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EINLEITUNG

1 Einleitung

Der griechische Arzt Hippokrates brachte bereits Nahrungsmittel mit dem Begriff der Heilmittel
in Verbindung [1]. Wahrend jedoch Uber einen weiten Bereich der Menschheitsgeschichte die
Nahrung als Sinnbild fiir das Uberleben galt [2], so assoziieren Konsumenten in der heutigen
Zeit die Ernahrung zunehmend mit einem gesunden oder ungesunden Lebensstil [3]. So kann
die Art und Auswahl der Nahrungszufuhr zum Beispiel einen Einfluss auf Faktoren der
Herzgesundheit wie Blutzucker, Blutfette, Blutdruck und Kérpergewicht haben [4]. Weiterhin
wird eine Erndhrung mit einem relativ hohen Anteil an stark prozessierten Lebensmitteln mit

Risiken fur eine Vielzahl erndhrungsbedingter Erkrankungen in Verbindung gebracht [5].

Die Prozessierung von Lebensmitteln kann einen bedeutenden Einfluss auf die Stabilitat, die
Resorptions- und Bioverfigbarkeit von Inhaltsstoffen sowie auf allgemeine, sensorische
Produktmerkmale habe [6,7]. Die Lebensmitteltechnologie ist folglich mit den Ansprichen von
Konsumenten hinsichtlich méglichst gesunder, frischer und lagerfahiger Produkte konfrontiert,
wahrend gleichzeitig bei einer wachsenden Weltbevolkerung die Verschwendung von

Lebensmitteln reduziert werden soll [8—11].

Das thermische Pasteurisieren oder Sterilisieren von Lebensmitteln hat sich als sichere
Konservierungsmethode in der Vergangenheit etabliert [7,12], zeichnet sich jedoch durch eine
geringere Energieeffizienz im Vergleich zu alternativen Technologien wie der
Hochdruckdruckbehandlung aus [13]. Weiterhin kénnen thermische Verfahren die physiko-
chemische Struktur von Makronahrstoffen verandern, die Lebensmittelmatrix modifizieren

sowie zu einem Verlust an Vitaminen (z. B.:C, B4, B2, Bg) fuhren [14].

Die Hochdruckbehandlung (High Pressure Processing, HPP) ist eine alternative
Konservierungsmethode, welche durch eine effiziente, nachhaltige Verfahrensweise [15] auch
unterhalb von Raumtemperaturen [16] die Lagerfahigkeit von Nahrungsmitteln sicher und
schonend verlangern kann [17,18]. Eine Vielzahl von verpackten Lebensmitteln,
beispielsweise Friichte, Gemise, Safte, Fleisch oder Fisch, kdnnen bei Driicken von bis zu
6000 bar in haufig mit Wasser geflillten Druckkammern konserviert werden [19,20]. Aufgrund
der Erhaltung organoleptischer und nutritiver Eigenschaften kénnen hochdruckbehandelte
Produkte im Gegensatz zu ultra-prozessierten Lebensmitteln als minimal-prozessiert [21,22]
bezeichnet werden. Das HPP-Verfahren ist ein Bestandteil des clean-label-Konzepts, welches
unter anderem die Produktion und den Konsum von unprozessierten sowie minimal
prozessierten Lebensmitteln ohne Zusatz von Konservierungsmitteln oder kiinstlichen Aromen
vorsieht [23]. Ein Zusammenschluss von HPP-Vertreibern, Produzenten,
Nichtregierungsorganisationen und Einzelhandel - das Cold-Pressure Council - veréffentlichte

ein entsprechendes Siegel fur den kommerziellen Handel mit hochdruckzertifizierten
1



EINLEITUNG

Produkten [24,25].

Die Hochdruckbehandlung wurde bereits zu Einflissen auf die allgemeine Lebensmittelmatrix,
inklusive moglicher Effekte auf Proteine, Lipide und Kohlenhydrate untersucht [26]. Relativ
unstabile, hydrophile Lebensmittelinhaltsstoffe wie Vitamin C wurden bereits umfassend auf
Druck- und Temperaturstabilititen auch in gelagerten, hochdruckbehandelten Produkten
Uberprift [27-29]. Lipophile, bioaktive Pflanzenstoffe hingegen, zu welchen unter anderem die
Carotinoide (z. B.: Provitamin A) und Tocochromanole (Vitamin E) gehoéren, wurden
hinsichtlich einer Vielzahl an Einflussfaktoren bisher nur unzureichend untersucht. Dazu
zahlen beispielsweise die Wahl der Hochdruckanlage im Labor- oder Industriemalistab, die
Druck- und Haltezeiten, die Temperatur des druckibertragenden Mediums sowie die

Zusammensetzung und die Vorbehandlung des Lebensmittels.

Fur die Untersuchung von Carotinoiden und Vitamin E unter Hochdruck bietet sich die Wahl
eines frischen, unprozessierten Lebensmittels an, welches sowohl ein breites Spektrum an
Carotinoiden als auch Vitamin E beinhaltet. Grinkohl ist eine inzwischen Ubersaisonal beliebte
Gemuseart aus der Pflanzengattung der Kreuzblitengewachse und beinhaltet eine Vielzahl
bioaktiver Pflanzenstoffe, zu denen Carotine, Xanthophylle, Chlorophylle und Tocopherole
zahlen [30-34]. In Anbetracht einer noch ausstehenden wissenschaftlichen Definition eines
~Superfoods® wird Grinkohl bereits zunehmend als gesundes Lebensmittel mit
gesundheitsférdernden Inhaltsstoffen in diesen Zusammenhang gebracht [35-38]. Weltweit
wurde Griunkohl innerhalb der traditionellen Medizin beispielsweise fir die Behandlung von
Magengeschwuren, Rheumatismus und Lebererkrankungen eingesetzt [39,40]. Die erhohte
Zufuhr an Grinkohl wurde ebenso mit einer potentiellen Modulation des Krebsrisikos
(u. a. Brust, Prostata und Lunge) durch die Regulation von xenobiotisch metabolisierenden

Enzymen in Verbindung gebracht [41].

Angesichts eines anhaltenden, globalen Konsumbewusstseins fur den Verzehr von minimal
und nachhaltig prozessierten Lebensmitteln [42], eines positiven Trends flr erhdhten
Gemusekonsum [43] und eines prozentual hohen Anteils hochdruckbehandelter
Gemuseprodukte [44] ist die Untersuchung von Hochdruckeffekten auf bioaktive, lipophile
Inhaltsstoffe in Grunkohl ein wichtiger Ansatz fur den systematischen Aufbau weiterer

Forschungsprofile bezogen auf komplexere Lebensmittelmatrizes.
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1.1 Konservierung und Prozessierung

Die Urspriinge der Lebensmittelkonservierung gehen zurtick auf erste Techniken der antiken
Zivilisationen, um ein kurzzeitig Uberschissiges Angebot an Nahrung fir eine langere
Verfligbarkeit zu erhalten [45]. Die Konservierung von Lebensmitteln kann grundsatzlich als
Uberbriickung unvorhersehbarer landwirtschaftlicher Produktionsprobleme dienen, erhdht
jedoch auch die Wertschépfung hinsichtlich prozessierter Produkte und sorgt fir ein
abwechslungsreicheres Angebot an Lebensmitteln [46]. Die Lebensmittelkonservierung
umfasst somit individuelle Prozessierungsschritte, welche einen Einfluss auf
wertbestimmende Inhaltsstoffe haben kénnen. Eine Klassifizierung dieser Prozessparameter
nach Monteiro et al. [47] ist in Tabelle 1 von unprozessierten bis zu ultraprozessierten

Produkten zusammengefasst.

Tab.1: Klassifizierung von Lebensmitteln basierend auf der Prozessierung, modifiziert nach [47].

Klassifizierung Prozessierung Beispiele
Unprozessiert Keine Prozessierung oder Frische, gekiihlte, gefrorene,
oder minimal Uberwiegend physikalisch vakuumierte Frichte- und
prozessiert Gemiseprodukte
Kulinarische Extraktion oder Reinigung von Inhaltsstoffen  Butter, Sahne, Siif3stoffe,
Prozessierung/ fur Herstellung von Speisen und Mahlzeiten Nudeln, Konservierungs-
industrielle Zutaten mittel
Ultraprozessierte Mégliche Mischung aus minimaler, Brot, Schokolade,
Produkte kulinarischer und/oder industrieller Limonaden, Chips, Burger,
Prozessierung fiir Produkte mit langer eingelegter Fisch
Haltbarkeit

Eine ahnliche Klassifizierung schlagt der sogenannte NOVA-Score vor, welcher eine
Einteilung in unverarbeitete oder minimal verarbeitete Lebensmittel (NOVA 1), verarbeitete
Kichenzutaten (NOVA 2), verarbeitete Lebensmittel (NOVA 3) sowie hochverarbeitete
Nahrungsmittel und Getranke (NOVA 4) vorsieht [48]. Wahrend der Grad der Prozessierung
mit der Anwendung erhdhter Temperaturen wie beispielsweise bei der Hitzesterilisierung
zunimmt, kdénnen alternative Techniken wie die Hochdruckbehandlung der
Minimalprozessierung zugeordnet werden [49]. Eine weitere Einordnung von Lebensmitteln
entsprechend des Grades der Verarbeitung sowie eine Bewertung und ein Vergleich gangiger

Klassifizierungssysteme wurden innerhalb des 15. DGE-Ernahrungsberichts veréffentlicht [5].

1.1.1 Ursachen des Lebensmittelverderbs

Die Qualitat von Nahrungsmitteln kann durch verschiedene Prozesse negativ beeinflusst
werden, wahrend typische Qualitatsmerkmale durch die Sicherheit, Sensorik (Geschmack,

Geruch, Farbe, Textur) und die Retention von Inhaltsstoffen beschrieben werden kénnen [50].
3



EINLEITUNG

Die Mechanismen des Lebensvermittelverderbs kénnen folgenderweise zusammengefasst
werden [50,51]:

e Mikrobiell: Bakterien, Hefen, Schimmel/Sporen
e Chemisch: Enzymatisch (Bsp.: Lipoxygenase, Peroxidase), nicht-enzymatisch
(Bsp.: Myoglobin-Oxidation)

e Physikalisch: Strukturelle Anderung (Bsp.: Emulsionstrennung), Lagertemperatur

Konservierungsmethoden dienen somit der Verderbsreduktion und héheren Lagerfahigkeit
[46,52].

1.1.2 Konservierungsprozesse

Die thermische Pasteurisation und Sterilisation haben sich in der Lebensmittelindustrie
gegenuber anderen Verfahren Uberwiegend aufgrund ihrer Effizienz und Produktsicherheit
etabiliert [53]. Dennoch existieren entsprechend der Anwendungsbereiche weitere Verfahren,

welche in folgende Kategorien in Abbildung 1 unterteilt werden kénnen:

Konservierungsmittel
Chemisch
pH-Kontrolle
oo
c
2
R
X Biologisch Fermentation
2
©
~
Sterilisation
Thermisch Tiefkiihlung
Trocknung [...]
Physikalisch
HPP,
Nicht-thermisch Bestrahlung,
Ultraschall [...]

Abb.1: Einteilung der Konservierungstechniken nach Prozessfihrung, modifiziert nach [49,53,54].

Technische Fortschritte in der thermischen Konservierung konnten in der Vergangenheit
effektiv gegen mikrobielle Kontaminationen eingesetzt werden und gleichzeitig den Verlust an
Vitaminen reduzieren. Die Konservierung mit Hilfe der sogenannten HTST-Pasteurisation
(High Temperature - Short Time) oder UHT-Sterilisation (Ultra-High Temperature) kann
schonender im Vergleich zu der herkdmmlich kommerziellen Sterilisation erfolgen [55].

Dennoch kénnen thermisch behandelte Lebensmittel eine reduzierte Qualitat bezuglich

4
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frischer Aromen und Textur aufweisen [56]. Folglich wurden wahrend der letzten Jahrzehnte
alternative, nicht-thermische Methoden entwickelt, deren Bezeichnung auf die
Hauptprozessparameter zuriickgeht und welche fiir eine Zellinaktivierung verantwortlich sind
[53].

1.1.3 Alternative Konservierungstechniken

Die Entwicklung und Anwendung nicht-thermischer Methoden reprasentiert einen
aufstrebenden Industriezweig in der lebensmittelverarbeitenden Branche, mit dem Ziel den
Nahrstoffgehalt und sensorische Produkteigenschaften zu erhalten. Alternative
Konservierungstechniken sind dabei die Hochdruckbehandlung; die Anwendung gepulster,
elektrischer Felder; die Bestrahlung (z. B.: Gamma-, Roéntgen- und Elektronenstrahlung),
hochintensives gepulstes Licht; die Mikrowellenbehandlung; Hochleistungsultraschall;
oszillierende magnetische Felder und gepulstes weil3es Licht. Aufgrund der relativ geringen
Prozesstemperaturen alternativer Konservierungstechniken hat sich die Bezeichnung ,nicht-
thermisch® in der wissenschaftlichen Literatur etabliert. Allerdings handelt es sich genau
genommen um Methoden, welche Lebensmittel gewdhnlich in einem Temperaturbereich
zwischen 30-55 °C behandeln und somit labile Verbindungen und Pigmente schonend
prozessieren konnen. [49,56] Wahrend der Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln mit
einem hohen Wasseranteil ist mit einem Temperaturanstieg von circa 3 °C pro 100 MPa zu
rechnen. Die entstehende Kompressionswarme ist abhangig von dem eingesetzten Fluid oder
Lebensmittel. Flr Pflanzendl wurde ein Temperaturunterschied von bis zu 9 °C pro 100 MPa
berichtet. Die Berucksichtigung der reversiblen, adiabatischen Temperaturdifferenz bei der
Hochdruckbehandlung ist somit eine wichtige GroRe fur die Berechnung der finalen

Prozesstemperatur [57].

1.2 Hochdruckbehandlung

Erste Zusammenhange zwischen hydrostatischem Druck und Effekten auf Organismen
wurden von A. Certes (1883) durch die Erforschung lebensfahiger Bakterien in einer
Wassertiefe von 5100 m (ca. 50 MPa) berichtet. Lebensmittel wurden zum ersten Mal 1899
durch B. H. Hite hochdruckbehandelt, welcher eine Reduktion von Verderbsorganismen nach
einer Druckanwendung berichtete. Kommerzielle HPP-Produkte waren erstmals auf dem
japanischen Markt im Jahr 1990 erhaltlich [58]. Seitdem hat sich die Hochdruckbehandlung
innerhalb der alternativen Konservierungstechniken mit iber 400 Anlagen weltweit und ca. 1,5
Millionen Tonnen behandelter Lebensmittel (Stand 2019) zu einer industriell bedeutenden
Technik entwickelt. Der Hochdruckprozess ist fur eine Vielzahl an Produkten mdglich,
besonders aber flr Produkte mit einem hohen Wasseranteil und ohne Luftblasen innerhalb

der Lebensmittelmatrix. Frucht- und GemuUseséafte bestimmen einen wesentlichen Marktanteil

5



EINLEITUNG

innerhalb der hochdruckbehandelten Erzeugnisse wie es in Abbildung 2 ersichtlich ist [59]. Die
Entwicklung von HPP-Technologien wurde durch mehrere Einflussfaktoren beschleunigt, zu
welchen unter anderem auch akademische, unternehmerische und regulatorische
Einrichtungen zahlten. Auf amerikanischer und europaischer Ebene haben besonders die
»Institute of Food Technologists (IFT) - Non-thermal division“ und die ,European Federation of
Food Science and Technology (EFFoST)“ in den spaten 1990er Jahren zu einer

beschleunigten Entwicklung der HPP-Technologie beigetragen. [60]

Abb.2: Marktanteile innerhalb hochdruckbehandelter Produkte (Stand 2019), modifiziert nach [59].

1.2.1 Aufbau und Betrieb von Hochdruckanlagen

Die klassische Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln entspricht einem Chargen-Prozess.
Dabei wird das zu behandelnde Produkt in einem Druckbehalter platziert, welcher mit einem
Transmissionsfluid (z. B.: Wasser) befullt wird. Um ein Ausdringen der FlUssigkeit zu
vermeiden, wird die Druckkammer an beiden Enden verschlossen und der hydrostatische
Druck Uber eine Verstarkerpumpe, welche mit einem Transmissionsfluid-Reservoir verbunden
ist, erhdht [61,62]. Abbildung 3 zeigt den typischen Aufbau einer Hochdruckanlage.

Als Verpackung fir Lebensmittel sind Materialien geeignet, welche eine durch Kompression
verursachte Reduktion des Volumens um ca. 15 % tolerieren und nach der Druckbehandlung
in den urspriinglichen Zustand Ubergehen kénnen, ohne Schaden bei Verschlusssystemen
aufzuweisen [63]. Flexible, mehrschichtige Polymermaterialien haben sich als besonders

druckresistent erwiesen [64].



EINLEITUNG

Abb.3: Aufbau einer klassischen Hochdruckanlage mit einem Reservoir fir das Transmissionsfluid (A),
Rohrleitungen fur das Transmissionsfluid (B), einer Verstarkerpumpe (C), Verschlussvorrichtung (D),

Druckkammer (E) mit Transmissionsfluid (F), dem verpackten Produkt (G).

Der Betrieb einer HPP-Anlage ist in verschiedenen Arten moglich, welche den Batchbetrieb,
den kontinuierlichen und semi-kontinuierlichen Betrieb umfassen. Das Batchverfahren hat
hierbei den Vorteil, dass sowohl flissige, verpackte als auch feste Produkte behandelt werden
kénnen. Im (semi-)kontinuierlichen Betrieb hingegen mussen flissige bzw. pumpfahige
Produkte vorliegen. [65] Folglich werden die meisten kommerziellen Hochdruckanlagen im
flexibleren Batchverfahren genutzt [63]. Die insgesamt bendtigte Zeit fir das Beladen,
Verschlielien, Komprimieren, Halten des Drucks, Dekomprimieren und Entladen wird als
Zyklenzeit (engl. cycle time) bezeichnet [66], mit einer Zyklenzeit von 3 bis 8 Minuten [67].
Innerhalb der letzten Jahrzehnte wurden auch einzelne Effekte der Hochdruckbehandlung mit

wiederholten Zyklen (engl. multi-cycle, multi-pulse) untersucht [68—74].
1.2.2 Konservierung mit Hochdruck

Die mikrobielle Inaktivierung durch die Hochdruckbehandlung ist abhangig von der Art der
Mikroorganismen (Bakterien, Hefen, Schimmel), der Form (vegetative Zellen oder Sporen,
Gram-positiv, Gram-negativ), der Gattung, der Spezies, dem Stamm und der
Wachstumsphase. Als druckresistenter wurden Gram-positive Bakterien im Vergleich zu gram-
negativen Bakterien, sowie Sporen verglichen mit vegetativen Zellen beschrieben. Hefen und
Schimmel wurden als druckempfindlich berichtet. Wichtige Parameter fur die Effektivitat des
HPP-Verfahrens sind Druck, Haltezeit und Temperatur. [75] Subletale Zellschaden wurden fur
niedrige Druckstufen zwischen 20 MPa und 180 MPa berichtet, eine letale Schadigung und
Inaktivierung bei 200 MPa bis 400 MPa [59]. Die Verwendung letaler HPP-Parameter ist
besonders wichtig, um eine Entwicklung von Druck- oder Stressresistenzen bzw. einsetzende

Reparaturmechanismen wahrend einer Lagerung bei Mikroorganismen nach lediglich
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subletalen Schaden zu vermeiden [53]. Eine Kombination aus Druck- und Hitzebehandlung
kann zu einer hdheren Letalitat gegentiber Mikroorganismen fiihren. Als Verfahren sind dafir
der PATP- (Pressure-Assisted Thermal Processing) oder PATS- (Pressure-Assisted Thermal
Sterilization) Prozess bekannt. Die Effektivitat der HPP-Behandlung kann durch die
Lebensmittelmatrix (z. B.: Proteine, Kohlenhydrate, Lipide, Mineralstoffe) Uber den
sogenannten baroprotektiven Effekt reduziert sein. Auch eine Reduktion der Wasseraktivitat
zum Beispiel durch Zugabe von Zucker oder Salz kann die HPP-Effektivitat reduzieren. Dabei
wird von einer reduzierten Zellpermeabilitdt aufgrund einer geringeren Zellgréle
ausgegangen. Ein niedriger pH-Wert (pH < 4,5) kann die HPP-Letalitat fir Mikroorganismen
erhdhen. [75] Wahrend von einer hohen Inaktivierung lebensmittelrelevanter Parasiten wie
infektidser Protozoen (z. B. Amdében) und Helminthen (z. B. Bandwurm) ausgegangen wird,
liegen fur eine abschlieBende Erklarung hinsichtlich lebensmittelrelevanter Viren (z. B.

Norovirus, Rotavirus) noch nicht ausreichend Studiendaten vor [59].

1.2.3 Zellulare und enzymatische Hochdruckeffekte

Die Integritat von pflanzlichen Zellen wird in der Regel anhand von Zellwanden, Membranen
und Organellen bestimmt. In einem auf Spargelzellen basierenden Modell (Abbildung 4)
konnte eine Druckbehandlung auf niedrigem Niveau (ca. 100 MPa) die allgemeine Zellform
andern und die Stabilitat von Zellorganellen beeinflussen, ohne die Zellwand oder Membran
zu beschadigen. Drucke von 200 - 300 MPa kdnnen eine irreversible Stérung der Zellmembran
und einen Verlust der Zellviabilitat verursachen. Erhdhte Druckregime bis 600 MPa kénnen die
Zellwand deformieren oder zerstéren und in einem vollstandigen Verlust der Zellintegritat
resultieren. [76] Die Stérung der zelluldren Strukturen wurde mit einer erhdéhten
Extrahierbarkeit von bioaktiven, sekundaren Pflanzenstoffen [77] in Verbindung gebracht und

kann folglich auch zu einer héheren Resorptionsverfiigbarkeit [78] beitragen.

Abb.4: Schematische Darstellung von potentiellen mikrostrukturellen Anderungen an pflanzlichen
Zellen durch den Einfluss einer Hochdruckbehandlung mit den Bestandteilen einer Zellwand (A), Pektin
(B), Zellmembran (C), Zytosol (D) und den Zellorganellen (E), modifiziert nach [76].

Die Folgen der physikalisch verursachten Beeinflussung der Zellintegritdt wurden als
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potentielle Stressreaktionen in Pflanzenzellen beschrieben. Eine mdégliche Reaktion ist die
Biosynthese von sekundaren Metaboliten wie Polyphenolen und Carotinoiden [79,80]. Hierzu
wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine HPP-bedingte Stressreaktion unmittelbar nach der
Stérung der Membranfunktion stattfindet und ATP-Molekile aus den Zellen strébmen, um an
Membranproteinrezeptoren zu binden, gefolgt von einer Produktion von Signalmolekilen
(z. B. reaktive Sauerstoffspezies, Ethylen, Jasmonsaure). Wahrend der Zytosol-Diffusion
kdnnen diese Signalmolekile zu einer Aktivierung von Transkriptionsfaktoren des
Sekundarmetabolismus® fuhren, welche einer Funktion der Wund-Stress-Reaktion &hneln
kénnen. Wahrend einer spaten Stressreaktion (,late stress response®) ist eine Akkumulierung
von sekundaren Pflanzenstoffen moglich, welche einer Anpassung der Pflanze an abiotisch
erzeugten Stress entsprechen kann [80—82]. Die Akkumulierung von bioaktiven, sekundaren
Pflanzenstoffen wurde in Abhangigkeit von der Druckhohe, der Haltezeit und Lagerzeit
beschrieben [83]. Eine bis zu 11-fach erhdhte Lycopin-Konzentration wurde beispielsweise flr

hochdruckbehandelte (< 100 MPa) und anschlieRend gelagerte Papaya ermittelt [84].

Neben bisher wenig untersuchten biosynthetischen Stressreaktionen bei reduzierten,
hydrostatischen Drlcken dient die Hochdruckbehandlung gewdhnlich der Inaktivierung von
enzymatischen Prozessen, welche zu einem Qualitatsverlust der behandelten Ware flihren
konnen. Dazu zahlen beispielsweise die Aktivitatsreduzierung oder Inaktivierung von
Pektinesterase (PE) [85,86], Pektinmethylesterase (PME) [87], Peroxidase (POD) und
Polyphenoloxidase (PPO) [88-90], Lipoxygenase (LOX) und Lipase (LIP) [91-93]. In
hochdruckbehandelten Friichten und Gemusearten kdnnen PME und PE zu einem Abbau der
Zellwande und einer Anderung der Farbe sowie anderer organoleptischer Eigenschaften
beitragen. Weitere Enzyme wie PPO und POD kénnen Aroma- und Farbanderungen
hervorrufen, wahrend LOX am Lipidabbau beteiligt ist. [94] Die Einflisse der
Hochdruckbehandlung auf Proteine und Enzyme wurden bereits vor mehreren Jahrzehnten
diskutiert [95-101] und sind weiterhin Bestandteil aktueller Forschung im Hinblick auf den
Erhalt von bioaktiven, sekundaren Pflanzenstoffen in hochdruckbehandelten Lebensmitteln
[102]. Ein moglicher Grund hierfur kann die druck-, enzym-, und matrixabhangige Aktivierung
von Prozessen sein, welche zu einem Abbau von wertbestimmenden Inhaltstoffen fiihren
kénnen. Wahrend PPO, POD und PME entsprechend der biologischen Matrix unter
kommerziellen Hochdruckbedingungen (600 MPa) sehr resistent sein kénnen, ist die
Lipoxygenase drucksensitiver und zu einem hdheren Prozentanteil deaktivierbar [103]. Ein
qualitadtsbestimmender Faktor in HPP-Produkten kann die LOX-katalysierte Co-Oxidation von
Carotinoiden sein [104]. Eine erhdhte LOX-Aktivitat um bis zu 120 % bei 200 MPa und 55 °C
im Vergleich zu 0,1 MPa wurde fir HP-prozessierte Erbsen berichtet [105]. Die Stabilisierung

und Aktivierung von Enzymen unter Hochdruck- und Temperaturbedingungen wurde fur
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weitere Enzymklassen aus verschiedenen Matrizes zusammengefasst [106].

1.3 Sekundére, bioaktive Pflanzenstoffe

Der pflanzliche Metabolismus lasst sich in einen primaren und einen sekundaren Stoffwechsel
einteilen. Wahrend im Primarstoffwechsel essentielle Grundbausteine wie Kohlenhydrate,
Fette und Aminosauren synthetisiert werden, entstehen sekundare Pflanzenstoffe als
Metabolite im Sekundarstoffwechsel. [107] Die Produktion dieser Pflanzenstoffe steht in
Abhangigkeit zu Pflanzenarten und Umwelteinflissen wie biotischen oder abiotischen
Stressfaktoren. Entsprechend konnen sekundare Pflanzenmetabolite verschiedene Aufgaben,
wie die Abwehr von Mikroorganismen und Herbivoren erfullen sowie als Lockstoff fur Insekten
oder als Schutz vor UV-Strahlung dienen. [108] Der primare und der sekundare Stoffwechsel
sind eng miteinander verbunden, da wenige primare Biosynthesewege flr die Produktion von
bisher Gber 200.000 bekannten Pflanzenstoffen verantwortlich sind [109,110]. Eine chemisch-
strukturelle Unterteilung der Sekundarmetabolite kann in Terpene, Alkaloide und Phenole
vorgenommen werden. Terpene oder Terpenoide reprasentieren eine grélkere Gruppe mit

Uber 50.000 bekannten Substanzen, zu welchen auch die Carotinoide gehoren.

Bioaktive = Verbindungen  kénnen aus dem  Sekundarstoffwechsel  stammen.
Lebensmittelrelevante Substanzen haben mehrere Quellen und sind pflanzlichen, tierischen,
bakteriellen oder pilzartigen Ursprungs. Allgemein werden bioaktive Verbindungen sowohl mit
gesundheitsfordernden als auch schadlichen Eigenschaften in Zusammenhang gebracht,
wobei haufig eine toxische Wirkung durch entsprechende Uberdosierungen verursacht werden
kann [111]. Therapeutische und protektive Wirkungen von bioaktiven Substanzen in
Lebensmitteln hingegen wurden mit folgenden Eigenschaften beschrieben: antikanzerogen,
antimikrobiell, antioxidativ, antithrombotisch, immunmodulierend, entzindungshemmend,
blutdruckregulierend, verdauungsférdernd, sowie cholesterinspiegelsenkend [112]. Aufgrund
einer Vielzahl mdglicher Definitionen und Bedingungen fur die Bioaktivitat von Substanzen
kann kurzgefasst von einer biologischen Aktivitat einer Verbindung auf einen oder mehrere
Komponenten eines lebenden Organismus ausgegangen werden [113]. Eine Einteilung

bioaktiver Substanzen ist entsprechend der Auflistung in Tabelle 2 moglich.
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Tab.2: Klassifizierung von bioaktiven Substanzen in Lebensmitteln, modifiziert nach [114,115].

Klassifizierung Vertreter von Lebensmitteln Beispiel
Carotinoide Fruchte & Gemuse (grun, rot, orange, gelb) (all-E)-B-Carotin
Flavonoide, Frichte & Gemiuise, Sojaprodukte, Hulsenfriichte, Catechin

Proanthocyanidine Tee, Kakao
Glucosinolate, Kreuzblitler (z. B.: Griinkohl, Brokkoli, Spinat, Glucobrassicin
Isothiocyanate Wasserkresse)
Lignane Leinsamen, Leinsamendl, Roggen Globoidnan A
Monophenolische Alkohole Olivendl, Wein Hydroxytyrosol
Monoterpene Essentielle Ole (z. B.: Krauter) D-Limonen
Schwefelhaltige, Lauch, Zwiebel, Knoblauch Allicin
organische Verbindungen

Phenolsauren Kaffee, Zerealien, Friichte, Gemiise p-Cumarsaure

Pflanzensterole Reis-,Sojabohnen- und Talldl Campesterol

Saponine Quinoa, Sojaprodukte Sojasaponin Il
Stilbene Trauben, Rotwein, Erdnisse Resveratrol
Tannine, hydrolisierbar Fruchte, Gemise Punicalagin

Eine weitere Einteilung von Pflanzenstoffen kann Uber die Betrachtung der Lipophilie erfolgen.
Lipophile Lebensmittelinhaltsstoffe wurden allgemein durch einen Octanol-Wasser-
Verteilungskoeffizienten (logiopc > 0) definiert und kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden,
die Mikronahrstoffe (engl. micronutrients) wie Vitamin A, D, E, K und verschiedene Klassen an
Mikroinhaltsstoffen (engl. microconstituents) wie Carotinoide und Phytosterole. Fettlsliche
Vitamine sowie Carotinoide und Phytosterole sind hochlipophil (logiopc > 7,6) und koénnten

ahnlich zu Ol entsprechende Transportwege im gastrointestinalen Trakt teilen. [116]

1.3.1 Carotinoide

Die ersten Carotinoide wurden im frihen 19. Jahrhundert in Paprika (1817) entdeckt, gefolgt
von der Strukturaufklarung und Funktion des (all-E)-B-Carotins (Abbildung 5 A) als Vorstufe zu
Vitamin A in den 1930er Jahren (Nobelpreis 1938, R. Kuhn) [117,118].

Carotinoide gehdéren zu einer Gruppe von uber 800 fettldslichen Farbpigmenten, welche im
Gegensatz zu Cyanobakterien, Algen, Pflanzen und einigen Pilzen nicht von Menschen oder
Tieren biosynthetisiert werden kénnen. Die Aufnahme von Carotinoiden erfolgt daher in der
Regel Uber die Erndhrung [119,120]. Strukturelle Unterschiede bestehen auch hinsichtlich der

Polaritat und Lipophilie zwischen sauerstoffhaltigen Xanthophyllen (z. B.: (all-E)-Lutein in
11
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Abbildung 5 B) oder sauerstofffreien Carotinen als Kohlenwasserstoffe (z. B. (-Carotin,
Lycopin). Funktionelle Gruppen in Xanthophyllen kédnnen in Form von Hydroxy-, Carbonyl-,
Aldehyd-, Carboxyl-, Epoxid- und Furanoxidgruppen vorliegen. Weiterhin koénnen
Xanthophylle als Derivate von Fettsdureestern, Glycosidverbindungen und Sulfaten sowie
innerhalb von Proteinkomplexen vorkommen. Der Grolf3teil bekannter Carotinoide besteht aus
einem C40-Grundgerust mit einer Polyen-Kettenstruktur, wahrend ebenso Substanzen mit
C40 bis zu C50-Strukturen (héhere Carotinoide) sowie mit weniger als 40 Kohlenstoffatomen
(Apocarotinoide) bekannt sind [121,122]. Carotinoide werden auch gemal einer E/Z-Isomerie
unterteilt. Trans-Isomere entsprechen dabei dem haufigsten natlrlichen Vorkommen. Cis-
Isomere entstehen vor allem durch Prozessierungsschritte wie die Hitzebehandlung, und
kénnen abweichende antioxidative Aktivitaten oder physikalische Eigenschaften (z. B.:

Léslichkeit in Olen) im Vergleich zu trans-lsomeren aufweisen. [123]

Abb.5: Chemische Strukturen von (all-E)-B-Carotin (A) und (all-E)-Lutein (B).

In Pflanzen erfillen Carotinoide eine Vielzahl von Funktionen. Absorbiertes Licht aus dem
blau-griinen Bereich des Lichtspektrums kann an Chlorophyll-Komplexe tbertragen werden,
um folglich einen vergroRerten Wellenlangenbereich und somit eine hohere Effektivitat fur
photosynthetische Prozesse zu erreichen. Umgekehrt kdnnen Carotinoide aber auch
photoprotektiv gegentber Organismen bei Ubermafiger Belichtung wirken. Hierbei erfolgt der
Energietransfer von Chlorophyllkomplexen zu Carotinoiden. [124] Die typische Farbgebung
von Carotinoiden (gelb bis rot) ist durch Absorption zwischen 400 nm und 550 nm begriindet,
welche in Abhangigkeit von der Anzahl der konjugierten Doppelbindungen in der Polyen-Kette
steht [125,126]. In pflanzlichen Organellen kdnnen Carotinoide in Chromoplasten oder

Chloroplasten als Kristalle, geléste Substanzen in Lipidkérpern oder an Proteine sowie
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Ballaststoffe gebunden vorliegen. Daher koénnen die Effekte auf Carotinoide durch

Prozessierungsschritte abhangig von der behandelten Lebensmittelmatrix sein. [76]

Ernahrungsphysiologisch werden Carotinoide als antioxidative Therapeutika hinsichtlich der
Pravention oder Reduzierung von Krankheitssymptomen bei Krebs, neurodegenerativen
Erkrankungen (z. B.: Alzheimer), Augenerkrankungen, Diabetes und vielen gesundheitlichen
Komplikationen diskutiert [127—129]. Adverse, prooxidative Effekte kénnen jedoch auch mit
der Supplementation durch B-Carotin zusammenhangen und das Risiko bestimmter
Krebsarten beispielsweise bei Rauchern erhdéhen [130,131]. Das Bundesinstitut far
Risikobewertung (BfR) empfiehlt daher eine tagliche Hochstzufuhr von 3,5 mg -Carotin Uber
Nahrungserganzungsmittel [132]. Mechanistisch beruht die antioxidative Wirksamkeit von
Carotinoiden auf Quenching-Prozessen (physikalisch und chemisch). Insbesondere
elektronenreiche = Polyenketten,  welche  beispielsweise = hochreaktive  Radikale
resonanzstabilisieren, koénnen Schaden durch oxidativen Stress in zellularem Raum
reduzieren. Zusatzlich kénnen synergistische Effektive im Zusammenhang mit anderen

Antioxidantien wie Vitamin C oder Vitamin E auftreten [133—135].
1.3.2 Vitamin E

Vor inzwischen Uber 100 Jahren (1922) wurde wahrend der Anfange der Vitamin- und
Ernahrungsforschung das Vitamin E als wichtiger Faktor fir die Reproduktion von Ratten

entdeckt sowie folgend in Salaten, Butter und Olen nachgewiesen [136-139)].

Vitamin E steht allgemein fir eine Gruppe von acht fettléslichen Verbindungen, welche in
jeweils vier Tocopherole und vier Tocotrienole unterteilt werden konnen. Die chemische
Struktur beider Verbindungsklassen ahnelt sich hinsichtlich einer Seitenkette mit
16 Kohlenstoffatomen, welche an Position 2 eines hydroxylierten Benzopyran-Systems
gebunden ist. Wahrend Tocopherole eine gesattigte Seitenkette besitzen, ist die
entsprechende Phytylgruppe bei Tocotrienolen ungesattigt. Eine weitere Unterteilung ist in
unterschiedliche, natirliche Vitamin E-Formen (a, B, y, 8) mdglich, welche von der
Methylierungsposition am Benzopyran-Ring abhangig ist. Jedes der vier Tocopherol-lsomere
besitzt jeweils drei Stereozentren an den Positionen 2, 4° und 8‘, wodurch nach der Cahn-
Ingold-Prelog-Konvention 32 Tocopherol-Stereocisomere existieren. Abbildung 6 verdeutlicht
hierzu eine Ubersicht zu Tocopherolen und Tocotrienolen in rechtsdrehender (dextral, R)

Orientierung.
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Abb.6: Chemische Strukturen von Tocopherolen und Tocotrienolen mit eingezeichneten
Stereozentren (*) und funktionellen Gruppen der natirlichen Vitamin E-Formen, modifiziert nach [140].

Von Bedeutung ist die Stereoisomerie auch in Bezug auf die erndhrungsphysiologisch
bioaktive Wirkung. Angesichts der vergleichsweise hohen antioxidativen Kapazitadt von
racemischem a-Tocopherol [141] wird diese Verbindung auch industriell synthetisiert. Die
naturlich vorkommende Variante wird in Pflanzen jedoch nur in der (RRR)-Konfiguration
(Abbildung 6) hergestellt, wahrend die synthetische Variante in der Regel ein Racemat aus
allen 8 Stereoisomeren (RRR,RRS,RSS,RSR,SSS,SSR,SRS,SRR) sein kann [142]. Die
biologische Aktivitat dieser Stereoisomere wurde in einem Rattenmodell (Resorption,
Gestation) untersucht und zeigte unterschiedliche Aktivitdten mit dem Bezug auf
(RRR)-a-Tocopherylacetat (100 %), beginnend mit dem (RRS)-Isomer (90 %) bis zu dem
(SSR)-Isomer (21 %) [143]. Die erhdhte in-vivo-Aktivitat von (RRR)-a-Tocopherol wird unter
anderem mit einer vergleichsweise hohen Retention im Kdrper und der Selektivitat fur das
hepatische a-Tocopherol-Transfer-Protein in Zusammenhang gebracht [144]. Ahnlich zu den
Carotinoiden ist Vitamin E ein kettenbrechendes Antioxidans, welches als Singulett-
Sauerstoff-Quencher agiert und die Lipidperoxidation reduzieren kann [145,146]. Weiterhin
wird die Wechselwirkung mit anderen Antioxidantien wie Vitamin C angenommen, welche zu
einer Regeneration von Tocopherol nach einer Oxidation durch Alkoxy- oder Peroxylradikale
fuhren kann [147].

Innerhalb von in-vitro-Studien wurden erste Hinweise auf pro-oxidative Effekte durch Vitamin E
generiert, welche von vorhandenen Reaktionspartnern abhangig sein kdnnen. Von
prooxidativen Einflissen wird derzeit ausgegangen, wenn hohe Vitamin-E-Konzentrationen
folgenden Oxidationsprozessen durch reaktive Sauerstoffspezies unterliegen und nicht
genugend Vitamin C fir eine Regenerierung von Vitamin E vorliegt. [148,149] Adverse Effekte

hinsichtlich eines signifikant erhdhten Prostata-Krebsrisikos wurden fir die Supplementierung
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mit Vitamin E bei gesunden Mannern publiziert [150].

Eine tagliche Aufnahme von etwa 12-15 mg (RRR)-o-Tocopherol-Aquivalenten wird
geschlechterspezifisch durch die Deutsche Gesellschaft flir Ernahrung empfohlen [151]. Das
Bundesinstitut fir Risikobewertung empfiehlt eine maximale Zufuhr von 30 mg Vitamin E pro

Tag Uber Nahrungserganzungsmittel [132].

1.4 Lipophile Resorptionsverfugbarkeit

Die Erndhrung erflllt heutzutage nicht mehr nur die Grundversorgung des Koérpers, sondern
Ubernimmt angesichts einer wachsenden Zahl neuer Essgewohnheiten oder
Diatempfehlungen neue Funktionen. So entstand der Begriff der funktionellen Lebensmittel,
welche basierend auf natlirlichen oder zugesetzten bioaktiven Inhaltsstoffen
gesundheitsfordernd sein kdnnen. [152] Bevor sich eine biologische Aktivitat jedoch entfalten
kann, ist die Aufnahme der Inhaltsstoffe Uber den Verdauungsapparat notwendig. Hierfir
haben sich verschiedene Systeme, wie die Untersuchung der Resorptionsverflugbarkeit (engl.
Bioaccessibility) und die Bioverfigbarkeit (engl. Bioavailability) etabliert. Die
Resorptionsverfligbarkeit beschreibt den Anteil eines aufgenommenen Lebensmittel-
inhaltsstoffes, welcher nach dem Verdauprozess im Darm flr eine weitere Absorption zur
Verfligung steht. Die Bioverfiigbarkeit hingegen beschreibt den Anteil des verdauten
Inhaltsstoffs, welcher die systemische Zirkulation bzw. spezifische Organe erreicht, um eine
bioaktive Wirkung zu entfalten. Die Resorptionsverfligbarkeit kann somit als Voraussetzung
fur die Bioverfugbarkeit betrachtet werden [153]. Die Lebensmittelmatrix als auch
Prozessierungstechniken wie die Hochdruckbehandlung kénnen einen Einfluss auf die

Resorptionsverfigbarkeit von Inhaltsstoffen haben [154].

Der Ansatz der in-vitro-Methodik kann genutzt werden, um die Resorptionsverfligbarkeit zu
untersuchen. Auch wenn Humanstudien (in-vivo) weiterhin als ,Gold-Standard® gegenuber in-
vitro-Methoden gelten, hat die in-vitro-Simulation die Vorteile einer schnelleren, glnstigeren,
weniger arbeitsintensiven Methode ohne ethische Einschrankungen. Fur die Nachbildung des
humanen Verdauapparates wurden statische, semi-dynamische und dynamische
Verdaumodelle entwickelt, um entweder in einem Reaktionsgefall (statisch) oder Uber
peristaltische Pumpen in mehreren Gefallen (dynamisch) die verschiedenen Verdausysteme
wie Mund, Magen, Dinndarm und Dickdarm zu simulieren. Ein internationaler Konsens flir den

in-vitro-Verdau von Lebensmitteln kann hierbei als Richtlinie flir Studien dienen [155,156].

Aufgrund der unterschiedlichen Ldéslichkeit von lipophilen Carotinoiden und Vitamin E im
Vergleich zu hydrophilen Lebensmittelinhaltsstoffen erfolgt die zellulare Aufnahme Uber
wasserlosliche Mizellstrukturen im Dinndarm [157]. Die Resorptionsverfligbarkeit von

lipophilen Verbindungen wird daher in der Regel Uber die Konzentration des Inhaltsstoffs in
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der Mizellphase des intestinalen Verdauapparats nach einem Zentrifugationsschritt bestimmt
und kann in das prozentuale Verhaltnis zu der Konzentration in dem Rickstand gesetzt
werden. [158,159] Eine Berechnung der Resorptionsverfligbarkeit einer Verbindung kann

entsprechend der Gleichung 1 erfolgen.

Resorpti fiigharkeit = [Mizellphase] x 100 % GlL1
esorptionsvertugharkelt = [Mizellphase + Riickstand] 0 @1

Zusatzlich kann die Bestimmung der Wiederfindungsrate in dem in-vitro-Verdaumodell
Informationen zu der Stabilitdt der untersuchten Verbindungen liefern und gegebenenfalls als
Korrekturfaktor fur die Resorptionsverfligbarkeit genutzt werden. Die Wiederfindungsrate kann
Uber folgende Gleichung 2 durch das Einbeziehen der Verbindungskonzentration in der

unverdauten Probe bestimmt werden.

Wiederfind te — [Mizellphase + Riickstand] % 100 % GL2
lecertindungsrate = [Unverdaute Probe] ° @2

1.5 Lipophile, antioxidative Kapazitat

Die chromatographische Analytik von sekundaren, bioaktiven Pflanzenstoffen erfasst haufig
nicht alle antioxidativ wirksamen Verbindungen in komplexen Lebensmittel-
zusammensetzungen. Die Extraktion, Aufreinigung und Untersuchung aller einzelnen
Inhaltsstoffe ware zeitlich, finanziell und im Hinblick auf mdgliche Wechselwirkungen zwischen
Antioxidantien nicht effektiv. und wirde die antioxidative Kapazitat (AOK) als
Summenparameter der untersuchten Probe nicht vollstandig widerspiegeln. Problematisch
sind die Definition und Entwicklung einer Methodik fur die Bestimmung einer gesamten
antioxidativen Kapazitat (engl. Total Antioxidant Capacity, TAC) aufgrund vieler Faktoren wie

zum Beispiel:

e Vielzahl mdglicher Radikalspezies
¢ Hydrophile und lipophile Substanzen oder Extrakte

o AOK-Tests basierend auf mehreren Mechanismen und Oxidationsmitteln [160].

Eine Einteilung der AOK-Testsysteme kann nach Reaktionsmechanismen erfolgen. Dazu
zahlen der Ein-Elektronen-Ubergang (engl. Single Electron-Transfer, SET oder ET) sowie der
Wasserstoffatom-Ubergang (engl. Hydrogen Atom Transfer, HAT) [161]. Zahlreiche Methoden
wurden fur die Untersuchung der antioxidativen Kapazitat von hydrophilen Substanzen bzw.
Extrakten entwickelt, wie der TEAC-Test (engl. Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) und
der ORAC-Test (engl. Oxygen Radical Antioxidant Capacity) sowie zahlreiche weitere
Testsysteme [162]. Aufgrund der Unterschiedlichkeit der zugrunde liegenden Mechanismen
von AOK-Assays ist eine Verwendung mehrerer Methoden sinnvoll [163]. Eine

Unterbewertung der AOK von komplexen Proben ist im Vergleich zu dem ORAC-Assay
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mdglich, wenn nur der TEAC-Test einer Bewertung zugrunde liegt [164]. Fir die Beurteilung
einer lipophilen AOK wurden beispielsweise der aTEAC (engl. a-Tocopherol Equivalent
Antioxidant Capacity) [165] und der lipophile ORAC-Test (L-ORAC) [166] entwickelt.

151 aTEAC

Das lipophile Testverfahren der a-Tocopherol-aquivalenten antioxidativen Kapazitat (aTEAC)
basiert nach Mdller et al. (2010) [141] auf der hydrophilen Trolox-aquivalenten Variante
(TEAC) nach Bohm et al. (2002) [167]. Trolox (6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-
carbonsaure) ist ein wasserlésliches Analogon zu dem lipophilen a-Tocopherol [168]. Der
photometrische Assay funktioniert auf Basis eines Ein-Elektronen-Transfers von einem
Antioxidans aus einer zu untersuchenden Probe zu einem farbigen Radikalkation (ABTS™,
2,2'-Azino-di(3-ethylbenzthiazolin-6-sulfonsdure)), wodurch eine Entfarbung bzw. eine
niedrigere Absorption bei einer Wellenlange von 734 nm zu beobachten ist. Braunstein (MnO,,
Mangan(IV)-oxid) kann als mildes Oxidationsmittel genutzt werden, um ABTS-Radikalkationen
zu generieren. [169] Das Testprinzip des aTEAC-Assays ist schematisch in Abbildung 7
wiedergegeben. a-Tocopherol (a-Toc) dient als antioxidative Referenzsubstanz der
Kalibrierung. Je hoher die Referenzkonzentration gewahlt wird, desto geringere
Absorptionswerte werden bei 734 nm ermittelt. Eine hohe antioxidative Kapazitat einer

Substanz oder Probe korreliert somit mit der Reduktion des ABTS-Radikalkations.

O, oH 0,

S 3 5-
/"’"‘ S () /"—’ S W
N N=C @ MnO, N N=C ¢
0 >:N N —_—— 0 —N + N
" s ,,,J _,_J
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Antioxidans W

2,2'-Azinobis-(3-ethylbenzthiazolin-6-
sulfonsaure),ABTS
(farblos)

ABTS-Radikalkation
(blau-grin)

Abb.7: Oxidation von farblosem ABTS durch Mangan(IV)-oxid zu blau-griinem ABTS-Radikalkation
und Elektronenlibergang von einem Antioxidans auf ABTS* (Entfarbung).

1.5.2 L-ORAC

Der lipophile ORAC-Assay basiert auf der Entwicklung eines hydrophilen ORAC-Tests
(H-ORAC) aus den fruhen 1990er Jahren [170-172]. Innerhalb einer Weiterentwicklung des
H-ORAC-Assays wurde die antioxidative Kapazitdt einer Probe mit Hilfe eines
fluoreszierenden Indikators (Fluoreszein), eines Peroxyradikal-Starters (AAPH, 2,2'-Azobis(2-
Amidinopropan)-dihydrochlorid), einer Referenzsubstanz (Trolox) und eines Phosphatpuffers
(pH 7,4) als Losungsmittel bestimmt [173]. In Abwesenheit eines Antioxidans erfolgt eine
peroxylradikal-induzierte Oxidation von Fluoreszein, welche als Intensitatsverlust mit einem

Fluorometer bestimmbar ist. Eine antioxidativ wirksame Probe oder Substanz wirde diesen
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Fluoreszein-Abbau inhibieren oder verzégern. Mit dem ORAC-Assay wird folglich die Funktion
eines Antioxidans‘ als Wasserstoffatom-Donor gegentber Peroxylradikalen gemessen und
entspricht folglich einem HAT-Test. Die Flache unter der Fluoreszenz-Abklingkurve in
Anwesenheit eines Antioxidans dient im Vergleich zu einem Blank-Versuch (ohne Antioxidans)
als Messgrofie, und ist somit ein Indikator fiir die kettenbrechende Kapazitat innerhalb einer
Radikalkettenreaktion [174]. Der lipophile ORAC-Assay (L-ORAC) wurde fir die Untersuchung
von fettldslichen Antioxidantien unter Verwendung von beispielsweise Methyl-3-Cyclodextrin
als Losungsvermittler in einer wassrigen Umgebung entwickelt. Methylierte Cyclodextrine sind
zyklische Kohlenhydrate mit einer raumlichen Anordnung von Glukose-Molekulen, welche
einen lipophilen Hohlraum und eine hydrophile AuRenseite ermdglicht [175]. Fettlésliche
Molekllle kdénnen entsprechend der Struktur, funktionellen Gruppen und GroéfRe in dem
lipophilen Hohlraum eingelagert werden, und mit Peroxylradikalen in einem wassrigen Milieu

reagieren. Abbildung 8 fasst den Mechanismus schematisch zusammen.

Abb.8: HAT-basierter ORAC-Assay mit Abstraktion eines Wasserstoffatoms von Fluorescein durch
Alkylperoxyradikale von dem wasserldslichen Azo-Radikalinitiator (AAPH). Lipophile Antioxidantien
kdnnen durch methylierte Cyclodextrine (M-B-CD) in ein wassriges Milieu eingebracht werden und den
Abbau von Fluorescein bzw. den Verlust an Fluoreszenzintensitat inhibieren oder verlangsamen
[176,177].
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2 Zielstellung

Weltweit nimmt unter Konsumenten das Bewusstsein fir gesundheitsbezogene Aspekte der
Ernahrung zu. ,Gesund® bezieht sich dabei nicht nur auf eine nachhaltige Anbauweise,
sondern auch auf eine schonende Konservierungsmethode flir den Erhalt wertbestimmender
Inhaltsstoffe. Die minimale Prozessierung mit Hilfe alternativer, nicht-thermischer Techniken
kann einen kommerziellen Produktbereich erganzen, in welchem frische Lebensmittel unter
Erhalt organoleptischer Eigenschaften langer haltbar sind. Die Hochdruckbehandlung ist ein
schonendes Verfahren, welches somit der Nachfrage von Konsumenten auf dem Markt
nachkommt als auch den Verlust oder vorzeitigen Verderb von frischen Produkten reduziert,
ohne mit etablierten, thermischen Prozessen fur die Langzeitkonservierung direkt zu
konkurrieren. Wahrend Prozessparameter fur konventionelle Hitzebehandlungen von
Nahrungsmitteln historisch belegt sind, kdnnen die Einflusse der Hochdruckbehandlung auf
Inhaltsstoffe von Lebensmitteln matrix- und parameterabhangig sein. Besonders lipophile,
bioaktive, sekundare Pflanzenstoffe sind hinsichtlich der Hypothese einer schonenden

Hochdruckbehandlung unzureichend untersucht.

Die Zielstellung der vorliegenden Dissertation bestand darin, den Einfluss der
Hochdruckbehandlung auf Carotinoide, Vitamin E und Chlorophylle zu untersuchen. Die
Aufgabe war, einen Zusammenhang zwischen Hochdruckhaltezeiten, Druckregimen, Druck-
und Temperatur-Kombinationen und der Retention von Inhaltsstoffen in Grinkohl zu ermitteln.
Die vorliegende Dissertation soll damit auch einen Beitrag zur Beurteilung der Bedeutung der
Hochdruckbehandlung im Vergleich zu einer konventionellen Hitzesterilisierung leisten. Die
Skalierung einer Laboranlage auf Pilot- und Industrieanlagen sollte ebenso Erkenntnisse
moglicher Effekte einer Probenvorbehandlung leisten. Niedrigdruck-Applikationen dienen der
Untersuchung von biosynthetischen Prozessen fiir eine Anreicherung von bioaktiven
Pflanzenstoffen vor der Hochdruckbehandlung. Die Untersuchung der Griinkohlproben war
geplant vor und nach den Behandlungsschritten Uber eine 16sungsmittelbasierte Extraktion
und anschlieRende Untersuchung mit Hochleistungsflissigkeitschromatographie, gekoppelt
an eine Diodenarray- und Fluoreszenzdetektion. Weiterhin sollte die Ermittlung von
Hochdruckeffekten auf die lipophile, antioxidative Kapazitdt erfolgen. Die
Resorptionsverfligbarkeit sollte zusatzlich zu der Extrahierbarkeit in einem in-vitro-Modell
untersucht werden. Zellulare Effekte der Hochdruckbehandlung innerhalb der Grinkohlmatrix

wurden mittels Fluoreszenzmikroskopie ermittelt.
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3  Ubersicht der Manuskripte

Manuskript |

High-Pressure Processing of Kale: Effects on the Extractability, In Vitro
Bioaccessibility of Carotenoids & Vitamin E and the Lipophilic Antioxidant Capacity

Schmidt M., Hopfhauer S., Schwarzenbolz U., B6hm V.
Antioxidants 2021, 10(11), 1688; doi: 10.3390/antiox10111688
Annahme: 22.10.2021

Das Ziel dieser Untersuchung bestand darin, methodische Grundlagen fir die Untersuchung
der Hochdruckbehandlung von Griinkohl zu etablieren und die Einflisse von Druckparametern
(Haltezeit, Druckregime) auf bioaktive, sekundare Pflanzenstoffe in Grinkohl zu ermitteln. Fir
die Identifizierung und Quantifizierung von Carotinoiden, Chlorophyll a/b und Vitamin E erfolgte
die Entwicklung eines Extraktionsprotokolls und einer HPLC-Methode mit Diodenarray-
Detektion fur die simultane Analytik von Xanthophyllen und Carotinen. Weiterhin wurden
methodische Parameter fir die Untersuchung der Resorptionsverfligbarkeit mit Hilfe eines
in-vitro-Verdaumodells und der antioxidativen Kapazitat durch die photometrischen in-vitro-
Assays aTEAC und L-ORAC optimiert. Griinkohlplree-Proben wurden in einer Hochdruck-
laboranlage mit hydrostatischen Dricken (200 MPa-600 MPa) und Haltezeiten von 5-40 min
behandelt. Im Vergleich zu unbehandelten Proben korrelierte eine Druckerh6hung mit einer
signifikanten Reduktion (p < 0,05) der Extrahierbarkeit von Carotinoiden, Vitamin E und
Chlorophyllen, wahrend fir die Erhéhung der Haltezeiten innerhalb der einzelnen Druckstufen
héhere Extrahierbarkeiten ermittelt wurden. Im Gegensatz zu den Extrahierbarkeiten wurde
ein moderater Anstieg (p = 0,05) der Resorptionsverfligbarkeiten von (all-E)-Lutein, (all-E)-B-
Carotin und (all-rac)-a-Tocopherol in Folge erhdhter Druckparameter und Haltezeiten ermittelt.
Erste Hinweise auf einen Einfluss der Probenvorbehandlung und einer anschlieRenden
Hochdruckbehandlung ergaben die Untersuchung von grob zerkleinertem Grinkohl im
Gegensatz zu einem Puree. Sowohl der aTEAC-Test als auch der L-ORAC-Assay zeigten
signifikant erhdhte antioxidative Kapazitaten im Zusammenhang mit héheren Druckstufen und

verlangerten Haltezeiten.
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Manuskript Il

High pressure processing and heat sterilization of kale: Impact on extractability,
antioxidant capacity and storability of carotenoids and vitamin E

Schmidt M., Hopfhauer S., Schwarzenbolz U., B6hm V.
Applied Research 2022, 1(4), €202200025; doi: 10.1002/appl.202200025
Annahme: 02.06.2022

Das Ziel dieses Projektes bestand in der systematischen Erweiterung der bereits gewonnenen
Erkenntnisse Uber den Einfluss einzelner Hochdruckparameter auf bioaktive, lipophile
Pflanzenstoffe in Grinkohl. Insbesondere sollte der Zusammenhang des schonenden
Charakters der Hochdruckbehandlung im Vergleich zur Hitzesterilisation hergestellt werden
und zugleich die Lagerstabilitat von druckbehandelten sowie thermisch behandelten
Grinkohlproben untersucht werden. Eine Zerkleinerung der Grinkohlimatrix erfolgte im
Gegensatz zur purierten Untersuchungsmatrix aus Manuskript | in Form zerhackter Proben in
Anlehnung an konventionell konservierte Produkte. Im Fokus dieses Projektes standen
industriell relevante HPP-Parameter (600 MPa, 5 min) mit zusatzlich verlangerten Haltezeiten
bis zu 40 min in einer Hochdrucklaboranlage. Die Dampfsterilisation erfolgte bei 121 °C flr
20 min (2 bar). Die Untersuchung der Lagerfahigkeit wurde fur zwei Monate bei 5 °C
durchgeflhrt. Gegenstand der analytischen Methoden waren die Ermittlung antioxidativer
Kapazitaten (aTEAC, L-ORAC) sowie die Gehalte an Carotinoidverbindungen, Vitamin E und
Chlorophyll. Die Hochdruckbehandlung mit verlangerten Haltezeiten von Grinkohl resultierte
in signifikant erhdhten Gesamtcarotinoid- und Chlorophyligehalten im Gegensatz zu einer
Reduktion der Vitamin E-Gehalte. Keine signifikante Anderung (p = 0,05) der Extrahierbarkeit
von Vitamin E wurde in dampfsterilisierten Proben ermittelt, wahrend reduzierte
Konzentrationen (p < 0,05) an Carotinoiden und Chlorophyllen in thermisch behandelten
Proben beobachtet wurden. Die antioxidativen Kapazitaten erhdhten sich signifikant mit der
Verlangerung der Haltezeiten. Die Dampfsterilisation resultierte in einer erhdhten
antioxidativen Kapazitédt nur innerhalb des L-ORAC-Assays. Unter industriell relevanten
Parametern erwies sich die Hochdruck-behandlung als schonendere Konservierungsmethode
hinsichtlich der Gehalte an bioaktiven, lipophilen Pflanzenstoffen. Eine hdhere Lagerstabilitat
der untersuchten Verbindungen wurde nach zwei Monaten jedoch in dampfsterilisierten
Proben beobachtet. Die Konservierungsmethoden der Hochdruckbehandlung und

Dampfsterilisation kdnnen diesbeziglich als komplementar betrachtet werden.
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Manuskript 1l

Effect of Hydrostatic Pressure and Temperature on Extractability and Bioaccessibility
of Lipophilic Micronutrients in Kale

Schmidt M., Hopfhauer S., Schneider F., Ivanovic J., Schwarzenbolz U., Bohm V.

ACS Food Science & Technology 2023, 3(6), 1122-1135,;
doi:10.1021/acsfoodscitech.3c00117

Annahme: 08.05.2023

Erkenntnisse aus Untersuchungen in Manuskript Il fihrten zu der Vermutung, dass die
druckunterstitzte, thermische Behandlung eine potentielle Alternative zur konventionellen
Hochdruckbehandlung und thermischen Sterilisation ist. Das Ziel dieser Arbeit bestand unter
anderem darin, die Effekte der Haltezeit (5 min), des Drucks (600 MPa) und Temperatur
(40-80 °C) auf lipophile, bioaktive Pflanzenstoffe in Griinkohl unter Verwendung einer Pilot-
HPP-Anlage zu untersuchen. Die konventionelle Dampfsterilisation wurde dem HPP-Prozess
in einer Laboranlage hinsichtlich der Druckabhangigkeit gegenibergestellt. Weiterhin wurde
mit einer industriellen HPP-Anlage eine Hochskalierung der behandelten Probenmenge unter
kommerziell relevanten Hochdruck-Parametern (10 °C, 600 MPa, 5 min) und Mehrfachzyklen
untersucht. Des Weiteren diente die Druckbehandlung von Grinkohl in einer Labor-HPP-
Anlage bei Niedrigdruck (10-100 MPa) der Uberpriifung einer Anreicherung von sekundaren
Pflanzenstoffen durch mdégliche biosynthetische Prozesse innerhalb der behandelten Matrix
als Reaktion auf abiotischen Stress (z. B. Hochdruck). Lichtmikroskopische Untersuchungen
sollten weitere Erkenntnisse zu zellularen Druckeffekten (10-600 MPa) liefern.
Die Extrahierbarkeit von Vitamin E erhdhte sich innerhalb von Niedrigdruck-Experimenten
signifikant (p < 0,05) um bis zu 105 % (10 MPa) und 102 % (50 MPa). HPP-Mehrfachzyklen
zeigten keine statistisch signifikante (p = 0,05) Konzentrationsdnderung im Vergleich zur
einfachen Druckbehandlung. Die druckunterstutzte, thermische Behandlung von Grinkohl
erwies sich als schonender insbesondere beziiglich der Chlorophyligehalte im gegentber
Dampfsterilisation. Eine erhdhte Resorptionsverfiigbarkeit von Vitamin E, Lutein und 3-Carotin
wurde in PATP-prozessierten Griinkohlproben (80 °C, 600 MPa) ermittelt. Die Erhéhung der
Druckstufen bis zu 600 MPa resultierte in hdheren lipophilen, antioxidativen Kapazitaten
vergleichend zu unbehandelten und dampfsterilisierten Proben. Hochdruckeffekte wurden
bezlglich der Chloroplastenstruktur und des Durchmessers von Plastoglobuli (Lipidkérper)
beobachtet.
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4  Manuskripte

4.1  Manuskript |

Titel des Manuskriptes: High-Pressure Processing of Kale: Effects on the Extractability,
In Vitro Bioaccessibility of Carotenoids & Vitamin E and the
Lipophilic Antioxidant Capacity

Autoren: Schmidt M., Hopfhauer S., Schwarzenbolz U., B6hm V.

Bibliographische Informationen: Antioxidants 2021, 10(11), 1688;
doi: 10.3390/antiox10111688

Der Kandidat / Die Kandidatin ist (bitte ankreuzen)
Erstautor/-in, O Ko-Erstautor/-in, O Korresp. Autor/-in, 00 Koautor/-in.
Status: Publiziert

Anteile (in %) der Autoren / der Autorinnen an den vorgegebenen Kategorien der
Publikation

Autor/-in Konzep- | Daten- Experimentell | Verfassen des | Bereit-
tionell analyse Manuskriptes | stellung
von
Material
Schmidt M. 35 % 90 % 90 % 80 % 25 %
Hopfhauer S. 5% 5% 5% 5% 0%
Schwarzenbolz U. | 25 % 0 % 5% 5% 50
Bohm V. 35 % 5% 0 % 10 % 25 %
Summe: 100 % 100 % 100 % 100 % 100 %
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4.2  Manuskript Il

Titel des Manuskriptes: High pressure processing and heat sterilization of kale: Impact on
extractability, antioxidant capacity and storability of carotenoids
and vitamin E

Autoren: Schmidt M., Hopfhauer S., Schwarzenbolz U., B6hm V.

Bibliographische Informationen: Applied Research 2022, 1(4), €202200025;
doi: 10.1002/appl.202200025

Der Kandidat / Die Kandidatin ist (bitte ankreuzen)
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4.3  Manuskript I

Titel des Manuskriptes: Effect of Hydrostatic Pressure and Temperature on Extractability
and Bioaccessibility of Lipophilic Micronutrients in Kale

Autoren: Schmidt M., Hopfhauer S., Schneider F., lvanovic J., Schwarzenbolz U., Bohm V.
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5 Diskussion

Die Hochdruckbehandlung kann in Abhangigkeit von der Wahl der Parameter und der Matrix
eine alternative und schonende Konservierungsmethode sein. Insbesondere die Wahl der
Lebensmittelmatrix und der Verarbeitungszustand vor der Prozessierung mit Hochdruck
kénnen einen wesentlichen Einfluss auf den Erhalt von qualitatsbestimmenden Merkmalen
haben. Folglich bietet sich die Untersuchung einzelner Produktkomponenten wie
Gemusesorten hinsichtlich des Einflusses der Hochdruckbehandlung auf lipophile Inhaltsstoffe
an, bevor komplexere Zusammensetzungen untersucht werden. Neben mikrobiologischen und
enzymatischen Prozessen kann die grundlegende Untersuchung der Extrahierbarkeit,
antioxidativen Kapazitat und Resorptionsverfligbarkeit von Carotinoiden und Vitamin E sowie
Chlorophyllen ein wesentlicher Indikator fir die Charakterisierung eines schonenden
Konservierungsprozesses sein. Insbesondere die Gehalte an temperatursensitiven, bioaktiven
Verbindungen wie Carotinoiden und Chlorophyllen kénnen durch eine alternative
Hochdruckprozessierung parameterabhangig zu einem ernahrungsphysiologischen

Werterhalt eines Lebensmittels beitragen und werden unter anderem nachfolgend diskutiert.

5.1 Einfluss von Hochdruck auf den Gehalt lipophiler Inhaltsstoffe und das

Carotinoid-Profil
Carotinoide

Die Gehalte und Vorkommen von Carotinoiden kdnnen zwischen einzelnen Pflanzenspezies
[178] und auch in Abhangigkeit von der Kultivierung [179] sowie der Jahreszeit [180] variieren.
Alle in den Manuskripten I-lll ermittelten Carotine und Xanthophylle bestatigen die bereits
veroffentlichten  Carotinoidmuster aus  Grlinkohlspezies [32,181,182]. Aufgrund einer
unterschiedlichen Einlagerung von Carotinoid-Verbindungen in verschiedenen pflanzlichen
Spezies (Proplastid, Etioplastid, Amyloplastid, Chloroplast, Chromoplast) [183], kdénnen
Hochdruckeffekte beispielsweise in Karotten zu anderen Ergebnissen flhren als in Spinat-

oder Kohlsorten .

Innerhalb der Hochdruckbehandlung eines Grinkohlpurees mit einer HPP-Laboranlage
(Manuskript 1) wurde eine signifikante Reduktion des Gesamtcarotinoidgehalts um bis zu
20,3 % nach einer funfmindtigen Behandlung (600 MPa) im Vergleich zu unbehandelten
Proben ermittelt. Innerhalb eines Vergleichs zwischen den Druckstufen 200 MPa und 600 MPa
mit einer Haltezeit von funf min wurde ein Zusammenhang zwischen einer Druckerh6hung und
dem Verlust an Gesamtcarotinoiden beobachtet. Die Betrachtung des Carotinoidprofils zeigte

hoéhere Verluste fur die Hauptkomponenten (all-E)-B-Carotin von 17,2 % und (all-E)-Lutein mit
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21,2 %. Im Gegensatz dazu erhdhten sich die Extrahierbarkeiten von (all-E)-Zeaxanthin
(4,2 %) und (152)-B-Carotin (42,5 %) bei gleichzeitiger Reduktion der Gehalte an (92)/(132)-
B-Carotin. Aufgrund der Komplexitat der Grinkohlmatrix ist eine Zuordnung potentieller
Isomerisierungsprozesse, welche entweder zu erhdhten oder reduzierten Gehalten beitragen
kénnen, bezlglich der Hochdruckbehandlung nicht eindeutig vorzunehmen. Verluste an
Carotinoidgehalten kénnen auf Oxidationsprozesse zurlickzuflihren sein und ebenso einem
enzymatischen Abbau unterliegen. Insbesondere Hitze, Licht und die Anwesenheit von
Sauerstoff kdnnen in der konventionellen Lebensmittelkonservierung zu einem Abbau von
Carotinoiden durch Oxidation beitragen [184—186]. Insbesondere die thermische Behandlung
kann eine reversible Isomerisierung von E-lsomeren zu Z-lsomeren induzieren [187].
Zusatzlich ist jedoch auch eine allgemeine Erhdhung der Extrahierbarkeit durch eine Stérung
zellularer Strukturen maoglich [76], welche folglich mit einem Carotinoidverlust konkurrieren
kann. Eine Erhéhung der Extrahierbarkeit von Carotinoiden wie Lycopin von bis zu 75,9 % in
Ethanol wurde aufgrund einer Z-Isomerisierung berichtet [188]. Die Carotinoidkonzentration
kann auch durch enzymatische Abbauprozesse wie einer Uber Lipoxygenase vermittelten Co-
Oxidation sinken [104,189]. Lipoxygenase gilt bei Raumtemperatur als druckstabil, weshalb
von einer vollstandigen Inaktivierung wahrend der Hochdruckbehandlung nicht ohne
Berlcksichtigung weiterer Parameter wie der Temperatur oder dem pH-Wert ausgegangen
werden kann [190,191]. Haufig wurde der Effekt der Hochdruckbehandlung auf bioaktive
Inhaltsstoffe wie Carotinoide als gering oder nicht-signifikant beschrieben [184]. Ebenso
wurden signifikant erhdhte Extrahierbarkeiten in verschiedenen, druckbehandelten
Lebensmittelzubereitungen veréffentlicht, welche jedoch durch eine entsprechende Obst- und
Gemlusesorte beeinflusst sein kann [192]. Die in Manuskript | untersuchten und nach
Hochdruckbehandlungen reduzierten Carotinoid-Extrahierbarkeiten sind in Folge bereits
beschriebener, moglicher Abbauprozesse im Kontext des derzeitigen Stands der Literatur
interpretierbar. Aufgrund einer Erhéhung der Temperatur von circa 3 °C pro 100 MPa wahrend
der Hochdruckbehandlung kann eine Reduktion des Carotinoidgehalts eine Folge thermischer
Einflisse sein [193]. Kim et al. [194] berichteten einen verringerten Carotinoidgehalt in Folge
einer Druckerhdhung nach der Behandlung eines Kaki-Safts, ermittelten jedoch einen
entgegengesetzten Effekt der Haltezeitverlangerung im Vergleich zu Manuskript |.
Mdglicherweise bestétigt sich dabei die Vermutung des Einflusses der Probenmatrix
hinsichtlich eines Kaki-Safts (Kim et al. [194]) im Vergleich zu einem Grinkohl-Plree
(Manuskript I).

Ein potentieller Einfluss der Probenmatrix wurde in Manuskript Il deutlich. Griinkohl wurde
innerhalb dieser experimentellen Reihe gehackt und nicht als Puree vorbereitet. Fur die

Hochdruckbehandlung wurde dieselbe HPP-Laboranlage verwendet wie in Manuskript I. Die
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Verlangerung der Druckhaltezeiten bei 600 MPa innerhalb von Manuskript Il bestatigten
bereits die in Manuskript | ermittelten Einflisse dieses Parameters hinsichtlich einer Erhéhung
der Extrahierbarkeit des Gesamtcarotinoidgehalts innerhalb eines Druckregimes. Die
signifikante Erhéhung der extrahierten Gesamtcarotinoide bei 600 MPa (Manuskript Il) im
Vergleich zu der unbehandelten Griinkohlprobe steht jedoch im Kontrast zu einer signifikanten
Reduktion bei 600 MPa, beschrieben in Manuskript |. Dieser Unterschied kénnte durch die
Freisetzung der Carotinoide in den extrazelluldaren Raum wahrend der Herstellung des
Grunkohlplrees und mehrere, simultan ablaufende Abbauprozesse wahrend oder nach der
Hochdruckbehandlung zu erklaren sein. Die entsprechenden Proben in Manuskript I lagen als
gehackte Matrix vor. Daher ist von einem hoheren Anteil intakter Zellstrukturmerkmale
auszugehen, welche zeitgleich einen schitzenden Effekt austben kdénnen. Als Folge der
Hochdruckbehandlung kann eine Erhdhung des Gesamtcarotinoidgehaltes in Manuskript Il
folglich in Ubereinstimmung mit der Literatur durch eine Stérung der zelluldren Integritat
begrindet werden [195]. Ein signifikanter Carotinoidverlust von 67,0 % nach der Lagerung von
hochdruckbehandeltem Griinkohl (600 MPa, 10 min) fir acht Wochen bei 5 °C bestatigte, dass
es sich bei der Hochdruckbehandlung unter den gewahlten Bedingungen um eine
komplementare  Konservierungstechnik handelt und eine zusatzlich thermische
Prozesskomponente die Lagerfahigkeit erweitern kann [196]. Eine separate Diskussion der
Lagerfahigkeit erfolgt hierzu in Abschnitt 5.4.

Die Kombination aus Hochdruck und Temperatur wurde folglich in Manuskript Il untersucht
und durch die Untersuchung von Niedrigdruck-Anwendungen (<200 MPa) sowie gepulsten
Druckexperimenten (bis zu 3 Zyklen) erganzt. Anderungen der Carotinoidgehalte wurden nach
dem PATP-Verfahren (druckunterstitzte thermische Pasteurisation), Niedrigdruckverfahren

und der gepulsten HPP-Variante in Abhangigkeit von den genutzten Parametern ermittelt.

Eine Veranderung des Carotinoidmusters in einem Grunkohl-Piree wurde besonders in den
Niedrigdruckbereichen unterhalb von 200 MPa beobachtet, welche unter Verwendung einer
HPP-Laboranlage (analog zu Manuskript | & Il) untersucht wurden. Eine signifikante Reduktion
der Carotinoid-Konzentration wurde dabei insbesondere fiur (all-E)-Violaxanthin bei einem
verwendeten Druck von 10 MPa und 50 MPa (10 min) ermittelt. Im Kontrast dazu erhdhten
sich die Gehalte von (all-E)-B-Carotin, (92)/(13Z)-B-Carotin und (all-E)-Zeaxanthin im
Zusammenhang mit verlangerten Druckhaltezeiten bis zu 40 min (10-50 MPa). Eine
Veranderung des B-Carotin-lIsomerenmusters, beispielsweise eine Erhdhung des Z-Isomeren-
anteils bei gleichzeitiger Reduktion des E-Isomerengehalts, konnte bei Niedrigdruck nicht
beobachtet werden. Die hierbei entstandenen Ergebnisse stehen im Kontext eines noch wenig
erforschten Druckbereichs unterhalb von 100 MPa. Fur lebensmitteltechnologische Zwecke

(z. B. Konservierung) ist dieser Anwendungsbereich derzeit noch weniger relevant, weil
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Mikroorganismen unter reduziertem Druck und bei kurzen Haltezeiten im Vergleich zu einer
Produktlagerung unter Niedrigdruck [197] nicht effektiv deaktiviert werden kénnen. Die
Erhéhung einzelner Carotinoidgehalte kann mit einer de-novo-Carotinoid-Biosynthese
zusammenhangen. Die Hochdruckbehandlung wurde diesbezlglich bereits als maoglicher
Ausléser fur oxidativen Stress in Papayafriichten beschrieben [84]. Darin wurde die Phytoen-
Desaturase-Genexpression nach einer milden Druckbehandlung hochreguliert. Eine de-novo-
Carotinoid-Biosynthese kann in diesem Zusammenhang eine Stressantwort auf die
Hochdruckbehandlung sein [198]. Auch fur polyphenolische Verbindungen wurde bereits ein
druckinduzierter Biosyntheseweg postuliert [199]. Im Gegensatz zu einer mdglichen
Biosynthese von Carotinoiden bei Drucken unterhalb von 200 MPa stehen ermittelte
Carotinoid-Gesamtgehalte bei einer Behandlung mit 100 MPa und Haltezeiten bis 10 min.
Innerhalb dieser Parameter wurden die niedrigsten Carotinoidgehalte in einem Grinkohl-
Plree mit einer HPP-Laboranlage Uber den gesamten Druckbereich von 10 - 600 MPa
ermittelt. So werden unter Bedingungen mit 100 MPa enzymatische Abbauprozesse
angenommen, welche zu einem signifikanten Verlust an Carotinoiden im Vergleich zu
unbehandelten Proben beitragen koénnen. Besonders kann eine Co-Oxidation von
Carotinoiden durch eine druckaktivierte Lipoxygenase (LOX) als mdgliche Ursache fir diese
Gehaltsreduktion verantwortlich sein [104,191]. Ein zuvor diskutierter Abbau von Carotinoiden
unter Hochdruck bis 600 MPa wurde im Vergleich zu Manuskript | auch innerhalb von
Experimenten aus Manuskript Il mit einer HPP-Laboranlage und Griinkohlpliree beobachtet.
Daher verstarkt sich die Vermutung, dass die Probenvorbehandlung, wie das Pdurieren
(Manuskript | & 1ll) oder Hacken von Grunkohlproben (Manuskript Il) einen Einfluss auf die

Carotinoid-Gehalte in hochdruckbehandeltem Grinkohl haben kann.

Weiterhin wurden in Manuskript Ill aus den Untersuchungen eines Grinkohlpurees mit einer
HPP-Pilotanlage Zusammenhange zwischen Druck- und Temperaturparametern deutlich.
Signifikant erhdhte Extrahierbarkeiten wurden dabei nur fur eine Hochdruckbehandlung bei
600 MPa (10 °C) sowie fir eine Temperaturkontrolle bei 40 °C ohne Druckbehandlung im
Vergleich zur unbehandelten Probe ermittelt. Zwischen einer Temperaturkontrolle (40 °C) und
der Hochdruckbehandlung (600 MPa) bei 10 °C wurde kein signifikanter Unterschied der
Carotinoidextrahierbarkeiten festgestellt. Hieraus kann angenommen werden, dass sowohl
eine Druckerhéhung bei reduzierter Temperatur als auch eine Temperaturerhéhung ohne
Druckanwendung zu vergleichbaren Konzentrationsanderungen fihrt. Wahrend die
Kombination aus 600 MPa (40 °C) und einer Temperaturkontrolle (60 °C) ohne
Druckanwendung in keiner signifikanten Anderung der Carotinoidkonzentration resultierte,
wurde ein vergleichbar hoher Verlust an Gesamtcarotinoiden zwischen den Parametern
600 MPa (60 - 80 °C) und der Kontrollprobe ohne Druckparameter bei 80 °C ermittelt. Aufgrund
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nicht signifikanter Unterschiede zwischen PATP-Proben (600 MPa, 60 - 80 °C) und einer
Temperaturkontrolle bei 80 °C kann angenommen werden, dass der Einfluss von Hochdruck
bei erhéhten Temperaturen bezlglich des Verlusts an Gesamtcarotinoiden vernachlassigbar
und der Abbau der Verbindungen Uberwiegend auf die erhdhte Temperatur zurlickzufiihren
sein kann. In Anbetracht einer generellen Erhéhung der Temperatur um 3 °C pro 100 MPa und
einer damit verbundenen finalen Temperatur von ca. 98 °C nach Verwendung von 600 MPa
und 80 °C als Starttemperatur kann das PATP-Verfahren im Vergleich zu den nicht signifikant
unterschiedlichen Carotinoidgehalten bei einer Temperaturkontrolle (80 °C) mit einem
schonenden Konservierungscharakter beschrieben werden. Die Ergebnisse zum Einfluss von
Hochdruck und Temperatur (Manuskript |I) stehen im Kontext der derzeitigen Literatur.
Hochdruck in Kombination mit niedrigen Temperaturen (600 MPa, 10 °C) sowie
Temperaturbehandlungen unter milden Bedingungen (40 °C) ohne Druckparameter kénnen
folglich im Zusammenhang mit einer erhohten Extrahierbarkeit von Carotinoiden durch eine
Stérung der zellularen Integritdt stehen. Die Hochdruckbehandlung kann die zellulare
Permeabilitat andern und fir das Austreten von Wasser, Enzymen und Metaboliten aus dem
Zellinneren verantwortlich sein [200,201]. Der Einsatz von erhéhten Temperaturen tber 60 °C
kann zu einem signifikanten Verlust von hitzelabilen, bioaktiven Verbindungen wie
Carotinoiden flhren [202].

Die Anwendung von gepulsten oder zyklischen Hochdruckbehandlungen (Manuskript 1l1) mit
bis zu drei Wiederholungen resultierte in leicht erhdhten, aber nicht signifikant geanderten
Carotinoidkonzentrationen im Vergleich zur Hochdruckbehandlung mit nur einem Zyklus. Far
kommerzielle Anwendungen oder die potentielle Erhéhung von Carotinoidgehalten ist die
Zyklentechnik daher nicht attraktiv und spiegelt die derzeit noch geringe Verwendung der
gepulsten HPP-Methodik wider. Fur die Verlangerung der Lagerungsfahigkeit durch eine
Deaktivierung von Mikroorganismen und die Beeinflussung enzymatischer Prozesse in

Produkten kann eine Zyklen-HPP-Anwendung jedoch vorteilhaft sein. [68,72]
Vitamin E

In Analogie zu anderen lipophilen, bioaktiven Pflanzenstoffen kénnen Gehalte und
Vorkommen von Vitamin E-Isomeren in unterschiedlichen Pflanzenspezies variieren [203]. Alle
Angaben zu Vorkommen und Gehalten an Tocopherolen aus den Manuskripten |-l stehen im

Kontext bereits verdffentlichter Studien Uber Grinkohl und verwandter Spezies [204,205].

In Manuskript | konnte ein Verlust an (all-rac)-a-Tocopherol von bis zu 60,0 % im Vergleich zu
einer unbehandelten Probe auf den Transport eines Grinkohlplrees von der Friedrich-
Schiller-Universitat Jena zu dem Ort der Hochdruckbehandlung (Technische Universitéat

Dresden) zurlckgefuhrt werden. Die in Folge reduzierten Vitamin-E-Gehalte von
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hochdruckbehandelten Proben sind daher nicht ausschlieBlich auf das HP-Verfahren
zuruckzufihren. Im Gegensatz zu Transporteinflissen auf den Tocopherolgehalt in einem
Grinkohlpuree, wurden erhdhte Extrahierbarkeiten (p < 0,05) von Vitamin E insbesondere bei
600 MPa im Vergleich zu einer Druckstufe bei 200 MPa ermittelt. Eine Verlangerung der
Haltezeiten auf bis zu 40 min resultierte bei 400 MPa und 600 MPa in einer signifikant erhdhten
Extrahierbarkeit im Vergleich zum Tocopherolgehalt bei 200 MPa (5-40 min). Diese
Ergebnisse stehen im Gegensatz zu einer zuvor veroffentlichten Arbeit zur
Hochdruckbehandlung eines Spinatplrees, in welcher eine Reduktion der Vitamin E-
Konzentration in Folge einer Haltezeitverlangerung berichtet wurde [206]. Ein direkter
Vergleich mit vorliegenden Ergebnissen aus Manuskript | ist jedoch nur erschwert mdglich,
weil das Spinatpiree aus einem tiefgefrorenen Ausgangsmaterial stammte. Das

Grinkohlpidree in Manuskript | wurde aus frischem, unbehandeltem Griinkohl erzeugt.

Ein Verlust an Vitamin E wahrend eines Transportprozesses konnte auf einen gegenlber
Carotinoid-Verbindungen antioxidativen, protektiven Effekt von Tocopherolen zuriickzufihren
sein [207]. Reduzierte Tocopherolkonzentrationen wurden auch in dem Zusammenhang mit
hochdruckbehandelten  Saft-Milch-Zubereitungen  berichtet. [208] Eine erhdhte
Extrahierbarkeit bei 400-600 MPa im Vergleich zu 200 MPa kdénnte in Manuskript | durch eine
Stérung der Membranstruktur innerhalb von Pflanzenzellen [209] hervorgerufen worden sein.
Infolgedessen ware eine erhdhte Freisetzung von Plastiden maglich, welche mit der Vitamin-

E-Biosynthese in Verbindung gebracht werden kann [210].

Ein Transporteinfluss auf den Vitamin-E-Gehalt wurde auch innerhalb einer Hochdruckstudie
in Manuskript Il mit einem Verlust von 42,0 % im Vergleich zu unbehandeltem Griinkohl
festgestellt. Der Unterschied des Tocopherolabbaus wahrend eines Transportes zwischen
Manuskript | (Grankohlpiree) und Manuskript Il (gehackter Grinkohl) kénnte mit der Art der
Probenvorbehandlung zusammenhangen und der damit verbundenen, unterschiedlichen
Freisetzung von Vitamin E in die extrazelluldare Matrix. Ein signifikanter Verlust von
(all-rac)-a-Tocopherol wurde in Manuskript Il fur die Druckparameter 400 und 600 MPa
(10-40 min) wiederholt beobachtet und bestatigte verdffentlichte Ergebnisse zu
Tocopherolgehalten in hochdruckbehandeltem Spinat [206]. Einen schitzenden Effekt auf
Vitamin E kdénnte eine noch intaktere Zellstruktur in gehacktem Griinkohl gegeniber
Grinkohlplree ausgelibt und infolgedessen zu einem geringeren Verlust an (all-rac)-a-
Tocopherol in Manuskript Il im Vergleich zu Manuskript | gefihrt haben (Abbildung 9).
Hinsichtlich eines héheren Redoxpotentials von Carotinoiden gegenlber Vitamin E [211]
kdnnte ein Tocopherolverlust in gehacktem Grunkohl nach der Hochdruckbehandlung auch

auf einen antioxidativ wirksamen Effekt zuriickzufiihren sein.
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Abb.9: Einfluss der Hochdruckbehandlung bei 600 MPa und der Haltezeitverlangerung (5-40 min) auf
den Vitamin-E-Gehalt in Grinkohlpiree (Manuskript 1) und gehacktem Griinkohl (Manuskript 1) unter
Verwendung einer HPP-Laboranlage. Einfaktorieller ANOVA-Test mit Tukey-HSD post-hoc-Test;
Balken mit Stern indizieren einen signifikanten Unterschied (p < 0,05) zwischen unbehandelten und
druckbehandelten Proben.

In Manuskript 1l erfolgte die Untersuchung von Vitamin E im Hinblick auf Druckeffekte mit

reduzierten Dricken (HPP-Laboranlage), mit Druck-Temperaturkombinationen (HPP-

Pilotanalage) und Druckzyklen (industrielle HPP-Anlage).

Im Vergleich zu den Manuskripten | und Il konnte wiederholt beobachtet werden, dass
innerhalb einer verwendeten HPP-Laboranlage die Vitamin-E-Gehalte in Abhangigkeit von der
Druckstufe und Haltezeit einer signifikanten Reduktion unterliegen kénnen. Insbesondere
wurde der Effekt einer leicht erhdhten Extrahierbarkeit von (all-rac)-a-Tocopherol durch die
Verlangerung der Haltedauer auf 40 min innerhalb der Druckregime von 400 MPa und
600 MPa im Vergleich zu einer finfminttigen Behandlung und im Vergleich zu Manuskript |
bestatigt. Ein signifikant negativer Transporteinfluss wurde im Vergleich zu Manuskript | und
Manuskript Il nicht ermittelt. Die Proben wurden unter Tiefkihlung transportiert. Unerwartet
hohe Extrahierbarkeiten von Vitamin E resultierten aus Niedrigdruckexperimenten in den
Druckregimen von 10 MPa (+ 105,0 %) und 50 MPa (+ 102,0 %) mit einer verlangerten
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Haltezeit von 40 min. Hinsichtlich einer Argumentation zu Zellstrukturschaden bei Hochdruck
Uber 400 MPa, welche haufig als Begriindung fiir Konzentrationserhéhungen genutzt wird,
kann in einem Niedrigdruckbereich nicht von Effekten durch Zellschaden ausgegangen
werden. Folglich kénnen signifikant gesteigerte Tocopherolgehalte im Niedrigdruckbereich ein
Hinweis fur biosynthetische Prozesse sein, welche bereits fiir Carotinoide berichtet wurden
[84]. Eine potentielle Biosynthese von Vitamin E kdénnte in Zusammenhang mit dem
Methylerythritolphosphatweg oder dem Shikimisdureweg innerhalb von Plastoglobuli oder

Chloroplastenmembranen stehen [212—214].

Der Einfluss einer Druck- und Temperaturkombination mit bis zu 600 MPa und 80 °C zeigte in
Manuskript Il einen entgegengesetzten Trend der Extrahierbarkeit von Vitamin E im Vergleich
zu den untersuchten Carotinoiden auf (Abbildung 10). Ho6here Druckregime und
Temperaturstufen resultierten in erhéhten Konzentrationen an (all-rac)-a-Tocopherol, wahrend
unter denselben Bedingungen ein signifikanter Carotinoid-Abbau zu beobachten war. Die
vergleichsweise hohere thermische Stabilitat von Vitamin E gegenlber Carotinoiden kdnnte
erklaren, warum eine Druck- und Temperaturerhéhung mit einer erhéhten Tocopherol-
Extrahierbarkeit korreliert und wurde bereits flir erhitze Gerste (120 °C, 8 h) [215],
dampfsterilisierten Griinkohl (120 °C, 20 min, Manuskript Il), a-Tocopherol in Ol aus Reiskleie
(180 °C, 144 h) [216] sowie fir PATP-behandelte Milch bei 75 °C und 705 MPa [217]

veroffentlicht.

In Analogie zu den Untersuchungen des Einflusses von gepulster HPP auf Carotinoide zeigte
sich keine industrielle Relevanz fiur eine erhdhte Vitamin-E-Konzentration nach dreifacher
Hochdruckbehandlung (600 MPa, 5 min, 10 °C). Eine signifikante Erhéhung resultierte
ausschlie8lich nach einer zweifachen Druckbehandlung im Vergleich zu einer unbehandelten

Griinkohlprobe.
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Abb.10: Einfluss der Hochdruckbehandlung bei 600 MPa (5 min) mit Temperaturen bis zu 80 °C, sowie
Temperaturkontrollen ohne Druckparameter auf den Gehalt an Gesamtcarotinoiden und Vitamin E in
Grunkohl (Manuskript IlI) unter Verwendung einer HPP-Pilotanlage. Einfaktorieller ANOVA-Test mit
Tukey-HSD post-hoc-Test; Balken mit Stern indizieren einen signifikanten Unterschied (p < 0,05)
zwischen unbehandelten und druckbehandelten Proben.

Chlorophylle

In den Manuskripten I-lll wurden in verschiedenen Griinkohimatrizes Chlorophyll a und
Chlorophyll b als natlrliche Bestandteile von Grinkohl [181] in einem der Literatur

entsprechenden Verhaltnis von 3:1 (Chl a/Chl b) ermittelt [218].

In Manuskript | wurden ahnliche Trends hinsichtlich der Konzentrationen von Chlorophyllen
beobachtet wie fur Carotinoide nach einer Hochdruckbehandlung bis zu 600 MPa mit einer
HPP-Laboranlage. Eine Erhdhung der Druckstufen bis zu 600 MPa fuhrte zu einer
signifikanten Reduktion des Chlorophyligehalts, wahrend die Verldangerung der
Druckhaltezeiten  zu  leichten, aber nicht signifikanten = Erhdhungen  der
Chlorophyllkonzentrationen innerhalb einzelner Druckregime flhrten. Carotinoide sind zwar in
Photosynthese-Prozessen fur einen protektiven Effekt gegenuber Chlorophyllen
verantwortlich [219,220], jedoch kann nach derzeitigen Erkenntnissen nicht angenommen
werden, dass diese Effekte auch auf abiotischen Stress durch Hochdruck uUbertragbar sind.
Chlorophylle kénnen in Folge verschiedener Prozessierungsschritte sowohl enzymatischen

als auch nicht-enzymatischen Abbaureaktionen unterliegen, welche potenziell auf die
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Reduktion des Chlorophyligehalts in  Manuskript | zutreffen kénnte. Durch
Temperaturerhéhung und unter niedrigem pH-Wert kann Chlorophyll einer sauren Hydrolyse
unterliegen [221,222]. Eine Temperaturerhéhung von circa 3 °C pro 100 MPa liegt bei der
Hochdruckbehandlung vor und koénnte bei einer Starttemperatur von 25 °C zu einer
Endtemperatur von 38-40 °C fihren. Auch Lipoxygenase und Peroxidase kénnen in
Gegenwart von Linolsaure oder Polyphenolen zu einem Chlorophyllabbau durch Co-Oxidation
beitragen [223]. Sowohl Lipoxygenasen als auch Peroxidasen sind weit verbreitet in
pflanzlichen Spezies wie beispielsweise Kohlsorten [224,225]. Fir ein hochdruckbehandeltes
Spinatpuree wurden fur niedrigere Druckstufen (z.B. 200 MPa) signifikant erhohte
Chlorophyligehalte im Vergleich zu unbehandelten Proben berichtet. Im Zusammenhang mit
einer Druckerhéhung bis 600 MPa wurde jedoch ein Chlorophyllabbau und eine leichte, aber
nicht signifikante Konzentrationserhohung vergleichsweise zu einer unbehandelten Probe
ermittelt. [226]

Die Ermittlung von Chlorophyligehalten in gehacktem Grunkohl (Manuskript 1) ergab einen
weiteren Hinweis auf eine Abhangigkeit des Einflusses der Hochdruckbehandlung von der
Probenvorbehandlung. Im Gegensatz zu Manuskript | konnte in Manuskript Il eine signifikante
Erhéhung der Chlorophyllkonzentration in Griinkohl nach einer Druckprozessierung von
40 min bei 600 MPa ermittelt werden. Diese Ergebnisse bestatigen einen bereits
veroffentlichten Effekt von Hochdruck auf Chlorophyligehalte in Spinat (600 MPa, 5 min) [206]
und verstarken die Vermutung einer Druck-Matrix-Abhangigkeit wie es zuvor fir Carotinoide

postuliert wurde.

In Manuskript 11l wurde ein Grinkohlpuree unter anderem mit einer Labor-HPP-Anlage unter
Niedrigdruck-Bedingungen < 200 MPa druckbehandelt. Eine leichte, aber nicht signifikante
Reduktion des Chlorophyligehalts wurde in Analogie zu reduzierten Carotinoidgehalten in dem
Druckregime von 100 MPa ermittelt. Inwiefern enzymatische oder nicht-enzymatische
Abbauprozesse an einem Verlust von Chlorophyllen unter Niedrigdruck-Bedingungen beteiligt
sind, kann derzeit nicht eindeutig belegt werden. Verschiedene Enzyme wurden in der
Vergangenheit mit einem Abbau von Chlorophyll in Verbindung gebracht. Dazu z&hlen neben
Lipoxygenasen und Peroxidasen ebenso die Mg-Dechelatase, Phaophorbid a-Oxygenase,
Rote-Chlorophyll-Katabolit-Reduktase und Chlorophyllase [227]. Weiterhin wurde in
Manuskript Il der Effekt der Kombination von Hochdruck und thermischer Behandlung auf
Chlorophylle mit einer HPP-Pilotanlage untersucht. Auch hierbei konnten den
Carotinoidgehalten ahnliche Konzentrationstrends zugeordnet werden. Signifikant erhdhte
Chlorophyligehalte resultierten bei einer Temperaturkontrolle (40 °C) ohne Druckanwendung,

wahrend in Analogie zu Carotinoiden fur Druck- und Temperaturkombinationen (60-80 °C) bei
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600 MPa und einer Temperaturkontrolle bei 80 °C ein signifikanter Verlust an Chlorophyllen
ermittelt wurde. Ein mit der Temperaturerhdhung zusammenhangender Chlorophyllabbau
wurde insbesondere bei einer Druckbehandlung mit 600 MPa (80 °C) ermittelt. Der Vergleich
zu unbehandelten Grunkohlproben resultierte in hdheren Verlusten an Chlorophyll a (89,0 %)
als Chlorophyll b (48,0 %) und bestatigte literaturbekannte Angaben zu Chlorophyll-stabilitaten
nach einer druckunterstitzten, thermischen Behandlung (PATP) von Gemusesorten [228]. Die
PATP-Methodik aus Manuskript Il kann dennoch im Vergleich zu einer Dampfsterilisation bei
121 °C (Manuskript 1) als schonender Prozess beschrieben werden. Ein Verlust von 79,0 %
an Gesamtchlorophyllen wurde nach einem PATP-Verfahren (600 MPa, 5 min, 80 °C) im
Vergleich zu einem vollstandigen Verlust des Gesamtchlorophyllgehalts nach einer
Dampfsterilisation in Manuskript Il (121 °C, 2 bar, 20 min) ermittelt. Eine signifikante Erhdhung
der Extrahierbarkeit von Chlorophyllen bei einer Temperaturkontrolle (40 °C) ohne
Druckapplikation kann durch eine Stérung der zelluldren Integritat erklart werden [195].
Dieselbe Argumentation kann auf eine Anderung des Chlorophyligehalts von Grinkohl
zutreffen, nachdem Griinkohl-Plreeproben in Manuskript [l mit Hilfe einer industriellen HPP-
Anlage mit 200-600 MPa (5 min) und bis zu drei Druckzyklen behandelt wurden. Leicht
erhohte, aber nicht signifikante Unterschiede konnten im Vergleich zu unbehandelten Proben
ermittelt werden. In Analogie zu untersuchten Carotinoidkonzentrationen ist auch der

Zyklenbetrieb in Bezug auf einen erhéhten Chlorophyllgehalt nicht von industrieller Relevanz.

5.2 In-vitro-Resorptionsverfugbarkeiten in druckbehandeltem Grinkohl

Im Hinblick auf eine potentielle erndhrungsphysiologische Bewertung der Hochdruckeffekte
auf lipophile Inhaltsstoffe ist nicht nur eine Untersuchung von l6sungsmittelbasierten
Extrahierbarkeiten, sondern auch die Ermittlung von Resorptionsverfligbarkeiten von
Relevanz. Haufig wird als Folge einer erhdhten Extrahierbarkeit eine ebenso erhdhte
Resorptionsverfugbarkeit angenommen. Jedoch handelt es sich bei diesen beiden
Untersuchungsmethoden um unterschiedliche L&sungsprozesse von Carotinoiden und
Vitamin E in organischen Ldsungsmitteln oder den Transfer der Verbindungen aus einer
Lebensmittelmatrix in eine Mizell-Umgebung. Eine Bewertung von in-vitro-Resorptions-
verflgbarkeiten kann nur vorgenommen werden, wenn eine Vielzahl an madglichen
Einflussfaktoren  berlcksichtigt  wird, welche nicht notwendigerweise mit der
Lebensmittelprozessierung zusammenhangen mussen. Die Stabilitdt und der Gehalt von
Carotinoiden kdnnen innerhalb von unterschiedlichen Lebensmittelmatrizes wahrend einer
Prozessierung erheblich variieren [229-231]. Unterschiede in Resorptionsverfligbarkeiten von
Carotinoiden kdénnen ebenso aufgrund einer differenzierten zellularen Lokalisierung der

Verbindungen oder zellularer Strukturschaden auftreten [232], sowie durch eine
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unterschiedliche Auflésung von Protein-Carotinoid-Komplexen [233] und entsprechende
Loslichkeiten von lipophilen Verbindungen wahrend des Verdauprozesses [234,235] ermittelt
werden. Weiterhin kann die Verwendung von unterschiedlichen Olsorten in einem
in-vitro-Verdau aufgrund der Fettsdurenzusammensetzung und des Sattigungsgrades der
Fettsauren zu signifikanten Unterschieden in den Resorptionsverfiigbarkeiten von Lutein und
B-Carotin fuhren [236]. Zuletzt muss bericksichtigt werden, dass Carotinoide innerhalb
zellularer Strukturen in verschiedenen Kompartimenten gelagert sein konnen. Wahrend in
grunblattrigem Gemlse Carotinoide hauptsachlich in  der Thylakoidmembran von
Chloroplasten gelagert werden, koénnen Carotinoide in Frichten und Wurzeln in
membrangebundenen semi-kristallinen Strukturen vorliegen, welche einen Einfluss auf die
Resorptionsverfliigbarkeit haben kdnnen [235]. In Anbetracht einer Vielzahl mdglicher
Einflussfaktoren kann ein absoluter Studienvergleich haufig nicht zu eindeutigem
Erkenntnisgewinn fuhren. Ein relativer Vergleich zwischen Studien jedoch kann genutzt
werden, um beispielsweise Trends hinsichtlich einer bevorzugten Mizellarisierung von

lipophilen Pflanzenstoffen auch in Bezug auf eine ermittelte Extrahierbarkeit zu beurteilen.

In Manuskript | wurde deutlich, dass eine signifikant reduzierte Extrahierbarkeit von
(all-E)-Lutein bei einer Druckbehandlung bei 400 MPa (5-40 min) nicht mit einer verringerten
Resorptionsverfligbarkeit aus einem Grinkohlpulree korrelieren muss. Zugleich konnte nicht
ausgeschlossen werden, dass in einem Verdaumodell mit ungesattigten Fettsauren aus
Erdnussol eine mit Druckerhohung reduzierte Lipoxygenase-Aktivitat zu einem hoheren
Mizellarisierungsgrad beitragen konnte. Folglich konnte noch nicht geklart werden, ob
kompetitive Prozesse wie die Zellstrukturschadigung durch das HPP-Verfahren zu einer
Erhdhung der Resorptionsverfugbarkeit flhren koénnen, wahrend zugleich eine
druckabhangige, LOX-vermittelte Carotinoid-Co-Oxidation [237] zu einem reduzierten
Mizellarisierungsanteil von Carotinoiden fuhren kann. Ein relativer Vergleich von
Resorptionsverfligbarkeiten zwischen lipophilen, bioaktiven Pflanzenstoffen bestatigte eine
potentielle Mizellarisierung entsprechend der relativen Polaritdt einer Verbindung
((all-E)-Lutein > (all-rac)-a-Tocopherol > (all-E)-B-Carotin)) [238]. Die Grdlle gemischter
Mizellen in einem Verdaumodell wurde ebenso mit der Resorptionsverfigbarkeit von
Carotinen und Xanthophyllen in Korrelation gebracht. In Abhangigkeit von der MizellgroRe
werden hydrophobere Carotine mit der hydrophoben Mizellinnenseite und relativ hydrophilere
Xanthophylle mit der AuBenseite von Mizellen assoziiert. Wahrend eine Verkleinerung der
Mizellgréfie zu einer groReren Oberflache fur die Mizellarisierung von Xanthophyllen fihren
kann, wird eine gleichzeitig reduzierte Mizellarisierung von Carotinen durch eine zu geringe
Grole der Mizellinnenseite begriindet [239-241].

Die Untersuchungen der Druck - und Haltezeitabhangigkeiten (200-600 MPa, 5-40 min) in
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Manuskript | resultierten in einer leichten, aber nicht signifikanten Erhéhung der
Resorptionsverfligbarkeiten durch die Einstellung langerer Haltezeiten oder hoherer
Druckregime mit einer HPP-Laboranlage. Diese Ergebnisse konnten erneut in Manuskript Il
innerhalb einer Niedrigdruckstudie (10-100 MPa, 5-40 min) mit entsprechenden
Hochdruckkontrollen (200-600 MPa, 5 min) bestatigt werden. Im Gegensatz zu leicht erhdhten
Resorptionsverfligbarkeiten (p < 0,05) in Hochdruckregimen tber 100 MPa, wurden signifikant
reduzierte Verfuigbarkeiten von (all-E)-Lutein und (all-E)-B-Carotin in den Druckbereichen von
50-100 MPa (5-40 min) ermittelt. Ein Abbau von Carotinoiden kann insbesondere unter
niedrigen Dricken von enzymatischer Natur sein, wie es fur eine Carotinoid-Co-Oxidation
durch Lipoxygenase mdglich ist [104]. Enzymaktivierungen unterhalb von 200 MPa sind
moglich, wobei aufgrund reversibler Proteinentfaltung bei Niedrigdruck von einer hdheren
Anzahl aktiver Stellen wahrend einer verlangsamten Proteinriickfaltung nach der
Druckbehandlung ausgegangen wird [242]. Weiterhin kann eine erhdhte Enzymaktivitat durch
eine hohere Extrahierbarkeit von membran-gebundenen Enzymen nach einer
Hochdruckbehandlung erklart werden [243], wie es fur Lipoxygenase in verschiedenen
pflanzlichen Zellkompartimenten moglich sein kénnte [244]. Die Aktivierung von Enzymen
wurde auch mit einer partiellen Denaturierung oder Bindung von Isoenzymen in
Zusammenhang gebracht, unter welchen druckstabile und drucklabile Isoenzyme unter

Druckeinwirkung aktiv bleiben oder inaktiviert werden kdnnen [245].

Druck- und Temperatureffekte wurden fir die Hochdruckbehandlung von rohem und thermisch
behandeltem Tomatensaft berichtet [246]. Darin resultierte die Kombination von Temperatur
und Druck in einer hdheren Resorptionsverflugbarkeit von (all-E)-B-Carotin im Vergleich zu
rohem Tomatensaft. In Manuskript Ill konnte wahrend eines PATP-Verfahrens ein positiver
Einfluss der Druck-Temperatur-Kombination bis zu 80 °C und 600 MPa hinsichtlich einer
signifikant erhdhten Resorptionsverfigbarkeit von Carotinoiden und Vitamin E in einem

Grinkohlplree ermittelt werden.

FUr eine gepulste Druckanwendung mit bis zu drei Zyklen wurden keine signifikanten
Anderungen der Resorptionsverfligbarkeiten von (all-E)-B-Carotin, (all-E)-Lutein und Vitamin
E im Vergleich zu unbehandelten Griinkohlplrees ermittelt, wodurch zuvor ebenso nicht

signifikante Anderungen von Extrahierbarkeiten bestéatigt wurden.
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5.3 Einfluss von Hochdruck auf lipophile, antioxidative Kapazitaten

Antioxidantien aus pflanzlichen Lebensmitteln kénnen innerhalb der Erndhrung einen

bedeutenden gesundheitsfordernden Einfluss haben [247-249].

Die Beurteilung der antioxidativen Kapazitat Uber die quantitative Analytik aller einzelnen
Inhaltsstoffe ist gegenluber Methoden, welche die AOK als Summenparameter behandeln in
vielerlei Hinsicht von Nachteil. Eine hohe Diversitdt in der Zusammensetzung von
Antioxidantien pflanzlicher Nahrungsmittel (Sorte, Herkunft, Spezies) fuhrt durch die Analytik
von Einzelsubstanzen zu einem enormen Anstieg der Bearbeitungszeit und der finanziellen
Mittel. Zudem kann nicht unter allen Umstédnden von einer Korrelation zwischen der
antioxidativen Wirkung einer Substanz und der vorliegenden Konzentration aufgrund

synergistischer Effekte mit anderen Verbindungen ausgegangen werden [250].

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Verbindungen erforderten aufgrund eines
lipophilen Charakters den Einsatz von modifizierten hydrophilen Assays flr die Bestimmung
einer lipophilen antioxidativen Kapazitat. Verwendet wurden hierfir ein lipophiler TEAC-Test
und ein lipophiler ORAC-Test [251]. Die Anwendung von zwei mechanistisch
unterschiedlichen Assays legte die Grundlage fir eine umfangreichere Evaluation der
antioxidativen Kapazitdt nach einer Hochdruckbehandlung von Griinkohlproben aufgrund

unterschiedlicher Test-Sensitivitaten [164].

In den Manuskripten I-l1ll wurden unter anderem gehackte Griinkohlproben mit einer HPP-
Laboranlage mit Druckparametern von 200-600 MPa und Haltezeiten von 5-40 min
hochdruckbehandelt. Weiterhin erfolgte ein Vergleich der antioxidativen Kapazitaten

druckbehandelter Proben mit dampfsterilisierten Proben (121 °C, 10 min).

Die Untersuchung des Einflusses der Haltezeiten auf die antioxidative Kapazitat aus Extrakten
druckbehandelter Grinkohlproben resultierte in signifikanten Erhéhungen nach Verlangerung
der Haltezeiten bei 600 MPa bis zu 40 min (Manuskript I-1l). Im Vergleich zu zuvor erhdhten
Extrahierbarkeiten von lipophilen Verbindungen im Niedrigdruckbereich kann bei 600 MPa
nicht mehr von einer potentiellen Biosynthese antioxidativ wirksamer Verbindungen
ausgegangen werden. Der Einfluss der langeren Haltezeit auf hdhere antioxidative
Kapazitaten konnte auf eine erhdhte Extrahierbarkeit durch einen zunehmenden Verlust der
zellularen Integritat zurlckfihrbar sein [195]. Eine Haltezeitabhangigkeit konnte fir
druckbehandelten Spinat zuvor nicht innerhalb von hydrophilen TEAC-/ORAC-Assays ermittelt
werden [206]. Ein Unterschied zwischen hydrophilen und lipophilen antioxidativen Kapazitaten
konnte nicht nur mit der Druckstabilitdt der Verbindungen, sondern auch mit einer
unterschiedlichen Kompartimentierung hydrophober Spezies in pflanzlichem Gewebe

zusammenhangen [252,253].
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Eine signifikante Erhéhung der lipophilen, antioxidativen Kapazitat durch héhere Druckregime
bis zu 600 MPa wurde sowohl im L-ORAC-Assay als auch im aTEAC-Assay in Manuskript |
ermittelt. Aufgrund einer vorrangigen Publikation hydrophiler antioxidativer Kapazitaten
konnten die vorliegenden Ergebnisse in Relation zu entsprechend hydrophilen Assays gesetzt
werden. Hierbei stimmen im Kontext die Ergebnisse zu erhdhten antioxidativen Kapazitaten
aus Grunkohlextrakten mit ermittelten Trends aus druckbehandelten Saften aus Brokkoli und
Kohl bei 600 MPa [254], griinem Spargel (200-600 MPa, 10-20 min) [255] und Zwiebelproben
(100-400 MPa, 5 min) [256] Uberein. Nicht signifikante Anderungen von antioxidativen
Kapazitaten in Extrakten aus druckbehandelten Gemisesorten wurden fir Karotten, Brokkoli
und Tomaten bei Driicken bis zu 800 MPa und fir Tomatensaft bis zu 200 MPa berichtet
[257,258], wahrend eine potentielle Rohstoffabhangigkeit hinsichtlich leicht erhdhter oder
reduzierter antioxidativer Kapazitaten druckbehandelter Obst- und Gemisesorten bei
800 MPa ermittelt wurde [259].

In Manuskript [l konnte ein Zusammenhang zwischen einer signifikant erhdhten
Extrahierbarkeit von Gesamtcarotinoiden nach einer Druckbehandlung (200-600 MPa) von
gehacktem Griinkohl fir 10 min und einer signifikant erhéhten lipophilen, antioxidativen
Kapazitat hergestellt werden. Hierdurch konnten die Ergebnisse zu einer druckabhangigen
antioxidativen Kapazitat aus Manuskript | durch eine erhdhte Konzentration lipophiler

Antioxidantien bestatigt werden.

Der Vergleich von hochdruckbehandelten und thermisch, dampfsterilisierten Grinkohlproben
zeigte eine deutliche Abweichung der Sensitivitdten zwischen den lipophilen TEAC- und
ORAC-Assays (Manuskript 1). Wahrend eine Verlangerung der Druckhaltezeiten bei 600 MPa
mit einer signifikant erhdhten antioxidativen Kapazitat innerhalb beider Assays in
Zusammenhang gebracht werden konnten, resultierte eine Dampfsterilisation bei 121 °C
(20 min) in signifikant erhdhten ORAC-Werten, wahrend keine signifikante Anderung der
antioxidativen Kapazitat im lipophilen TEAC-Assay ermittelt wurde. In Anbetracht von
signifikant reduzierten Gehalten an Gesamtcarotinoiden und Chlorophyllen sowie einem leicht,
aber nicht signifikant reduzierten Vitamin-E-Gehalt in dampfsterilisierten Proben, kann
vermutet werden, dass auch potentielle Abbauprodukte von lipophilen, bioaktiven
Pflanzenstoffen eine antioxidative Kapazitat besitzen kdnnen. Oxidationsprodukte von
a-Tocopherol [260] wurden in Manuskript Il nicht untersucht. Im Gegensatz dazu konnte eine
signifikante Zunahme an Pheophytin-lIsomeren durch thermischen Chlorophyllabbau ermittelt
werden. Weiterhin kann eine thermisch bedingte Z-lsomerisierung von Carotinoiden wie
(all-E)-B-Carotin [261] zu einer Anderung der antioxidativen Kapazitat fiihren, wie es im
Vergleich zu (92)-3-Carotin verdffentlich wurde [262].
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5.4 Lagerfahigkeit hochdruckbehandelter und dampfsterilisierter Grinkohl-

Matrizes

In Manuskript Il wurde die Lagerfahigkeit von gehacktem Grunkohl in Bezug auf den Gehalt
an lipophilen, bioaktiven Pflanzenstoffen vor und nach einer Lagerung untersucht. Dabei
erfolgte keine Bestimmung einer Haltbarkeit, sondern eine Charakterisierung der
Lagerfahigkeit Uber die Ermittlung der Gehalte an Gesamtcarotinoiden, Chlorophyllen und
Vitamin E sowie der lipophilen antioxidativen Kapazitaten. Ein Vergleich fand statt zwischen
einer Hochdruckbehandlung (600 MPa, 10 min, Raumtemperatur) und einer Dampfsterilisation
(2 bar, 20 min, 121 °C), mit anschliellender Lagerung der Proben bei 5°C unter

Lichtausschluss fur zwei Monate.

Wahrend unmittelbar nach der Hochdruckbehandlung (600 MPa, 10-40 min) und ohne
Lagerung, signifikant erhdhte Extrahierbarkeiten von Gesamtcarotinoiden ermittelt wurden,
resultierte die Lagerstudie in einem signifikanten Verlust (67,0 %) der Carotinoide im Vergleich
zur unbehandelten Probe. Die Dampfsterilisation verursachte nach einer 20-minltigen
Behandlung einen Verlust von 31,0 % im Vergleich zu unbehandelten Proben, wahrend eine
folgende Lagerung der thermisch behandelten Proben keine signifikanten Anderungen der
Gesamtcarotinoidkonzentration zur Folge hatte. Ahnliche Gehaltsdnderungen wurden fiir den
Vitamin-E-Gehalt ermittelt. Die Lagerung von hochdruckbehandelten Proben resultierte in
einem signifikanten Verlust an (all-rac)-a-Tocopherol von 90,0 % im Vergleich zu
unbehandelten Proben. Im Gegensatz dazu konnten keine signifikanten Unterschiede zu
dampfsterilisierten und dampfsterilisiert gelagerten Proben ermittelt werden. Auch der
Gesamtchlorophyligehalt unterlag nach einer zwei-monatigen Lagerung einem signifikanten
Verlust von 33,0 %, wahrend aufgrund eines vollstandigen Chlorophyllabbaus nach der
Dampfsterilisation kein Chlorophyligehalt in dampfsterilisierten, gelagerten Proben
bestimmbar war. Im Vergleich zu unbehandelten Proben konnte ein signifikanter Verlust an
antioxidativer Kapazitat nur fir dampfsterilisierte Griinkohlproben innerhalb des aTEAC-
Assays ermittelt werden. Ein Vergleich zwischen den Ergebnissen des L-ORAC- und aTEAC-
Tests hinsichtlich gelagerter Proben resultierte in keinen signifikanten Unterschieden. Ein
Lagereffekt im Vergleich zu behandelten, nicht gelagerten Proben wurde fur HPP-Grinkohl
(600 MPa, 10 min) mit einem hoéheren Verlust antioxidativer Kapazitaten (aTEAC: 78,0 %; L-
ORAC: 30,0 %) als bei dampfsterilisierten Proben (aTEAC: 34,0 %; L-ORAC: -20,0 %)

ermittelt.

Der Vergleich der Hochdruckbehandlung mit der Dampfsterilisation ohne Lagerkomponente
hat gezeigt, dass signifikant erhohte antioxidative Kapazitaten sowie Extrahierbarkeiten von

Gesamtcarotinoiden und Gesamtchlorophyllen durch geeignete Druckparameter erzielt
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werden konnen. Die Stérung zellularer Strukturen durch Hochdruck kann eine somit héhere
Freisetzung von bioaktiven Pflanzenstoffen hervorrufen [263]. Zugleich wurde eine
druckgetriebene Reduktion der Vitamin-E-Gehalte ermittelt, welche im Widerspruch zu einer
zellularen Strukturstérung und somit erhéhten Vitamin-E-Freisetzung steht. Ein Verlust an
Vitamin E wahrend einer Hochdruckbehandlung wurde jedoch auch in Manuskript | bereits
beobachtet und kann auf einen antioxidativen Effekt von Vitamin E gegenuber Carotinoiden
zurickzufihren sein [264]. Im Gegensatz zur Hochdruckbehandlung konnten der
Dampfsterilisation signifikante Verluste an Gesamtcarotinoiden und Gesamtchlorophyll
zugeordnet werden, welche im Kontext der thermischen Labilitat dieser Verbindungen stehen
[265,266]. Die thermische Stabilitdt von Vitamin E [215,216] wurde wahrend der
Dampfsterilisation in Manuskript |l bestatigt. Ein Vergleich zwischen den Anderungen des
Vitamin-E-Gehalts in dampfsterilisierten Proben (Manuskript II, nicht signifikant gedndert) und
thermisch druckbehandelten Proben bei 600 MPa und 80 °C (Manuskript IlI, signifikant erhéht),
verdeutlicht das Potential einer Druck-Temperatur-Kombination hinsichtlich der Retention bzw.

der Erhéhung der Gehalte an Vitamin E in Griinkohl.

Die Lagerung von hochdruckbehandelten Proben bestatigte, dass die Hochdruckbehandlung
ohne zusatzliche Temperaturparameter in der Regel nur fir eine zeitlich begrenzte
Verlangerung der Lagerfahigkeit frischer gekihlter Proben von Vorteil sein kann [267].
Signifikante Verluste an Gesamtcarotinoiden, Gesamtchlorophyll, Vitamin E und antioxidativen
Kapazitaten im Vergleich zu ungelagerten, druckprozessierten Proben und zu entsprechend
dampfsterilisierten Proben in Manuskript Il stehen im Kontext dieser Aussage. Innerhalb der
vorliegenden Studien konnte der Verlust der untersuchten Pflanzenstoffe durch Lagerprozesse
nicht individuellen Zerfallsmechanismen zugeordnet werden. Jedoch ist bekannt, dass die
Hochdruckbehandlung ohne zusatzliche Temperaturkomponente erst bei verwendeten
Dricken zwischen 800-1700 MPa bei Raumtemperatur bakterielle Sporen inaktivieren kann
[268—-270]. Auch enzymatische Aktivitdten, welche zu dem Verlust von bioaktiven
Pflanzenstoffen  beitragen kdénnen, sind als druckstabil beschrieben wurden
[88,89,93,190,271,272]. Zusatzlich kdnnen wahrend der Lagerung von
hochdruckbehandeltem Grunkohl (Manuskript Il) Oxidationsprozesse von Pflanzenstoffen
durch den Einschluss von Luft innerhalb des Probengefal3es auftreten. Dampfsterilisierte
Grinkohlproben hingegen wurden entsprechend der herkdmmlichen Verfahrensweise in
wassriger Salzlésung (Natriumchlorid) thermisch behandelt. Sowohl ein Abbau von labilen
Inhaltsstoffen durch die Temperaturerhdhung als auch durch den Ubergang von der
Grunkohlmatrix in die wassrige Phase sind mdglich. Folglich sind beide
Konservierungsverfahren in der Gesamtheit der Probenvorbereitung und der verwendeten

Parameter zu betrachten.

42



DISKUSSION

Weiterhin kénnen die HPP-Ergebnisse der Lagerstudie in Manuskript |l eine begrenzte
Lagerfahigkeit entsprechend kommerziell erhaltlicher HPP-Lebensmittel mit einer
durchschnittlichen Haltbarkeit bei 4 °C von 21 Tagen bis zu 12 Monaten (Safte und Getranke),
1-6 Monaten (Gemuseprodukte), 21 Tagen - 2 Monaten (Fleischprodukte) sowie fir

Meeresfriichte von 10 Tagen - 2 Monaten bestatigen [267].

Die Ergebnisse der untersuchten Lagerfahigkeit von Hochdruckproben aus Manuskript Il im
Kontext der Ergebnisse zu PATP-Proben aus Manuskript Ill bestatigten, dass es sich bei der
Hochdruckbehandlung unter den gewahlten Bedingungen um eine komplementare
Konservierungstechnik im Sinn einer ,hurdle technique“ handelt, welche durch eine
zusatzliche thermische Prozesskomponente flr eine schonende Behandlung vergleichend zu
einer herkdmmlichen Hitzesterilisation erganzt werden kann. Eine Untersuchung der

Lagerfahigkeit von PATP-Proben wurde in der vorliegenden Arbeit jedoch nicht durchgefiihrt.

5.5 Beurteilung der Effekte von Parametern unterschiedlicher Hochdruck-

anlagen

In der vorliegenden Arbeit wurden drei unterschiedliche Hochdruckanlagen fir die
Druckbehandlung von Griinkohl genutzt. Eine HPP-Laboranlage diente mit einem geringen
Druckkammervolumen der Etablierung eines experimentellen Designs und der
systematischen Untersuchung von Druckstufen und Druckhaltezeiten im Niedrigdruck- und
Hochdruckbereich. Eine HPP-Pilotanlage wurde genutzt, um die Effekte einer Druck-
Temperatur-Kombination zu untersuchen, wahrend eine industrielle HPP-Anlage fur eine
klassische Hochdruckbehandlung (niedrige Temperatur, hoher Druck) in Verbindung mit einer

Druckzyklenoperation genutzt wurde.

Der Grund fur die Nutzung dieser HPP-Anlagen lag in unterschiedlichen technischen
Voraussetzungen fir die Realisierung der festgelegten Hochdruckexperimente. Auch wenn
Hochdruckanlagen im Wesentlichen aus hydraulischen Pumpen, Druckverstarkern,
Druckkammern, Reservoirs fur Flussigkeiten sowie Ventilen und Rohrleitungen bestehen, so
kénnen unterschiedliche Pumpen und Druckverstarker das Erreichen und die damit
verbundene Zeitspanne eines bestimmten Druckaufbaus beeinflussen. Die Verwendung von
unterschiedlichen Flussigkeiten in den Druckkammern kann zu einem starkeren oder
geringeren Temperaturanstieg wahrend des Druckaufbaus fuhren. Weiterhin sind mehrere
Druckkammervarianten verfiigbar (dickwandig, mehrwandig, drahtgewickelt), welche in Bezug
auf bestimmte Anwendungen, wie zum Beispiel fiir das Erreichen von ultrahohem Druck tber
800 MPa oder die Kombination von Druck und Temperatur, Limitierungen aufweisen kénnen.

[273]. Hinsichtlich dieser und weiterer, potentieller Einflussfaktoren auf geratetechnischer
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Ebene kann sich eine Vergleichbarkeit von Hochdruckexperimenten bereits als kompliziert

erweisen.

Weiterhin wurden innerhalb der vorliegenden Arbeit - entsprechend technischer
Voraussetzungen - unterschiedliche Verpackungsarten fir die Hochdruckbehandlung von
Grinkohl gewahlt. Innerhalb der Druckstudien mit Hilfe der HPP-Laboranlage dienten Cryo-
Roéhrchen aus Polypropylen als Probenreservoirs. Fir die Verwendung der HPP-Pilotanlage
und der industriellen HPP-Anlage wurden Grinkohlproben nicht in Réhrchen gefiillt, sondern
in mehrlagigen Folien (Polyamid, Polyethylen) vakuumiert. Die Entwicklung und Optimierung
von Polymermaterialien fur die Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln ist bereits ein
separates Forschungsfeld, weil hierflr nicht nur druckstabile Materialien, sondern inzwischen
auch nachhaltige Biopolymere und Werkstoffe bendétigt werden, welche weder Fremdstoffe in
das Lebensmittel eintragen (z.B. aus recycelten Kunststoffen) sowie aus einer
Druckflissigkeit Ubertragen. Aus anwendungsorientierter Sicht ist das Vakuumieren von
Lebensmitteln die bessere Wahl, um einen potentiellen Gasraum innerhalb der Verpackung
und eine damit verbundene Oxidation durch vorhandenen Luftsauerstoff zu reduzieren [273].
Ein solcher Gasraum kann trotz vorsichtiger Probenvorbereitung bei dem Beflllen von Cryo-
Réhrchen mit Griinkohl entstanden sein. Hierdurch wird die Vergleichbarkeit zwischen den

verwendeten HPP-Anlagen erschwert.

Ein wesentlicher Einflussfaktor kann weiterhin die Probenvorbehandlung sein. Ein
Grunkohlpuree wurde fir die Druckbehandlung in Manuskript | (Studien zu Druckstufen und
Haltezeiten) und Manuskript 11l (Niedrigdruckstudien mit Laboranlage, Temperaturstudien mit
Pilotanlage, Zyklenstudien mit industrieller Anlage) genutzt. In Manuskript Il dienten gehackte
Grunkohlproben einem Vergleich zwischen der Hochdruckbehandlung und der
Dampfsterilisation, um kommerziell erhaltliche Griinkohlprodukte realistischer abbilden zu
kénnen. Da in einem Grinkohlpiree im Vergleich zu gehacktem Griinkohl die zellularen
Strukturen weitgehend gestoért sind, kann von einer héheren Freisetzung von Pflanzenstoffen
in den extrazellularen Raum ausgegangen werden, wodurch potentielle enzymatische und
nicht-enzymatische Abbauprozesse vor, wahrend und nach der Hochdruckbehandlung

begunstigt sein kdnnten.

Ein weiterer Unterschied zwischen den Hochdruckanlagen kann in der Anfangstemperatur
bestehen. Wahrend die HPP-Laboranlage unter Raumtemperatur betrieben wurde, dienten
Temperaturparameter zwischen 40-80 °C in der Pilotanlage und 10 °C in der industriellen
HPP-Anlage als Starttemperaturen vor der Druckbehandlung. Die Wahl einer niedrigen
Fluidtemperatur vor dem HP-Prozess kann von Vorteil sein, um die Temperatur bei erreichtem

Druckmaximum aufgrund der Kompressionswarme moglichst gering zu halten.
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Die hierin beschriebenen Einflussfaktoren sollen verdeutlichen, dass Studien zu der
Hochdruckbehandlung nicht nur hinsichtlich der behandelten Proben, sondern auch beztiglich
verwendeter Parameter kritisch bewertet werden sollten. Eine Standardisierung der
Publikationen von HPP-Studien hinsichtlich eines Minimums an veroffentlichen Parametern

kann zu einer zuverlassigeren Vergleichbarkeit beitragen [274].

5.6 Erndhrungsphysiologische Relevanz der Hochdruckbehandlung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass das Hochdruckverfahren einer
schonenden Konservierungsmethode entsprechen kann. Im Vergleich zur konventionellen
Hitzesterilisation trug die Hochdruckbehandlung zu einer wesentlichen Retention von
Pflanzenstoffen wie Carotinoide, Chlorophylle und Vitamin E in Grinkohl bei. Die verwendeten
Analysenmethoden fuhrten zu neuen Erkenntnissen hinsichtlich der Charakterisierung des
hochdruckbehandelten Lebensmittels anhand von Extrahierbarkeiten, antioxidativen
Kapazitaten und Resorptionsverfligbarkeiten. Hierdurch konnte gezeigt werden, welche Art
und Menge der untersuchten Pflanzenstoffe in einem potentiellen gastrointestinalen System
zur Verfugung stehen kénnen. Fur eine ernahrungsphysiologische Bewertung konnte somit
nur teilweise geklart werden, inwiefern durch hochdruckbehandelte Produkte eine erhéhte
Zufuhr bestimmter Lebensmittelinhaltsstoffe flir eine Resorption zur Verfigung gestellt werden
kann. Gegenstand weiterer Arbeiten kann eine Untersuchung des Einflusses der
Hochdruckbehandlung auf die Resorption von lipophilen Inhaltsstoffen in Griinkohl durch die
Intestinalschleimhaut hindurch und folglich in die Lymphe oder Blutbahn im Menschen sein.
Das fur die Resorptionsverfiugbarkeit genutzte Modellsystem entsprach einem in-vitro-
Verdaumodell und ist daher nicht vollstdndig auf den menschlichen Verdauapparat

Ubertragbar.

In Manuskript Ill konnte gezeigt werden, dass mit der Hochdruckbehandlung in einer
industriellen HPP-Anlage (400 MPa, 5 min, 1 Zyklus sowie 600 MPa, 5 min, 3 Zyklen) die
Resorptionsverfugbarkeiten von (all-E)-B-Carotin, (all-E)-Lutein und Vitamin E innerhalb eines
Trends leicht, aber nicht signifikant erhéht werden konnten. Signifikant erhdhte
Resorptionsverfugbarkeiten wurden in Manuskript Il durch eine thermische Druckbehandlung
bei 600 MPa, 5 min und 40 °C fur (all-E)-B-Carotin (+ 189,0 %) und (all-E)-Lutein (+ 58,0 %)
im Vergleich zu unbehandeltem Grinkohl ermittelt. Eine darin bestehende Harmonisierung der
Ergebnisse einer erhdhten Extrahierbarkeit und Resorptionsverfugbarkeit kann von
ernadhrungsphysiologischer Relevanz sein. Besonders (all-E)-B-Carotin ist fur eine Provitamin-
A-Aktivitat bekannt, welche in Retinolaktivitdtsaquivalenten (engl. retinol activity equivalents,
RAE) angegeben werden kann. Die Deutsche Gesellschaft fur Ernahrung empfiehit
geschlechterspezifisch fur Erwachsene Gber 19 Jahre und unter 65 Jahre eine tagliche Zufuhr
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von 850 ug (mannlich) und 700 ug (weiblich) RAE, wobei 1 ug RAE insgesamt 28 ug B-Carotin
entsprechen [151].

Die Bioverfugbarkeit von Carotinoiden durch Humanstudien mit generell prozessierten
Lebensmitteln wurde bisher nur unzureichend untersucht. Eine 1,8-fach hohere
Bioverfugbarkeit von B-Cryptoxanthin wurde in Plasmaproben von Probanden ermittelt, welche
pasteurisierten Orangensaft anstatt frischen Orangensaft aufgenommen haben [275]. Eine
signifikant héhere Absorption von B-Cryptoxanthin und Lutein wurde fir ein fermentiertes
Orangensaftgetrank im Vergleich zu frischem Orangensaft berichtet [276]. Eine erhdhte
Serumkonzentration wurde fur Xanthophylle aus prozessiertem Orangensaft im Vergleich zu
Carotinen berichtet, wobei die Erhdhung der Carotinoidkonzentration in Serum nach 14 Tagen

zwischen frischem und hochdruckbehandeltem Orangensaft als vergleichbar galt [277].

Die Bioverfligbarkeit von Vitamin C als hydrophile Verbindung wird in der Literatur derzeit noch
kontrovers hinsichtlich des Einflusses der Hochdruckbehandlung diskutiert. So wurden sowohl
nicht signifikante als auch signifikant erhohte Bioverfugbarkeiten durch den Konsum von
Orangensaft berichtet [278-280].

Die Hochdruckbehandlung kann folglich basierend auf erhéhten Resorptionsverfligbarkeiten
in Kombination mit Temperaturen bis 80 °C (vorliegende Arbeit) und hinsichtlich
literaturbekannter, erhohter Bioverfugbarkeiten von lipophilen und hydrophilen
Lebensmittelinhaltsstoffen eine ernahrungsphysiologische Relevanz haben. Jedoch ist zu
beachten, dass die Bioverfugbarkeiten von Antioxidantien aus Frichten und Gemdusearten
auch unter anderem von weiteren Lebensmittelbestandteilen, wie aufgenommenen

Ballaststoffen, abhangig sein und reduziert werden kénnen [281].
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6 Schlussfolgerungen

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Hochdruckbehandlung als
alternative Konservierungsmethode die Extrahierbarkeiten und Resorptionsverfligbarkeiten
von lipophilen, bioaktiven Pflanzenstoffen in Griinkohl sowie deren lipophile, antioxidative
Kapazitaten signifikant beeinflussen kann. Die Komplexitat von hydrostatischen Druckeffekten
wurde in der Einkomponentenmatrix in Abhangigkeit von Parametern wie Druck, Haltezeit und
Temperatur deutlich. Fir die Realisierung der HPP-Prozessparameter wurden mehrere

Hochdruckanlagen in Labor-, Pilot- und Industriemal3staben eingesetzt.

Eine Verlangerung der Druckhaltezeiten in einer Laboranlage resultierte in den
Manuskripten | und Il bei industriell relevantem Hochdruck von 600 MPa in erhdhten
Extrahierbarkeiten von Carotinoiden und Chlorophyllen bei 5-minitigen Druckbehandlungen.
Jedoch wurde in Manuskript Il deutlich, dass zusatzlich die Probenvorbehandlung hinsichtlich
einer gehackten Matrix zu signifikant erhéhten Carotinoid- und Chlorophyligehalten beitragen
kann. Dadurch kommt dem Grad der Lebensmittelverarbeitung vor der Hochdruckbehandlung
eine besondere Bedeutung zu. Aufgrund einer hohen Beliebtheit von Griinkohl auch als Zutat
in potentiell druckprozessierbaren Produkten ergibt sich die Fragestellung, inwiefern der
Verarbeitungsgrad auch bei einer saisonal limitierten und zuvor tiefgekihlten Rohware einen
Einfluss auf lipophile Inhaltsstoffe nach einer Hochdruckbehandlung haben kann. Hinweise auf
vergleichbare Hochdruckeffekte bei frischem und zuvor tiefgefrorenem Grinkohlpuree
resultieren aus Manuskript | und Ill. Mit einer HPP-Laboranlage wurden reduzierte
Extrahierbarkeiten von Carotinoiden durch eine Druckstufenerhdhung von 200 auf
600 MPa (5 min) im Vergleich zu unbehandelten Proben ermittelt. Jedoch handelte es sich
dabei um saisonal unterschiedliche Rohwaren, wodurch weitere Untersuchungen zum Einfluss
der Lebensmittelprozessierung vor einer Hochdruckbehandlung notwendig sind. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kdnnen daher zu der Schlussfolgerung fuhren, dass nicht
nur ein minimal invasives Konservierungsverfahren, sondern auch eine minimale
Vorprozessierung zu einem erhdhten Gehalt durch bessere Extrahierbarkeiten lipophiler,

bioaktiver Pflanzenstoffe in hochdruckbehandeltem Grinkohl beitragen kann.

Die Erhéhung von Extrahierbarkeiten resultierte nicht nur aus einer geeigneten
Probenvorbehandlung, sondern auch aus der Wahl von Druck- und Temperaturparametern.
Deutlich wurden diese Effekte in Manuskript Ill durch die Untersuchung von
Niedrigdruckparametern < 200 MPa (Laboranlage) sowie  Druck- und  Temperatur-
kombinationen (Pilotanlage). Ein signifikant erhdhter Vitamin-E-Gehalt nach verlangerten

Haltezeiten bei 10 - 50 MPa sowie erhdhte Carotinoidgehalte bei milden Temperaturkontrollen
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ohne Druckparameter (< 60 °C) lassen die Frage offen, inwiefern eine
Niedrigdruckbehandlung mit leicht erhéhten Temperaturen sowohl den Vitamin-E-Gehalt als

auch die Carotinoidgehalte signifikant erhéhen kann.

Aus den vorliegenden Ergebnissen koénnte geschlussfolgert werden, dass durch die
Kombination geeigneter Niedrigdruck- und Temperaturparameter sowie einer anschlieRenden
Hochdruckbehandlung bei moderaten Temperaturen ein Grinkohlprodukt mit einer
verlangerten Lagerfahigkeit als auch erhdhten Extrahierbarkeit bioaktiver, lipophiler
Pflanzenstoffe erhalten werden kdnnte. Die Zielstellung eines Folgeprojekts wirde somit eine

potentielle HPP-Parameteroptimierung einschlieRen.

Insbesondere in Manuskript || wurde durch den Vergleich der Hochdruckbehandlung in einer
Laboranlage mit einer Dampfsterilisation von gehacktem Grinkohl deutlich, dass das
HPP-Verfahren eine alternative und schonende Konservierungsmethode hinsichtlich
thermisch labiler, lipophiler Lebensmitteinhaltsstoffe sein kann. Als aufschlussreich erwies sich
die darin enthaltene Lagerstudie flr den Vergleich beider Konservierungsverfahren. Als
vorteilhaft stellten sich die signifikant erhdhte Extrahierbarkeit von Carotinoiden und
Chlorophyllen in gehacktem Griinkohl unmittelbar nach der Hochdruckbehandlung heraus
sowie eine vergleichsweise langere Lagerfahigkeit von dampfsterilisierten Proben. Die
Kombination aus hydrostatischem Druck und moderat erhéhten Temperaturen konnte folglich
als Parameteroptimierung sowohl flr den Erhalt organoleptischer Eigenschaften als auch fir

die Retention wertbestimmender Inhaltsstoffe und fiir hohe antioxidative Kapazitaten dienen.

Aus Manuskript Il kann unter anderem geschlussfolgert werden, dass unter industriellen
Bedingungen eine zweifache und dreifache Druckbehandlung nicht zu einer signifikanten
Optimierung von Carotinoid- und Chlorophyligehalten fihrt und deshalb aus kommerzieller
Perspektive nicht von Relevanz ist. Dabei wurde jedoch im Vergleich zu Manuskript | deutlich,
dass bei industriell relevantem Druck von 600 MPa die Starttemperatur des Druckmediums
und die Verpackung eines Grinkohlplrees einen signifikanten Einfluss auf den Gehalt an
lipophilen Pflanzenstoffen haben kénnen. Weiterhin kann geschlussfolgert werden, dass eine
Kombination aus erhohtem Druck und moderaten Temperaturen sowohl zu hdheren
Extrahierbarkeiten als auch zu erhéhten Resorptionsverfliigbarkeiten (p < 0,05) von
Carotinoiden flhren kann. Somit kann der Untersuchung des Temperaturparameters in
Folgeprojekten eine besondere Bedeutung zukommen, insbesondere aufgrund einer
signifikant erhdhten Freisetzung von Vitamin E bereits bei 600 MPa und 40 °C. Somit bleibt
folglich die Frage zu klaren, inwiefern ein Temperaturoptimum zwischen 10-40 °C vorliegen
kann, welches sowohl zu signifikant erhohten Extrahierbarkeiten als auch

Resorptionsverfugbarkeiten von lipophilen bioaktiven Pflanzenstoffen beitragt. Auch aus
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kommerzieller Perspektive ware die weitere Reduktion der Prozesstemperatur von Interesse,
um Energiekosten zu reduzieren und die bendtigte Zeit flir das Erwarmen des Druckmediums

zu Gunsten eines hoheren Durchsatzes im Batch-Verfahren zu reduzieren.

Kritisch an dieser Arbeit ist anzumerken, dass ein quantitativer Vergleich zwischen den
verwendeten HPP-Anlagen in Bezug auf die generierten Ergebnisse nicht zulassig ist. Die Art,
GroRe und das Material von Verpackungen variierten entsprechend technischer
Voraussetzungen. Saisonal lagen unterschiedliche Griinkohl-Rohmaterialien vor, um sowohl
frische als auch unbehandelte Proben fir Hochdruckprozesse verfligbar zu haben. Daher kann
hinsichtlich erhdhter Extrahierbarkeiten und Resorptionsverfigbarkeiten von bioaktiven
Pflanzenstoffen unter industriellen Bedingungen lediglich von einer Parameteroptimierung
ausgegangen werden, welche im Rickschluss durch den Vergleich mit einer Laboranlage

unter aquivalenten Bedingungen Uberprift werden kann.

Weiterhin konnte nicht geklart werden, welchen Einfluss enzymatische Abbau- oder
Biosyntheseprozesse beispielsweise bei Niedrigdruckbedingungen auf den Gehalt und die
Resorptionsverfligbarkeiten von untersuchen Analyten haben kénnen. In Manuskript [l wurde
zwar vermutet, dass eine reduzierte Resorptionsverfligbarkeit von Carotinoiden durch eine
potentiell erhdhte Lipoxygenaseaktivitdt vorliegen kann, jedoch fehlen hierflir belastbare
Ergebnisse. Hilfreich koénnte hierbei eine Studie zu LOX-Aktivitaten mit optischen
Assaymethoden unter Niedrigdruck- und Hochdruckbedingungen sein. Weiterhin kann ein
indirekter Nachweis der LOX-Aktivitat Gber die Untersuchung des Abbaus von Carotinoiden in
einem Modellsystem, in Anwesenheit von Lipoxygenase und einem Substrat wie Linolsaure,
vor und nach einer Druckbehandlung sein. Sollte ein druckabhangiger Abbau von Carotinoiden
durch LOX vorliegen, kann weiterhin ein Vergleich des Abbaus unterschiedlicher Carotinoide,
auch in Anwesenheit von antioxidativ wirksamen Substanzen (z. B. Polyphenole, Vitamin C,
Vitamin E), vorgenommen werden. Somit kann die Komplexitdt eines vorliegenden
Modellsystems schrittweise an eine biologische Matrix angepasst werden, um

Wechselwirkungen zwischen Einzelsubstanzen zu untersuchen.

Zuletzt ist anzumerken, dass perspektivisch nicht nur der Erhalt wertbestimmender
Inhaltsstoffe zu bewerten ist, sondern auch die mikrobiologische Stabilitat von
hochdruckbehandelten Proben, um zusatzlich Informationen Uber die Sicherheit eines

Lebensmittels angeben zu kénnen.
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7 Zusammenfassung

Die Ernahrung ist ein korperliches Grundbedurfnis des Menschen, in welchem zunehmend die
Themen Gesundheit und Nachhaltigkeit an Bedeutung gewinnen. Aufgrund einer wachsenden
Weltbevolkerung und  klimatischer  Veranderungen steht dabei auch das
lebensmittelverarbeitende Gewerbe vor einer herausfordernden Aufgabe. So wird geschatzt,
dass etwa ein Drittel der produzierten Lebensmittel weltweit als Abfall verloren gehen und
zugleich den Grinhausgas-Fulabdruck entlang der Wertschdopfungskette bis zur Deponierung
erhohen. Folglich kann die Konservierung von Lebensmitteln entscheidend fur die Reduktion
von Lebensmittelverschwendung und damit verbundenen Erhéhung der Nachhaltigkeit in dem
Nahrungsmittelsektor sein. Die Hochdruckbehandlung bietet hierbei den Vorteil, dass nicht nur
durch geringe Temperaturen, sondern auch durch eine Wiederverwendung des genutzten
Druckmediums, ein flr Lebensmittelinhaltstoffe ~ schonender und nachhaltiger

Konservierungsprozess angeboten werden kann.

Im Vergleich zu der konventionellen Hitzesterilisation ist die Hochdruckbehandlung auch
hinsichtlich der Vermarktung druckbehandelter Lebensmittel noch eine alternative und
neuartige Konservierungsmethode. Zu den gangigen HPP-Parametern zahlen unter anderem
die Anpassung von Druckregimen, Haltezeiten sowie der Temperatur entsprechend der zu
behandelnden Matrix und der gewlinschten Verlangerung der Lagerfahigkeit. Haufig wird bei
der Hochdruckbehandlung von einem schonenden Prozess ausgegangen, welcher
weitgehend fur hydrophile, bioaktive Pflanzenstoffe bestatigt werden konnte. Folglich liegt die
Hypothese nahe, dass auch lipophile, sekundare Lebensmittelinhaltstoffe wie Carotinoide,
Vitamin E und amphiphile Chlorophylle keiner signifikanten Reduktion im Gehalt durch das
HPP-Verfahren unterliegen. Allerdings wurde die Hypothese insbesondere unter
Bertcksichtigung von Niedrigdruck, Hochdruck, Druckzyklen, Druckhaltezeiten und erhéhten

Temperaturen nicht ausreichend wissenschaftlich untersucht.
Die Dissertation hatte folgende Zielstellungen fir Studien an einer Griinkohl-Matrix:

e Untersuchung der Effekte von Druckparametern wie der Haltezeit und des
Druckregimes auf die Extrahierbarkeit von lipophilen, bioaktiven Pflanzenstoffen und
auf die antioxidative Kapazitat von Grunkohlextrakten mit Hilfe einer HPP-Laboranlage

e Vergleichende Untersuchung zwischen einer konventionellen Dampfsterilisation und
der Hochdruckbehandlung von Grinkohl hinsichtlich der antioxidativen Kapazitaten,

Lagerfahigkeiten sowie der Extrahierbarkeiten
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o Ermittlung des Einflusses einer druckgestiitzten, thermischen Prozessierung (PATP)
mit einer HPP-Pilotanlage und einer zyklischen, industriellen Hochdruckbehandlung
bei niedriger Temperatur auf den Gehalt lipophiler Lebensmittelinhaltsstoffe

¢ Anwendung eines in-vitro-Verdaumodells fir die Untersuchung der Resorptions-
verfugbarkeiten von (all-E)-B-Carotin, (all-E)-Lutein und Vitamin E hinsichtlich der
Effekte von Druckregimen, Druckzyklen, Haltezeiten sowie Druck- und
Temperaturkombinationen

e Vergleichende Untersuchung zwischen Niedrigdruck-Regimen mit verlangerter
Haltezeit und Hochdruckregimen bezlglich der Extrahierbarkeiten und in-vitro-
Resorptionsverfligbarkeiten von lipophilen Lebensmittelinhaltsstoffen sowie des

Einflusses auf Zellkompartimente in Griinkohl (lichtmikroskopische Studie)

In der vorliegenden Dissertation konnten sieben Carotinoide, Chlorophyll a/b und Vitamin E
quantitativ sowie Pheophytin-lsomere semiquantitativ in Griinkohl bestimmt werden. So
wurden die Effekte der technischen HPP-Parameter von Druckregimen (10-600 MPa),
Haltezeiten (5-40 min) und der Temperatur (10-80 °C, 600 MPa) sowie bis zu drei Druckzyklen
(600 MPa) mit Labor-, Pilot- und Industriehochdruckanlagen untersucht. Weiterhin konnten
Uber lichtmikroskopische Studien Hinweise auf Druckeffekte hinsichtlich der Anderungen
zellularer Strukturmerkmale in Grinkohl ermittelt werden. Ein Vergleich zwischen der
Hochdruckbehandlung und der konventionellen Hitzesterilisierung erfolgte auch bezlglich der

Lagerfahigkeit von Grunkohlproben bis zu acht Wochen unter Lichtausschluss bei 5 °C.

Innerhalb von Untersuchungen mit einer HPP-Laboranlage konnte gezeigt werden, dass die
Extrahierbarkeiten lipophiler Pflanzenstoffe in Abhangigkeit von den gewahlten Druck- und
Haltezeitparametern signifikant im Vergleich zu unbehandelten Proben variieren kénnen.
Insbesondere die Probenvorbehandlung zu einem Plree oder zu einer gehackten Matrix
konnte auf unterschiedliche Effekte der Druckregime und Haltezeiten zurickgefuhrt werden.
Eine Erh6hung des hydrostatischen Drucks resultierte in einem Grinkohlplree in reduzierten
Gesamtcarotinoid- und Chlorophyligehalten, wahrend ein entgegengesetzter Effekt fur
gehackten Grinkohl ermittelt wurde. Eine Verlangerung der Druckhaltezeiten konnte innerhalb
mehrerer Druckregime mit erhdhten Extrahierbarkeiten lipophiler bioaktiver Pflanzenstoffe
sowohl in einem Grinkohlpuree als auch einer gehackten Matrix in Verbindung gebracht
werden. Lipophile antioxidative Kapazitaten (L-ORAC, aTEAC) korrelierten mit ermittelten

Extrahierbarkeiten der untersuchten Verbindungen aus druckbehandelten Proben.

Eine konventionelle Dampfsterilisation resultierte im Vergleich zu der Hochdruckbehandlung
in signifikant reduzierten Gesamtcarotinoid- und Chlorophyligehalten, wahrend eine
Temperaturstabilitdt von Vitamin E bestatigt werden konnte. Die lipophilen, antioxidativen

Kapazitaten korrelierten bei dampfsterilisierten Proben nicht mit signifikant reduzierten
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Gehalten der Gesamtcarotinoide und Chlorophylle, wodurch von zugleich antioxidativ
wirksamen, thermischen Abbauprodukten ausgegangen werden kdnnte. Diese konnten jedoch
im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht vollstandig identifiziert und quantifiziert werden.
Langere Lagerfahigkeiten wurden fir dampfsterilisierte Proben in Bezug auf
Gesamtcarotinoid- und Vitamin-E-Gehalte, jedoch nicht bezlglich der lipophilen,
antioxidativen Kapazitaten, ermittelt. Das HPP-Verfahren kann daher im Vergleich zu der
thermischen Behandlung als schonender Prozess mit parameterabhangiger, reduzierter

Lagerfahigkeit beschrieben werden.

Die thermische Labilitadt von Carotinoiden und Chlorophyllen wurde nach dem PATP-Verfahren
in einer HPP-Pilotanlage an einem Grinkohlplree bestatigt. Eine Temperaturerhéhung bis zu
80 °C bei 600 MPa korrelierte mit einer Gehaltsreduktion der untersuchten Verbindungen mit
Ausnahme von Vitamin E, dessen Extrahierbarkeit signifikant im Vergleich zu unbehandelten
Proben anstieg. Kontrollproben bei moderater Temperatur (40 °C, atmospharischer Druck)
resultierten in signifikant erhdhten Gehalten an Chlorophyllen und Gesamtcarotinoiden im
Vergleich zu Proben nach einer Behandlung mit 600 MPa (40 °C Starttemperatur). Insgesamt
konnte der PATP-Prozess im Gegensatz zu der thermischen Dampfsterilisation als
schonendes Konservierungsverfahren beschrieben werden, weil der Verlust thermisch labiler
Verbindungen durch eine Kombination aus Druck und Temperatur reduziert werden konnte.
Im Kontrast zu der PATP-Pilotanlage bei moderaten Temperaturen konnten keine signifikant
erhohten Chlorophyligehalte in einem Grinkohlpiree aus einer industriellen HPP-Anlage
(10 °C Starttemperatur) bei 600 MPa ermittelt werden, sondern lediglich erhdhte
Gesamtcarotinoidgehalte (p < 0,05) nach einer einmaligen Druckbehandlung. Eine zyklische
Verfahrensweise mit bis zu drei gepulsten Hochdruckanwendungen resultierte lediglich nach
einem zweifachen Zyklus in signifikant erhdhten Vitamin-E-Gehalten. Daher erwies sich die
Zyklenoperation diesbezuglich nicht als industriell relevant. Insgesamt konnten mit einer
industriellen HPP-Anlage jedoch parameterabhangig signifikant erhdhte Extrahierbarkeiten
von lipophilen Lebensmittelinhaltsstoffen ermittelt werden, welche zuvor mit einer Laboranlage

in reduzierten Gehalten nach der Druckbehandlung vorlagen.

In-vitro-Resorptionsverfugbarkeiten von (all-E)-B-Carotin, (all-E)-Lutein und Vitamin E wurden
reproduzierbar in einer saisonal unterschiedlichen Grinkohlmatrix nach den
Hochdruckbehandlungen in Labor-, Pilot- und Industrieanlagen untersucht. Eine potentielle
Abhangigkeit von der Polaritat lipophiler Verbindungen resultierte wiederholt in geringen
Mizellarisierungsraten von (all-E)-B-Carotin im Vergleich zu (all-E)-Lutein und Vitamin E.
Insbesondere das PATP-Verfahren resultierte in signifikant erhOhten
Resorptionsverfugbarkeiten von (all-E)-B-Carotin und (all-E)-Lutein durch Kombinationen von
Druck und Temperatur bis zu 600 MPa (80 und 60 °C) sowie erhéhten Vitamin-E-
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Verfligbarkeiten (p = 0,05). Das Hochdruckverfahren bei niedrigen Temperaturen von 10 °C
(industrielle Anlage) sowie bei Raumtemperatur (Laboranlage) konnte mit nicht-signifikanten
Trends hinsichtlich erhdhter Resorptionsverfugbarkeiten nach Verlangerung der

Druckhaltezeiten, Erhéhung der Druckregime und der Zyklen in Verbindung gebracht werden.

Im Rahmen einer Niedrigdruck-Pilotstudie konnte erstmals mit einer Laboranlage eine um
mehr als 100 % erhohte Vitamin-E-Extrahierbarkeit in Grlnkohlpliree nach der
Druckbehandlung bei 10 MPa und 50 MPa (40 min) ermittelt werden. Die Erh6hung des
Druckregimes auf 100 MPa (5-10 min) resultierte im Vergleich zu anderen Druckstufen
(10-600 MPa) in hohem und im Vergleich zu unbehandelten Proben in einem signifkanten
Verlust an Gesamtcarotinoiden. Inwiefern Biosyntheseprozesse bzw. enzymatische
Abbauprozesse zu Anderungen der Extrahierbarkeiten gefiihrt haben kdnnen, konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht geklart werden. Jedoch wurde lichtmikroskopisch eine Abhangigkeit
der Plastoglobuli-Durchmesser (Lipidkdrper) in Griinkohl von gewahlten Druckstufen ermittelt,
welche im Zusammenhang mit einer Vitamin-E-Biosynthese stehen konnten. Weiterhin
ergaben signifikant reduzierte Resorptionsverfigbarkeiten von (all-E)-B-Carotin und (all-E)-
Lutein nach einer Niedrigdruckbehandlung (50-100 MPa) einen Hinweis darauf, dass durch
eine druckinduzierte Lipoxygenase-Aktivierung die Carotinoidgehalte in Griinkohl reduziert

sein konnten.

Zusammenfassend konnte mit der vorliegenden Arbeit belegt werden, dass die
Hochdruckbehandlung parameterabhangig sowohl zu einer signifikant reduzierten als auch
erhohten Extrahierbarkeit lipophiler, bioaktiver Pflanzenstoffe aus Grinkohl beitragen kann.
Die Probenvorbehandlung erwies sich als potentiell wichtiger Faktor im Vergleich zwischen
purierter und gehackter Rohware. In Bezug auf den Verlust von Carotinoiden und
Chlorophyllen kénnen die Hochdruckbehandlungen bei niedrigen Temperaturen und
Raumtemperatur sowie das PATP-Verfahren im Vergleich zu einer konventionellen
Dampfsterilisation als schonende Konservierungsverfahren beschrieben werden. Dabei
wurden mehrere potentielle Verfahrenswege ermittelt, um erhéhte Extrahierbarkeiten von
gesundheitsférdernden Verbindungen wie Vitamin E sowie Carotinoiden und Chlorophyllen
durch eine Druckbehandlung zu erreichen. Sowohl eine Temperaturerhohung bei Hochdruck
als auch eine Niedrigdruckbehandlung bei Raumtemperatur konnte zu signifikant erhdéhten
Vitamin-E-Gehalten beitragen. Fir Carotinoide und Chlorophylle resultierte nicht nur die
klassische Hochdruckbehandlung in héheren Extrahierbarkeiten, sondern auch fir eine milde
Temperaturerhdhung wurden signifikant gestiegene Resorptionsverfiigbarkeiten ermittelt.
Deshalb kann sich zukinftig eine Kombination aus Niedrigdruckverfahren und einer milden
Druckpasteurisation zu einem interessanten Forschungsgebiet fir erhéhte Extrahierbarkeiten

und Resorptionsverflugbarkeiten lipophiler, bioaktiver Pflanzenstoffe entwickeln.
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8 Summary

Nutrition is a basic human need, in which topics of health and sustainability are becoming
increasingly important. Due to a growing world population and climate change, food processing
industry is also faced with a challenging task. It is estimated that around a third of globally
produced food is lost in terms of waste, which increases greenhouse gas footprints along the
whole value chain including landfill. Consequently, food preservation can be crucial for
reducing food waste and increasing sustainability in the food sector. High-pressure processing
(HPP) offers the advantage that a gentle and sustainable preservation process for food
ingredients may be offered not only in terms of low temperatures, but also by reusing the

pressure medium.

Compared to conventional heat sterilization, high-pressure processing is also an alternative
and new type of preservation with regards to marketing of pressure-treated food. Common
HPP parameters may include the adjustment of pressure regimes, holding times and
temperature according to a matrix to be treated and the desired extension of shelf life.
High-pressure processing is often assumed being a gentle process, which was largely
confirmed for hydrophilic, bioactive phytochemicals. Consequently, the hypothesis suggests
itself that lipophilic, secondary food ingredients such as carotenoids, vitamin E and amphiphilic
chlorophylls are not subject to any significant degradation in content by HPP processes.
However, the hypothesis has not been sufficiently and scientifically investigated, especially
considering low pressure, high pressure, pressure cycles, pressure holding times and elevated

temperatures.
The dissertation included the following objectives for studies on a kale matrix:

* Investigating effects of pressure parameters such as holding time and pressure regimes on
the extractability of lipophilic, bioactive plant ingredients and on the antioxidant capacity of kale

extracts using an HPP laboratory plant

» Comparative study between conventional steam sterilization and high-pressure treatment of

kale with regards to antioxidant capacity, storability and extractability

* Determination of the influence of pressure-assisted thermal processing (PATP) with an HPP
pilot plant and a pulsed, industrial high-pressure treatment at low temperature on the content

of lipophilic food ingredients

* Application of an in-vitro digestion model to investigate the bioaccessibility of
(all-E)-B-carotene, (all-E)-lutein and vitamin E with regards to the effects of pressure regimes,

pressure cycles, holding times as well as pressure and temperature combinations

54



SUMMARY

» Comparative investigation between low-pressure regimes with extended holding times and
high-pressure regimes with regards to the extractability and in-vitro bioaccessibility of lipophilic

food ingredients and the influence on cell compartments in kale using light microscopic studies

In the present dissertation, 7 carotenoids, chlorophyll a/b and vitamin E in kale could be
determined quantitatively including pheophytin isomers semi-quantitatively. The effects of
technical HPP parameters such as pressure regimes (10-600 MPa), holding times (5-40 min)
and temperature (10-80 °C, 600 MPa) as well as up to three pressure cycles (600 MPa) were
examined with laboratory, pilot and industrial high-pressure plants. Furthermore, indications of
pressure effects with regards to changes in cellular, structural features in kale could be
determined via light microscopic studies. A comparison between high-pressure treatment and
conventional heat sterilization was also carried out with regards to the storability of kale

samples for up to 8 weeks under dark conditions (5 °C).

Investigations with an HPP laboratory system showed that extractabilities of lipophilic plant
substances may vary significantly compared to untreated samples, depending on selected
pressure and holding time parameters. In particular, sample pre-treatment towards a puree or
to a chopped matrix could be traced back to different effects of pressure regimes and holding
times. Increasing hydrostatic pressure in mashed kale resulted in reduced total carotenoid and
chlorophyll levels, while an opposite effect was found for chopped kale. An increase of
pressure holding times could be associated with increased extractabilities of lipophilic,
bioactive plant substances in both a kale puree and a chopped matrix within several pressure
regimes. Lipophilic, antioxidant capacities (L-ORAC, aTEAC) correlated with determined

extractabilities of investigated compounds from pressure-treated samples.

Conventional steam sterilization resulted in significantly reduced total carotenoid and
chlorophyll content compared to high-pressure treatment, while thermal stability of vitamin E
could be confirmed. Lipophilic, antioxidant capacities in steam-sterilized samples did not
correlate with significantly reduced levels of total carotenoids and chlorophylls, which means
that a presence of thermal degradation products with an antioxidant effect could be assumed
at the same time. However, these compounds could not be fully identified and quantified within
the present work. Extended storability was determined for steam-sterilized samples in terms
of total carotenoid and vitamin E levels, but not in terms of lipophilic antioxidant capacity.
Compared to thermal treatments, HPP processing can therefore be described as a gentle

process with a parameter-dependent, reduced storability.

Thermal lability of carotenoids and chlorophyll in mashed kale was confirmed by PATP
methodoligy in an HPP pilot plant. A temperature increase of up to 80 °C at 600 MPa correlated

with reduced contents of investigated compounds with the exception of vitamin E, whose
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extractability increased significantly compared to untreated samples. Control samples at
moderate temperature (40 °C, atmospheric pressure) resulted in significantly increased levels
of chlorophyll and total carotenoids compared to samples treated at 600 MPa (40 °C start
temperature). Overall, PATP methodology could be described as a gentle preservation
process compared to conventional steam sterilization because a loss of thermally labile
compounds could be reduced by a combination of pressure and temperature. In contrast to
the PATP pilot plant at moderate temperatures, no significantly increased chlorophyll levels
could be determined in a kale puree from an industrial HPP plant (10 °C starting temperature)
at 600 MPa, but only increased total carotenoid levels (p < 0.05) after a single pressure
treatment. A cyclic procedure with up to three pulsed high-pressure applications resulted in
significantly increased vitamin E levels only after a double cycle. Therefore, cycle operation
turned out being not of industrial relevance. Overall, significantly increased extractabilities of
lipophilic food ingredients could be determined with an industrial HPP system in contrast to
previously determined reduced ingredient levels after pressure treatments with a laboratory

plant.

In-vitro bioaccessibilities of (all-E)-B-carotene, (all-E)-lutein and vitamin E were reproducibly
investigated in seasonally different kale matrices after high-pressure treatments in laboratory,
pilot and industrial plants. A potential dependence on the polarity of lipophilic compounds
repeatedly resulted in low micellarization rates of (all-E)-B-carotene compared to (all-E)-lutein
and vitamin E. In particular, the PATP procedure resulted in significantly increased
bioaccessibilities of (all-E)-p-carotene and (all-E)-lutein by combination of pressure and
temperature up to 600 MPa (60-80 °C) as well as in an elevated vitamin E bioaccessibility
(p = 0,05). High-pressure proccessing at low temperatures of 10 °C (industrial plant) and at
room temperature (laboratory plant) could be associated with non-significant trends in terms
of increasing bioaccessibilities after extending pressure holding times, increasing pressure

regimes and applied pressure cycles.

As part of a low-pressure pilot study, it was possible for the first time to determine a more than
100 % increase in vitamin E extractability in kale puree after pressure treatments at 10 MPa
and 50 MPa (40 min) with a laboratory plant. Increasing pressure regimes to 100 MPa
(5-10 min) resulted in a significant loss of total carotenoids compared to other pressure levels
(10-600 MPa). It could not be clarified to what extent biosynthetic processes or enzymatic
degradation processes may have led to changes in extractabilities in the present work.
However, a dependence of plastoglobule diameters (lipid bodies) in kale on selected pressure
was determined by light microscopy, which might be related to vitamin E biosynthesis.
Furthermore, significantly reduced bioaccessibilities of (all-E)-B-carotene and (all-E)-lutein

after low-pressure treatment (50-100 MPa) indicated that pressure-induced lipoxygenase
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activation may have led to reduced carotenoid contents in kale.

In summary, the present work demonstrated that high-pressure processing may contribute to
both a significantly reduced and increased extractability of lipophilic, bioactive plant ingredients
in kale, depending on pre-treatment and HPP parameters. Sample pre-treatment turned out to
be a potentially important factor in comparison between pureed and chopped raw material.
With regards to a loss of carotenoid and chlorophyll content, high-pressure treatments at low
temperatures and room temperature as well as PATP methodology can be described as a
gentle preservation technique compared to conventional steam sterilization. Several potential
processing conditions were identified to achieve increased extractabilities of health-promoting
compounds such as vitamin E as well as carotenoids and chlorophyll via pressure treatments.
Both an increase of temperature at high pressure and a low-pressure treatment at room
temperature could contribute to significantly increased vitamin E levels. For carotenoids and
chlorophylls, conventional high-pressure treatment at low temperatures as well as a
moderately elevated temperature parameter resulted in significantly increased
bioaccessibilities. Therefore in future, a combination of low-pressure processes and mild
pressure pasteurization may lead to an interesting research area for significantly increased

extractabilities and bioaccessibilities of lipophilic, bioactive phytochemicals.
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