.1.3 ge-
zeigt werden konnte hat der Zuckerzusatz in der Alginatlésung einen sehr groRen Ein-
fluss. Die Zuckermolekiile stabilisieren die Verkndulungen der einzelnen Polymerketten
untereinander und erhéhen so den elastischen Anteil des Systems. Da sich diese Algi-
natketten zwischen die Maschen des Agarosenetzwerks legen, sorgt die Zuckerstabili-
sierung der Alginatketten auch fur eine Stabilisierung des Agarosenetzwerks. Je elasti-
scher und fester die Netzwerkmaschen gefillt sind, desto elastischer lasst sich das ge-
samte System auch deformieren. Die stérkere Beeinflussung des Agarose-Alginat-
Systems durch die Zuckerzugabe im Vergleich zum reinen Agarosesystem l&sst sich
also primdr durch die stabilisierende Beeintrdchtigung der Verkn&ulungen der Alginat-
ketten erklaren.

Agarose-Xanthan/Zuckersystem

Im Vergleich zu den Agarose-Alginat/Zuckergelen zeigten die Agarose-
Xanthan/Zuckergele eine sichtbare Inhomogenitéat. Auch hier konnten die Gele mit dem
Zusatz von 40% w/w an Trehalose nicht weiter als bis zu einer Deformation von 0,0015
vermessen werden, da bereits auskristallisierte Zuckerkristalle zu groRe Stérungen ver-
ursachten. Die Messergebnisse des Amplitudenteste flr die unterschiedlichen Systeme
kdnnen in den folgenden Abbildungen betrachtet werden.
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Abbildung 4.20 Logarithmische Auftragung des elastischen G’ und viskosen G°” Moduls gegen
die Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Temperatur
T = 25 °C flr das Agarose-Xanthan/Saccharose-System. Ausgefillte Symbole bezeichnen
G’ und nicht-ausgefllte Symbole G .
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Abbildung 4.21 Logarithmische Auftragung des elastischen G’ und viskosen G’’ Moduls gegen
die Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Temperatur
T = 25 °C fur das Agarose-Xanthan/Trehalose-System. Ausgefillte Symbole bezeichnen G’
und nicht-ausgefullte Symbole G .
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Deutlich ist auch hier wieder die schon zuvor diskutierte Form der G ’-Kurve zu erken-
nen. Im Vergleich zu den Xanthandispersionen nimmt dieser Verlauf aber eher die
Form der Agarosegele ein, was darauf schlielen lasst, dass Agarose der dominantere
Strukturgeber in dem Mischsystem ist. Die Darstellung von G’ in Abh&ngigkeit von der
Zuckerkonzentration bei einer bestimmten Deformation verdeutlich wieder dessen An-
derung.
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Abbildung 4.22 Elastischer Modul G’ in Abh&ngigkeit von der Zuckerkonzentration bei einer
bestimmten Deformation von y = 0,01. Die schwarzen Symbole zeigen den Verlauf von G’
fiir den Zusatz von Saccharose und die grauen Symbole den flr den Zusatz von Trehalose.

Auch hier fallen die Fehlerbalken groRer aus, aber eine Tendenz der G -Anderung mit
wachsender Zuckerkonzentration kann erkannt werden. Zundchst steigt G’ bis zur Zu-
gabe von 20% w/w an Saccharose, sowie an Trehalose von G’ = (883,32 + 43,24) Pa
auf G' = (2317,86 + 264,46) Pa bei Saccharose und auf G' = (1663,28 +
49,16) Pa bei Trehalose an. Dann fallt G’ wieder auf G’ = (1012,50 + 103,31) Pa
bzw. G' = (1510,12 + 101,58) Pa ab und erreicht fur die Zugabe von 40% w/w Sac-
charose mit seinen Fehlergrenzen wieder fast den Ausgangswert. Bemerkenswerter
Weise kann in diesem System bereits durch die Zugabe von 20% Saccharose eine Ver-
grolerung von G’ um mehr als 160% erreicht werden und zeigt somit eine noch ausge-
pragtere Beeinflussung durch die zugesetzten Zuckermengen. Mit zu hohem Zuckerzu-
satz (40% w/w) kann hingegen kaum noch ein Einfluss auf den elastischen Modul er-
kannt werden. Der enorme Anstieg von G’ bis 20% Zuckerzusatz kann durch den gerin-
geren Anteil an Wasser und der damit verbundenen Erhéhung der effektiven Konzentra-
tion an Agarose und Xanthan begriindet werden. AuRerdem hemmen die Zuckermole-
kile die starre Orientierung der Xanthanstdbchen, weshalb durch einen Zuckerzusatz
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die Immobilisation der Xanthanmolekiile abnimmt und die gesamte Mischung besser
von den Agarosehelices durchwandert werden kann. Bei hohen Temperaturen steigt die
Wahrscheinlichkeit, dass Agarosehelices aggregieren kénnen und es bilden sich elasti-
schere und festere Gele aus. Steigt der Zuckergehalt nun noch weiter an ist der Wasser-
anteil so gering, dass die Durchmischung der Komponenten nicht mehr homogen ge-
wahrleistet werden konnte und sehr inhomogene und instabile Gele resultierten. Bei
40% wiw Trehalose kristallisierte diese nur an manchen Stellen aus, was auch ein Indiz
flir eine unzureichende Homogenitat der Mischung darstellte. Beim Zusammendriicken
der Gele konnte stellenweise ein Herausflie}en von nicht im Netzwerk eingebundenem
Xanthan beobachtet werden. Dementsprechend lasst der Abfall von G’ bei hohen Zu-
ckerkonzentrationen keinen physikalischen Hintergrund erahnen.

4.1.6 Genauere Betrachtung des Zuckereinflusses

Um nun genau die strukturelle Anderung des Systems durch die Zuckerzugabe zu stu-
dieren und den Effekt der effektiven Konzentrationserhéhung an Hydrokolloiden durch
den Wassermangel auszuschlielen, wurden im Folgenden alle vorher vorgestellten Sys-
teme nochmal mit erhéhter Hydrokolloidkonzentration vermessen. Die Konzentration
an Hydrokolloid wurde dabei so angepasst, dass sie vergleichbare Werte mit den hoch-
konzentrierten Zucker-Wasser-Systemen einnehmen. Wird namlich 40% w/w an Zucker
dem System zugefiihrt verringert sich der Wasseranteil so stark, dass sich die eigentli-
che Konzentration an Hydrokolloid auf 1,68% wi/w erhoht. Die Messergebnisse der
1,68%-igen Hydrokolloidlésungen und -gele im Vergleich mit den entsprechenden
1%-igen Systemen sind in Abbildung 4.23 dargestellt. Betrachtet man dabei den Mit-
telwert des elastischen Moduls G’ jeweils bei einer bestimmten Deformation kann Fol-
gendes fur die unterschiedlichen Systeme zusammengefasst werden:

Agarose, y = 0,01:

! ! ! !
G 1,68% »> G 40%Trehalose =G 40%Saccharose > G 1%

Alginat, y = 0,1:

! ! 4 4
G 40%Trehalose > G 40%Saccharose > G 1,68% »> G 1%

Xanthan, y = 0,01:

! ! ! !
G 1,68% > G 40%Saccharose =G 40%Trehalose =G 1%

Agarose-Alginat, y = 0,01:

! ! 4
G 1,68% > G 40%Saccharose > G 1%

Agarose-Xanthan, y = 0,01:

! ! ~ !
G 1,68% »> G 40%Saccharose ~ G 1%
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Abbildung 4.23 Logarithmische Auftragung des elastischen G’ und viskosen G’’ Moduls gegen
die Deformation (strain) bei konstanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Temperatur
T = 25°C. Ausgefillte Symbole bezeichnen G’ und nicht-ausgefillte Symbole G”’. Im
Vergleich sind jeweils die wassrigen Systeme mit 1,68% w/w und 1% w/w Hydrokolloid-
konzentration gegeniiber den 1%-igen Hydrokolloidsysteme mit 40% w/w Zuckeranteil
dargestellt.
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Durch diesen Vergleich kann eindeutig bestimmt werden durch welche Effekte die vor-
her beschriebenen Anderungen der viskoelastischen Eigenschaften in den verschiedenen
Hydrokolloidsystemen hervorgerufen werden. Durch die Zugabe von hohen Zuckerkon-
zentrationen konkurrieren in jedem System immer zwei Effekte miteinander, die eine
Erh6hung des elastischen Anteils bewirken kdnnen. Zum einen kommt es immer auf-
grund des verringerten Wasseranteils zu einer effektiv erhéhten Hydrokolloidkonzentra-
tion, wodurch die Polymer-Polymer-Wechselwirkungen im System verstarkt werden.
Zum anderen konnen die Zuckermolekule aber auch tatsachlich in die molekulare Struk-
tur eingreifen und die mehr oder weniger ausgepragte Netzwerkbildung beeinflussen.
Durch den Vergleich mit den héher konzentrierten Hydrokolloidsystemen kann der Ef-
fekt des Wassermangels ausgeschlossen werden und der direkte Einfluss des Zuckers
auf das System begutachtet werden.

Bei dem Agarosesystem wird ersichtlich, dass der elastische Modul G’ des hochkon-
zentrierten Gels viel hohere Werte liefert als die Gele mit einem 40% w/w-Anteil an
Zucker. Daraus lasst sich schlielen, dass der zugesetzte Zucker eine destabilisierende
Wirkung auf das System hat und die unter Kapitel 4.1.2 beschriebene Erhéhung des
Speichermoduls mit wachsender Zuckerkonzentration nur durch den Effekt des Was-
sermangels hervorgerufen wurde. Eine mdgliche Ursache fiir den destabilisierenden
Effekt der Zuckermolekiile kdnnte sein, dass diese die Mobilitat der Polymerketten ver-
ringern und so die Aggregation der einzelnen Agarosehelices zu den Verknupfungszo-
nen des Netzwerks erschweren.

Alginat hingegen zeigt ein gegenlaufiges Verhalten. Hier nimmt der elastische Anteil
der Systeme mit 40%-igem Zusatz héhere Werte als das hochkonzentrierte wassrige
System ein. Die Zuckermolekiile stabilisieren das System aus verkn&ulten und verhak-
ten Polymerketten also zusétzlich. Ein moglicher Ansatz zur Erklarung dieses Verhal-
tens konnte die schon in Kapitel 4.1.2 diskutierte Funktion der Zuckermolekile als
Vermittler sein. Da die Zuckermolekile durch ihre Hydroxylgruppen zur Ausbildung
von Wasserstoffbriickenbindungen beféhigt sind, kénnen diese die Anndherung von
Polymerketten beglnstigen und so die Verkndulungsdichte in der Lésung erhdhen.

Bei Xanthan kann der unter Kapitel 4.1.4 schon beschrieben Effekt des Zuckers besta-
tigt werden. Da die Fahigkeit Energie bei einer Deformation zu speichern in der hoch-
konzentrierten Dispersion viel hoher ist als in den Dispersionen mit 40% w/w Zucker-
zusatz kann den Zuckermolekilen definitiv eine destabilisierende Wirkung des Systems
zugesprochen werden. Dies l&sst sich durch die Hinderung der sogenannten jamming
transition beschreiben. Durch die Zuckermolekile vergroRert sich der Abstand zwi-
schen den einzelnen Xanthanstébchen, so dass deren gegenseitige Beeinflussung weni-
ger stark ausfallt.
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In dem Mischsystem aus Agarose-Alginat kann ebenfalls eine leicht destabilisierende
Wirkung des Zuckers beobachtet werden. Die zugesetzten Zuckermolekiile stabilisieren
zwar die Verschlaufungen der Polymerketten des Alginats, die Ausbildung des Agaro-
senetzwerks wird hingegen gehemmt. Da das Agarosenetzwerk in dieser Mischung der
Hauptstrukturgeber ist und die elastischen Eigenschaften vorgibt, ist der Einfluss des
Zuckers auf das Gesamtsystem leicht destabilisierend.

Der Zuckereinfluss in dem Mischsystem Agarose-Xanthan ist wie beim reinen Xanthan
und reinem Agarosegel sehr stark ausgepragt und nimmt auch hier eine destabilisieren-
de Position ein. Auf reine Xanthandispersionen haben Zuckermolekile aufgrund der
Hemmung der jamming transition einen stark destabilisierenden Einfluss, sowie auf
reine Agarosegele, verankert in der Verminderung der Aggregation der Agarosehelices.
Dementsprechend konkurrieren hier keine gegenlaufigen Auswirkungen des Zuckerzu-
satzes und die gesamte Auswirkung auf das Agarose-Xanthan-System féllt stark desta-
bilisierend aus.

4.1.7 Temperaturabhéangige Messungen

Im folgenden Abschnitt werden die Ergebnisse der temperaturabhangigen Oszillations-
messungen bei einer konstanten Frequenz 9 = 1 Hz, sowie jeweils einer konstanten
Deformation présentiert. Die fliissige und erhitzte Probe wurde dabei zunédchst von
80 °C auf 20 °C mit einer Abkuhlrate von 1 K/min abgekuhlt und schlieBlich wieder
mit 1 K/min auf 95 °C aufgeheizt und dabei die viskoelastischen Eigenschaften verfolgt.
Bei niedrigen Temperaturen zeigen stabile Gele G* > G’ bzw. tané < 1, also Gel-
Charakter. Bei hohen Temperaturen erweichen die Gele und nehmen einen flussigen
Charakter mit G’* > G’ bzw. tan$ > 1 ein. Bei dem hier zunéchst erfolgten Abkiihl-
prozess kann der Gelpunkt T, also der Punkt an dem der Sol-Gel-Ubergang stattfindet,
dort gefunden werden, wo G’ = G’ bzw. tan § = 1 vorliegt und ein plotzlicher Anstieg
der Werte von G’ und G’ beobachtet werden kann.

Zunéchst sind in folgender Abbildung der elastische G’ und viskose Modul G’ in Ab-
hangigkeit von der Temperatur bei einer konstanten Deformation und Frequenz fur die
Ldsungen und Dispersionen aus Alginat bzw. Xanthan mit jeweiligem Zusatz von 20%
bzw. 40% w/w Saccharose und 20% bzw. 40% w/w Trehalose dargestellt. Die schwar-
zen Kurven zeigen jeweils das reine 1%-ige Alginat- bzw. Xanthansystem, die unter-
schiedlich graugefarbten Kurven geben jeweils den Verlauf von 20% w/w Saccharose
bzw. Trehalose wieder und die blaugefarbten Kurven den von 40% w/w Saccharose
bzw. Trehalose. Auf die Fehlerbalken wurde in allen Darstellungen der Messergebnisse
dieses Abschnittes zu Gunsten der Ubersichtlichkeit verzichtet und nur der Mittelwert
einer Dreifachbestimmung abgebildet.
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Abbildung 4.24 Logarithmische Darstellung des elastischen und viskosen Moduls G’ und G’
als Funktion der Temperatur bei konstanter Frequenz 9 = 1 Hz und konstanter Deformation
(strain). Links: das Alginat/Zuckersystem und rechts: das Xanthan/Zuckersystem. Die aus-
gefillten Symbole bezeichnen jeweils G’ und die nicht-ausgefiillten Symbole G’

Zunéchst ist in beiden Systemen kein Uberkreuzungspunkt der G- und G*’-Kurve zu
erkennen, was trivialer Weise auf das Fehlen der Gelbildungsfahigkeit zurtckzufihren
ist. Die 1%-ige Xanthandispersion zeigt unabhé&ngig von Menge und Art des zugesetz-
ten Zuckers keine grof’e Veranderung der Werte von G’ und G’ mit der Temperatur.
Mit wachsender Temperatur kann eine geringe Abnahme des elastischen Moduls beo-
bachtet werden. Dies basiert auf einem geringen Verlust der geordneten Struktur durch
die Energiezufuhr. Genauere Betrachtungen der thermischen Eigenschaften von Xant-
handispersionen in salzfreier und salzhaltiger Umgebung wurden von LEE und BRANT
durchgefuhrt (LEe & BRANT, 2002). Eine groRere Abhangigkeit der viskoelastischen
Eigenschaften mit der Temperatur kann in dem Alginatsystem begutachtet werden. Mit
wachsender Zuckerkonzentration nimmt G’ mit abnehmender Temperatur immer steiler
zu und die schon unter Kapitel 4.1.3 diskutierte Anndherung von G’ an G’ wird immer
ausgepragter. Grund fur die Abnahme des elastischen Anteils mit wachsender Tempera-
tur kann durch die steigende Brown’sche Molekularbewegung bei hoher Temperatur
erklart werden. Bei hoher Temperatur ist die Bewegung der Polymerketten so hoch,
dass sich keine konstante Verknaulungsdichte der Ketten einstellt und der elastische
Anteil abnimmt. Dieses Verhalten l&sst sich auch einfach (ber den entropieelastischen
Charakter der Alginatldsungen erklaren. Mit wachsender Temperatur steigt die Entropie
des Systems und die Polymerketten gehen aus der mehr oder weniger stark gestreckten
Form in die entropisch-giinstige Kn&uelkonformation Uber. Die Verschlaufungen der
einzelnen Ketten untereinander nehmen ab und das gesamte System kann bei gegebener
Deformation weniger Energie speichern. Der steile Abfall des elastischen Moduls mit
zunehmender Temperatur bei hohem Zuckerzusatz weist auf eine Temperaturabhéngig-
keit der stabilisierenden Wirkung der Verkn&ulungsdichte durch den Zusatz an Zucker
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hin. Uber Wasserstoffbriickenbindungen konnen die Zuckermolekiile den Abstand zwi-
schen den Alginatketten verkleinern und erhéhen somit die Verknaulungsdichte. Gera-
ten diese Alginatketten jedoch mit wachsender Temperatur immer mehr in Bewegung,
konnen die Wasserstoffbriickenbindungen zu den Zuckermolekilen nicht mehr aufrecht
gehalten werden und der elastische Anteil des Systems nimmt ab.

Zur Bestimmung der Geltemperatur Ty der Agarosegele und der Mischgele wurde stets

die Temperatur ausgewertet, bei der der tané = & = 1 wird. Diese Auswertungsme-

G’
thode wurde auch schon von LABROPOULOS ET AL. vorgeschlagen (LABROPOULOS,
NIEsz, DANFORTH, & KEVREKIDIS, 2002). Da die Sensitivitat des verwendeten Rheome-
ters jedoch limitiert ist und der elastische Modul erst beim Uberschreiten eines gewissen
Spannungswiderstandes gemessen werden konnte, traten bei den sehr flissigen Proben
enorme Abweichungen vom theoretischen Verhalten auf. Diese Proben zeigten beim
Abkihlen keinen Uberkreuzungspunkt der G- und G*’-Kurve mit abnehmender Tem-

peratur, sondern nur einen parallelen Verlauf und somit keine Temperatur mit tané =
Grr

== 1. Dieses Verhalten wurde am KIT in Karlsruhe mit einem hochsensitiven Rheo-
meter Uberpruft und kann im Anhang erfolgt werden. Durch diese Vergleichsmessungen
konnte gezeigt werden, dass der mit dem Gemini 200 Rheometer gemessene Kurvenver-
lauf von G bei sehr diinnfliissigen Proben nicht real ist. Abbildung A.1 zeigt im oberen
Temperaturbereich eine deutliche Differenz der G’-Kurven fur die unterschiedlichen
Messgeréte. Um trotzdem einen Gelpunkt bei solchen Proben zu bestimmen, wurde eine
lineare Regressionsgerade an den plotzlichen Abfall des tan § mit abnehmender Tempe-
ratur gelegt, schlieBlich auf einen Wert von 1 extrapoliert und dort die Temperatur be-
stimmt. Damit die verschiedenen Systeme und deren Geltemperaturen miteinander ver-
gleichbar sind, wurde die Bestimmung von Ty so bei allen Proben durchgefiihrt, auch
wenn ein Uberkreuzungspunkt von G’ und G’ zu beobachten war. In der folgenden
Abbildung ist diese Bestimmung des Gelpunktes exemplarisch fir das reine 1%-ige
Agarosesystem vorgefuhrt und kann fur alle anderen Systeme im Anhang studiert wer-

den.
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Abbildung 4.25 Logarithmische Darstellung des elastischen und viskosen Moduls G’ und G’ in
Abhangigkeit von der Temperatur und die Bestimmung von Ty mit Hilfe der linearen Re-
gression an der Kurve des tan § als Funktion der Temperatur fiir 1%-ige Agarose. Die roten
Geraden verdeutlichen die Regressionsgerade und den Schnittpunkt mit der Abszisse bzw.
Ordinate.

Fur 1%-ige Agarose mit 20% bzw. 40% w/w an Saccharose und Trehalose konnte die in
Abbildung 4.26 dargestellte Abhéngigkeit der Moduli von der Temperatur mit entspre-
chenden Geltemperaturen gefunden werden.
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Abbildung 4.26 Logarithmische Darstellung der Moduli als Funktion der Temperatur bei kon-
stanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Deformation y = 0,01 (strain) fiir das Agaro-
se/Zuckersystem. Die ausgefullten Symbole bezeichnen jeweils G’ und die nicht-
ausgefiillten Symbole G’. Die roten Geraden verdeutlichen den theoretischen Uberkreu-
zungspunkt von G’ und G’ bei der jeweiligen Temperatur.

Sehr deutlich wird hier und in allen folgenden Abbildungen das Ph&nomen der thermi-
schen Hysterese. Beim Abkuhlen der Probe kann ein ganz anderer Verlauf von G’ und
G’ in Abhéngigkeit von der Temperatur als beim Wiederaufheizen der ausgelierten
Gele beobachtet werden. Das gebildete dreidimensionale Netzwerk aus aggregierten
Agarosehelices erfordert zum Wiederlosen beim Schmelzen der Gele eine viel groRere
Energie als beim Aushdrten der Gele durch die gebildeten Wasserstoffbrickenbindun-
gen frei wurde. Die Temperaturen des Gelpunkts und Schmelzpunkts fallen deshalb
nicht zusammen und das Schmelzen der Gele findet erst bei sehr viel héheren Tempera-
turen statt. In der obigen Abbildung kann dies daran erkannt werden, dass beim Wieder-
aufheizen die Werte von G’ und G’ nur sehr langsam abnehmen und auch kein erneuter
Uberkreuzungspunkt der beiden Funktion beobachtet werden kann. Der Zusatz von Zu-
cker zeigt hier keinen besonderen Einfluss auf die thermische Stabilitat und der qualita-
tive Verlauf der Kurven beim Aufheizen der Gele zeigt &hnliches Verhalten. Man kann
jedoch erahnen, dass die Kurven mit hohem Zuckerzusatz geringfiigig unter denen ohne
bzw. mit geringerem Zuckerzusatz verlaufen, was auf einen abnehmende thermische
Stabilitdt mit wachsender Zuckerkonzentration sprechen wirde.
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In Abbildung 4.27 kann der entsprechende Verlauf fur das Agarose-Alginat-System und
die gefundenen Gelierungstemperaturen begutachtet werden.
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Abbildung 4.27 Logarithmische Darstellung der Moduli als Funktion der Temperatur bei kon-
stanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Deformation y = 0,001 (strain) fiir das Agarose-
Alginat/Zuckersystem. Die ausgefullten Symbole bezeichnen jeweils G’ und die nicht-
ausgefillten Symbole G’’. Die roten Geraden verdeutlichen den theoretischen Uberkreu-
zungspunkt von G’ und G’ bei der jeweiligen Temperatur.

Im Vergleich zu dem Agarose/Zuckersystem ergibt sich in der Mischung mit Alginat
eine deutliche Verénderung beim Wiederaufheizen der Proben. Schon bereits ohne den
Zusatz an Zucker fangt die Funktion G’(T) bei etwa 62 °C an stetig abzufallen und be-
schleunigt diesen Abfall mit wachsender Zuckerkonzentration enorm. Die thermische
Stabilitat der Agarose-Alginat/Zuckergele scheint also mit wachsender Zuckerkonzent-
ration abzunehmen. Der Unterschied in der thermischen Stabilitat des reinen Agarose-
gels und der Mischung mit Alginat erklart sich durch die geringeren Agarosekonzentra-
tion und der daraus resultierenden weniger elastischen und stabilen Gele. Wie in Abbil-
dung 4.24 zu erkennen ist, nimmt G’ der reinen Alginatldsungen mit wachsender Zu-
ckerkonzentration bei hohen Temperaturen schneller ab als ohne Zuckerzusatz. Nimmt
die Temperatur in den Agarose-Alginat-Gelen zu, nimmt der elastische Anteil der in
den Agarosenetzwerkmaschen eingeschlossenen Alginatketten mit wachsender Zucker-
konzentration schneller ab und der Widerstand des Netzwerks, sich bei Warmezufuhr zu
|6sen, dementsprechend ab.
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Die Bestimmung der Geltemperatur in dem Mischsystem aus Agarose-Xanthan konnte
aufgrund des schwachen Gelcharakters des Xanthans nicht auf die vorher beschriebene
Vorgehensweise bestimmt werden. Da hier schon bei sehr hohen Temperaturen G’ stets
uber G’ dominiert, kann kein Schnittpunktpunkt der Moduli beobachtet werden. Der
genaue Gelierungspunkt der Agarose liel? sich deshalb nur schwer ermitteln. Um trotz-
dem einen Punkt auszuwerten, wurde auch hier der Kurvenverlauf des tan § in Abhén-
gigkeit der Temperatur zur Hilfe genommen. Dieser zeigt beim Abkihlen der Probe
eine Abnahme mit naherungsweise zwei unterschiedlichen Steigungen. Der Ubergang
zwischen beiden Steigungen féllt genau mit dem pl6tzlichen Anstieg von G’ und G’
zusammen und zeigt somit den Beginn der Gelierung der Agarose an. Durch das Anle-
gen von zwei linearen Regressionsgeraden und der Bestimmung deren Schnittpunktes
wurde dieser fiir das System Agarose-Xanthan als Gelierungstemperatur bestimmt. Die
Vorgehensweise ist in Abbildung 4.28 fiir das reine Agarose-Xanthan-System gezeigt
und kann fir alle anderen Agarose-Xanthan-Systeme im Anhang weiter verfolgt wer-
den.

Ecuaton

tan(d)

G'(A),G"(A) (Pa)

Temperature (°C)

Abbildung 4.28 Logarithmische Darstellung des elastischen und viskosen Moduls G’ und G’ in
Abhéngigkeit von der Temperatur und die Bestimmung von T, mit Hilfe der linearen Re-
gression an der Kurve des tané als Funktion der Temperatur fiir das 1%-ige Agarose-
Xanthan-System. Die roten Geraden verdeutlichen die Regressionsgeraden und deren
Schnittpunkt.

Die Anderung des Verlaufs der G- und G’-Kurven und der Gelierungstemperatur
durch den Zusatz von 20% bzw. 40% w/w an Saccharose und Trehalose fur das Agaro-
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se-Xanthan/Zuckersystem wird in Abbildung 4.29 gezeigt. Auch hier kann beim Wie-
deraufheizen der gelierten Proben ein Unterschied zu den reinen Agarosegelen, sowie
den Mischungen mit Alginat beobachtet werden.

+ Agarose-Xanthan 1-1

- T, =33,70°C+1,05C

G'und G" bei Y= 0:001 + Agarose-Xanthan 1-1_20% Sucrose
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T, =3539°C+1,13°C
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Abbildung 4.29 Logarithmische Darstellung der Moduli als Funktion der Temperatur bei kon-
stanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Deformation y = 0,001 (strain) fiir das Agarose-
Xanthan/Zuckersystem. Die ausgefillten Symbole bezeichnen jeweils G’ und die nicht-
ausgefillten Symbole G’’. Die roten Geraden verdeutlichen den Anstieg von G’ und G’ bei
der jeweiligen Temperatur.

Ohne Zuckerzusatz kann hier schon ein Abfall des elastischen Moduls bei 42 °C vermu-
tet werden. Jedoch scheint hier die thermische Stabilitdt mit wachsender Zuckerkon-
zentration zuzunehmen, da sich der Abfall von G ’(T) mit wachsender Zuckerkonzentra-
tion zu hoheren Temperaturen verschiebt. Im Vergleich zu der Mischung mit Alginat
bilden sich mit Xanthan weniger elastische und stabile Gele aus, siehe 4.1.5, die ent-
sprechend eine geringere thermische Stabilitdt aufweisen. Die reine Xanthandispersion
zeigt keine Temperaturabhangigkeit, jedoch wird mit wachsender Zuckerkonzentration
wie in Kapitel 4.1.4 gezeigt die jamming transition verringert. Bei hohen Temperaturen
gelingt es den Agarosehelices sich also wesentlich besser in einer weniger gehemmten
Dispersion aus Xanthan mit Zuckerzusatz zu bewegen und die Wahrscheinlichkeit der
Aggregation der Helices wird erhoht. Es resultieren also elastischere und thermisch
stabilere Gele mit wachsender Zuckerkonzentration.
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Um die reinen Mischsysteme ohne den Zusatz an Zucker zu studieren wurden diese
noch zusatzlich in unterschiedlichen Mischungsverhaltnissen von 1-3 und 3-1 vermes-
sen. Der Vergleich mit dem 1-1 System ist in den folgenden Abbildungen zu sehen. Die
Auswertung des Gelpunktes erfolgte hier bei der Mischung mit Alginat wie bei den
Agarose-Alginat/Zuckersystemen und bei dem Zusatz von Xanthan wie bei den Agaro-
se-Xanthan/Zuckersystemen und kann im Anhang genauer betrachtet werden.
+ Agarose-Alginat 1-1

T, =3481°C+0,05°C
+  Agarose-Alginat 1-3

T, =30,13°C+0,03°C

+  Agarose-Alginat 3-1
T, =34,84°C+004°C
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1000

G'(A),G"(A) (Pa)
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Abbildung 4.30 Logarithmische Darstellung der Moduli als Funktion der Temperatur bei kon-
stanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Deformation y = 0,001 (strain) flr die Agarose-
Alginat-Systeme. Die roten Geraden verdeutlichen den theoretischen Schnittpunkt von G’
und G’ bei der jeweiligen Temperatur.

Mit wachsendem Agaroseanteil wird hier in beiden Mischungen eine Zunahme der
thermischen Stabilitat sichtbar. Dabei wird der Unterschied zwischen den Agarose-
Alginat- und Agarose-Xanthan-Mischungen mit wachsendem Verdickungsmittelanteil
immer ausgeprégter.
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Abbildung 4.31 Logarithmische Darstellung der Moduli als Funktion der Temperatur bei kon-
stanter Frequenz ¥ = 1 Hz und konstanter Deformation y = 0,001 (strain) fir die Agarose-
Xanthan-Systeme. Die roten Geraden verdeutlichen den Anstieg von G’ und G’ bei der je-
weiligen Temperatur.

Die ausgewerteten Gelierungstemperaturen und deren Fehler sind in der folgenden Ta-
belle fur die unterschiedlichen Systeme gegenubergestellt. Der Fehler berechnete sich
jeweils Uber eine Fehlerfortpflanzung, deren Reihentwicklung schon nach dem linearen
Glied abgebrochen wurde:
ady ay
Ay = —Ax; + —Ax, + - 4.3)
a.X'Z

axl

Fur die Bestimmung der Geltemperatur der Agarose und der Agarose/Alginat-Systeme
bei dem Ordinatenabschnitt von 1 ergab sich folgende Gleichung mit entsprechendem
Fehler, hier bei steht a fur den Ordinatenabschnitt und b fir die Steigung der linearen
Regressionsgerade und Aa bzw. Ab fur die jeweiligen Fehler:

1_
Tgel = Ta (4.4)
1 a—1
ATgel = —;Aa + ?Ab (45)

Die Bestimmung des Gelpunktes bei den Agarose-Xanthan-Systemen erfolgte tber die
Bestimmung des Schnittpunktes der beiden linearen Regressionsgeraden und ergab sich
somit Uber folgende Gleichung, sowie dessen Fehler:

_ (a1-ay)
Tgel "~ (b2-by) (4.6)
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N 1 (az—a1) (a1—ay)
ATgel = iy Aaq + o) Aa, + (b1—by)? Ab; + a7 Ab, 4.7)

Tabelle 4.1 Gelierungstemperaturen des reinen Agarosesystems und der Mischsysteme mit Al-
ginat bzw. Xanthan mit dem jeweiligen Zuckerzusatz.

System Zuckerkonzentration / (% w/w)  Tge / °C ATyl °C
Agarose 0 38,98 0,19
20 Saccharose 38,22 0,05
20 Trehalose 39,75 0,06
40 Saccharose 38,53 0,06
40 Trehalose 40,55 0,04
Agarose-Alginat 1-1 0 34,81 0,05
20 Saccharose 34,63 0,06
20 Trehalose 36,24 0,06
40 Saccharose 34,22 0,03
40 Trehalose 37,08 0,04
Agarose-Alginat 1-3 0 30,13 0,03
Agarose-Alginat 3-1 0 34,84 0,04
Agarose-Xanthan 1-1 0 33,70 1,05
20 Saccharose 34,68 1,22
20 Trehalose 35,39 1,13
40 Saccharose 35,96 1,09
40 Trehalose 38,76 1,15
Agarose-Xanthan 1-3 0 29,26 0,25
Agarose-Xanthan 3-1 0 34,87 0,98

Vergleicht man die Werte aus Tabelle 4.1 miteinander wird deutlich sichtbar, das der
Zusatz von Saccharose bei den reinen Agarosegelen, sowie bei den Mischsystemen kei-
nen deutlichen Einfluss auf die Gelierungstemperatur hat. Der Zusatz von 40% w/w an
Trehalose hingegen verschiebt Ty bei dem reinen Agarosegel um 4%, bei dem Agaro-
se-Alginat-Gel um 6,5% und bei dem Agarose-Xanthan-Gel sogar um 15% zu héheren
Temperaturen. Ein méglicher Grund fiir die Erhéhung des Gelpunktes mit hohem Tre-
halosezusatz liegt in der Préaferenz der Wassermolekiile an Zucker-, besonders an Treha-
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losemolekiile, zu binden. Durch die Bindung des Wassers an den Trehalosemolekiilen
verkleinert sich das effektive Volumen, in dem sich die bei hoher Temperatur noch frei
beweglichen Agarosehelices befinden. Die Wahrscheinlichkeit, dass sich zwei oder
mehrere Helices treffen und durch intermolekulare Wechselwirkungen zusammenlagern
kdnnen, wird also erhéht und die Ausbildung des dreidimensionalen Netzwerks wird
beschleunigt. Durch den Zusatz der anderen Hydrokolloide, Alginat bzw. Xanthan, wird
das frei verfligbare Wasser noch weiter verringert und die Aggregation der Agaroseheli-
ces kann schon bei noch hoheren Temperaturen stattfinden und der prozentuellen An-
stieg der Geltemperatur in den Mischsystemen fallt grol3er aus als in dem reinen Agaro-
sesystem.

Vergleicht man nur die Hydrokolloidmischungen ohne Zuckerzusatz, verschiebt sich
Tger Mit abnehmendem Agaroseanteil zu immer kleineren Temperaturen. Fur Xanthan
und Alginat ergibt sich hierbei kein bedeutender Unterschied, was aber auch durch die
andere Auswertungsmethode bei den Agarose-Xanthan-Systemen schwierig zu verglei-
chen ist. Grund fur die Abnahme der Gelierungstemperatur ist die immer weiter abneh-
mende Agarosekonzentration und der damit verbundenen sinkenden Wahrscheinlichkeit
zur Ausbildung der Aggregate aus Agarosehelices.

Eine genauere Betrachtung der thermischen Eigenschaften der untersuchten Hydrokol-
loidsysteme erfolgt in Kapitel 4.4.

4.2 Wasserbindungsvermogen der Hydrokolloidsystem

Hydrogele neigen sehr schnell zur spontanen oder durch Energiezufuhr erzwungen Ab-
gabe von Wasser. Bei dieser Trennung von Wasser und einer anderen Phase spricht
man, wie schon unter Kapitel 2.1.2 angedeutet, von Syndrese. Durch zum Beispiel
Warmezufuhr werden die in dem Hydrokolloid gebundenen Wassermolekiile gezwun-
gen in den gasformigen Zustand Uberzugehen, diffundieren zu der Oberfl&che, verlassen
diese und die Gele oder Dispersionen trocknen aus. Die Fahigkeit diesen Effekt der
Synérese weitgehend hinauszuzdgern, héngt von der Starke der Wasserbindung der je-
weiligen Hydrokolloide ab. Um diese Wasserbindung der unterschiedlichen Systeme zu
studieren, wurde ihr Feuchtigkeitsgehalt (Wassergehalt) in Abhéngigkeit von der Zeit
bei zwei unterschiedlichen Temperaturen bestimmt. Da der Schmelzpunkt der Agarose-
gele zwischen 75 und 95 °C liegen kann, wurden zum einem 50 °C, als eine Temperatur
weit unter dem Schmelzpunkt, und zum anderen 80 °C als Temperatur nahe dem
Schmelzpunkt gewahlt. Werden die Systeme eine gewisse Zeit den Temperaturen aus-
gesetzt, entweicht das Wasser je nach Wasserbindung der Hydrokolloide mehr oder
weniger schnell. Da die gewahlte Messmethode sehr zeitintensiv ist, wurden die Mess-
ergebnisse auf zwei unterschiedliche Methoden ausgewertet. Um mdgliche Verande-
rungen wéhrend der Messung und unterschiedlich wirkende Effekte zu studieren, wur-
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den die erhaltenen Messkurven zundchst im hinteren Teil, also bei langen Zeiten, und
anschlieBend nur im vorderen Bereich, also bei kurzen Zeiten, analysiert.

4.2.1 Untersuchung der Wasserbindung auf langer Zeitskala

Zunéchst wurde die Wasserbindung der reinen Losungen aus den Disacchariden stu-
diert, um die Unterschiede zwischen Trehalose und Saccharose aufzuzeigen. In der fol-
genden Abbildung ist deshalb der Wasserverlust der unterschiedlich konzentrierten L6-
sungen fir 50 °C dargestellt. Auch hier, sowie in allen folgenden Ergebnisdarstellun-
gen, wurde zu Gunsten der Ubersichtlichkeit auf die Fehlerbalken verzichtet und nur der
Mittelwert einer Dreifachbestimmung dargestellt. Bei der Betrachtung der einzelnen
Konzentrationen kann zwischen Trehalose und Saccharose kein Unterschied beobachtet
werden. Grundsétzlich kann mit voranschreitender Zeit eine stetige Abnahme des Was-
sergehaltes erkannt werden und erreicht nach dem Uberschreiten eines bestimmten
Zeitpunktes einen Maximalwert, der anschlielend konstant gehalten wird. Dieser Ma-
ximalwert gibt den Restfeuchtegehalt wieder und ist in Tabelle 4.2 zusammengefasst.
Dabei ist deutlich zu sehen, dass die Differenz zwischen dem gemessenen Wassergehalt
und dem theoretisch enthaltenem Wassergehalt mit wachsender Zuckerkonzentration
zunimmt. Die GroRe des Restfeuchtegehalts kann als Mal? fiir die Wasserbindung der in
dem System enthaltenen Substanzen angesehen werden. Umso groRer der prozentuelle
Anteil des Restfeuchtegehalts ausfallt, desto starker ist die Bindung zwischen Wasser-
molekiilen und Disaccharid bzw. Hydrokolloid und das Wasser kann nicht vollstandig
aus dem System entfernt werden. Fr alle folgenden Systeme wurde deshalb der Rest-
feuchtegehalt bestimmt, um das Wasserbindungsvermdgen des gesamten Systems auf
langer Zeitskala zu studieren.
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Abbildung 4.32 Verlust des Feuchtigkeitsgehalts als Funktion der Zeit bei einer konstanten
Temperatur T = 50 °C flr die unterschiedlich konzentrierten Lésungen von Saccharose und
Trehalose. Die ausgefullten Dreiecke symbolisieren jeweils den Verlauf der Saccharosel6-
sungen und die nicht-ausgefiillten Vierecke den der Trehaloseldsungen.

Tabelle 4.2 Gemessener Wassergehalt der verschieden konzentrierten Zuckerlésungen flr Sac-
charose und Trehalose.

Saccharose Trehalose
c(Zucker) Wassergehalt StanQard- Wassergehalt Stanc?ard-
abweichung abweichung

10 % wiw 89,7135% 0,08839% 89,78% 0,04808%
20 % wiw 79,356% 0,07354% 79,1235% 0,26517%
30 % wiw 68,833% 0,04667% 68,781% 0,01414%
40 % wiw 58,7405% 0,02051% 58,326% 0,0693%

50 % w/w 47,832% 0,33658% 47,499% 0,78913%

Die Auftragung des Restfeuchtegehalts gegen die Konzentration verdeutlicht die Ver-
anderung der Fahigkeit die Wassermolekiile bei einer langen Warmeexposition zu bin-
den. Fur die reinen Zuckerlésungen kann hier eine Zunahme des Restfeuchtegehalts mit
wachsender Zuckerkonzentration beobachtet werden.
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Abbildung 4.33 Restfeuchtegehalt der Zuckerldsungen als Funktion der Zuckerkonzentration
bei einer konstanten Warmeexposition von T = 50 °C. Der schwarze Verlauf symbolisiert
die Anderung der Saccharoseldsungen und der graue Verlauf den der Trehaloseldsungen.

Beide Disaccharide zeigen mit wachsender Zuckerkonzentration einen anndhernd linea-
ren Anstieg des Restfeuchtegehalts nach der Trocknung bei T = 50 °C. Das heil3t also
mit wachsender Zuckerkonzentration wird das Wasserbindungsvermdgen der Lésungen
immer besser. Da mit wachsender Zuckerkonzentration immer mehr Zuckermolekiile in
der Losung vorliegen kdnnen natirlich auch immer mehr Wasserstoffbriickenbindungen
zu den Wassermolekiilen ausgebildet werden und diese stérker an den Zuckermolekiilen
gebunden werden. Dadurch wird bei der Zufiihrung von Warmeenergie der Ubergang
des Wassers vom flissigen in den gasférmigen Zustand verlangsamt und eine Zunahme
der Wasserbindungsfahigkeit mit wachsender Zuckerkonzentration kann beobachtet
werden. Leider kann hier kein aussagekraftiger Unterschied zwischen den Disacchari-
den beobachtete werden, was eventuell auf die geringe Sensitivitat der Messmethode
bzw. Auswertungsmethode zurtick zu fihren ist.

Fir die 1%-igen Agarosegele mit dem entsprechenden Zusatz an Disaccharid sind die
Restfeuchtegehaltbestimmungen in Abbildung 4.34 fir 50 °C und 80 °C dargestellt. Die
Messkurven der Feuchtebestimmung fur die 1%-igen Alginat/Zucker-, Xanthan/Zucker-
Agarose-Alginat/Zucker- und Agarose-Xanthan/Zuckersysteme kénnen an dieser Stelle
im Anhang dazu gezogen werden und werden hier nicht explizit aufgezeigt, sondern nur
die Ergebnisse der Restfeuchtegehaltbestimmung gezeigt.
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Abbildung 4.34 Verlust des Feuchtigkeitsgehalts als Funktion der Zeit bei einer konstanten
Temperatur T = 50 °C (links) und T = 80 °C (rechts) fur die 1%-igen Agarosegele. Die aus-
gefullten Dreiecke symbolisieren jeweils den Verlauf des Saccharosezusatzes und die nicht-
ausgeflllten Vierecke den des Trehalosezusatzes.

Beim Vergleich der Temperaturen kann eine deutliche Verkiirzung der Messzeiten fur
die jeweiligen Systeme beobachtet werden. Diese Beobachtung kann einfach nachvoll-
zogen werden, indem der Prozess der Wasserabgabe wéhrend dem Trocknen als Diffu-
sion der Wassermolekiile aus dem Inneren der Gele zu deren Oberfléche, an der sie als
gasformige Teilchen das Gel verlassen kénnen, angenommen wird. Diese Diffusion ist
eine Transporteigenschaft und hangt von der Mobilitat und Geschwindigkeit der Teil-
chen ab (ATKINS, 2001). Fir hochverdinnte Dispersionen und Lésungen kann hier das
Stokes-Einstein-Gesetz hinzugezogen werden. Dabei hdngt der Diffusionskoeffizient D
eines sich bewegenden Teilchens proportional von der Temperatur und reziprok von der
Viskositat des umgebenden Mediums ab.

D, = —& (4.8)

6mNRy

Hierbei steht der Zahler kT flr die thermische Energie, n fir die Viskositat und R;, fur
den hydrodynamischen Radius des Teilchens (ATKINS, 2001). Fir hochviskose Disper-
sionen oder Gele kann eine Beziehung zwischen effektiver Diffusion und Trocknungs-
temperatur durch eine Gleichung nach Arrhenius gefunden werden (WAJE, MESHRAM,
CHAUDHARY, PANDEY, MAHANAWAR, & THORAT, 2005).

D(x,T) = Dy(x)exp (— i—;‘) (4.9)

D, (x) steht hier fur den Diffusionskoeffizienten bei einer konstanten Trocknungsperio-
de und E4 beschreibt die Aktivierungsenergie der Diffusion; die Gaskonstante R = kN,
ergibt sich aus der Betrachtung molarer Energien. Mit wachsender Temperatur steigt
also die Diffusion der Wassermolekiile und ein Austrocknen der Gele wird schon nach
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einer Kkirzeren Zeitperiode erreicht. Die bestimmte Restfeuchte der Agarose/-
Zuckergele bei 50 °C und 80 °C sind in folgender Abbildung dargestellt.
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Abbildung 4.35 Restfeuchtegehalt der 1%-igen Agarose/Zucker-Gele als Funktion der Zucker-
konzentration bei einer konstanten Warmeexposition von links: T = 50 °C und rechts: T =
80 °C. Der schwarze Verlauf symbolisiert die Anderung durch Saccharosezusatz und der
graue Verlauf den durch Trehalose.

Bei 50 °C, sowie bei 80 °C kann jeweils ein stetiger Anstieg des Restfeuchtegehalts mit
wachsender Zuckerkonzentration beobachtet werden. Zudem wird deutlich, dass bei der
Trocknung mit T = 80 °C mehr Wasser aus dem System entfernt werden kann als mit
50 °C. Die erhohte zugefiihrte Wéarmeenergie sorgt auch hier fiir eine Beschleunigung
der Diffusion der Wassermolekile und die Wahrscheinlichkeit, dass die Wasserstoff-
brickenbindungen zwischen Wassermolekulen und Hydrokolloid bzw. Disaccharid ge-
brochen werden, wird erhéht. Zusétzlich beginnt das Gel bei T = 80 °C langsam an zu
schmelzen; dabei wird das Agarosenetzwerk abgebaut, die Netzwerkmaschen nach und
nach zerstort und das darin eingeschlossenen Wasser wird freigesetzt und kann einfa-
cher entfernt werden. Der stetige Anstieg mit wachsender Zuckerkonzentration ergibt
sich aus der wachsenden Anzahl der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Wasser-
molekilen und Disaccharid, wodurch die Wasserbindung erhoht wird und die Entfer-
nung des Wassers aus dem System zunehmend erschwert wird. Bei einem Zuckergehalt
von 40% w/w kann besonders bei einer Trocknungstemperatur von T = 50 °C ein deut-
licher Unterschied zwischen Saccharose und Trehalose beobachtet werden. Trehalose
hat, aufgrund der sterischen Anordnung der Hydroxylgruppen, eine ausgeprégtere Fa-
higkeit Wassermolekile zu binden. Dementsprechend ist die Hydrathille der Trehalo-
semolekule groRer, die Wechselwirkungen weitreichender und das Ldsen der Wasser-
molekile bendtig mehr Energie.

Der Restfeuchtegehalt der 1%-igen Alginat/Zucker- und Xanthan/Zucker-Systeme in
Abhangigkeit von der Zuckerkonzentration bei den zwei verschiedenen Trocknungs-
temperaturen sind in folgenden Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 4.36 Restfeuchtegehalt der 1%-igen Alginat/Zucker- und Xanthan/Zucker-
Dispersionen als Funktion der Zuckerkonzentration bei einer konstanten Warmeexposition
von links: T = 50 °C und rechts: T = 80 °C. Der schwarze Verlauf symbolisiert das Algi-
nat/Zucker-System und der blaue Verlauf das Xanthan/Zucker-System. Dabei stellen die
ausgefiillten Symbole jeweils die Anderung durch Saccharose und die nicht-ausgefiillten
Symbole die durch Trehalose dar.

Bei einer Temperatur von T = 50 °C kann fur beide Verdickungsmittel ein sehr dhnli-
cher und anndhernd exponentieller Verlauf fiir den Restfeuchtegehalt als Funktion der
Zuckerkonzentration beobachtete werden. Bis zu 30% w/w an Zuckerzusatz steigt der
Restfeuchtegehalt zunédchst nur geringflgig an und nimmt dann fir 40% und 50% Wer-
te von bis zu 20% an Restfeuchte an. Um die Wasserbindung des Systems weitgehend
zu verbessern bendtigt es bei den Verdickungsmitteln mindestens einen Zuckerzusatz
von 40% w/w. Agarose im Vergleich zeigt schon bei kleineren Zuckerkonzentrationen
eine Verbesserung. Alginat und Xanthan zeigen also bezlglich ihrer Wasserbindung auf
langer Zeitskala keine groBen Unterschiede. Die hier gewahlte Auswertungsmethode ist
nicht genau genug um das unterschiedliche Wasserbindungsverhalten aufzuzeigen. In
Kapitel 4.2.2 kann dieser Unterscheid jedoch verdeutlicht werden. Auch hier wird bei
sehr hohem Zuckerzusatz der unterschiedliche Einfluss von Trehalose und Saccharose
aufgezeigt. Bei einer Trocknungstemperatur von T = 80 °C kann ebenfalls ein Anstieg
des Restfeuchtegehalts mit wachsender Zuckerkonzentration beobachtet werden. Die
Fehlerbalken fallen hier jedoch so groR aus, dass eine genaue Analyse des Verlaufs
schwer féllt.

Die 1-1 Mischungen aus Agarose-Alginat und Agarose-Xanthan zeigen einen ahnlichen
Verlauf wie die reinen Agarosegele beziiglich des Restfeuchtgehalts in Abhé&ngigkeit
von der Zuckerkonzentration.
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Abbildung 4.37 Restfeuchtegehalt der 1%-igen Agarose-Alginat/Zucker- und Agarose-
Xanthan/Zucker-Gele als Funktion der Zuckerkonzentration bei einer konstanten Warmeex-
position von links: T = 50 °C und rechts: T = 80 °C. Der schwarze Verlauf symbolisiert das
Agarose-Alginat/Zucker-System und der blaue Verlauf das Agarose-Xanthan/Zucker-
System. Dabei stellen die ausgefiillten Symbole jeweils die Anderung durch Saccharose und
die nicht-ausgefillten Symbole die durch Trehalose dar.

Auch hier wird zwischen den Mischungen mit Alginat und Xanthan keine deutliche
Abweichung erkennbar. Fur beide Systeme nimmt der Restfeuchtegehalt mit wachsen-
der Zuckerkonzentration annéhernd linear zu und ab 40% w/w Zuckerzusatz zeigt Tre-
halose eine groRere Beeinflussung der Wasserbindung als Saccharose.

4.2.2 Untersuchung der Wasserbindung auf kurzer Zeitskala

Um zusétzlich eine Aussage Uber das Wasserbindungsvermdégen der unterschiedlichen
Hydrokolloidsysteme und Zuckerldsungen treffen zu kénnen wurde die Geschwindig-
keit der Wasserabgabe bei beginnender Warmeexposition genauer analysiert. Dazu
wurde der gemessene Wasserverlust gegen die Zeit aufgetragen und eine exponentielle
Funktion an den Beginn der Kurve angelegt. Dabei wurden die Grenzen des exponenti-
ellen Fits so gewdhlt, dass immer die bestmdgliche Ubereinstimmung zwischen Fit und
ursprunglicher Funktion vorlag (bestimmt durch den hdchsten Wert des Be-
stimmtheitsmalies, engl. adjusted R-Square). Als exponentieller Fit wurde folgende
Funktion gewahlt:

y = Ajexp (i) + Vo (4.10)

Hierbei geben A; den Ordinatenabschnitt der Kurve, y, den Grenzwert fir grof3e
x-Werte und t; die Krimmung an. Diese Krimmung t; der Funktion, sowie der Ordina-
tenabschnitt beschreiben die Form der Funktion. Durch die erste Ableitung von Glei-
chung (4.10) erhélt man die Steigung einer Kurve an einem bestimmten Punkt. Zum
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Vergleich der angefitteten Exponentialfunktionen wurde also die erste Ableitung gebil-
det und die Steigung am Punkt t = 0 berechnet:

6y _ Aq t
%= e (Z) (4.11)
y(t=0 =% (4.12)

Das heil3t der Quotient aus Ordinatenabschnitt A; und Krimmungsparameter t, gibt die
Steigung der angefitteten Exponentialfunktion zu Beginn des Wachstums an. Diese
Steigung beschreibt bei der Abhdngigkeit des Wasserverlustes von der Zeit die Ge-
schwindigkeit der Wasserabgabe zu Beginn der Warmeexposition, also auf einer kurzen
Zeitskala, und wird proportional zu dem Verlust des iber Wasserstoffbriickenbindungen
gebundenem und nicht gebundenen, noch freien Wassers, in dem System angesehen.
Umso groliere Werte die Steigung einnimmt, desto groRer ist der Anstieg der Exponen-
tialfunktion. Ein schnelleres Wachstum der Funktion bedeutet eine schnellere Abgabe
an Feuchtigkeit und somit eine schlechtere Fahigkeit zur Wasserbindung des Systems.
Die unterschiedlichen Steigungen kdnnen miteinander verglichen werden und erlauben
somit Rickschlisse auf das Wasserbindungsvermogen der Substanzen auf kleiner Zeit-
skala. In folgender Abbildung ist die Bestimmung der Steigung exemplarisch fur die
10%-ige Saccharoseldsung vorgefuhrt und wurde auf gleiche Weise an allen anderen
Losungen, Dispersionen, Gelen und Mischungen durchgefihrt, aber aus Platzmangel
hier nicht aufgezeigt und nur direkt die bestimmten Steigungen dargestellt.
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Abbildung 4.38 Gemessener Feuchteverlust in Abhéngigkeit zur Zeit der 10% w/w Saccharose-

I6sung und die Auswertung zur Bestimmung der Anfangssteigung mit Hilfe einer exponen-
tiellen Funktion.
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Die durch diese Auswertungsmethode bestimmten Anfangssteigungen der angelegten
Exponentialfunktionen sind flr die Trocknungstemperatur von T = 50 °C in folgender
Abbildung zusammengefasst.
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Abbildung 4.39 Steigungen der angelegten Exponentialfunktionen als Funktion der Zuckerkon-
zentration bei einer konstanten Funktion T = 50 °C. Die ausgefiillten Dreiecke symbolisie-
ren jeweils den Verlauf durch den Zusatz von Saccharose und die nicht-ausgefillten den
durch Trehalosezusatz.

Zunéchst kénnen hier enorme Differenzen zwischen den ermittelten Steigungen der
Hydrogele und der Hydrokolloiddispersionen bzw. Disaccharidldsungen beobachtet
werden. Da die Agarosegele ein dreidimensionales Netzwerk ausbilden, in dessen
Netzwerkmaschen unter anderem die Wassermolekiile eingeschlossen werden, liegt hier
eine zusatzliche Wechselwirkung bezuglich der Wasserbindung vor. Durch die Einlage-
rung der Wassermolekdile in den Netzwerkmaschen wird die Bewegung der Wassermo-
lekile zusétzlich behindert und das Diffundieren der Molekile zu der Geloberflache
wird stark zurtckgehalten. Die Wasserbindungsfahigkeit der Agarosegele wird also
neben den Wasserstoffbriickenbindungen durch die Einlagerung der Wassermolekdle
verstarkt. In den Alginat- und Xanthandispersionen basiert die Wechselwirkung der
Wassermolekiile und Hydrokolloiden hauptsachlich auf Wasserstoffbriickenbindungen.
Die Wasserbindung ist also im Vergleich zu den Agarosegelen viel geringer, was hier in
der deutlich hoheren Steigung belegt wird. Die grofiere Steigung weist auf einen schnel-
leren Anstieg der Wasserverlustkurven hin. Zuséatzlich liegt die Kurve der reinen Disac-
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charidldsungen (schwarz) auch nur geringfiigig tiber denen der Hydrokolloide, was fir
einen geringen Einfluss der Wasserbindung durch den Zusatz von Alginat bzw. Xanthan
spricht. Trotzdem kann aber ein Unterschied zwischen Alginat und Xanthan erkannt
werden, der in Abbildung 4.40 bei der Trocknungstemperatur T = 80 °C noch deutlicher
herauskommt. Die Alginat/Zucker-Dispersionen weisen eine geringere Steigung als die
Xanthan/Zucker-Dispersionen auf. Alginat scheint also eine bessere Fahigkeit zur Was-
serbindung als Xanthan zu besitzen. Diese Beobachtung kann durch die Betrachtung des
Entropieverlustes wahrend der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen erklart
werden. Die Bildung von Wasserstoffbriicken zwischen Wassermolekulen und Hydro-
kolloiden ist stets mit einem Entropieverlust des Systems begleitet. Flr die Wassermo-
lekile ist es jedoch entropisch glinstiger sich an eine flexible Alginatkette anzulagern,
da hier die Hydroxylgruppen willkurlich auf der gesamten Kette verteilt sind. Bei den
starren Xanthanstébchen ist die Position der Hydroxylgruppen jedoch durch die geord-
nete Struktur der Polymere untereinander stark vorgegeben. Die Ausbildung der Was-
serstoffbriicken ist hier also positionsgebunden und fordert einen gréReren Entropiever-
lust fur die Wassermolekiile. Die Wasserbindung an den Alginatketten wird also der an
den Xanthanstébchen entropisch bevorzugt. Alginatdispersionen haben also ein gering-
fligig besseres Wasserbindungsvermdogen als Xanthandispersionen.
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Abbildung 4.40 Steigungen der angelegten Exponentialfunktionen als Funktion der Zuckerkon-
zentration bei einer konstanten Funktion T = 80 °C. Die ausgefullten Dreiecke symbolisie-
ren jeweils den Verlauf durch den Zusatz von Saccharose und die nicht-ausgefiillten den
durch Trehalosezusatz.
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Auffallig in Abbildung 4.39 und 4.40 wird jedoch dass die Zuckerkonzentration keinen
grolRen Einfluss auf die berechnete Steigung zeigt. Alle Hydrokolloidsysteme, sowie die
reinen Zuckerldsungen zeigen eine anndhernd konstante Steigung. Die hier angelegten
Exponentialfunktionen konnte nur an den Anfangsbereich der urspriinglichen Messkur-
ven angepasst werden. Dabei verkdrzte sich der Bereich, in dem Fit und Ursprungsfunk-
tion Ubereinstimmten, mit wachsender Zuckerkonzentration immer mehr. Die hier be-
rechnete Steigung beschreibt priméar den Verlust des noch freien Wassers in dem Sys-
tem, welches nicht direkt an den Zucker- oder Hydrokolloidmolekilen gebunden ist.
Mit wachsender Zuckerkonzentration ist der gesamte Wasseranteil in dem System ge-
ringer und somit auch der Anteil an freien Wasser. Dieses freie Wasser ist dementspre-
chend auch schon nach einer kirzeren Zeitperiode vollstandig aus dem System entfernt
und die Messkurve weicht schon nach einem kleineren Bereich von dem ldealverlauf
ab. Die Geschwindigkeit des Wasserverlusts ist also innerhalb eines Hydrokolloidsys-
tems bei kurzen Beobachtungszeiten unabhéngig von der Zuckerkonzentration, der
Endwert der Restfeuchtebestimmung variiert jedoch nach langer Messdauer mit wach-
sender Zuckerkonzentration.

Zusammenfassend konnte also durch die Betrachtung der Restfeuchte eine Aussage
uber die Beeinflussung der Wasserbindung durch die unterschiedlichen Disaccharide
und deren Konzentration getroffen werden. Eine kinetische Auswertung ermdglichte die
Analyse der unterschiedlichen Hydrokolloide auf das Wasserbindungsvermaogen.

4.3 Mikroskopische Untersuchung der Hydrokolloidsysteme
durch CLSM und REM

Um etwas Uber die Netzwerkstrukturen der Agarose- und Mischgele mit Alginat bzw.
Xanthan zu lernen, sowie uber die Verteilung der Verdickungsmittel Alginat und Xan-
than in dem Agarosenetzwerk wurden Mikroskopiebilder mit einem konfokalen Mikro-
skop und einem Rasterelektronenmikroskop aufgenommen.

4.3.1 Untersuchung der Netzwerkstruktur durch CLSM

Um ein Signal mit dem Fluoreszenz-CLSM detektieren zu kénnen, muss die Probe auch
Licht im Wellenldngenbereich des Fluoreszenzlichts emittieren kdnnen. Dazu wurde die
Agarose mit einem Farbstoff markiert, der ein Emissionsmaximum von A.,, = 517 nm
besitzt. Die in den aufgenommenen CLSM-Bildern farbigen Bereiche (hier: griin) rih-
ren also ausschlieBlich von Agarosestrukturen her, da Alginat, Xanthan oder Wasser
keine Emissionslinien in dem detektierbaren Wellenlangenbereich besitzen. Durch ei-
nen passenden Filter (Emissionsfilter LP505 longpass) werden nur Wellenlangen groier
als 505 nm in den Detektionsstrahl durchgelassen und das anregende Laserlicht heraus-
gefiltert. Alle folgenden Aufnahmen wurden in 30 um Tiefe der Probe festgehalten.
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Die folgende Aufnahme zeigt ein 1%-iges Agarosegel, vergroRert durch das UPLSAPO
60xW Wasserimmersionsobjektiv mit 60-facher VergréRerung.

Abbildung 4.41 CLSM-Aufnahme eines 1%-igen fluoreszierenden Agarosegels durch die Mar-
kierung mit 5-DTAF in 60-facher Vergrolierung.

In Abbildung 4.41 kann deutlich der Aufbau des Agarosegels durch ein Netzwerk er-
kannt werden. Die Netzwerkmaschen werden durch die dunklen Flecken, umgeben von
grinen Strukturen sichtbar. Die schwarzen Flecken entstehen durch das in den Netz-
werkmaschen eingeschlossene Wasser. Auch eine gute Homogenitéat des beleuchteten
Probenbereichs kann beobachtet werden und stellt somit einen reprasentativen Aus-
schnitt fir das gesamte Bild dar, was aber auch durch die Aufnahme an verschiedenen
Positionen der Probe bestatigt wurde.

Im Folgenden wird nun der Einfluss durch den Zusatz der anderen Hydrokolloide Algi-
nat bzw. Xanthan auf diese Netzwerkbildung und die Verénderung der Netzwerkma-
schen ausgewertet. Dazu wurden Mischungen in drei verschiedenen Verhéltnissen von
Agarose-Verdickungsmittel in 1-3, 1-1 und 3-1 angesetzt und miteinander verglichen.
In Abbildung 4.42 kann ein 0,25%-iges Agarosegel begtrachtet werden. Dieses soll als
Vergleichssystem flr die Mischsysteme mit einem Mischungsverhéltnis von Agarose-
Verdickungsmittel 1-3 dienen. Insgesamt ist in der 1-3 Mischung 1% w/w Polysaccha-
rid enthalten, aber nur 0,25% w/w Agarose und 0,75% w/w Alginat bzw. Xanthan.
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Abbildung 4.42 CLSM-Aufnahme eines 0,25%-igen fluoreszierenden Agarosegels durch die
Markierung mit 5-DTAF in 60-facher VergroRerung.

Hier wird deutlich eine VergroRerung der schwarzen Flecken sichtbar, was fur den ho-
heren Wasseranteil der Probe spricht. Das ausgebildete Netzwerk erscheint inhomoge-
ner und die Netzwerkmaschen aufgeweiteter. Durch die Zugabe von 0,75% w/w Alginat
bzw. Xanthan kann nun folgende Beobachtung gemacht werden.

Abbildung 4.43 CLSM-Aufnahme der fluoreszierenden links: Agarose-Alginat-Gele und rechts:
Agarose-Xanthan-Gele im Mischungsverhéltnis 1-3 durch die Markierung mit 5-DTAF in
60-facher Vergrofierung.
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Im Vergleich zu dem reinen 0,25%-igen Agarosegel wird die Homogenitat durch die
Zugabe der Verdickungsmittel deutlich gesteigert. Auch ein ausgepragter Unterschied
zwischen der Mischung mit Alginat und der mit Xanthan kann erkannt werden. In dem
Bild der Mischung aus Agarose und Alginat werden gleichmaRig verteilte und relativ
gleichgrol’e dunkle Flecken sichtbar. Durch die Mischung mit Xanthan hingegen wer-
den diese dunklen Flecken noch Kleiner. Die vorher in Abbildung 4.42 beobachtete
schwache Ausbildung eines Netzwerkes scheint hier durch den Zusatz der Verdi-
ckungsmittel stabilisiert zu werden. Vergleicht man nun die beiden Mischungen mitei-
nander scheinen die Maschen des Agarosenetzwerks durch die Zugabe von Alginat viel
aufgeweiteter als durch die von Xanthan. Diese Beobachtung stimmt sehr gut mit der
schon in Kapitel 4.1.5 aufgefiihrten Modellvorstellung der Mischungen Uberein. Die
verhakten und ineinander verknédulten Alginatketten lagern sich in die Netzwerkma-
schen des Agarosenetzwerks an und lassen so die Maschen aufquellen. Xanthan hinge-
gen ist ein groRes, starres und stdbchenférmiges Polymer und behindert durch seine
geordnete Struktur die Bildung und Aggregation der Agarosehelices. Durch die starre
Anordnung der Xanthanstdbchen wird die freie Beweglichkeit der Agarosehelices stark
eingeschrankt und das Netzwerk muss sich zwischen den starr angeordneten Xanthan-
molekdilen ausbilden. Lokal gesehen werden die Helices dadurch zusammen gedrangt
und die ausgebildeten Netzwerkmaschen verkleinert, was deutlich in Abbildung 4.43
rechts beobachtet werden kann.

Abbildung 4.44 zeigt nun die CLSM-Aufnahmen der 1-1 Mischungen und zum Ver-
gleich die Aufnahme eines 0,5%-igen Agarosegels.



106 4 Ergebnisse und Diskussion

Abbildung 4.44 CLSM-Aufnahme des fluoreszierenden 0,5%-igen Agarosegels und unten links:
der fluoreszierenden Agarose-Alginat-Gele, sowie unten rechts: Agarose-Xanthan-Gele im
Mischungsverhéltnis 1-1 durch die Markierung mit 5-DTAF in 60-facher Vergrolierung.

Im Vergleich zu dem 0,25%-igen Agarosegel zeigt die Aufnahme des 0,5%-igem Gels
eine wesentlich hohere Homogenitat des Probenausschnitts. Die Netzwerkbildung
scheint hier ausgepragter und der Einschluss von Wasser ist gleichméfiger verteilt.
Auch zwischen den Mischungen mit Alginat und mit Xanthan kann wieder ein deutli-
cher Unterschied erkannt werden. Durch den grof3eren Anteil an Agarose wird auf den
Bildern der Mischungen von Abbildung 4.44 ein dichteres und kompakteres Netzwerk
erkannt. Trotzdem wirken die Netzwerkmaschen in der Mischung mit Alginat im Ver-
gleich zu der Mischung mit Xanthan deutlich vergroRert.
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Durch die Untersuchung der Mischungen im Verhéltnis Agarose-Verdickungsmittel 3-1
kann noch deutlicher der Konzentrationseinfluss der Agarose auf die Netzwerkbildung
beobachtet werden.

Abbildung 4.45 CLSM-Aufnahme des fluoreszierenden 0,75%-igen Agarosegels und unten
links: der fluoreszierenden Agarose-Alginat-Gele, sowie unten rechts: Agarose-Xanthan-
Gele im Mischungsverhéltnis 3-1 durch die Markierung mit 5-DTAF in 60-facher Vergro-
Rerung.

Das Agarosegel mit 0,75% w/w zeigt ein noch kompakteres Netzwerk als das 0,5%
konzentrierte Gel und eine gleichmaRig zusammenh&ngende Struktur kann beobachtet
werden. Durch den Zusatz von Alginat bzw. Xanthan ergibt sich ein noch homogeneres
Bild und die Kontur des Netzwerks wird gesteigert. Auch hier kann wieder die Vergro-
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Rerung der Netzwerkmaschen beim Alginat im Vergleich zum Xanthan beobachtetet
werden.

Zusammengefasst konnten also sehr schon durch die Aufnahmen der fluoreszierenden
Agarosegele mit einem konfokalen Mikroskop die Modellvorstellungen der Netz-
werkstrukturen in den verschiedenen Hydrokolloidmischungen bestétigt werden.

Zudem wurde zusatzlich noch der Einfluss der verschiedenen Disaccharide auf die
Netzwerkbildung der reinen Agarosesysteme und der Mischsysteme durch die konfoka-
le Mikroskopie untersucht. Leider konnten hier keine groRen Unterschiede erkannt wer-
den. Zusammengefasst lasst sich an dieser Stelle resiimieren, dass durch den Zusatz von
hohen Zuckerkonzentrationen (40% w/w) die Aufnahmen der reinen Agarosegele, so-
wie der unterschiedlich zusammengesetzten Mischungen weniger Konturen zeigten und
die Analyse des Netzwerks erschwert wurde. Dies soll am Beispiel der Mischung Aga-
rose-Alginat 1-3 mit 40% w/w Saccharose und Agarose-Xanthan 1-3 mit 40% w/w Sac-
charose in Abbildung 4.46 gezeigt werden. Die CLSM-Aufnahmen der anderen Hydro-
kolloidsysteme werden hier nicht aufgefiihrt und kénnen bei Bedarf im Anhang dazu
gezogen werden.

Abbildung 4.46 CLSM-Aufnahme der fluoreszierenden links: Agarose-Alginat-Gele mit 40%
w/w Saccharose und rechts: Agarose-Xanthan-Gele 40% w/w Saccharose im Mischungs-
verhaltnis 1-3 durch die Markierung mit 5-DTAF in 60-facher Vergré3erung.

Vergleicht man diese Aufnahmen mit denen in Abbildung 4.43 kann eine deutliche
Veranderung der Netzwerkstrukturen beobachtet werden. Das Bild der Agarose-
Alginat-Mischung l&sst eine Verkleinerung der dunklen Flecken und somit der Netz-
werkmaschen vermuten. Diese Beobachtung wirde mit der Theorie zusammen passen,
dass durch den Zuckerzusatz die Verkndulungsdichte der Alginatketten in den Maschen
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des Agarosenetzwerks vergroflert wird und somit das Aufquellen der Maschen mini-
miert wird. In der Agarose-Xanthan-Zuckermischung erscheinen die Netzwerkmaschen
noch kleiner als in der Mischung ohne Zuckerzusatz. Bei zu hoher Zuckerkonzentration
wird die Durchmischung des Systems aufgrund der hohen Viskositat des Xanthans stark
erschwert und die Diffusion der Agarosehelices und deren Aggregation behindert. Die
Netzwerkbildung wird rdumlich noch weiter eingeschrankt und engere Maschen resul-
tieren. Die anderen Hydrokolloidsysteme zeigten leider nicht so ausgepragte Unter-
scheide durch den Zuckerzusatz und sind deshalb nur zur Vollstandigkeit im Anhang
dokumentiert.

4.3.2 Strukturaufklarung durch Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Durch das Rasterelektronenmikroskop kénnen noch detailliertere Aufnahmen der Struk-
turen in den unterschiedlichen Hydrokolloidsystemen gewonnen werden. Allerdings ist
die Interpretation der Bilder sehr schwierig, da die Probenpréparation grof3e strukturelle
Veranderungen hervorrufen kann und in den Hydrokolloidmischungen nicht definiert
geklart werden kann welche Struktur von welchem Hydrokolloid verursacht wird. Au-
Rerdem handelt es sich bei den gezeigten Bildern um Aufnahmen eines sehr kleinen
Teils der Probe und die Représentation der gesamten Probe ist stets abzuwiegen. Um
mdogliche Struktureigenschaften der verschiedenen Hydrokolloide zu untersuchen wur-
den Aufnahmen der reinen Hydrokolloidsysteme, sowie der Mischungen in den Ver-
haltnissen 1-3, 1-1 und 3-1 gemacht. Bei allen folgenden Bildern ist stets auf den rotum-
randeten GrolRenmalistab zu achten. Die Abbildung der Systeme mit Zuckerzusatz wur-
de versucht, aber nicht weiter verfolgt, da bei dem Trocknungsprozess Zuckerkristall-
bildung beobachtet wurde und die REM-Aufnahmen kein strukturellen Erscheinungen
der Hydrokolloide zulieRen. Am Beispiel eines 1%-igem Agarosegels mit 40% w/w
Trehalosezusatz soll dies verdeutlicht werden.

Abbildung 4.47 REM-Aufnahmen eines durch Gefriertrocknung getrockneten 1%-igen Agaro-
segels mit 40% w/w Trehalosezusatz.
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Deutlich kann hier die Bildung von Trehalosekristallen beobachtet werden. Der Rest der
Probenoberflache besteht allerdings nur aus einer glatten Flache auf der keine Struktu-
ren, die von Hydrokolloiden herriihren kénnten, zu sehen sind.

In der folgenden Abbildung sind die REM-Aufnahmen eines 1%-igen Agarosegels,
welches zundchst gefriergetrocknet wurde, dargestellt. Deutlich kann hier die Existenz
eines feinen Netzwerkes erkannt werden.

= 10,00 o Dal &b 20
Nbice Reducion = Cortnuous Avg, Flamert Aga=.
Extractor V= S70kV_ File Name = 52945.

Abbildung 4.48 REM-Aufnahmen eines durch Gefriertrocknung getrockneten 1%-igen Agaro-
segels in verschiedenen Auflésungen.
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Im Vergleich dazu zeigen die Polysaccharide Alginat (Abb. 4.49) und Xanthan
(Abb.4.50) nur verknéulte und verhakte Strange, die beim Alginat fein voneinander ge-

trennt wirken und beim Xanthan mehr zusammen ,.kleben®.

Abbildung 4.49 REM-Aufnahmen einer durch Gefriertrocknung getrockneten 1%-igen Alginat-
I6sung in verschiedenen Auflésungen.

Die obere Abbildung lasst vermuten, dass sich auch hier beim Alginat eine Art Netz-
werk bildet; durch eine héhere VergrélRerung wird aber sichtbar, dass es sich um kein
Netzwerk mit Verknotungspunkten handelt, sondern nur um viele einzelne Polymer-
strange, die ineinander verwickelt sind. Die Strukturen in der Xanthandispersion wirken
etwas klumpiger und die Verteilung der einzelnen Strange weniger homogen.
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Abbildung 4.50 REM-Aufnahmen einer durch Gefriertrocknung getrockneten 1%-igen Xant-
handispersion in verschiedenen Aufldsungen.

Die REM-Aufnahmen der Mischungen in den verschiedenen Mischungsverhéltnissen
der Hydrokolloide ergeben leider keinen konkreten Aufschluss tber die Netzwerkstruk-
turen. Da der untersuchte Bereich immer nur einen winzigen Teil der Probe wiedergibt,
ist es schwierig ein représentatives Strukturmerkmal der jeweiligen Mischung zu erken-
nen. Die im Mikroskop erkennbaren Strukturen waren stark positionsabhangig und kein
einheitliches Bild konnte gefunden werden. In der folgenden Abbildung sind REM-
Bilder der verschiedenen Systeme gezeigt, die immer wieder aufkehrende Strukturen
der jeweiligen Proben wiedergeben. Hier konnten zum Beispiel flr die 1-3-Mischungen
aus Agarose-Alginat bzw. -Xanthan bevorzugt die schon vorher gezeigten Strukturen
der reinen Alginat- bzw. Xanthanproben wiedergefunden werden. Die 1-1-Mischungen
zeigten deutlich die Ausbildung des Agarosenetzwerks, wobei das Netzwerk in der Mi-
schung mit Xanthan etwas feiner erscheint. Zudem zeigt die Aufnahme der Mischung
mit Xanthan noch deutliche sich von dem Netzwerk abhebende Strukturen. Ganz deut-
lich und sehr oft auftretend kann das Agarosenetzwerk in den 3-1-Mischungen entdeckt
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werden, jedoch wird hier kein deutlicher Unterschied zwischen Alginat und Xanthan
sichtbar.

Agarose-Alginat 1-3 Agarose-Xanthan 1-3

Abbildung 4.51 REM-Aufnahmen der durch Gefriertrocknung getrockneten 1%-tigen Agarose-
Alginat-Gele bzw. Agarose-Xanthan-Gele in drei verschiedenen Zusammensetzungen.
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4.4 Analyse der thermischen Eigenschaften durch
kalorimetrische Messungen

Um die schon in Kapitel 4.1.7 gewonnen Erkenntnisse tber das thermische Verhalten
und Uber die thermischen Stabilitaten der verschiedenen Hydrokolloidsysteme zu vertie-
fen, sollten zusatzlich DSC-Messungen durchgefiihrt werden. Das Finden von aussage-
kraftigen Ergebnissen erwies sich jedoch als sehr schwierig. Die Problematik der Hyd-
rogele als Messsyteme liegt in ihrem hohen Wasseranteil. Es wurden Aluminiumtiegel
mit einem Fassungsvermdgen von 100 pL verwendet, deren maximaler Uberdruck auf
0,2 MPa beschrénkt war. Beim Erhitzen der Gele wird Wasserdampf frei und der Druck
in dem Tiegel steigt, dementsprechend konnte hier die Maximaltemperatur von
T = 95 °C nicht Uberschritten werden und mogliches Aufschmelzen der Gele bei héhe-
ren Temperaturen nicht detektiert werden. Zudem begrenzte das Volumen der Tiegel
die Einfullmenge. Da die Gele ein enormes Volumen einnehmen und immer nur 1%
Polymer in dem Gel enthalten waren, war die effektive Substanzmenge nur sehr klein.
Auch die Verwendung von Wasser als Referenz erforderte ein sehr prézises Angleichen
an das Probengewicht und verursachte schon bei kleinen Abweichungen Verénderungen
der Messkurven. Die Reproduzierbarkeit der Messergebnisse konnte nur unzureichend
erfllt werden, weshalb hier leider nur wenige prasentierbare Ergebnisse gefunden wer-
den konnten.

Die folgende Abbildung zeigt die Thermogramme des 1%-igen Agarosegels, mit 20%
w/w und 40% w/w Saccharosezusatz beim Aufheizen.

Auf die Auftragung der Abkihlkurve wurde hier verzichtet, da hier keine Erscheinun-
gen zu beobachten waren. Die Sensitivitat der hier verwendeten DSC reichte also leider
nicht aus, um die geringe frei werdende Energie wéhrend dem Gelierungsprozess am
Gelpunkt zu detektieren. Der Gelpunkt sollte ndmlich in Form eines exothermen Peaks
auf der Abkihlkurve zu erkennen sein.
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Agarose 1%
—— Agarose 1%_20% w/w Sucrose
—— Agarose 1%_40% w/w Sucrose
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Abbildung 4.52 Aufheizkurve des 1%-igen Agarosegels (schwarz), Agarose mit 20% w/w Sac-
charosezusatz (blau) und Agarose mit 40% w/w Saccharosezusatz (grau) mit einer Heizrate
von 1 K/min.

In Abbildung 4.52 ist der Schmelzprozess der Gele in Form eines endothermen Peaks
zu beobachten. Dabei wird eine Verschiebung der Temperatur bei der das Schmelzen
beginnt (Tonset) ZU kleineren Werten mit wachsender Zuckerkonzentration sichtbar. Mit
wachsender Zuckerkonzentration beginnt der Schmelzprozess der Gele also schon bei
geringeren Temperaturen und die thermische Stabilitdt nimmt geringfiigig ab. Der
Schmelzpunkt fallt mit dem Minimum der Aufheizkurve (Tpeak) zusammen und zeigt
unter Einbeziehung der Fehlergrenzen nur eine sehr geringe Verschiebung mit wach-
sender Zuckerkonzentration. Der Schmelzpunkt des Agarosegels mit 40% w/w Saccha-
rosezusatz liegt um 1,97 °C unter dem des reinen Agarosegels. Wie schon in Kapitel
4.1.6 diskutiert, vermindern die Zuckermolekile die Beweglichkeit der Agarosehelices
und die Wahrscheinlichkeit, dass die Helices aggregieren und das dreidimensionale
Netzwerk ausbilden wird verringert. Dementsprechend ist die Anzahl an Verkntpfungs-
zonen in dem Netzwerk kleiner. Beim Schmelzen der Gele werden zundchst genau diese
Zonen gelost, gefolgt von dem Ubergang der Agarosehelices in willkirlich verteilte
Knduel in der erhaltenen Losung. Ist die Dichte der Verknlpfungszonen in dem Netz-
werk nun geringer, nimmt die thermische Stabilitdt auch ab und der Schmelzprozess
beginnt schon bei tieferen Temperaturen. Schon durch die temperaturabhangigen Oszil-
lationsmessungen konnte dieser Einfluss des Zuckers auf die thermische Stabilitat der
Agarosegele vermutet werden.
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Die thermische Stabilitdt nimmt auch stark durch den Zusatz der anderen Hydrokolloide
Alginat bzw. Xanthan ab. Wie in Abbildung 4.53 erkennbar ist verschiebt sich der Be-
ginn des Schmelzprozesses durch die Mischung mit Alginat und Xanthan zu noch klei-
neren Temperaturen. Im Vergleich zu dem reinen Agarosegel aus Abbildung 4.52 ver-
ringert sich Tonset UM 2,47 °C fur die Mischung mit Alginat im Verhaltnis 1-1 und um
3,53 °C mit Xanthan. Diese Abnahme der thermischen Stabilitdt konnte auch schon in
Kapitel 4.1.7 beobachtet werden. Zunéchst ist die Konzentration des Gelierungsmittels
Agarose hier nur 0,5%, wodurch das dreidimensionale Netzwerk weniger homogen und
fest aufgebaut wird, dementsprechend ist die thermische Stabilitat auch verringert. Die
Mischung mit Xanthan beginnt im Vergleich zu der mit Alginat schon bei minimal ge-
ringer Temperatur zu schmelzen. Diese Beobachtung lasst sich ebenfalls auf den Gelie-
rungsprozess zuruckfuhren. Durch die starre Anordnung der Xanthanstdbchen ist die
Mobilitdt der Agarosehelices verringert und das resultierende Netzwerk ist weniger
stark ausgebildet.

: \ —— Agarose-Alginat 1-1
4\ —— Agarose-Xanthan 1-1
0,014 \

£
=
o
o 002] i [T T7421567C |
’ 28
\
¥ e Tpeak =77,41+£1,68 °C ‘
T, . = 73,63£1,64 °C ] T
| |
-0,03 4+ IRARREARRR ERAERABIA IRARRERRRR e S SN A
20 30 40 50 60 70 80 90

Temperature (°C)

Abbildung 4.53 Aufheizkurve des 1%-igen Agarose-Alginat-Gels 1-1 (schwarz), Agarose-
Alginat 1-3 (blau) und Agarose-Xanthan 1-1 (grau) mit einer Heizrate von 1 K/min.

An dieser Stelle soll nochmal erwahnt sein, dass die zuvor interpretierten Ergebnisse auf
einer stark fehlerbelasteten Messmethode beruhen und eine weitere Verifizierung von
Noten ist.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Gelbildung des Gelbildners Agarose, sowie in Ver-
bindung mit den Verdickungsmitteln Alginat und Xanthan untersucht und analysiert.
Zudem zeigten sich enorme strukturelle Verédnderungen durch den Zusatz der Disaccha-
ride Saccharose und Trehalose. Durch rheologische Untersuchungen konnten auf-
schlussreiche Erkenntnisse tber die Wechselwirkungen der unterschiedlichen Hydro-
kolloide und tber den Einfluss der Disaccharide in den jeweiligen Hydrokolloidsyste-
men gewonnen werden. Eine detaillierte Betrachtung der viskoelastischen Eigenschaf-
ten der Rein- und Mischsysteme durch scherratenabhangige Viskositatsmessungen und
deformationsabhéngige Oszillationsmessungen zeigte deutliche Differenzen in den me-
chanischen Eigenschaften. 1-1-Mischungen aus den Komponenten Agarose und Xan-
than bildeten weniger elastische Gele, besitzen jedoch einen langeren LVE-Bereich, als
vergleichbar konzentrierte Agarosegele. Die Mischung mit Alginat hingegen zeigte
elastischere Eigenschaften. Durch diesen Befund und weiteren Ergebnisse konnten un-
ter anderem Modelvorstellungen tber die Struktur und Anordnung der verschiedenen
Hydrokolloide in der Mischung und uber die Auswirkungen auf die Netzwerkbildung
der Agarose entwickelt werden. Das Agarosenetzwerk besteht aus einem dreidimensio-
nalen Netz aus aggregierten Agarosehelices, getrennt durch verkndulte Kettenenden.
Alginat liegt in Losung als verhakte Polymerkn&uel vor und kann sich so in die Netz-
werkmaschen einlagern. Dadurch werden die Maschen des Agarosenetzwerks gequollen
und es kann mehr Energie bei einer Deformation gespeichert werden. Xanthan erfahrt in
Losung ab einer bestimmten Konzentration eine sogenannte jamming transition. Dabei
liegen die geladenen und starren Xanthanmolekdile in einer stark geordneten Konforma-
tion vor und sind lokal immobilisiert. Bei der Gelbildung ist die Bewegung der Agaro-
sehelices in der Mischung mit Xanthan stark eingeschrankt und es bilden sich weniger
Verknlpfungszonen in dem Netzwerk aus. Die Elastizitat der Gele sinkt. Durch die Mi-
schung von Agarose mit Alginat kénnen also elastischere Gele und durch den Zusatz
von Xanthan deformationsstabilere Gele produziert werden.

Eine genauere Betrachtung der Wechselwirkungen beim Zusatz von unterschiedlichen
Konzentrationen an niedermolekularen Co-Soluten, Saccharose und Trehalose, zeigte
verschiedene Auswirkungen in den jeweiligen Hydrokolloidsystemen. In dem reinen
Agarosegel konnte mit wachsender Zuckerkonzentration eine Zunahme des elastischen
Anteils beobachtet werden. Der Vergleich mit einem effektiv hochkonzentrierten Aga-
rosegel zeigte jedoch eine Abnahme. Es wurden zwei konkurrierende Effekte beim Zu-
satz von Zucker sichtbar. Zum einem verursacht die hohe Zuckerkonzentration einen
Mangel an freiem Wasser, wodurch die effektive Agarosekonzentration in dem System
steigt und Gele mit hohen Modulwerten gebildet werden. Die Zuckermolekdle verursa-
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chen jedoch eine Abnahme der Mobilitdt und behindern die Aggregation der Helices
und es zeigt sich ein weniger elastischer Anteil. Beim Alginat hingegen erhdhen die
Zuckermolekile die Verknéaulungsdichte der Polymerketten und der elastische Charak-
ter wird gesteigert. In Dispersionen aus Xanthan/Zucker-Gemischen destabilisieren die
Zuckermolekile die verkeilte Anordnung der Xanthanstédbchen und verursachen somit
eine Verringerung des elastischen Moduls. Die Mischungen aus Agarose-Alginat bzw.
Agarose-Xanthan zeigten mit hohem Zuckerzusatz eine Abnahme des elastischen Mo-
duls. Das durch die Agarose gebildete Netzwerk wird dabei durch den Zuckerzusatz
destabilisiert. Bei allen Hydrokolloidsystemen konnte stets ein starkerer Einfluss durch
Trehalose als durch Saccharose beobachtet werden. Trehalose bildet durch die sterische
Anordnung der Hydroxylgruppen starkere Wechselwirkungen mit den Wassermoleki-
len aus und konkurriert somit starker mit den Hydrokolloiden um Wasserstoffbriicken-
bindungen.

Temperaturabhdngige Oszillationsmessungen verdeutlichten den Zuckereinfluss auf die
thermischen Eigenschaften der Hydrokolloidsysteme und konnten durch entsprechende
DSC-Messungen teilweise bestétigt werden. Mit wachsender Zuckerkonzentration ver-
schob sich die Geltemperatur in allen Gelen geringfligig zu héheren Temperaturen.
Durch die Bindung des Wassers an den Zuckermolekilen verkleinert sich das den Hyd-
rokolloiden zur Verfugung stehende effektive VVolumen, in dem sich die bei hoher Tem-
peratur noch frei beweglichen Agarosehelices befinden. Die Wahrscheinlichkeit, dass
sich zwei oder mehrere Helices treffen und durch intermolekulare Wechselwirkungen
zusammenlagern kénnen, wird erhéht und die Ausbildung des dreidimensionalen Netz-
werks wird beschleunigt. Die Betrachtung der thermischen Stabilitat beim Wiederauf-
heizen der Gele zeigte ein unterschiedliches Verhalten der Mischungen mit Xanthan
bzw. Alginat. Die reinen Agarosegele liel}en eine Abnahme der thermischen Stabilitét
mit wachsender Zuckerkonzentration erahnen. Mit wachsender Zuckerkonzentration
wird die Ausbildung des Agarosenetzwerks behindert und die Gele kénnen schon bei
kleineren Temperaturen aufgeschmolzen werden. Die Mischung Agarose-Alginat zeigte
ebenfalls eine Abnahme der thermischen Stabilitdt mit wachsender Zuckerkonzentrati-
on. Der elastische Anteil der in den Agarosenetzwerkmaschen eingeschlossenen Algi-
natketten nimmt mit wachsender Zuckerkonzentration bei wachsender Temperatur
schneller ab und der Widerstand des Netzwerks, sich bei Wé&rmezufuhr zu l6sen, dem-
entsprechend ab. Die hier untersuchten Agarose-Xanthan-Systeme zeigten hingegen
eine Zunahme der thermischen Stabilitdt mit wachsender Zuckerkonzentration. Mit
wachsender Zuckerkonzentration wird die anisotrope Orientierung der Xanthanstabchen
weiter gestort, die Mobilitat der Agarosehelices gesteigert und die resultierenden Gele
erhalten eine hohere Hitzeresistenz. Je nach Verdickungsmittel und Zuckerzusatz kann
also das thermische Verhalten je nach Anwendungsgebiet angepasst und modifiziert
werden.
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Weitere Ergebnisse konnten auch durch die Untersuchung der Wasserbindungsfahigkeit
der unterschiedlichen Hydrokolloidsysteme und unter Einwirkung der Disaccharide
gewonnen werden. Durch zwei unterschiedliche Auswertungsmethoden konnte sowohl
der Zuckereinfluss, wie auch die Fahigkeit der Hydrokolloide Wasser zu binden, stu-
diert werden. Bei allen Systemen, seien es die reinen Hydrokolloidsysteme oder die
Mischsysteme, konnte jeweils eine stetige Zunahme der Wasserbindungsfahigkeit mit
ansteigendem Zuckergehalt beobachtet werden. Dabei hatte der Trehalosezusatz immer
einen dominanteren Einfluss als der Saccharosezusatz. Durch die wachsende Anzahl der
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Wassermolekiilen und Disaccharid, wird die
Wasserbindung erhoht und die Entfernung des Wassers aus dem System wird zuneh-
mend erschwert. Agarose bzw. die Mischungen mit Alginat und Xanthan zeigen eine
ausgepragtere Fahigkeit das Systemwasser zu binden. Neben den Wasserstoffbriicken-
bindungen kdnnen die Wassermolekiile hier zusétzlich in den Netzwerkmaschen einge-
schlossen werden und die Diffusion der Wassermolekiile wird weiter erschwert. Alginat
ist im Vergleich zum Xanthan das effektivere Verdickungsmittel beziuglich der Wasser-
bindung. Aufgrund entropischer Wechselwirkungen erscheint es fiir die Wassermolekii-
le glnstiger sich an die flexiblen Alginatketten anzulagern, als ein Bindung mit den
starren und festorientierten Hydroxylgruppen der Xanthanstabchen einzugehen. Durch
den Zuckerzusatz und besonders durch die Zugabe von Trehalose mehr als von Saccha-
rose kann also das Wasserbindungsvermdgen der Hydrokolloidsysteme verbessert wer-
den.

Die konfokale Mikroskopie bestétigte durch detaillierte Aufnahmen im wenigen pum-
Bereich die Modelvorstellung der Polymeranordnung in den ausgehérteten Gelen und
durch entsprechende Rasterelektronenaufnahmen wurden représentative Strukturmerk-
male der unterschiedlichen Hydrokolloide gefunden.

Die Analyse der thermischen Eigenschaften durch DSC-Messungen erfordert noch zu-
satzliche Verifizierung der gesammelten Ergebnisse und muss noch auf mehrere Zu-
sammensetzungen erweitert werden. Zudem wére noch eine detaillierte Analyse des
Knauel-Helix-Ubergangs der Agaroseketten wahrend dem Gelierungsprozess durch
beispielsweise CD-Spektroskopie (Circulardichroismus) interessant. Auch hier kénnte
ein moglicher Einfluss durch Zuckerkonzentrationen beobachtbar sein. Auch der Gel-
bildungsprozess des reinen Agarosenetzwerks lasst noch offene Fragen auf. Zum Bei-
spiel konnte noch nicht geklarte werden ob die Festigkeit des Netzwerkes von der An-
zahl der Verknipfungszonen aus aggregierten Agarosehelices oder von der Lénge die-
ser Helices abhéngt. Unterschiedliche Streumethoden zu Bestimmung von Korrelati-
onsgroRen konnten hier eventuell Aufschluss geben. Frequenzabhangige Oszillations-
messungen konnten weitere Erkenntnisse tber die viskoelastischen Eigenschaften der
Hydrokolloide erlauben. Wie schon im Einfuhrungskapitel gezeigt wurde, gibt es zahl-
reiche Verdickungs- und Gelierungsmittel mit unterschiedlichsten Eigenschaften und
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das Entwickeln neuer Kombination dieser Hydrokolloide ermdglicht eine Ausweitung
vieler Anwendungsgebiete. Interessant ware es auch den Einfluss anderer Disaccharide
oder Monosaccharide, sowie synthetischer oder natirlicher StRstoffe (z.B. Aspartam
oder Stevia), zu studieren. Da Hydrokolloide unter anderem ein sehr grof3es Anwen-
dungsspektrum im Bereich der Lebensmittelindustrie besitzen, ist deren genaues physi-
kalisches Verstandnis von Noten.

In dieser Arbeit konnte also gezeigt werden, dass Hydrogele aus einem Agarosenetz-
werk durch den Zusatz von Verdickungsmitteln wie Alginat oder Xanthan, sowie durch
kontrollierte Zuckerzusatze entsprechend ihren Anforderungsbedingungen modifiziert
werden kdnnen. Materialspezifische Eigenschaften, wie Viskoelastizitat, Textur, Was-
serbindungsverhalten, Gelbildungstemperatur oder Hitzestabilitat konnen so angepasst
werden und ihr Anwendungsbereich enorm vergrof3ert werden.
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Anhang A Temperaturabhangige Messungen

A.1 Vergleichsmessungen am KIT Karlsruhe
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Abbildung A.1 Temperaturabhangige Oszillationsmessung der 1%-igen Agarose im Vergleich
zu den Messungen an dem hochsensitivem DHR3 Rheometer von TA Instruments am KIT

in Karlsruhe.

A.2 Auswertung der Gelierungstemperaturen
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G'(A).G"(4A) (Pa)

Abbildung A.2 Logarithmische Darstellung des elastischen und viskosen Moduls G’ und G’ in
Abhangigkeit von der Temperatur und die Bestimmung von T, mit Hilfe der linearen Re-
gression an der Kurve des tan § als Funktion der Temperatur fir 1%-ige Agarose mit ent-
sprechendem Zuckerzusatz. Die roten Geraden verdeutlichen die Regressionsgerade und
den Schnittpunkt mit der Abszisse bzw. Ordinate.
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Abbildung A.3 Logarithmische Darstellung des elastischen und viskosen Moduls G’ und G’ in
Abhéngigkeit von der Temperatur und die Bestimmung von T, mit Hilfe der linearen Re-
gression an der Kurve des tand als Funktion der Temperatur fir die 1%-ige Agarose-
Alginat-Mischungen in unterschiedlichen Konzentrationsverh&ltnis und mit entsprechendem
Zuckerzusatz. Die roten Geraden verdeutlichen die Regressionsgerade und den Schnittpunkt
mit der Abszisse bzw. Ordinate.
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Abbildung B.1 Verlust des Feuchtigkeitsgehalts als Funktion der Zeit bei einer konstanten
Temperatur T =50 °C (jeweils links) und T = 80 °C (jeweils rechts) fiir die 1%-igen Hydro-
kolloidsysteme. Die ausgefullten Dreiecke symbolisieren jeweils den Verlauf des Saccharo-
sezusatzes und die nicht-ausgefiillten Vierecke den des Trehalosezusatzes.
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Anhang C CLSM-Bilder der Hydrogele mit Zuckerzusatz

Agarose-Alginat 1-3 40% Trehalose Agarose-Xanthan 1-3_40% Trehalose

Agarose-Alginat 1-1 40% Sucrose Agarose-Alginat 1-1 40% Trehalose

Agarose-Xanthan 1-1_40% Sucrose Agarose-Xanthan 1-1_40% Trehalose

Agarose-Alginat 3-1_40% Sucrose Agarose-Alginat 3-1_40% Trehalose
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Agarose-Xanthan 3-1_40% Sucrose Agarose-Xanthan 3-1_40% Trehalose

Abbildung C.1 CLSM-Aufnahme der fluoreszierenden Agarose-Alginat-Gele mit 40% w/w
Disacchariden und Agarose-Xanthan-Gele 40% w/w Disacchariden im Mischungsverhéltnis
1-3, 1-1 und 3-1 durch die Markierung mit 5-DTAF in 60-facher VergroRerung.
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