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Alternative Prozesskonzepte zur Herstellung von pflanzlichen Extrakten

Abstract

The use of solid-liquid extraction to obtain active ingredients from plant material is as old
as mankind. Enriched extracts or purified active ingredients related to food technology,
biotechnology and pharmacology are used every day. The diffusion as well as the mass transport
of the active ingredients are influenced by the biological, chemical and physical characteristics
of the plant material and the operational management during the extraction process. This
dissertation studies the diffusion behavior of various active substances from different plant
materials when promoting the extraction process by microwaves, ultrasound waves or high-
voltage pulses. The mass transport is described in single and multiple stages with process
engineering models at a fixed temperature.

Unlike previous studies, diverse plant structures are selected in combination with
alternative process concepts based on dielectric heating, cavitation bubbles or high-voltage
pulses to destroy the cell membrane. These models are inspired by the diverse plant materials
such as leaves, flowers, needles, seeds, bark, roots and herbs under the influence of microwaves,
ultrasound waves and high-voltage pulses, which contribute to increasing the yield of the active
ingredients in the extract. First the properties such as the bulk density, the proportion of volatile
constituents, particle size distribution, the influence of the solvent and phase ratio of the selected
plant materials are examined. As expected, each plant and its active ingredients show different
characteristics that affect the extraction process with alternative process concepts.

Contrary to many assumptions, the microwave-assisted extraction technology by means
of dielectric heating achieves the highest yield for all dried plant materials. With the ultrasound-
assisted extraction technology, a larger quantity of the active ingredients in the extract is
measured at a fixed extraction temperature compared to a stirred batch maceration. The high-
voltage pulse-assisted extraction technology with a simple pulse protocol and a moderate electric
field strength shows a high yield of active ingredients and a mild warming of the extractant by
using freshly harvested or undried plant materials and an aqueous extraction medium with a
maximum of 20 vol% ethanol.

The calculations of the rate constants, the resulting activation energies and the effective
diffusion coefficients, which are based on the analytical solution of Fick's second law, from the
temperature-dependent extraction processes correlate with the established macro and micro
properties of the plant materials. Finally, three-stage cross-flow extractions carried out with an
automated high-throughput system are modeled on the basis of the mass balances and the actual
amounts of extractant used are compared with the calculated amounts of extractant for different
plant materials. The active ingredients in wood-like structures and in herbs, due to their swelling
behavior, show a mitigated diffusion compared to the leaching of the active ingredients from
leafy raw material or spice seeds.



Alternative Prozesskonzepte zur Herstellung von pflanzlichen Extrakten

Kurzfassung

Die Verwendung der Fest-Flissig Extraktion zur Gewinnung von Wirkstoffen aus
Pflanzenmaterial ist so alt wie die Menschheit. Es sind daher angereicherte Extrakte oder
aufgereinigte Wirkstoffe in der Lebensmitteltechnologie, Biotechnologie und Pharmakologie
alltaglich vorzufinden. Die Diffusion sowie der Stofftransport der Wirkstoffe werden durch die
biologischen, chemischen, physikalischen Charakteristika des Pflanzenmaterials und durch die
Betriebsfihrung des Extraktionsvorgangs beeinflusst. Diese Dissertation analysiert das
Diffusionsverhalten diverser Wirkstoffe aus unterschiedlichen Pflanzenmaterialien mit einer
Unterstutzung des Extraktionsvorgangs durch Mikrowellen, Ultraschallwellen oder Hoch-
spannungsimpulse. Der Stofftransport wird bei festgesetzter Temperatur mit verfahrens-
technischen Modellen einstufig und mehrstufig beschrieben.

Im Gegensatz zu vorangegangenen Studien werden mannigfaltige Pflanzenstrukturen in
Kombination mit alternativen Prozesskonzepte beruhend auf den verschiedenen
Wirkmechanismen ausgewahlt. Diese Modellierungen sind durch die vielfdltigen Pflanzen-
materialien wie Blatter, Bliten, Nadeln, Samen, Rinde, Wurzeln und Krauter unter der Einwirkung
der Mikrowellen, Ultraschallwellen sowie Hochspannungsimpulse, die zur Erh6hung der Ausbeute
an den Wirkstoffen im Extrakt beitragen, inspiriert. Zuerst wurden die Eigenschaften wie die
Schuttgutdichte, der Anteil an flichtigen Bestandteilen, Partikelgréfienverteilung, der Losungs-
mittel- und Phasenverhdltniseinfluss der ausgewahlten Pflanzenmaterialien untersucht. Wie
erwartet zeigt jede Pflanze und deren Wirkstoffe verschiedene Merkmale, die sich auf den
Extraktionsvorgang mit alternativen Prozesskonzepte auswirken.

Entgegen den Vermutungen, erreicht die Mikrowellen-unterstiitzende Extraktion mittels
dielektrischer Erwarmung nach Optimierung der Leistung die hochste Ausbeute fur alle ausge-
wahlten Pflanzenmaterialien, wenn diese getrocknet vorliegen. Mit der Ultraschall-
unterstitzenden Extraktionstechnologie wird bei festgesetzter Extraktionstemperatur eine
grofere Quantitat der Wirkstoffe im Extrakt im Vergleich zu einem geriihrten Batch gemessen.
Die Hochspannungsimpuls-unterstitzende Extraktionstechnologie mit einem einfachen
Pulsprotokoll und einer moderaten elektrischen Feldstarke zeigt bei frisch geernteten bzw. nicht
getrockneten Pflanzenmaterialien und wassrigen Extraktionsmilieu mit maximal 20 Vol% Ethanol
eine hohe Ausbeute an Wirkstoffen und eine milde Erwarmung des Extraktionsmittels.

Die Berechnungen der Geschwindigkeitskonstanten, der daraus resultierenden
Aktivierungsenergien und der effektiven Diffusionskoeffizienten, die auf der analytischen Losung
des 2. Fick'schen Gesetz basieren, korrelieren mit den festgestellten Makro- und Mikro-
eigenschaften der Pflanzenmaterialien. SchlieRlich werden mit einem automatisierten Hoch-
durchsatzsystem durchgefiihrte, dreistufige Kreuzstromextraktionen auf Grundlage der
Massenbilanzen modelliert und die tatsachlich eingesetzten mit den berechneten
Extraktionsmittelmengen bei unterschiedlichen Pflanzenmaterialien verglichen. Die Wirkstoffe in
holzartigen Strukturen und in Krduter zeigen aufgrund ihres Quellverhalten eine abgeschwachte
Diffusion im Vergleich zum Herauslésen der Wirkstoffe aus blattrigem Rohstoff oder
Gewdlrzsamen.
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EINLEITUNG

1. Einleitung

ins der altesten Verfahren der Menschheit zur Gewinnung von Wirkstoffen ist die Extraktion

von Pflanzen mittels Dampf oder Fliissigkeiten, wie Wasser, Alkohol oder Olen, seltener

auch Fetten (Blass et al. 1997). Diese vegetabilen Fest-Flissig-Extraktionsprozesse werden
Uberwiegend in der pharmazeutischen Industrie zur Herstellung von Phytopharmaka angewendet
und sind fester Bestandteil in der Forschung: Z. B. weisen Extrakte der Graubehaarten Zistrose
mit hochpolymere Polyphenole als Wirkstoffe antivirale Eigenschaften auf (Droebner et al. 2007,
Stange und Uehleke 2020), aber auch Extrakte der Stiftholzwurzel mit Glycyrrhizin wirken gegen
SARS-CoV (Luo et al. 2020; Bailly und Vergoten 2020; Murck 2020; Chrzanowski et al. 2020). Fur
ihren Kampf gegen Parasiten 2015 ging der halbe Nobelpreis an die Pharmakologin Youyou Tu
(Tu 2011). Zur Wachstumshemmung von Plasmodien, welche Malaria auslosen, wurde der
sekundare Pflanzenstoff Artemisinin aus dem einjahrigen Beifufd bei niedrigen Temperaturen
extrahiert. Im Allgemeinen zeigt sich, dass nicht nur die Suche nach sekundaren Pflanzenstoffe,
welche zuverldssig gegen Krankheitserreger wirken, notwendig ist, sondern auch wie diese
extrahiert werden. Dabei spielt nicht nur die Temperatur eine wichtige Rolle, sondern auch die
Ausbeute, die Reinheit, die Raum-Zeit-Ausbeute, die Extraktionskinetik, die Extraktionszeit, die
apparativen Anforderungen sowie deren Kosten und Wirtschaftlichkeit. Nicht nur in der
Pharmazie, sondern auch in der lebensmitteltechnischen und kosmetischen Industrie werden
vegetabile Fest-Flissig-Extraktionsprozesse vielfaltig angewendet. Als Beispiel ist der aus
Chilischoten extrahierte Pflanzenstoff Capsaicin zu nennen, welcher den Stromverlust innerhalb
der Perowskit-Solarzelle vermindert und somit den Wirkungsgrad aber auch die
Umweltfreundlichkeit sowie Nachhaltigkeit im Gegensatz zur Verwendung von Blei erhoht (Xiong
et al. 2021).

1.1. Historie und Stand der Technik bei Pflanzenextraktionen

Zu den altesten Techniken der Menschheit gehdort die wadssrige Extraktion von Pflanzen zur
Gewinnung von Duftstoffen und pflanzlichen Heilmittel. In Mesopotamien ausgegrabene GefaRe
fur die Extraktion, wie einen doppelrandigen Tontopf, stammen aus der Zeit um 3500 v. Chr.
Tontafeln, auf denen die Sumerer die Gewinnung von Heilmittel erlautern, konnen auf die Zeit
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um 2100 v. Chr. datiert werden. Der chemisch-technische Gewerbezweig der Pharmazie, der
Medizin und des Hiittenwesens sowie der Zuckerindustrie, die eine Vielzahl an Extraktionsmitteln
verwendeten, entstanden mit dem europaischen Mittelalter und erst im 19. Jahrhunderte wurden
Extraktionsapparate, ihre Werkstoffe und Betriebsweisen weiterentwickelt. Mit dem
Voranschreiten der industriellen Revolution im 20. Jahrhundert wurde die Praxis mit der Theorie
verbunden und seitdem wird die Pflanzen- sowie Extraktion stetig ingenieurwissenschaftlich
optimiert (Blass et al. 1997).

Diese ingenieurwissenschaftliche Optimierung ist notig, da vegetabile Fest-Flissig-
Extraktionsprozesse geringe Ausbeuten und niedrige Selektivitditen in Bezug auf die
Beschaffenheit der Pflanze und geeignete Auswahl an Extraktionsmittel aufweisen. Im
einfachsten Fall wird das Pflanzenmaterial in das Extraktionsmittel fur einen ldngeren Zeitraum
eingelegt, wie zum Beispiel beim Ansetzen von Likoren (Gallo et al. 2020). Um den Stofftransport
zu erhéhen, kann Energie in einfacher Form wie Rihren und/oder Warme oder aufwendiger mit
Druck und/oder als Stromung des Extraktionsmittels Uber das vegetabile Festbett eingebracht
werden (Chemat et al. 2019). Dabei stellt sich immer (ber die Zeit ein thermodynamisches
Gleichgewicht zwischen der Konzentration an Wirkstoff im Pflanzenmaterial und im
Extraktionsmittel ein. Um hdhere Ausbeuten in Bezug auf das eingesetzte Pflanzenmaterial zu
erreichen, konnen die Extraktionen mehrstufig als Kaskade ausgefiihrt werden (Castillo-Santos et
al. 2016a; Espinoza-Perez et al. 2007; Kassing et al. 2010a). Alternative Prozesskonzepte neben
uberkritischen Kohlenstoffdioxid CO, als Extraktionsmittel sind das Einbringen von Mikrowellen,
Kavitationsblasen erzeugt durch Ultraschallwellen, elektrische Hochspannungsimpulse und
Kombinationen der Prozesskonzepte (Azmir et al. 2013). Der Einsatz dieser Technologien und
alternativen Prozessmethoden steigert nicht nur die Effizienz und Ausbeute der vegetabilen Fest-
Flussig-Extraktion, sondern tragt auch zur Erhéhung der Diffusionsgeschwindigkeit wahrend des
Stofftransports bei.

Die Anwendungen dieser alternativen Prozesskonzepte steigen stetig wie die Anzahl an den
Veroffentlichungen im Zeitraum 2005 bis 2016 zeigt (Abbildung 1). Am meisten wird mit der
Mikrowellenunterstutzenden  Extraktion geforscht, dagegen wird nur haufig die
Ultraschallunterstiitzende Extraktion eingesetzt. Mit Abstand wird mit der Hochspannungs-
impulsunterstitzenden Extraktion deutlich weniger experimentiert. Diese Reihenfolge korreliert
mit der Komplexitat der Techniken, wobei die Hochspannungsimpulsunterstiitzende Extraktions-
technologie am komplexesten sowie altesten ist.
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Abbildung 1: Anzahl der Veroffentlichungen: Mikrowellen-, Ultraschall- und
Hochspannungsimpulsunterstiitzende Extraktion von 2005 bis 2016 (Volltextsuche, (Elsevier B.V 2016)

1.2. Herausforderungen bei der Studie von Pflanzenextraktionen

Obwohl die Extraktion von Wirkstoffen aus Pflanzen eins der altesten Verfahren der
Menschheit ist, ist es eine Herausforderung die Diffusion der Wirkstoffe aus der Zelle uber die
Zellmembran in das Extraktionsmittel zu beschreiben. In situ ist eine Echtzeitdarstellung dieser
Diffusionsmechanismen bis jetzt praktisch nicht mdglich.

Hinzu kommt, dass ein Teil des Extraktionsmittels adsorptiv an der Zellmembran und in
den Zellporen gebunden bleibt. Allgemein gilt fur die Fest-Flissig-Extraktion, dass kein
definierter Verteilungskoeffizient zwischen den Phasen besteht. Ein echter Gleichgewichts-
zustand wird praktisch nie erreicht. Ein pseudo-Gleichgewicht entsteht dadurch, dass im Feststoff
immer noch ungeldste Substanzen in den Kapillaren gebunden sind, dass die mit
unterschiedlicher Beladung angereicherte Flussigkeitsphase die Feststoffoberflache berihrt und
auch ein Teil der Flussigkeitsphase adsorptiv an der Feststoffoberflache gebunden bleibt. Das
pseudo-Gleichgewicht kann uber folgende Gleichung dargestellt werden:

k
Az A 1
kl
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Die Pflanzenzellen enthalten noch ungeldste Wirkstoffe A in den kapillaren Zellporen. Die
Konzentration dieser Wirkstoffe A steht im pseudo-Gleichgewicht mit der Konzentration geldster
Wirkstoffe A" im Extraktionsmittel durch k bzw. k" als Hin- bzw. Riick-Gleichgewichtskonstante.
Eine Temperaturerhdhung flhrt zu einer Beguinstigung des Konzentrationsausgleich zwischen
den Pflanzenzellen und des Extraktionsmittels sowie der Loslichkeit der Wirkstoffe im
Extraktionsmittel.

1.3. Aufbau dieser Dissertation

Diese Dissertation prasentiert Projekte, welche neue Erkenntnisse Uber alternative
Prozesskonzepte fur die Pflanzenextraktion und deren Modellierung unter verandernden
Bedingungen liefern, die bei friheren Studien nicht erkannt wurden.

Zuerst werden die biologischen, chemischen und physikalischen Eigenschaften von
unterschiedlichen Pflanzenmaterialien analysiert, dafur werden holzartige, blattrige und
samenartige Pflanzenmaterialien ausgewahlt. Neben der Analyse der biologischen, chemischen
und physikalischen Eigenschaften dieser Pflanzenmaterialien wird der Effekt der alternativen
Prozesskonzepte auf den Extraktionsvorgang untersucht. Die grofiten Vorteile der alternativen
Prozesskonzepte liegen bei einem schnelleren Stofftransport der Wirkstoffe ins Extraktionsmittel
und einer hoheren Ausbeute, welche durch den Wirkmechanismus des jeweiligen Prozesskonzept
gegeben ist. Bislang beschreiben die meisten vorherigen Studien entweder ein Pflanzenmaterial
mit der Anwendung von verschiedenen alternativen Prozesskonzepten oder seltener mehrere
Pflanzenmaterialien unter der Verwendung einer unterstitzenden Extraktionstechnologie. Durch
die Wahl verschiedener Pflanzenmaterialien kann die Diffusion unter der Einwirkung der
dielektrischen Erwdrmung, von Kavitationsblasen oder von Hochspannungsimpulse, um die
Zellmembran effektiv zu zerstoren, systematisch Uber die Extraktionszeit bei festgesetzter
Temperatur untersucht werden. Zusatzlich wird ein tieferes Verstandnis fir den
Extraktionsvorgang unter der Verwendung dieser alternativen Prozesskonzepte gewonnen. In den
Experimenten werden die Leistung der Mikrowelle, die Amplitude der Ultraschallsonde, die
elektrische Feldstarke der Hochspannungsimpulse sowie die Extraktionstemperatur variiert.
Durch die Optimierung kdnnen die alternativen Prozesskonzepte flr das jeweilige
Pflanzenmaterial untereinander verglichen werden. Der Einfluss der Extraktionszeit bis zum
Erreichen des pseudo-Gleichgewichts wird aufgezeigt. Diese Beobachtungen ergeben eine
deutliche Relation zwischen verschiedenen Pflanzenmaterialien und unterschiedlichen
alternativen Prozesskonzepte.

Danach folgt die Modellierung nach dem zweiten Fick'schen Diffusionsgesetz sowie dem
Geschwindigkeitsgesetz zweiter Ordnung. Durch die vorangegangenen Experimente kann eine
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Korrelation der Geschwindigkeitskonstante, der Aktivierungsenergie und des effektiven
Diffusionskoeffizienten mit dem jeweiligen Pflanzenmaterial erstellt werden. Neben der
Beschreibung des einstufigen Extraktionsverfahren wird die Modellierung fir den mehrstufigen
Kreuzstromprozess basierend auf unterschiedlichen Isothermen Uberprift. Dabei werden die
Extraktionsmittelmengen, die in einem automatisierten Hochdurchsatzsystem beim Einsatz
verschiedener Pflanzenmaterialien verwendet werden, mit den vorhergesagten Werten aus der
Modellierung verglichen. Des Weiteren werden durch diese systematische Vorgehensweise
weitere Betriebsparameter, welche einen wichtigen Einfluss auf den mehrstufigen
Kreuzstromprozess haben, fir die Modellierung der Pflanzenextraktionen aufgezeigt.
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2. Prozesse und Modelle bei Pflanzenextraktionen

definiert: Der Feed F ist die pflanzliche Phase (engl. solute), das Losungs- oder

Extraktionsmittel S ist die fliissige Phase (engl. solvent), die Extraktphase E entspricht dem
Gemisch aus den Wirkstoffen und Extraktionsmittel (engl. extract) und die Reststoffphase R ist
die an Wirkstoffen verarmte pflanzliche Phase (engl. raffinate), siehe Abbildung 2.

Zur Beschreibung des Fest-Flussig Extraktionsvorganges werden folgende Bezeichnungen

'S

J |

vE

Abbildung 2: Flie3bild einer Extraktionsstufe

In der pharmazeutischen Technologie sind flr die Zubereitung von Drogenextrakten und
Tinkturen aus Heilpflanzen folgende Begriffe etabliert:

e Mazeration sowie Di- bzw. Remazeration als zweifache Mazeration (lat. macerare =
zermurben, mirbemachen, qualen): Das Einsatzgut wird in einem Losungsmittel
eingeweicht und stehen gelassen, danach erfolgt die Phasentrennung.

o Digestion (lat. digerere = (ver-, ein) teilen; verdauen): Mazeration mit Warmezufuhr bzw.
mafig erhdhter Temperatur.

e Perkolation (lat. percolare = durchsickern): Das Losungsmittel durchstromt das vegetabile
Festbett. Dies bendtigt keine anschliefiende Phasentrennung.

o Diakolation bzw. Evakolation: Perkolation mit Druck bzw. mit Sog.

Das Arzneibuch beinhaltet anerkannte pharmazeutische Regeln zur Qualitat, Prufung,
Lagerung, Abgabe und Bezeichnung von Arzneimitteln und den bei ihrer Herstellung verwendeten
Stoffen wie auch Extraktionsprozesse und ist nach & 55 Arzneimittelgesetz Arzneibuch eine vom
Bundesinstitut flr Arzneimittel und Medizinprodukte im Einvernehmen mit dem Paul-Ehrlich-
Institut und dem Bundesamt flr Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit bekannt
gemachte Sammlung.
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Vor der Extraktion ist die Probenvorbereitung der Pflanzen der essentiellste Einflussfaktor,
wie die Partikelgrofie des Einsatzgutes und die Trocknung. Auf welche Art und Weise die Pflanzen
zerkleinert und eventuell getrocknet werden beeinflusst mafigeblich die Kinetik des
Extraktionsvorgangs. Zur der mechanischen Probenvorbereitung gehdren das Schneiden, Raspeln,
Zerdriucken und/oder Zerreiben der Pflanzen. Sauren und Laugen sowie Enzyme werden bei der
chemischen Probenvorbereitung angewandt. Das Trocknen und/oder Gefrieren, u.a. auch
Schockfrosten sind thermische Verfahren zur Probenvorbereitung. Zu den wichtigsten Verfahren
zahlt das Quellen der Pflanzenstoffe und wird wie die anderen Probenvorbereitungen eingesetzt
um den Stofftransportwiderstand wahrend des Extraktionsvorgangs zu erniedrigen. Wahrend der
Extraktion sind die Temperatur, die Extraktionszeit, das Extraktionsmittel und bei geschlossenen
Systemen der Druck, weitere Einflussfaktoren auf den Diffusionsvorgang. Nach der Extraktion und
nach der eventuellen Phasentrennung, wie zum Beispiel Ultra- oder Tangentialfiltration oder
zentrifugalen Phasentrennung kann das Extrakt als Flussigextrakt mit einer Vielzahl an
Wirkstoffen, weil das Extraktionsmittel Giblicherweise keine hohe Selektivitat aufweist, verwendet
werden. Mittels chromatografischen Methoden ist eine Aufreinigung des Extraktes und
Abtrennung einzelner Wirkstoffe moglich. Zusatzlich zum Flussigextrakt kann ein Trockenextrakt
hergestellt werden, indem das Extraktionsmittel des Flussigextrakts verdampft wird und das
Restgut mit einem anderen Lésemittel vermischt wird. Meist wird so ein unvertragliches oder
giftiges Extraktionsmittel durch Wasser und/oder Ethanol gemdf pharmazeutischen und
lebensmitteltechnischen Rechtsverordnungen sowie Vorschriften ersetzt. Ein weiteres
Aufreinigungsverfahren fur den Extrakt ist die Kristallisation. Eine Vielzahl an mathematischen
Modellen sind geeignet, um die Makrokinetik der Pflanzenextraktion zu beschreiben. Die
Modellgleichungen sind entweder theoretisch abgeleitet oder empirisch formuliert. Fir die
meisten Extraktionsverldufe sind das bekannte Fick'sche Diffusionsgesetz oder chemische
Kinetikgleichungen sowie andere empirische Gleichungen mit zwei Parametern anwendbar.

2.1. Diffusionsmechanismen-Studien

1832 entstand durch erste systematische Untersuchungen und mathematische Be-
schreibungen der Proportionalitdt Giber die Diffusion von Gasen das Graham'sche Gesetz, welches
durch den britischen Chemiker Thomas Graham (1805-1854) gefunden wurde. Der Physiologe
Adolf Fick (1829-1901) dagegen beschrieb 1855 auf empirischer Basis die beiden Grundgesetze
der Diffusion. Erst Anfang des 20. Jahrhunderts leitete Albert Einstein (1879-1955) die Fick'schen
Grundgesetze streng aus der Thermodynamik ab und gab diesen ein gesichertes theoretisches
Fundament. Beim ersten Fick'schen Gesetz, welches einen zeitlich konstanten Diffusionsfluss
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beschreibt, hangt die Teilchenstromdichte J proportional Uber die Diffusionskonstante D zum

Gradienten der Konzentration Z—; ab:

dc

Beim zweiten Fick'schen Gesetz steht die Anderung der Konzentration ¢ erster Ordnung zu
der Zeit t im Verhdltnis Uber den ortsunabhangigen Diffusionskoeffizienten D zur
Konzentrationsanderung ¢ zweiter Ordnung bezliglich des Ortes:

2
6c__ﬂ__D(ac) 3

o~ ax ax?

Die Diffusionsschritte bei einer diskontinuierlichen Pflanzenextraktion sind von zwei
Extraktionsmechanismen abhangig: die innere und die aufiere Diffusion. Die intrapartikulare
Diffusion der Wirkstoffe ist durch die Konzentrationsdifferenz zwischen der Pflanzenmatrix und
dem Pflanzenoberflache angetrieben (siehe Abbildung 3) und kann mit dem ersten Fick'schen
Gesetz beschrieben werden. Bei der duBeren Diffusion verbreiten sich die Wirkstoffe von der
externen Oberfliche der Pflanzenmatrix uber den Film in den Losungsmittelbulk. Die
Determinierung des geschwindigkeitsbestimmenden Schritts ist fir die kinetische Modellierung
wichtig, um einen adaquat mathematischen Ansatz fur die Pflanzenextraktion festzulegen. Um
einen effizienten Extraktionsprozess zu gewahrleisten, muss der dufRere Stofftransportwiderstand
minimiert werden, so dass die Extraktionsgeschwindigkeit nur von der inneren Diffusion der
Wirkstoffe abhangig ist.
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Abbildung 3: Modell zur Darstellung der Diffusionsschritte bei der Pflanzenextraktion

=

Unter den Annahmen, dass es keine Anderungen der effektiven Diffusion mit der
Konzentration des geldsten Pflanzenstoffes gibt, dass das Pflanzenmaterial kugelférmige Partikel
sind und dass die Konzentrationsunterschiede nur in radialer Richtung relevant sind, kann das 2.
Fick'sche Diffusionsgesetz genommen werden, um die instationdre Diffusion des
Pflanzenextraktionsprozesses zu beschreiben. Die analytische Losung der partiellen
Differentialgleichung lautet:

CGG—Ct _ 6

1 2D s st
S oy (e Tt .

CGG TZ

D.sr ist der effektive Diffusionskoeffizient, r ist der Partikelradius, cg ist die
Konzentration des Wirkstoffes im pseudo-Gleichgewicht und c; ist die Wirkstoffkonzentration
zum Zeitpunkt t. Entsprechend zu Schwartzberg (Schwartzberg 1975) kann die Lésung des ersten
Summenterms mit einem kleinen Fehler benutzt werden, wobei der auflere Widerstand
vernachlassigt wird. Im Folgenden kann die Gleichung 4 vereinfacht werden und der effektive
Diffusionskoeffizient kann grafisch bestimmt werden:

CcG6—C 6 2D st
66— Ct _ — exp (_ 2eff ) 5
CGG 4 T
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Weitere Annahmen sind, dass die Diffusion in ruhenden Medien stattfindet, dass der
Diffusionsvorgang stationar ist und dass keine chemische Neben- sowie Reaktionen erfolgen.

Ein weiteres mathematisch einfaches Modell, welches die Extraktionskinetik der
Pflanzenextraktionen beschreibt und die Wirksamkeit der Pflanzenextraktionen quantifiziert, ist
das allgemeine Kinetikmodell 2. Ordnung (Cheng und Hong 2018). Dieses Modell ist wie folgt
definiert:

dc;
dt

= k(cgg — €)? 6

k ist die Geschwindigkeitskonstante, c;; ist die Konzentration im pseudo-
Gleichgewichtszustand und c¢; ist die Konzentration zu jeder Zeit t. Das integrierte
Geschwindigkeitsgesetz fur die Extraktion 2. Ordnung unter den Bedingungen: c; =0 beit =0
und ¢; = ¢; bei t =t liefert:

2

ceckt t 1 t

= L€ oder — 7
1+cggkt

Cy =73
[ kcge  cge

Die Gleichgewichtskonzentration c;; and die Geschwindigkeitskonstante k konnen
berechnet werden, in dem t/c; gegen t als Lineare aufgetragen wird und die resultierende
Steigung ergibt 1/c;; sowie der Achsenabschnitt 1/kcZ;. Die Geschwindigkeitskonstante k
erhoht sich mit der Temperatur und kann mit der Gleichung nach Arrhenius beschrieben werden:

k =k, exp(—%) 8

ko ist der temperaturunabhangige Faktor, —E, ist die Aktivierungsenergie, R ist die
K

Gaskonstante (8,314 ﬁ) und T ist die absolute Temperatur. Die Linearisierung der Gleichung 8
mit dem Ink gegen 1/T Diagramm ergibt die Aktivierungsenergie und den
temperaturunabhangigen Faktor:

Ink=Inko+(-22)1 9

2.2. Alternative Prozesskonzepte

Das Phasengleichgewicht der festen Phase zur flissigen Phase bzw. die Loslichkeit fester
Stoff in flussigen Losungsmitteln hangt von der Temperatur so wie vom Druck ab. Warme kann
konventionell mit Wasser oder Ol in einen Doppelmantel, um das ExtraktionsgefaR herum, zu-

Seite 10147/



PROZESSE UND MODELLE BEI PFLANZENEXTRAKTIONEN

und abgefiihrt werden. Einige weitere Techniken, die die Pflanzenextraktion intensivieren, sind
Mikrowellen, Ultraschallwellen und/oder das Anlegen von Hochspannungsimpulsen. Diesen
Extraktionstechnologien ist gemeinsam, dass es sich um Wellen handelt, wobei die Ultra-
schallwelle eine mechanische Welle ist und Mikrowellen sowie Hochspannungsimpulse
elektromagnetische Wellen sind. Elektromagentische Wellen werden mit den Maxwell'schen

Gleichungen beschrieben: rotE = —‘;—l: — M:rotH = Z—lz +J: divD = n; divB = 0.

E und H bezeichnen die elektrische bzw. magnetische Feldstarke. D steht fiir die elektrische
Verschiebungsdichte und B fir die magnetische Flussdichte.fund M bezeichnen die elektrische
und die magnetische Stromdichte, n steht fir die Raumladung.

2.2.1 Mikrowellenunterstiitzende Extraktionstechnologie

Der US-amerikanische Ingenieur Percy Spencer (1894-1970) beobachtete, dass Nahrung per
Mikrowellenstrahlung erwdarmt werden kann und baute im Jahre 1946 den ersten Mikro-
wellenherd (Spencer 1947, 1949, 1942, 1950). Ganzler et al. beschrieben als erste die Extraktion
organischer Verbindungen aus Mais, Sojabohnen, Walnlsse, Hefe, Favabohnen und
Baumwollsamen mit Hilfe von Mikrowellenbestrahlung (Ganzler et al. 1986). Sie stellten fest,
dass polare sekundadre Pflanzenstoffe, wie Alkaloide, Vicine und Convicine im Gegensatz zu
unpolaren Verbindungen, wie Fette effektiver extrahiert wurden als mit der Soxhlet-Apparatur.

Mikrowellen sind elektromagnetische Wellen im Frequenzbereich von 300 MHz bis 300 GHz.
Aufgrund internationaler Vereinbarungen wurde die Standard-Mikrowellenfrequenz auf v =
2.455 GHz bzw. 12,23 c¢m fur industrielle und medizinische Anwendungen festgelegt. In einem
Mikrowellenherd werden die Mikrowellen mittels Magnetrons erzeugt und uber einen Hohlleiter
in den metallisch abgeschirmten Mikrowellenraum geleitet (siehe Abbildung 4). Im Gegensatz zur
konvektiven Erwarmung mit Dampf und Heif3luft oder zur Strahlungserwarmung wird die Warme
bei der dielektrischen Erwarmung im Gut selbst erzeugt. Die Umwandlung elektrischer Energie in
Warme geschieht durch dielektrische Verluste des elektrisch nichtleitenden Stoffes, der im
Allgemeinen auch ein schlechter thermischer Leiter ist. Bei konvektiver Erwarmung von Stoffen
mit schlechter Warmeleitfahigkeit muss die Oberflache auf hohe Temperaturen gebracht werden,
damit der Temperaturgradient, d.h. der Warmetransport, moglichst grof ist und fir eine rasche
Erwarmung des Stoffes sorgt.
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Abbildung 4: Mikrowellenherd: Technische Energiezufuhr des Magnetrons iiber Hohlleiter auf das
drehende Erwarmungsgut

Die dielektrische Erwarmung beruht auf der Wechselwirkung polarer Gruppen von
Molekiilen nichtleitender Stoffe mit dem elektrischen Wechselfeld der elektromagnetischen
Schwingung. Die atomaren Ladungstrager fester und fliissiger Stoffe konnen sich bei Einwirkung
des elektrischen Feldes E nicht bewegen, sondern lassen sich lediglich aus ihrer urspriinglichen
Lage verschieben. Die ausgeubte Kraft ist der elektrischen Feldstarke proportional, und es
entstehen durch die Auslenkung an den Endflachen negative oder positive Oberflachenladungen.
Diese Erscheinung wird als Polarisation Pp,;4risation D€Z€ichnet, die mit dem elektrischen Feld
durch die Beziehung: Ppojgrisation = (6 — 1)eoE = D — goE verkniipft ist. Die dielektrische
Verschiebung D und das elektrische Feld E sind phasengleich. Diese Ubereinstimmung
verschwindet in einem elektrischen Wechselfeld. Die reelle Dielektrizitatskonstante geht in eine
komplexe GroBe: €* = ¢, — je,' Uber, womit die im Dielektrikum auftretende Verluste erfasst
werden. Aus dieser Beziehung lasst sich der Verlustfaktor ableiten:

n
tand =L 10
Er

Die Dielektrizitatszahl &, (Permittivitdt) und die Verlustzahl &/ sind im Allgemeinen
frequenz- und temperaturabhangig. Im Falle der Mikrowellenerwdrmung ist ein moglichst grofier
Verlustfaktor erwiinscht.
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Die Merkmale vom LowTherm-Mirkowellenofen sind:

e Erwarmung wasserhaltiger Materialien (Lebensmittels, Trocknungsprozesse, etc.).

e Erwdrmungstemperaturen bis 100 °C.

e Erzeugung der thermischen Energie direkt im Erwarmungsgut.

e Vernachlassigung der Energieverluste durch Temperaturausgleich mit dem
Ofenraum.

e Hohe Aufheizgeschwindigkeiten: Sekunden - Minuten.
e Negative Aufheizgradienten ar <0.
dxlyx=o
e Funktion der Wand: Abschirmung der elektromagnetischen Strahlung.

Fur die warmetechnische Auslegung des Mikrowellenofens ergibt sich folgende
Warmebilanz (siehe Abbildung 5):

. 1
QE:cP'pVE+E(T_TO) 11

Qg ist der eingesetzte Wirmestrom, der das Extraktionsgut mit der Warmekapazitit cp,
der Dichte p und dem Volumen V; entgegen dem Warmewiderstand R, = ALA und Temperatur-
differenz T — T, erwarmt. Der Warmewiderstand kann bei dem Ofentyp ,Quaderofen”in Schichten
durch Ry = A%Z?;—:l (i = Schichtaufbau) beschrieben werden. Durch Umstellen der
Warmebilanz ergibt sich folgende Differentialgleichung mit Randbedingungen und Ldsung:

dT _ Qg 1
dt T, Ryt

12

T(t) = Q¢ - Ry <1 - e‘ﬁ> 13

- OO

Abbildung 5: Warmetechnische Auslegung des Mikrowellenofens
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Beim Eindringen in ein verlustbehaftetes Dielektrikum wird die Welle gedampft, und die
Leistung P geht nach der Strecke x um

AP = Py(1— e29%) 14

zuruck, wobei a als Dampfungskonstante bezeichnet wird. Fur kleinere Werte von tan a
geht @ in

n
_ ey
, 15

}-isr

uber. Als Eindringtiefe 8 wird die Strecke bezeichnet, nach der die Leistung P, aufi
abgefallen ist.

1
0~EC{ 16

6 nimmt mit wachsender Frequenz v und Dielektrizitatskonstante ¢, sowie zunehmenden
Verlusten zu. In einem Mischdielektrikum werden die Vorgange sehr vielfdltig, so dass letztlich
der Versuch Uber die tatsachlich vorliegende Eindringtiefe entscheidet.

2.2.2 Ultraschallunterstiitzende Extraktionstechnologie

Die Historie und die Entdeckung der Ultraschallwellen gehen auf Sir Isaac Newton zurick,
der im Jahre 1687 seine Theorie fur Schallwellen aufstellt. Im 19. Jahrhundert begannen mit dem
Schweizer Physiker Jean-Daniel Colladon und dem Mathematiker Charles Sturm die ersten
Messungen der Schallgeschwindigkeit im Wasser. Diese Nachforschungen im Jahre 1826 ebneten
den Weg fir die Entwicklung des SONAR (Sound Navigation And Ranging). Spater im Jahre 1877
verdffentlichte John William Strutt ,The Theory of Sound® als Grundlage fiir die Wissenschaften
des Ultraschalls. Neben den Entwicklungen fir kriegerische Zwecke wurden in den spaten
1930zigern von dem Psychiater und Neurologe Karl Theodore Dussik als Pionier im medizinischen
Ultraschall Nachforschungen, um das menschliche Gehirn zu scannen, angestofien (Newman und
Rozycki 1998). Der erste technische Prozess, der durch den Einsatz von Ultraschallwellen
unterstltzt wurde, war die Emulgierung. Weitere Entwicklungen fir die technischen Prozesse in
den Bereichen der Filtration, Gefrierung Trocknung, Extraktion, Kristallisation etc. folgten (Mason
et al. 1996). Ab ca. 1950 steigt kontinuierlich die Anzahl der Forschungsarbeiten, um die
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Extraktion von Enzymen, Nukleinsduren, Olen, Alkaloiden etc. mit Ultraschallenergie zu
unterstiitzen und zu optimieren (Demaggio und Lott 1964).

Schallwellen pflanzen sich in Fluiden als Longitudinalwellen, in festen Medien auch als
Transversalwellen fort. Ihre Ausbreitung wird durch die durch die Helmholtz'sche
Wellengleichung beschrieben. Der grundlegende Unterschied zwischen Schall- und
Ultraschallwellen ist die Frequenz. Im Allgemeinen werden Schallwellen in drei Kategorien
eingeteilt (Tiwari 2015):

o Horbare Wellen im sensitiven Bereich des menschlichen Ohrs (10 Hz - 20 kHz);

o Infraschallwellen mit Frequenzen unterhalb des horbaren Bereichs (< 16 Hz); und

e Ultraschallwellen mit Frequenzen oberhalb des horbaren Bereichs (> 20 kHz) und
weniger als die Frequenzen von Mikrowellen (bis zu 10 MHz).

Ein Stabschwinger besteht aus dem Transducer, dem Piezoelement, welches die
Ultraschallwellen erzeugt, und dem Stufenhorn, welches die Ultraschallwellen abgibt (siehe
Abbildung 6). Die Herstellung einer linear konischen Sonotrode ist einfach, erlaubt aber maximal
4-fache Vergrofierung der Schwingungsamplitude. Die kostspielige Herstellung einer ex-
ponentiellen Sonotrode rechtfertigt einen Einsatz insbesondere bei Mikroapplikationen, wobei
der VergrofRerungsfaktor hoher als bei der linear konischen Sonotrode ist. Bei einer gestuften
Sonotrode ist aufgrund der Materialspannung in der Sonotrode der potentielle VergrofRerungs-
faktor auf den Wert 16 begrenzt. Die Merkmale der Stabschwinger sind:

e Hohe akustische Amplitude (longitudinal, 80-100 pm) der Sonotroden und
Boosterhdrner.

e Hohe akustische Intensitat.

e Fokussierung der Schallenergie auf den Kegel unterhalb der Sonotrode.

e Temperaturkontrolle notwendig.

_———— Transducer
HH_"""-—- Piezoelement
I Stufenhom
| __|::]
beschalltes
Volumen
= = Kihlmantel

Abbildung 6: Aufbau eines Stabschwingers
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Die Schallschnelle @ ist definiert Uber die Amplitude @ und die Zeit t:

o = 4
T dt

17

mech

Die Schallgeschwindigkeit ¢ ist in Feststoffen Uber das Elastizitatsmodul E = (im/l,

welches das Verhaltnis zwischen Spannung o,,,..;, und relativer Auslenkung ist, beschreiben:

c= £ 18
p
In Flissigkeiten ist die Schallgeschwindigkeit c Uber das Kompressionsmodul K = _AA;’/V,
welches das Verhaltnis zwischen Druck Ap und relativer Volumenanderung ist, festgelegt:
c= |X 19
p

Aus diesen Gleichungen ergibt sich der Schalldruck p, = v - ¢ - p mit der Schallimpedanz:
z= %" =p-c 20

Ein weitere akustische KenngrofRe ist die Energiedichte w:

dE_ 1 __ o
—£=_12 21
W= = 2P%

Die Schallintensitat I als Leistungsdichte bezeichnet die Arbeit W, die in einer Schallwelle
pro Sekunde pro Quadratmeter Flache A hindurchtransportiert wird:

_daw _ _1p%
_Adt_cv_Zop 22

Die Schallleistung Ps 4 ist Uber die Schallintensitat I und die Flache A definiert:

Pschau =A-1 23

Die Schallabsorption erfolgt durch exponentielles Abklingen I =1,e2%* und diese
Abschwachung der Schallintensitat wird durch Reflexion, Brechung, Beugung und Streuung der
Schallwellen verursacht, d.h. die kinetische Energie wird in Warme umgewandelt. Mechanismen,
die additiv fiir die Gesamtabsorption ag,, berlicksichtigt werden, sind: Die Stokes'sche Reibung
ag, die Kirchhoff'sche Warmeleitung a;, und die viskose Reibung a,,. Somit kann Uber die
reflektierte, dissipierte und transmittierte Schallleistung bilanziert werden, um die einfallende
Schallleistung zu berechnen und den Transmissionsgrad, Reflexionsgrad sowie Absorptionsgrad
zu bestimmen.
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Fur den Zellaufschluss und Extraktion wird Leistungsultraschall im Bereich von 10 bis
1000 W-cm-2 mit Niedrig-Frequenz < 0.1 MHz und Hoch-Amplitude im Bereich von 10 bis 500 ym
angewendet (siehe Abbildung 7). Auch ohne Kavitation tragen Ultraschallwellen zur Verbesserung
des Stofftransports wahrend des Diffusionsvorgang bei. Eine etablierte und standardisierte
Methode zum Nachweis von Kavitation existiert gegenwartig nicht, so dass ein Verfahren
Gegenstand der Forschung sind. Die Ziele des experimentellen Nachweises von Kavitation sind
die Sicherstellung der Kavitationsschwelle (z.B. Schalldriicke), die Ausbeute an transienten
Kavitationsblasen (freigesetzte Energie), die Quantifizierung der freien Radikale (Nachweis-
reagenz) und die Untersuchung der Oberflachenerosion (z.B. Aluminiumfolie). Die Barrieren sind
dabei die Uberlagerung verschiedener Effekte auf verschiedenen Langenskalen, die nichtlineare
Kopplung von Effekten und die raumliche Inhomogenitat von Kavitationsfeldern.

10 —— —— —_— —_— I —— —_— —_— I [ — —_— P I - P
oo C Ty +rRsE--4-d-FrrdH-— -+ -+ o-Fio+r @ Bakterienaktivierung
A TITIInIrC I ACITroan- T CTTICCIOT Enzyminaktivierung/ -aktivierung
S B i 4 T ot i 4 S ) B
T "1 T T " T 0 I TN~ " "T T 1] 4 Homogenisation
A Akt F A ——d A =k A H= — — 4 — 4 ==+ H Emulsifikation
| It | Lo | Lt Dissolution
L —— b+ ——4 —A -+ HAH-— — 4 — + -4+ H
RN RN I 1 1 11| g Filtration
[N | Lo | i Extraktion
2 'NEIR IR o
10° == [ TRATFTCE-C-I-JZCFFRARCZZZTIZIZZEIATA Trocknung
= I (T I CrCan- T - TZIZCIaT Entgasung
E | _ _ IR TN TNy N N N T N I N TR R Y I T Hvdration
= - — — B R T I o B o B e S e R S s Y N
— L I T T O I U P T A B I M N N Rehydration
@ [N I [ N | el Kristallisation
r— THRTE ==~ T rrrimm~==""T~-T7T717rimTn
-g RN NIRRT R * Zatmachung
.‘l;" == rERtTE——=t—-44-rFrtrAf-—=t -t -I—FitH
—_ T [ EREY o . .
[N RN Lo I EEEEEE {J) Stimmulation lebender Zellen
E 101____ Lol L Lbudp oL L iJly
< T-o| [cd-ttiEtE——d-d-FFHAH-—- -+ -+ -I-FId+hQ A Schweifen (Verpackung)
 _ | |-d-LLrbrr _ _d1_J_LLvouagu_ 1L _1_j_LiJiy = -
g e S PR IRy Verbesserung der Warmeiibertragung
- | At R A F R H- - —F — =4 H
- —— [ -4+ L b — -4 —d A H-— —4+ — 4 —I—Id4H [] Reinigung
INRRRE IRRREE SRR Sieben
FTT TR TTTATE T T I T T I TN T T T T T TIT T .
M~ [ [N 1 o Schneiden
r= | T TTTOATE T T T AT TN T T T T T TITrMT
NN [ Lt 1111l o Prozesskontrolle
0 Frrrnin ! r h‘z Zerstorungsfreie Priifung
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Abbildung 7: Klassifizierung der Ultraschallwellen nach Leistungseintrag beziiglich Amplitude und
Frequenz (Mason und Lorimer 2002)

Unter Kavitation wird die Bildung von Blasen und deren Oszillation unter Einfluss von
hochfrequenter Druck- bzw. Dichteschwankungen in Flussigkeiten verstanden. Nichtelastisches
Medienverhalten flihrt zum Aufreifen der kontinuierlichen Fluidphase und zur Bildung von
Blasen. Die im Fluid vorhandene Inhomogenitat beglinstigen die Kavitation. Nach Entstehung der
Blasen diffundiert sukzessiv Dampf aus der umgebenden Fliussigkeit oder in der Flussigkeit
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geloste Gase in die Blase. Bei der ,Dampfkavitation” (harte/transiente Kavitation) implodieren die
Blasen bereits nach wenigen Oszillationen wunter punktueller Freisetzung hoher
Energieintensitdten. Bei der weichen (stabilen) Kavitation verursacht das in vielen Oszillations-
zyklen in die Blase eindiffundierende Gas den Kollaps. Zwischen diesen beiden grundsatzlich
verschiedenen Phdnomenen existieren in der Realitit zahllose Ubergangsformen. Sonokavitation
ist die Kavitation, bei der Blasen durch Ultraschallwellen entstehen. Es gibt zwei Hypothesen fir
das Erreichen der Kavitationsschwelle. Zu einem ist es die homogene Keimbildung, bei
Scherkraften zur Uberwindung der theoretischen Oberflichenspannung und des hydrostatischen
Druckes erzeugt werden und somit eine Berechnung der theoretisch vorhergesagten
Kavitationsschwelle erfolgen kann. Fir diese Berechnung wird der kritische Druck p, zur
Uberwindung der kohdsiven Krafte sowie zur Erzeugung einer Blase mit Radius r ermittelt. Bei
der heterogenen Keimbildung werden durch Phasengrenzen (Partikel, Blasen, Tropfen), durch
chemisch stabilisierte Grenzflachen (Mizellen) und durch Gastaschen in Partikeln diese
Heterogenitat hervorgerufen. Die wichtigsten Einflussfaktoren auf die Kavitationsschwelle ist die
Viskositat der Flussigkeit, die Schallfrequenz und die Temperatur. Die Tendenz eines
Blasenkollaps ist umso wahrscheinlicher, je geringer die Schallfrequenz und je langer die
Kompressionszeit. Ob eine Blase stabil oszilliert oder in einen transienten Zustand bzw. Kollaps
Ubergeht, hangt von folgenden Faktoren ab:

e Frequenz v: Mit der Zunahme der Frequenz nimmt die Produktion von Kavitationsblasen und
damit die Kavitationsintensitat in der Flussigkeit ab.

e Losemittel: Bei der Generierung der Blasen im Unterdruckgebiet missen die kohasiven Krafte
im Ldsemittel Uberwunden werden. Mit steigender Viskositat und hoher Oberflachen-
spannung mussen hdhere akustische Krafte erzeugt werden.

o Temperatur T: Die Temperatur beeinflusst sowohl die Dichte, die Viskositat als auch den
Dampfdruck des Losemittels. Mit steigender Temperatur sinkt die notwendige akustische
Intensitat zur Erzeugung von Kavitation.

e Gasart und -gehalt: Aufgrund der Abhangigkeit vom Adiabtenkoeffizient y steigen die
sonochemischen Effekte mit y. Darlber hinaus spielt auch die thermische Leitfahigkeit des
Gases eine Rolle: Je groRer die Warmeleitfahigkeit, desto mehr Warme dissipiert uber die
Phasengrenzflachen ins umgebende Medium. Die Erhéhung des Gasgehaltes fihrt zu einer
Absenkung der Kavitationsschwelle und der Intensitat der Schockwelle, die durch den
Blasenkollaps entsteht.

e Externer Druck p: Mit Zunahme des externen Druckes steigt die Kavitationsschwelle, aber
auch die Intensitat des Blasenkollaps. Die Erh6hung des statischen Druckes flihrt zu
schnellerem, aber auch heftigerem Blasenkollaps.

e Akustische Intensitat: Grundsatzlich nehmen die sonochemischen Effekte mit einer Zunahme
der akustischen Intensitat und damit mit einer Zunahme des Schalldruckes p, zu. Jedoch
kann die Wirkung nicht immer weiter gesteigert werden, da die maximale Blasengrofie
ebenfalls eine Funktion der Druckamplitude p, ist. Mit einer Steigerung der Druckamplitude
wdchst die Blasengrofie in der Unterdruckphase so stark an, dass die Zeit fur den
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Blasenkollaps nicht mehr ausreicht und die Blase den kritischen Kollapsdurchmesser
Uberschreitet.

Die Implosion von Kavitationsblasen an oder in der Nahe von festen Grenzflachen fihrt zur
Generierung von Flussigkeitsjets, die letztlich zu Schockwellen und einer mehr oder starken
Erodieren der Feststoffoberflache fihren (siehe Abbildung 8).

Abbildung 8: Wirkung einer implodierender Kavitationsblase in der Nahe einer Pflanzenzelle: Der
Fliissigkeitsjet stof3t durch die Blase a); Zerstorung der Zellenmembran und Freisetzung der
Pflanzenstoffe b)

2.2.3 Hochspannungsimpulsunterstiitzende Extraktionstechnologie

Die Historie der Hochspannungsimpulse geht auf die Entdeckung der Lichtenberg-Figuren
als Resultat elektrischer Hochspannungsentladung im 18. Jahrhundert zuriick (Rolong et al. 2018;
Takahashi 1979). Mit dem Verstehen dieses Phanomens und mit der Kontrolle Uber die Parameter,
welche elektrische Felder generieren, wurden die gepulsten elektrischen Felder ab dem Jahre
1940 sehr schnell eingesetzt, um Mikroben in Lebensmittel zu toten und um Wasser zu
sterilisieren. Der Einfluss von elektrischen Pulsen hoher elektrischer Feldstarke auf biologisches
Material wurde erstmalig von Zimmermann et al. 1976 (Zimmermann et al. 1976) beschrieben
und biomedizinische Anwendungen folgen bald darauf, wobei elektrische Felder verwendet
werden um die Bewegung von biologischem Material zu kontrollieren: Elektrofusion,
Elektrogentherapie und Elektrochemotherapie (Manuela Guderjan 2006). Diese Anwendungen
fallen unter in den Bereich der reversiblen Elektroporation, bei dem die Zellenmembran temporar
destabilisiert und die Porenbildung elektrisch induziert wird. Bei der irreversiblen Elektroporation
ist die eingesetzte Energie viel hdher als bei der reversiblen Elektroporation und es wird der
Zelltod Uber unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen wird.

Das spezifische Merkmal der Anwendung der Hochspannungsimpulse ist die selektive
Zerstorung der biologischen Membranen. Das adufere elektrische Feld E induziert ein
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Transmembranpotential u,, Uber die Zellmembran, welche vor allem aus Phospholipiden und
Proteinen besteht sowie im Ruhezustand elektrisch nicht leitfahig ist (Barba et al. 2015; Fincan
et al. 2004). Wenn das Transmembranpotential einen Durchschnittswert erreicht, typisch sind 0,2
bis 1,0 V, dann verursacht das elektrische Feld einen temporaren Verlust der Semipermeabilitat
der Zellmembran oder deren Zerstorung. Der exakte Mechanismus der Permeabilitat ist bis jetzt
nicht ins kleinste Detail verstanden, aber es ist akzeptiert, dass die Elektroporation aus
verschiedenen Stufen besteht. Diese Phasen sind (Teissie et al. 2005; Teissié et al. 1999;
Krassowska und Filev 2007):

o Aufladung und Polarisierung der Zellmembran (Aufladungszeit ca. 1 ys).

e Temporare Destabilisierung und Formation der Poren (beobachtet auf einer Zeitskala von
10 ns (Tarek 2005).

o Expansion der Porenradii und Aggregation von verschiedenen Poren (in einem
Zeitbereich von 100 ps).

o Wiederverschliefen der Poren und Erinnerungsvermdgen (Dauer im Bereich von
Sekunden bis zu Stunden).

Vorgeschlagene Theorien weisen die Formation von Poren (Elektroporation) sowie
elektromechanische, elektrohydrodynamische, viskoelastische, elektrothermische und
elektroosmotische Instabilitaten nach (Ho und Mittal 1996; Weaver und Chizmadzhev 1996; Chen
et al. 2006). Ausreichend hohe Hochspannungsimpuls-Exposition (hohe elektrische Felder und
lange Behandlungszeit) fihrt zur Formation von grofien Poren, Deformation der Membranen und
zur Zelllysis (Pliquett et al. 2007). Andere Mdglichkeiten der Zelllysis konnen durch chemisches
Ungleichgewicht, welches aus dem verbesserten Transmembrantransport (Dimitrov und Sowers
1990) und der Joule'schen Uberhitzung der Membranoberfliche erkldrt werden (Lebovka et al.
2000). Die Reversibilitat der Elektroporation hangt unmittelbar mit dem Pulsverfahren
zusammen, d.h. die Starke des elektrischen Feldes, die Form der Pulse, die Pulsdauer und die
Intervalle zwischen den Pulsen (Canatella et al. 2004). Die Applikation der Hochspannungs-
impulse kann in transiente oder stabile Elektroporation resultieren (vergleiche Abbildung 9).
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Abbildung 9: Elektroporation von Zellmembranen bei verschiedenen Feldstarken. E: Elektrische
Feldstarke; Ei: Kritische elektrische Feldstarke (Javier Raso 2006)

Zur Realisierung von Hochspannungsimpulsen gibt es hauptsachlich funf elektro-
technische Konzepte (ReberSek und Miklavcic 2011). Hochspannungsimpulse langer als 1 ps
kdnnen mittels einer Entladung eines Kondensators, eines Rechteckgenerators oder eines
analogen Signalgenerators erzeugt werden (ReberSek und Miklavcic 2011) Der Blumlein-
Generator als pulsformendes Netzwerk oder ein Halbleiterdffnungsschalter bzw. Resonanz-
Ladungsgenerator: Diodendffnungsschaltgenerator konnen Hochspannungsimpulse kirzer als 1
ps, bzw. im Nanosekundenbereich generiert werden (ReberSek und Miklavcic 2011). Eine
elektrischen Hochspannungsimpulsanlage fiir die Ubertragung exponentieller Pulse besteht aus
den Hauptkomponenten Hochspannungsgenerator, zur Versorgung der Anlage mit elektrischer
Energie bei einer definierten Ladespannung U,, parallel geschalteten Kondensatoren der
Kapazitat C, zur Speicherung der elektrischen Energie, einem Hochspannungsschalter, zur
Energieubertragung in den Entladekreis sowie einer Behandlungszelle mit den zwei
Metallelektroden, in der die pflanzlichen Zellen einem elektrischen Feld bestimmter Feldstarke
E ausgesetzt wird (siehe Abbildung 10). Bei ge6ffnetem Hochspannungsschalter, der durch einen
Impulsgeber digital angesteuert wird, werden die Kondensatoren Uber den Ladewiderstand R,
bis zum Potential U, geladen. Wird der Schalter geschlossen, so kommt es zu einem
Entladevorgang der elektrischen Energie in den Entladekreis in Form eines exponentiellen Pulses.
Der zeitliche Verlauf des Pulses wird dabei vor allem durch Kapazitat, Induktivitdt und Ohm‘schen
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Widerstand der Leitungen sowie der Behandlungszelle bestimmt. Zur Erfassung von
Elektrodenspannung und Impulsform wird ein Oszilloskop eingesetzt.

Impulsgeber -------5

g MOSFET
Diode (HV-Schalter)

Widerstand

PEF-Zelle
1
I

|
|
Hochspannung
I
I
Kondensator
(Pflanzenzellen)

160 200

Zeit [us]

Elektr. Feldstarke [kV/cm]

Abbildung 10: Aufbau einer Hochspannungsimpulsanlage zur Erzeugung exponentieller Pulse

Fur eine einzelne kugelférmige Zelle ist das Transmembranpotential vom Winkel &

zwischen der Richtung des externen Felds E und dem Radiusvektor # der Membranoberfliche
(Schwan 1957) abhangig:

Uy =1,5Rz. . Ecos? (1 — exp (— ti)) 4 24

c

Hier ist Ry, der Zellradius und die Zeitabhdangigkeit reflektiert den kapazitiven
Membranaufladungsprozess. Die Zeitkonstante t, ist definiert als (Pauly und Schwan 1959)

t,=t"/(1+a) 25

th = Z—h ist die spefizische Kapazitat der Membran, h ist deren Schichtdicke und a =

m

—*% Om, 0, Und o; beziehen sich auf die Leitfahigkeiten der Membran, des extrazellularen

Mediums und das Cytoplasma. Charakteristische Werte von € = 1072 % h=5nmundo,, =3"
10‘7% (Kotnik et al. 1998) ergeben t™ = 1,7 - 10~* 5. Der allgemeine Ausdruck fir ¢ ist recht

komplex (Kotnik et al. 1998), aber mit der Annahme, dass :ﬁ > 1 (unter den physiologischen

Om
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Bedingungen, o¢; = 3- 10‘1%, und R =100 pm, % ~ 50) ist, ist folgende Vereinfachung
moglich:
(=1 _i 26

Stabilen Bedingungen konnen realisiert werden, wenn die Pulsdauer t,, genauso lang im
Vergleich mit der Zeit ist, welche bendétigt wird, um die Membrankapazitat aufzuladen. Der Wert
von u,, ist proportional zum Zellradius R;.;.. Der hochste Potentialverlust tritt an den Zellpolen
aufund erniedrigt sich auf O beid = + g Dadurch werden grofiere Zellen vor kleineren beschadigt
und die Wahrscheinlichkeit einer Schadigung ist an den Zellpolen maximal. Die Dicke der
Membran h (= 5nm) ist im Vergleich zum Pflanzenzellradius R,y (= 100 pm) sehr klein. Die

Starke des elektrischen Feldes, die Gber die Membran konzentriert ist, kann als Em = uTm ~F-

Rye11e/h~2 - 10*E geschatzt werden. In weichem Pflanzengewebe besitzen die Zellen einen
ziemlich grofRen Radius (R = 100 wm) im Vergleich zu mikrobiellen Zellen (= 1 — 10 um) und das
induzierte Transmembranpotential, ebenso wie das Phanomen der aufgeladenen Membran, kann
stark durch den Zellradius und dem a,/o0;-Verhdltnis beeinflusst werden. Ein unbeschadigtes
biologisches Gewebe ist gewohnlich ein geringes leitfahiges Material, so dass es die Ungleichung
2 « 1 erfillt. Aber es kann angenommen werden, dass der g, /0;-Wert sich mit dem Verringern

g

der Hochspannungsimpuls-induzierten Beschdadigungen und o,/0; =1 limitiert durch
Gewebedesintegration erniedrigt. Fur kleine Zellen (R = 1 um) der Wert { ist nahe bei 1 und der
Wert von ¢, ist geringer als 1 ps. Fur grofie Zellen, wie solche in zelluldrem Gewebe, mit R =
100 um der Wert von ¢ weichen von 1 ab und ¢, verringert sich merklich mit kleinen o, /g;-Werten.

In der Elektroporationstheorie kann die Lebensdauer t,,, der Membran durch folgende
Formel geschatzt werden (Weaver und Chizmadzhev 1996):

Um 2
T =T eXpEy/kgT(1 + (u_o) ) 27

E, ist die Aktivierungsenergie zur Beschadigung der Membran, 7., ist ein Parameter, kg =
1,381-10‘23£ ist die Boltzmann Konstante, T ist die absolute Temperatur und u, ist ein

Parameter, der die Antwort der Elektroporation auf die Membran charakterisiert. Fur Lipid-
Membranen wurden folgende Abschdtzungen der Parameter experimentell festgestellt: E; =

270 % Uy ~ 0,17V und 7o, = 3,7- 1077 s (Lebedeva 1987); dennoch, diese Werte sind von der

Struktur und Zusammensetzung der Membranen in Pflanzenzellen abhangig (Lebovka et al.
2007a).

In Zellsuspensionen und in biologischen Geweben ist die Elektroporation eine komplexe
Funktion der Zellorientierung sowie der Zellgréfien-Verteilung und kann durch die Aggregation
der Zellen, deren Arrangement, die lokale Zelldichte und geloste Konzentration sowie die
Verteilung des lokalen elektrischen Feldes beeinflusst werden (Canatella et al. 2004; Pucihar et
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al. 2007; Pavlin et al. 2007). Des Weiteren kann das externe Feld die Orientation (Lebovka und
Vorobiev 2007) und die Aggregation (Stefan Topfl 2006) der Zellen in den Suspensionen
beeintrachtigen. Die Umlagerung des lokalen Feldes innerhalb eines biologischen Gewebes ist
auch wahrend der Behandlung mit Hochspannungsimpulsen maglich (Lebovka et al. 2000;
Lebovka et al. 2001). Der Beschadigungsgrad Pg;,..4 kann als Verhaltnis der beschadigten Zellen
und der Gesamtanzahl der Zellen definiert werden. Eine direkte Abschdtzung des
Beschadigungsgrad kann durch mikroskopische Betrachtung der Hochspannungsimpuls-
behandelten Gewebes (Fincan und Dejmek 2002) gemacht werden, aber dies ist nicht einfach und
es ist mehrdeutig. Es ist moglich den Beschadigungsgrad von Messungen des
Diffusionskoeffizienten in Hochspannungsimpuls-behandelt biologischen Materialien (Jemai und
Vorobiev 2002; Lebovka und Vorobiev 2007):

Pgraa = (D —D;)/(D4q — D;) 28

D ist der gemessene Diffusionskoeffizient und die Indizes i und d beziehen sich auf die
Werte fur das intakte beziehungsweise vollig zerstortes Material. Der Diffusionskoeffizient D kann
durch erschopfende Extraktion oder konvektive Trockungsversuche bestimmt werden.
Unglucklicherweise sind Diffusionsmessungen indirekt und invasiv fur biologische Objekte sowie
sie  konnen die Struktur des Gewebes auswirken. Zudem ist die Validitat der
Approximationsgleichung 28 noch umstritten (Vorobiev et al. 2005; Lebovka und Vorobiev 2007).
Eine konventionelle Methode, um den Beschadigungsgrad P zu schatzen, basiert auf Messungen
der elektrischen Leitfahigkeit. Die lokale elektrische Leitfahigkeit wird in der Nahe von
beschadigten Zellen erhoht und die durchschnittliche elektrische Leitfahigkeit erhoht sich
wahrend der Beschadigungsgrad wadchst. Der Leitfahigkeitszersetzungsindex Z kann wie folgt
definiert werden (Rogov and Gorbatov 1974):

Z=(0—-04)/(04—0i) 29

o ist der elektrische Leitfahigkeitswert gemessen bei geringen Frequenzen (1 — 5 kH2z)
und die Indizes in und d beziehen sich auf die Leitfahigkeiten eines intakten beziehungsweise
vollstandig zerstorten zelluldaren System. Diese Gleichung ergibt Z = 0 flr intaktes Gewebe und
Z =1 fur vollig zerstortes Material. Diese Methode ist fur Gewebe und kolloidale
Biosuspensionsen gebrauchlich (Lebovka et al. 2000; Lebovka et al. 2006; EL Zakhem et al. 20064,
2006b). Aber die Bestimmung von o, bendtigt erganzende Messungen fur maximal zerstortes
Material nach Einfrieren-Auftauen oder starker Hochspannungsimpuls-Behandlung mit hoher
elektrischer Feldstarke und lange Laufzeit der Hochspannungsimpuls-Behandlung (Lebovka et al.
2007a).

Seite 24147



PROZESSE UND MODELLE BEI PFLANZENEXTRAKTIONEN

Eine andere Methode ist auf elektrischen Leitfahigkeitsmessungen bei niedrigen (=
1 kHz) und hohen (3 — 50 Mhz) Frequenzen (Angersbach et al. 2002) basiert:

Z= (kao - a?n)/(ag’z - o'?n) 30

wo k = o;,/c® und die Indizes 0 und oo sich auf niedrige beziehungsweise hohe
Leitfahigkeitsgrenzen beziehen.

Es ist sinnvoll eine charakteristische Zerstérungszeit T heran zu ziehen, welche als die
Zeit definiert ist, die flir das Erreichen der Halfte der maximalen Beschadigung vonnéten ist (Z =
1/2) (Bazhal et al. 2003). Die Entwicklung der Zerstorung in Gewebe kann durch folgende
Umwandlungsfunktion angenahert werden (Bazhal et al. 2003):

z=[1+ (%)"]_1 31

Kk ist ein empirischer Exponent. Fir die Beschdadigung durch Hochpannungsimpuls-
Behandlung, die Zeit t korrespondiert mit der gesamten Zeit der Hochspannungsimpuls-
Behandlung: t = tpgr = n - t,, wo n die Anzahl der Pulse und n,, die Dauer der Pulse ist. Aus der

Gleichung 31 folgt, dass Z =% bei t = 7 ist und somit die Definition der charakteristischen

Zerstorungszeit T erwiesen ist. Eine thermisch induzierte Beschadigung bendtigt eine lange Zeit
und wird beschleunigt, wenn die Temperatur T gesteigert wird. Die Hochspannungsimpuls-
induzierte Beschadigung hangt von dem Behandlungsprotokoll ab und lasst sich mit der
Erhohung der elektrischen Feldstarke E und der Temperatur T verstarken (Lebovka et al. 2005b;
Lebovka et al. 2005a). Je nach verwendeter elektrischer Feldstarke, Temperatur und Gewebeart
mit unterschiedlichen Zellgeometrien und -gréfien zeigt der Zerstorungsindex Z ein Plateau mit
Sattigungseffekt (Lebovka et al. 2007a; Lebovka et al. 2001). Bei der Verwendung von hohen
Feldstarken und inhomogenen Gewebestrukturen stellt sich kein Plateau-Effekt ein oder eine
schrittweise Erhohung des Zerstorungsindex Z wurde beobachtet (Shynkaryk et al. 2008). Bis jetzt
sind diese Hochspanungsimpuls-induzierten, transienten Effekte nicht vollstdndig verstanden
und erfordern weitere Studien in der Zukunft.

Die charakteristische Zerstorungszeit t ist von der Gewebeart abhangig (Lebovka et al.
2002), dies ist durch Zellgréfienunterschiede, die Natur und Konstitution der Membranen sowie
die Gewebeporositat erklarbar. Die charakteristische Zerstorungszeit in den Grenzen eines sehr
hohen Feldes 7, reflektiert den Widerstand des Materials zu der Hochspannungsimpuls-
Behandlung. Je hoher der Wert von 7, desto mehr Behandlungszeit wird bendtigt, um das
Material zu zerstoren (Bazhal et al. 2003; Bazhal et al. 2001). Eine hohe Zerstorung des Gewebes
erfordert ausreichend Energieverbrauch in Verbindung mit der Hochspannungsimpuls-
Behandlung. Die Volumendichte des Energieeintrags Q wahrend der Hochspannungsimpuls-
Behandlung ist gleich mit:

Q = f o) - E2dt 32
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Die elektrische Leitfahigkeit des Gewebes o erhoht sich mit der Zeit t aufgrund der
Zerstorung. Der Energieverbrauch @ ist annahrend proportional zu t - E? (Lebovka et al. 2002).
Wenn T(E) sich mit der Erhéhung der elektrischen Feldstarke E verringert, dann geht 7 - E? durch
ein Minimum. Der optimale Wert von ET) bei minimalem Energieverbrauch korrespondiert zu dem
Minimum von 7 - E2. Eine weitere Zunahme von E resultiert in eine progressive Erhohung des
Energieverbrauchs, fuhrt aber nicht zu einer zusatzlichen Steigerung des
Leitfahigkeitszerstorungsindex Z. Flr vegetabiles und fruchtartiges Gewebe typische Werte fur
E, liegen im Bereich von 200 — 500% (Bazhal et al. 2003). Wenn der Strom durch das Gewebe

flieRt, entwickelt sich Ohm'sche Erwarmung. Dies flihrt zu einer Temperaturerh6hung, welche
durch folgende Differentialgleichung geschatzt werden kann:

dT _ o-E*
dt ~ Py

33

Hier ist p die Dichte und c, der spezifische Warmekapazitat des Gewebes, ebenso wird
angenommen, dass eine adiabatische Betriebsfuhrung einen sehr kleinen thermischen Austausch
mit Umgebung impliziert. Weil die Funktion der Zeit t zu der elektrischen Leitfahigkeit o
unbekannt ist, ist die Anwendung der Gleichung 33 fiir die Schatzung der Temperaturentwicklung
T(t) in Gewebe nicht einfach. Die linearen Temperaturabhangigkeiten sind typisch fir die
elektrische Leitfahigkeit von zerstorten und intakten Gewebematerialien:

o =0y (1 + —aT(T_TO)) 34

1+arTy

oy ist die elektrische Leitfahigkeit bei der Referenztemperatur T, und a; ist der
Temperaturkoeffizient der elektrischen Leitfahigkeit (Lebovka et al. 2007a). Wenn die elektrische
Leitfahigkeit eine lineare Funktion der Temperatur ist, resultiert die Integration der Gleichung 33
in:

T=T0+(exp(ao-E2- -p)—l)/a 35

e~

Anderungen in den Gewebestrukturen, welche durch Ohm'sche Erwdrmung elektrisch
induziert werden, kdnnen essentiell sein (Wang und Sastry 2002). Die Ohm‘sche Erwarmung bei

elektrischen Feldern E in der GrofRenordnung von 20—80% ruft Anderungen der

Elektroporationseigenschaften hervor (Lebovka et al. 2005b; Lebovka et al. 2005a). Daher kann
die elektrische Leitfahigkeit eine komplexe nichtlineare Funktion der Zeit, Temperatur,
elektrischen Feldstarke und des Beschadigungsgrades sein. Eine direkte Kontrolle der Elektro-
porationsanderungen kann durch experimentelle Messungen der Leitfahigkeitsentwicklung
wahrend der Ohm’schen Erwarmung durchgefuhrt werden. Der Leitfahigkeitszerstdrungsindex
kann mit Gleichung 29 durch die experimentell gemessenen Temperaturabhdngigkeiten der
intakten g; und vollig zerstorten o; Gewebe-Leitfahigkeiten abgeschatzt werden (Lebovka et al.
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2007a). Es scheint sehr vielversprechend ein Pulsprotokoll fir die Hochspanungsimpuls-
Behandlung mit moderatem elektrischem Feld und gleichzeitiger Anwendung der Ohm‘schen
Erwarmung auszuwahlen.

Experimente zeigten, dass die Verwendung der elektrischen Pulse einige verschiedene
Effekte auf die Zellmembran ausiiben konnen, diese sind von den unterschiedlichen
Pulsparameter abhangig; wie zum Beispiel Amplitude, Form, Dauer t,, Anzahl der
Wiederholungen n, und die Intervalle zwischen den Pulsen At (Canatella et al. 2001). Des
Weiteren sind weitere Parameter die Behandlungstemperatur und die initiale lonenstarke.
Kriterien, um das Protokoll optimal auszuwahlen, kénnen bis jetzt nicht genau nachvollzogen
werden.

Hamilton und Sale (Hamilton und Sale 1967) definierten die verwendete elektrische
Feldstirke E und die gesamte Behandlungszeit tpgr = n-t; als relevanten Hauptparameter,
welche die Effizienz der Hochspanungsimpuls-induzierten Zerstérung festlegen. Hohere
elektrische Feldstarke flihrt zu besserer Effizienz der Beschadigung (Canatella et al. 2001; Toepfl
et al. 2007), die optimalen Werte fiur die elektrische Feldstarke fiir viele vegetabilen und

fruchtartigen Gewebe liegen im Bereich von E’:BOO—SOO&. Die Zeitabhangigkeit des

Zerstorungsindex kann ein Plateau bei langen Zeiten mit einer Hochspannungsimpuls-
Behandlung bei kleinen elektrischen Felder erreichen. Des Weiteren erhoht sich der elektrische

Leistungsverbrauch merklich bei moderatem elektrischem Feld im Bereich von E< 100%

(Lebovka et al. 2007b). Die Effizienz korreliert eindeutig auch mit der gesamten Zeit der
Behandlung tpzr (Lebovka et al. 2000), aber es ist offensichtlich, dass die wichtigsten
Verfahrensparameter E und tppr Nicht komplett fir die experimentell festgestelltes Verhalten,
welches mit den Hochspannungsimpuls-induzierten Effekten zusammenhangen, verantwortlich
sind.

Die Pulsformen, welche meist mit Hochspannungsgeneratoren erzeugt werden, sind
exponentiell abfallend und rechteckig. Zudem kdnnen die Pulsformen entweder monopolar oder
bipolar sein. Die Rechteckgeneratoren sind mehr kostenintensiv und bendétigen eine komplexere
Ausstattung als Generatoren, die exponentiell abfallende Pulse erzeugen. Aber
Rechteckgeneratoren haben eine bessere Energieleistung und demonstrieren hohere Effizienz an
Beschadigungen in Messungen mit der Inaktivierung von Mikroorganismen (Zhang et al. 1994).
Bipolare Pulse haben mehr Vorteile als monopolare Pulse. Aufeinanderfolgende monopolare
Pulse konnen hohe Konzentration der Raumladung in der Nahe der Elektroden aufgrund der
Bewegung der lonen und lebenden Zellen erzeugen. Bipolare Pulse erzeugen zusatzlichen
Beanspruchung in der Membranstruktur und verbessen die Effizienz der Beschadigung. Es wird
ebenso berichtet, dass bipolare Pulse minimale Energieverbrauch darbringen, mit reduzierter
Abscheidung von Feststoffen auf den Elektroden und mit erniedrigter Lebensmittelelektrolyse
(Chang 1989; Qin et al. 1994; Wouters und Smelt 1997).

Ein Intervall zwischen den Pulsen At zeigte Einfluss auf Effizienz der Beschadigung durch
die Hochspannungsimpulse (Lebovka et al. 2001). Ein langeres Intervall stellt eine beschleunigte
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Kinetik im Vergleich zu einem kirzeren Intervall bei derselben gesamten Behandlungszeit tpgr
dar. Dies ist unerwartet, da der wiederverschlieRende Prozess die Elektropermeabilitat bei langen
Intervallen zwischen den Pulsen verbergen kann. Weitere Experimente werden gebraucht, um
den Effekt der Intervalle zwischen Pulsen auf die Beschddigungseffizienz zu erklaren.

Auch fehlen gentgend Informationen bezuglich des Effekts der Pulsdauer auf die Hoch-
spannungsimpuls-induzierten Zerstorung des Gewebes bei einer festgesetzten Behandlungszeit.
Einige Forschungsarbeiten diskutieren hauptsachlich den Effekt der Pulsdauer bei inaktivierenden
Experimenten mit verschiedenen Mikroorganismen durch Hochspannungsimpulse (Martin-
Belloso et al. 1997; Wouters et al. 1999; Raso et al. 2000; Manas et al. 2001; Aronsson et al. 2001;
Abram et al. 2003; Sampedro et al. 2007). Einige Autoren zeigten, dass die Inaktivierung bei
hoherer Pulsbreite und bei konstanter Quantitat der verwendeten Energie effizienter waren
(Martin-Belloso et al. 1997; Abram et al. 2003), aber andere nahmen nur einen kleinen Effekt der
Pulsbreite auf die Inaktivierung wahr (Raso et al. 2000; Manas et al. 2001; Sampedro et al. 2007).
Der Effekt der Pulsbreite scheint je nach elektrischer Feldstarke zu variieren; dennoch sind die
beobachteten Ergebnisse kontrovers (Wouters et al. 1999; Aronsson et al. 2001). Die Theorie sagt
eine Geschwindigkeitsabnahme des Membranaufladungsprozess fur grofie Zellen und fur das
extrazelluldre Medium mit geringer elektrischer Leitfahigkeit voraus (Kotnik et al. 1998). Die
Membranaufladungszeit t, ~ 107> — 10~*s ist fiir zellulares Gewebe mit groRen Zellen eher
grofR. Eine effiziente Hochspannungsimpulsbehandlung erfordert eine lange Pulsdauer t; im
Vergleich zu der Membranaufladungszeit t., damit die maximale Transmembranspannung
erreicht. Bei grofReren Werten der Membranaufladungszeit t. langere Pulse werden benétigt, um
die gewunschte Spannungsamplitude zu erreichen. Deshalb kann hohere Effizient der
Hochspannungsimpulse fiir langere Pulsbreite t; bei festgesetzter Gesamtbehandlungszeit und
andere Bedingungen erwartet werden. Langere Pulse sind mehr effektiv und ihr Effekt ist
besonders ausgepragt bei Raumtemperatur und moderaten elektrischen Feldern (E” =100 —

300—) (Vito et al. 2008). Nichtsdestotrotz eine allgemeine Beziehung zwischen dem

v
cm
Hochspannungsimpulsbehandlungsprotokoll, Art und Qualitat des weichen Gewebes, Prozess-
parameter (Temperatur, Geometrie und Grofie der Stichprobe, etc.) sowie der resultierende

Umfang der Materialzerstdrung sind nicht vollstandig klar und weitere Studien sind erforderlich.
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2.3.  Mehrstufige Fest-Fliissig Extraktionen

Bei mehrstufigen Fest-Flussig-Extraktionen konnen die beiden Phasen Uber verschiedene
Betriebsfuhrungen in Kontakt gebracht werden, dazu zahlen die Gegenstromextraktion, die
Kreuzstromextraktion und die Gleichstromextraktion. Weiterhin reicht ein einstufiger
Extraktionsprozess meist nicht aus, um die gewunschte Menge an Wertstoff zu extrahieren. Dies
ist darin begriindet, dass kein Stoffibergang mehr stattfindet, sobald ein pseudo-Gleich-
gewichtszustand erreicht ist. Aus diesem Grund werden mehrere Extraktionsstufen hinter-
einandergeschaltet, um die groftmogliche Ausbeute an Wertstoff zu erzielen (Handa et al. 2008).

Beim Kreuzstrom wird das Pflanzenmaterial als Feed F in der ersten Stufe dazu gegeben
und in jeder weiteren Stufe wird unbeladenes Extraktionsmittel S, in den Prozess eingebracht.
Der Rickstand Rn einer Stufe wird als Feed der nachsten Stufe verwendet, wodurch das
Pflanzenmaterial erschopfend extrahiert wird. Eine weitere Variante ist, dass in jeder Stufe
Pflanzenmaterial hinzugeben wird und das Extraktionsmittel Uber jede weitere Stufe bis zur
Loslichkeitsgrenze beladen wird, siehe Abbildung 11.

b) F | F, | Fuy

Ry Rov Ry

Abbildung 11: Flief3bild des Kreuzstromprozesses: a) Erschopfende Extraktion, b) Beladung des
Extraktionsmittels

Im Gegensatz zum Gleichstromverfahren verlaufen bei der Gegenstromextraktion der
Rlckstandstrom und der Extraktstrom in entgegengesetzte Richtungen (vergleiche Abbildung 12).
Der Riickstand R,, der in die erste Stufe eingeht, entspricht dem Feed F. Der Extraktstrom, der in
die Stufe n eingeht, entspricht dem unbeladenen Extraktionsmittel S. Die Konzentration des
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Wertstoffs wird in der Feststoffphase immer geringer, wohingegen sie in der fliissigen Phase

immer weiter ansteigt.

<+ < <« <+ «——

D < * D
. R _ .

F Ry R, nt Ry

Abbildung 12: Flie3bild des Gegenstromverfahrens

Uber die zwei Suchmaschinen ,Sciencedirect® und ,Google Scholar” wurde nach der
Wortfolge ,multistage solid liquid extraction” mit der Angabe des Veroffentlichungszeitraums von
2000-2020 gesucht. Die Recherche ergab mit ,Google Scholar® 852 Ergebnisse und mit
,Sciencedirect® 195 Ergebnisse. Es zeigt sich, dass das Interesse an der Forschung und
Entwicklung mit mehrstufigen Fest-Flissig Prozessen in den letzten Jahren stark ansteigt

(vergleiche Abbildung 13).
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Abbildung 13: Anzahl der Veréffentlichungen zu ,,multistage solid liquid extraction“ von 2000 bis 2020
(Volltextsuche mit ,Scienedirect®)

Tabelle 1 gibt eine Ubersicht (ber verschiedene mehrstufige Prozessausfiihrungen,

Stoffsysteme und Losungsmittel.
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Tabelle 1: Auflistung mehrstufiger Prozessausfiihrungen zu ,,multistage solid liquid extraction®

Autor Fluss Rohmaterial Wertstoff Losungsmittel Quelle
Bessa Gegenstrom Reiskleie Reiskleiendl Ethanol (Bessa et al. 2017)
Both Kreuzstrom Schwarzer Tee | Polyphenole Ethanol, (Both et al. 2014b)
Ethanol/Wasser
Castillo-Santos | Gegenstrom Vanille Vanillin Ethanol/Wasser (Castillo-Santos et
al. 2016a)
Diankov Kreuzstrom Virginia - Wasser (Diankov et al.
Tabak 2008)
Hojnik - Brennnesseln Chlorophyll Ethanol (Hojnik et al. 2007)
Jimmy Kreuzstrom Wasser- Schwermetalle | Ethanol/Wasser (Jimmy et al. 2018)
hyanzinthe
Li Gegenstrom, Moyeam Dihydro- Wasser, Ethanol, (Li et al. 2011b)
Mikrowellen myricetin Methanol
Mattos Kreuzstrom Trauben- Polyphenole Ethanol/Wasser (Mattos et al. 2018)
trester
Meulle-miestre | Kreuzstrom, Seekiefer, Polyphenole Wasser (pH 3,8) (Meullemiestre et al.
Ultraschall Sagemehl Phosphatpuffer 2016)
Mohammed - Golftange Natriumalginat | -
Parada Kreuzstrom Eukalyptus Polyphenole Methanol/Wasser | (Parada und
Fernandez 2017)
Powell Gegenstrom Pfeilkresse Glucoraphanin | Ethanol/Wasser (Powell et al. 2005)
Saffarzadeh- - Granatapfel Polyphenole Ethanol/Wasser (Saffarzadeh-Matin
Matin und Khosrowshahi
2017)
Salgado- Kreuzstrom, Chili Friichte Carotenoide, Hexan, Ethanol (Salgado-Roman et
Roman Enzymen Capasaicinoide al. 2008)
Savova Kreuzstrom Traubenkerne Polyphenole Ethanol/Wasser
Senol Gegenstrom Tee Koffein Wasser, (Senol und Aydin
Chloroform 2006)
Sicaire Kreuzstrom Rapssamen Rapsol Hexan (Sicaire et al. 2016)
Simeonov Gegenstrom Storchschnabel | Tannin Wasser (E. Simeonov, 1.
Tabak Tsibranska, A.
Minchev 1999)
Sivakumar Kreuzstrom Rote Bete Farbstoffe Ethanol/Wasser (Sivakumar et al.
2009)
Vaquez-Léon Gegenstrom Meerrettich- Polyphenole Ethanol/Wasser (Vazquez-Ledn et al.
baum 2019)
Zalacain Gegenstrom Gerber Sumach | Gallotannine Wasser (Zalacain et al.

2003)
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In Forschungsbereichen wie der Medizin, Pharmazie, Biotechnologie oder Chemie sind eine
Vielzahl an Experimenten und Probenahmen Ublich, die zudem haufiger Wiederholungen
bedlrfen (Chapman 2003; Webster 2008). Der Einsatz von automatisierten Systemen wie
,Laborrobotern® als automatisierte Hochdurchsatzsysteme kann eine enorme Zeitersparnis
ermoglichen. Dabei liegt der Vorteil nicht nur in den hohen Durchsatz- und Wiederholungsraten,
sondern auch in der sichereren Handhabung durch die Madglichkeit den direkten Kontakt zu
toxischen oder generell gefahrlichen Substanzen auf ein Minimum zu reduzieren (Knebel et al.
1995). Aus diesen Griinden sind automatisierte Hochdurchsatzsysteme aus der Forschung kaum
noch wegzudenken (Schmatloch et al. 2003) (vergleiche Abbildung 14).

Abbildung 14: Systematischer Modulaufbau des Laborroboters mit Komponententisch und Bewegungsarm
mit Greifer sowie mit Pipetten zur Dosierung von Fliissigkeiten, Zinsser Analytics GmbH

Diskontinuierliche Extraktionen sind bei Einsatzmengen von 1000 t und mehr im Jahr sehr
oft nicht mehr wirtschaftlich. Fir diese grof3technische Fest-Flissig-Extraktionsverfahren wurden
daher schon sehr friih kontinuierliche Gegenstromapparate entwickelt und eingesetzt (Lack
1985). Vom Durchsatz, von der geforderten Extraktionsausbeute und vor allem von der
Verweilzeit hangt die apparative Ausfuhrung von Feststoffextraktionsanlagen sehr stark ab. Eine
Kaskade aus mehreren hintereinander geschalteten Extraktoren wird bei langen Verweilzeiten,
die durch lange Diffusionsstrecken oder kleinen Diffusionsgeschwindigkeiten verursacht werden,
verwendet. Da mit der Zahl der Extraktoren die Investitionskosten steigen, ist diese mit etwa 8
Stuck begrenzt (Lack 1985). Fir den mittleren Verweilzeitbereich (Extraktionszeit zwischen 30
und 90 min) gibt es etwa 20 verschiedene Ausfuihrungen einer Feststoffextraktionsanlage.
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Es gibt eine Reihe grofitechnisch eingesetzter Feststoffextraktoren (Bart 2011). Ein
gangiger Extraktortyp ist ein Karussellextrakteur. Der Karussellextraktortyp ist in mehreren Zellen
aufgeteilt, der Boden ist in Form einer Siebplatte ausgebildet und ist sehr universell einsetzbar
(siehe Abbildung 15)

Extraktionsmittel
Feed

¥ ‘ i Reststoff
Extrakt &

Abbildung 15: Aufbau von Karussellextraktoren

Der ebenfalls vielseitig einsetzbare Schneckenextraktor, der u.a. aus zwei Forder-
schnecken mit starkem Ruhreffekt besteht, eignet sich am besten fur grobe feste Einsatzprodukte,
die nur einen geringen feinkdrnigen Anteil aufweisen. Im Gegensatz zu den Karussellextrakteuren
fehlt dem Schneckenextraktor der Filtereffekt (vergleiche Abbildung 16). Weitere haufig
verwendete Typen sind die (Rahmen-)Bandextrakteure. Bei diesen wird das Einsatzmaterial
mittels einer Drehschleuse auf ein Siebplattenband aufgetragen und im Gegenstrom nach dem
Perkolationsprinzip extrahiert. In Tabelle 2 sind exemplarisch Hersteller fiir mehrstufige oder
kontinuierliche Extraktionsanlagen sowie Extraktoren, welche fiir die Fest-Flussigextraktion
eingesetzt werden kdénnen, zusammengestellt (Kassing et al. 2010b).
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Extraktionsmittel

":n'.l

Extrakt

Abbildung 16: Aufbau des grofdtechnischen Extraktors mit 2 Forderschnecken

Tabelle 2: Auflistung von Herstellern fiir Extraktionsanlagen

Hersteller Standorte Anlagen Anwendung

BMA Braunschweigische Deutschland Kontinuierliche Fest-Flissig- | Produktion

Maschinenbau-anstalt AG Extraktoren fur Zuckerriben

Crown Iron Works USA Kontinuierliche Fest-Flissig- | Produktion
Extraktoren

Danco Anlagenbau GmbH Deutschland Fest-Flussig- Produktion

Extraktionsanlagen

De Dietrich Process Systems Weltweit Fest-FlUssig-Anlagen mit Forschung,
Durchfluss, mit uberflutetem | Lehre
GefafR oder als Soxhlet-

Extraktion

De Smet Belgien Kontinuierliche Fest-Flissig- | Produktion
Extraktoren

DEVEX Verfahrenstechnik GmbH Deutschland Mehrstufige Fest-Flussig- Produktion
Anlagen

EPC Group Deutschland Fest-Flussig- Produktion
Extraktionsanlagen

GEA Niro Deutschland Kontinuierliche Fest-Flissig- | Produktion
Extraktoren

Gunt Deutschland Mehrstufige Fest-Flussig- Forschung,
Anlagen Produktion

Harbrug-Freudenberger Deutschland Kontinuierliches Fest- Produktion
Flissig-Extraktoren

Lurgi Deutschland Kontinuierliche Fest-Flissig- | Produktion
Extraktoren

Schrader Verfahrenstechnik Deutschland Mehrstufige Fest-Flussig- Produktion

GmbH Anlagen
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2.3.1 Charakterisierung des Feststoffes

Zuerst wird der verwendete Feststoff F vollstindig charakterisiert (Castillo-Santos et al.
2016a). Hierzu kann der Feststoff in nicht extrahierbares Material, extrahierbares Material und
Wasser unterteilt werden. Der Wassergehalt des Feststoffs x5 wird bestimmt, indem der Feststoff
bis zur Gewichtskonstanz getrocknet wird, so dass der Anteil an Wasser wird Uber nachfolgende
Gleichung bestimmt werden kann.

WrA—Wr.E
—_— 36

X =
F3 wra

wr 4 steht fur die Masse des Feststoffs vor der Trocknung, wr g flr die Masse des Feststoffs
nach der Trocknung. Der Anteil, der nicht extrahierbaren Stoffe xz; und der extrahierbaren Stoffe
Xg, Wird Uber ein gemeinsames Verfahren ermittelt. Hierzu wird eine bestimmte Menge an
Feststoff so lange extrahiert, bis kein Wertstoff mehr im Extrakt nachweisbar ist. Der Feststoff
wird nach dem letzten Extraktionsschritt getrocknet und gewogen. Der Anteil des nicht
extrahierbaren Materials wird durch die Gleichung 37 ermittelt.

w
XF1 = ﬁ 37

wy 4 steht hier flir das Gewicht vor dem Extraktionsprozess, w;, E flr das Gewicht nach dem
Prozess. Da die Summe aller Massenanteile des Pflanzenmaterials den Wert eins ergeben muss,
folgt schlieBlich fur die Berechnung des Massenanteils der extrahierbaren Bestandteile x5, des
Feststoffs nach Gleichung 38.

XF2 = 1—xp1—xp3 38

2.3.2 Bestimmung der Gleichgewichtsparameter

Eine Voraussetzung flir das Aufstellen des Modells ist die Annahme des eingestellten
Gleichgewichts in jeder Stufe. Wichtige Parameter hierfur sind die Gleichgewichtskonstanten
sowie die spezifisch zuriickgehaltene Lésung M (Castillo-Santos et al. 2016a). Zur Bestimmung
der Gleichgewichtskonstanten werden einstufige Extraktionen durchgefihrt, dabei wird das
Verhaltnis von Rohmaterial zu Extraktionsmittel variiert. Die Extraktion wird durchgefihrt, bis das
Extraktionsgleichgewicht erreicht ist. Der feuchte Riickstand R wird getrocknet, wobei die
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zuriickgehaltene Losung L verdampft wird. Der getrocknete Riickstand D wird gewogen. Die
Bilanzierung des Wertstoffs kann durch die nachfolgende Gleichung beschrieben werden.

E'x2=F(xF1+xF2)—D 39

Der feuchte Riickstand R setzt sich gemaR der Gleichung 40 zusammen.

R=0+1 40

Der getrocknete Riickstand D beinhaltet die Feststoffphase O, sowie die bereits
extrahierten Stoffe, die sich in der im Ruckstand zuriickgebliebenen Losung befinden, welche
verdampft wurde. Gemaf dem pseudo-Gleichgewicht darf angenommen werden, dass die Lsung,
die sich in den Kapillaren des Feststoffs befindet, die gleiche Zusammensetzung xg, hat wie die
freie Losung, welche dem Extrakt entspricht (Sattler 2012). Dieser Zusammenhang findet sich in
der Gleichung 41 wieder.

D=O+L'XEZ 41

Die Feststoffphase besteht aus dem nicht extrahierbaren Anteil des Feed F - xp; und
einem extrahierbaren Anteil O - x,,, der noch nicht in das Lésungsmittel iibergegangen ist.

O:F'xF1+0'x02 42

Wird die Gleichung 41 nach O aufgeldst und in Gleichung 40 eingesetzt, folgt die
Gleichung 43.

. R-D
L=
l—xEZ

43

Durch Experimente sind die im Riickstand befindliche Menge an Lésung L, die Masse des
feuchten Riickstands R sowie die Masse des getrockneten Riickstands D gegeben. Durch
Umstellen der Gleichung 39 nach xy, kann der Mengenanteil der extrahierten Stoffe im Extrakt
bestimmt werden. Dann wird die Feststoffphase O des getrockneten Riickstands iiber die
Gleichung 40 bestimmt. Ist dieser Wert bekannt, kann uber die Gleichung 41 die zum bereits
bestimmten xz,-Wert gehdrigen Mengenanteil der noch nicht extrahierten Stoffe in der
Feststoffphase x,, ermittelt werden. Die Werte von xz, und x,,, die fur verschiedene Feed-
Extraktionsmittelverhaltnisse bestimmt werden, werden in einem Diagramm aufgetragen. Auf die
x —Achse des Diagramms wird x,, aufgetragen, auf die y —Achse der dazugehdrige Wert xg,. Die
beiden Werte stehen im Gleichgewicht miteinander. Dieses Gleichgewicht kann Uber
verschiedene Ansdtze beschrieben werden, so zum Beispiel lber das Nernst'sche Verteilungs-
gesetz, die Langmuir- oder die Freundlich-lIsotherme.
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Wird der Nernst'sche Verteilungssatz verwendet, wird zur Bestimmung der
Gleichgewichtskonstanten eine Ausgleichsgerade durch die bestimmten Datenpunkte gelegt,
welche durch den Nullpunkt verlauft. Die Gleichgewichtskonstante K., entspricht dann der
Steigung der Gleichgewichtsgeraden. Fur die Darstellung des Gleichgewichts wird eine Gerade
gewahlt, was bedeutet, dass zwischen x,, und xg, ein linearer Zusammenhang herrscht. Das
Gesetz verdffentlichte der Wissenschaftler Werner Hermann Nernst erstmals 1891 und ist der
Gleichung 44 zu entnehmen.

XE2 :Keq'sz 44

Das Gesetz besagt, dass das Verhaltnis der Mengenanteile eines Stoffes in zwei nicht
ineinander lOslichen Phasen fir eine bestimmte Temperatur konstant ist. Die bereits
beschriebene Ausgleichsgerade stellt daher eine Isotherme dar. Eine Voraussetzung fur die
Verwendung der Gleichung ist die Gleichheit der MolekulargrofRe des besagten Stoffes in beiden
Phasen (Elias et al. 1992).

Neben dem Nernst'schen Verteilungssatz kann auch die Langmuir-Isotherme zur
Beschreibung des Gleichgewichts verwendet werden. Die Isotherme wurde erstmals 1918 von
Irving Langmuir beschrieben und es handelt sich um eine nicht-lineare Ausgleichslinie.

— dm'X02 45

X
E2 Ki+x02

Wobei gq,, eine empirische Konstante darstellt und K; die Gleichgewichtskonstante nach
Langmuir (Chandrasekhar et al. 2012). Die beiden Parameter werden durch einen passenden Fit
ermittelt.

Auch die Freundlich-Isotherme beschreibt das Gleichgewicht. Diese ist nach dem
Kolloidchemiker Herbert Max Finlay Freundlich benannt. Bei der Isotherme handelt es sich um
eine Ausgleichslinie, die einer Potenzfunktion folgt.

1

Xp2 = Kp-xp, 46

Ky steht fur die Gleichgewichtskonstante nach Freundlich, m fir eine empirische
Konstante. Um zu Uberprifen, welche Isotherme das vorhandene Gleichgewicht am besten
darstellt, wird die Abweichung der Isotherme zu den Datenpunkten in y-Richtung betrachtet. Die
Abweichung X wird berechnet nach Gleichung. 47. xg;pgten €ntspricht dem durch die
experimentellen Bestimmungen berechneten Anteil der extrahierbaren Stoffe im Extrakt,
XEg2,1s0therme €NtSpricht dazugehdrigen Anteil, der Uber die gefittete Isotherme bestimmt wird.
Der Parameter n steht flr die Anzahl der Datenpunkte.

£|xE2,lsotherme_xEZ,Datenl

X = XE2 Daten 47

n
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Neben den Gleichgewichtskonstanten wird auch der Gleichgewichtsparameter M
benotigt. Dieser beschreibt das im Rlckstand zurlickgehaltene Losungsmittel bezogen auf die
Menge des nicht extrahierbaren Feststoffs. Dieser kann Giber die Gleichung 48 dargestellt werden.

M= 48

F"xpl

Der Wert fiir M wird ebenfalls aus den Daten der einstufigen Extraktionen gewonnen. Dazu
wird zunichst L iiber die Gleichung 43 bestimmt. Damit kann M berechnet werden, da die Werte
von F und xy, bereits gegeben sind.

2.3.3 Modifikation der Modellierung

Die Massenbilanzen nach Castillo-Santos et. al. (Castillo-Santos et al. 2016b) werden an eine
Kreuzstromextraktion angepasst (siehe Tabelle 3). Mit diesen wird die mehrstufige Extraktion von
verschiedenen Pflanzenmaterialien modelliert und die bendtigte Menge an Extraktionsmittel
bestimmt. Die Genauigkeit der Vorhersage der bendtigten Extraktionsmittel wird durch die
mittlere relative prozentuale Abweichung der berechneten Extraktionsmittelmengen zu den
tatsachlich verwendeten Mengen bewertet.

Tabelle 3: Massenbilanzen fiir die Kreuzstromextraktion

Zugehorigkeit Massenbilanz GL
Allgemein R4 +S —R —E =0 49
Nicht extrahierbar Ri_1xpi—11 — Rixpi1 = 0 50
Extrahierbar Ri—lxRi—l,Z - RixRi,Z - ELin,Z =0 51
Wasser Ri_1Xpi-13 + SiXsiz — Rixpiz — Exgiz = 0 52
Ethanol Ri_yxgi—14 + SiXsia — Rixpia — Eixgiqa = 0 | 53
Riickstand Ri—Li—0;, =0 54
Riickstand nicht extrahierbar | Ryxg;q — O;jxpiq = 0 55
Riickstand extrahierbar Rixgiz — Oixpiz — Lixgizs = 0 56
Riickstand Wasser Rxgiz — Lixgiz = 0 57
Riickstand Ethanol Rxgia — Lixgiqs = 0 58
Fester Riickstand 0, — Fxpy — Oxgip = 0 59
- . L
E:sz.n;uruckgehaltene M(xgi2) = F_xn 60
Gleichgewicht Xgi2 = f(x0i2) 61
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Auch hier gilt, dass der eingehende Riickstand R, dem Feed F entspricht. Fiir f(x0i2)
kdnnen die Gleichgewichtsbeziehungen nach Nernst, Langmuir und Freundlich eingesetzt
werden. Die Parameter, die vor der Verwendung des Algorithmus bekannt sein missen,
entsprechen denen der Gegenstromextraktion nach Castillo Santos et al. und werden in Anhang
A.3. erlautert. Die Menge des eingehenden Feststoffs muss allerdings fur alle Stufen bekannt sein,
nicht nur fir die erste Stufe der Extraktion. Tabelle 4 listet die einzelnen Stufen des Algorithmus
fur die Kreuzstromextraktion auf.

Tabelle 4: Losungsalgorithmus fiir die Kreuzstromextraktion

Stufe Beschreibung & Gleichung Formel

1 Xp; berechnen aus 58 Xo; = %
XEi,2
2 L; berechnen aus 57 i = _E‘xpl ;
M( xEgi2
3 0; berechnen aus 56 0, = ( Fxpy )
1-X0i2
4 R; berechnen aus 51 R, =L, + 0,
5 Xpi1 berechnen aus 47 Xpiy = %
, 2,
6 Xoi1 berechnen aus 52 Xpr1 = RixRia
4 0'_
7 Xgi» berechnen aus 53 P (Lixgiz + 0i x0i4)
’ Ri2 = R
8 E; berechnen aus 48 g = (RizaXRi-12 ~RixRia)
: XEi2
9 S; berechnen aus 46 Si =R + E-R—1

Die Berechnung der Parameter xg; 3, Xg; 3, Xgi 4, Xgi 4 €rfolgt im Anschluss ber die vier
Gleichungen 62-65, die ein System aus 4n Gleichungen bilden.

gy = tioss i) 62
gy = ot i) 63
Xpiz = L‘;% 64
XRia = L'l::% 65
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Um zu Uberprufen, wie gut die Vorhersage der bendtigten Extraktionsmittelmenge ist,
werden im Vorfeld mehrstufige Extraktionen experimentell durchgefihrt und die dabei
ermittelten verwendete Menge an Pflanzenmaterial und die bestimmten Werte von xg; , werden
in die Modellierung eingesetzt. Die berechneten Extraktionsmittelmengen werden nun mit den
tatsachlich in den Experimenten eingesetzten Extraktionsmittelmengen verglichen. Dabei ist die
mittlere relative prozentuale Abweichung Abw der berechneten Mengen von den tatsachlich
eingesetzten Mengen ein MaR fur die Genauigkeit der Vorhersage der Extraktionsmittelmengen
und wird entsprechend der Gleichung 66 berechnet (Kaymak-Ertekin und Sultanoglu 2001;
Boquet et al. 1978; Lomauro et al. 1985).

AbW — 100 . ?]=1 |Si,experimentell_si,berechnet| 66

Si,experimentell
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3. Materialien und Methoden

m Folgenden werden die Modellpflanzen und ihre Eigenschaften beschrieben sowie auf deren

Probenvorbereitung eingegangen. Flichtige Bestandteile, Wassergehalt, Schuttdichte und

PartikelgrofRenverteilung zahlen zu den wichtigsten Eigenschaften zur verfahrenstechnischen
Charakterisierung der Pflanzen. Zur Auswertung und Optimierung der vegetabilen Fest-Flissig-
Extraktionsprozesse wird eine Quantifizierung der Zielsubstanzen mittels instrumentellen
Analysenmethoden verwendet.

3.1 Verwendete Pflanzen und ihre Eigenschaften

Eine Ubersicht Giber die verwendeten Pflanzen und der darin vorkommenden Zielsubstanzen
bietet Tabelle 5.

Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Stoffsysteme

Vegetabile Edukte Rotes Weinlaub Annattosamen Holunderbaumrinde
Lateinische Bezeichnung Vitis vinefera Bixa orellana Sambuci cortex
Wirkstoffort Phyllom Samen Periderm
Stoffeigenschaften Weich Hart Hart fasrig
Makrostruktur Flachig Konisch Flachig, zylindrisch
Sekundare Pflanzenstoffe Polyphenole: Cis-Bixin, Oleanolsaure,
Flavonoide Trans-Bixin Ursolsaure
Anthocyane (Vitamin E)
Extraktionsmittel Stark polar, Schwach polar, Stark polar
pH-Wert Unpolar,
(Polar)
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Vegetabile Edukte

Melisse

Sufsholzwurzel

Lateinische Bezeichnung

Melissa officinalis

Glycyrrhiza glabra

Wirkstoffort

Kraut

Stoffeigenschaften

Weich

Hart, staubig

Makrostruktur

Flachig

Flachig, holzig

Sekundare Pflanzenstoffe

Rosmarinsaure,
Atherische Ole

Glycyrrhizinsdure

Extraktionsmittel

Stark polar

Stark polar

Die chemischen Strukturformeln der Zielsubstanzen sind in der folgenden Abbildung 17

zusammengestellt.

OH

CHy

Ry

@OH
= 0L A Ry R -H, -OH, -OCH,
i

2z

o]

o]
by e NN T Y SN N

HO

OH

Abbildung 17: Chemische Strukturformeln: a) Flavonoide, Anthocyane b) Bixin c) Ursol- und Oleanolsaure
d) Rosmarinsdure e) Glycyrrhizinsaure
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Tabelle 6 bietet eine Ubersicht verschiedener Stoffdaten der verwendeten
Extraktionsmittel.

Tabelle 6: Stoffdaten der verwendeten Extraktionsmittel

Siede- | Dichte Log Dampf- | Oberflichen | Viskositat

Extraktions- | punkt Kow druck -spannung

mittel (°C) (gecm®) (-) (hPa) (mNm?) (mPas)
Wasser 100 0,9982 - 31 72,75 1,00
Ethanol 78,3 0,7893 | -0,31 58 22,55 1,19
Methanol 64,7 0,7914 | -0,77 129 22,60 0,59
Aceton 56,0 0,7902 | -0,23 | 246 23,30 0,32
Ethylacetat 77,1 0,9003 | 0,68 97 24,00 0,44

3.2 Probenvorbereitung und Lagerung des Pflanzenmaterials

Im Folgenden werden die Probenvorbereitung und die Lagerung der verwendeten
Pflanzenmaterialien beschrieben.

3.2.1  Rotes Weinlaub

Das Extraktionsgut Rotes Weinlaub (Vitis vinifera) wurde von der Firma Bohringer Ingelheim
bereitgestellt und am 03.10.2014 an der Hochschule Geisenheim geerntet. Das Pflanzenmaterial
DAKAPO GN7225-8 Deckrot x Portugieser Borner wurde in braunen Schottglasern gelagert, bzw.
ungemessene Proben bei -20 °C im Tiefkuhler Siemens AG GS26DN11. Zur extraktiven
Verwendung wurde das rote Weinlaub bei T = 75 °C im Trockenschrank Heraeus UT6120 mit
Umluft getrocknet sowie mit Morser und Pistill klein gemahlen.

Zur histologischen Untersuchung und Lokalisation der Polyphenole in rotem Weinlaub wurde
aus den Blattern mit einer Rasierklinge ca. 1 cm grof3e, langliche Stlicke herausgeschnitten. Diese
wurden zur Fixierung in einem Becherglas mit 70 %igem Ethanol Uber einen langeren Zeitraum
eingelegt und anschlieRend wurden mit Skalpell Dinnschnitte hergestellt Diese Dinnschnitte
wurden in einem Becherglas mit 0,05 % Toluidinblau O-Lésung (Firma VWR International) fur 15
Minuten angefarbt (Gutmann 1995; Elwers 2008). AnschlieRend wurden sie grozigig mit
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entionisiertem Wasser abgewaschen. Die angefarbten Dinnschnitte wurden auf einen
Objekttrager in einen Tropfen Wasser gelegt und mit einem Deckglas verschlossen. Zur Analyse
wurde ein Nikon™ Eclipse Ni Fluoreszenzmikroskop verwendet, wobei das Mikroskop Uber zwei
Objektive mit einer Vergrofierung von x10 bzw. x40 verfugt. Abbildung 18 zeigt die
mikroskopische Aufnahme der Blattunterseite im Dunkelfeld, so dass die durchsichtigen Teile der
Probe vor dem dunklen Hintergrund gut zu untersuchen sind. Die Identifizierung der
Blattunterseite lasst sich gut an der deutlichen Spaltéffnung (Stoma) in der linken unteren Ecke
erkennen. Die eindeutige dunkle Verfarbungen in vielen der Pflanzenzellen implizieren, dass es
sich dabei um kleinere, mit Toluidinblau O angefarbte Polyphenolagglomerationen handelt
(Considine und Knox 1979a; Considine und Knox 1979b).

Abbildung 18: Mikroskopische Aufnahme von angefarbtem rotem Weinlaub im Dunkelfeld

3.2.2 Melisse, Sufdholzwurzel, Holunderbaumrinde und Annattosamen

Die Pflanzenmaterialien Melisse und SuBholzwurzel wurden von der Firma Steigerwald
Arzneimittelwerk GmbH mit einer Partikelgrofie von 4 bis 6 mm sowie getrocknet zur Verfligung
gestellt. Weitere Fraktionen waren auf eine Partikelgrofie von 0,5 mm und 2 mm zerkleinert. Die
Holunderrinde wurde bei Naturix24, Dransfeld bestellt und die Annattosamen wurden Uber
Gewilrz Mayer, Markthalle Stuttgart bezogen.
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3.2.3  Schiittdichte

Die Schittdichte ist das Verhaltnis aus der Masse zu dem eingenommenen Volumen. Die
Schittdichte ist wie folgt definiert:

_ Mpianzenmaterial
Osch = 67

VPflanzenmaterial

Die Bestimmung der Schittdichten erfolgte nach mit der Erganzungslieferung 2016/2
Uberarbeiteten DAC-Probe 21, welche an die Schittdichtebestimmung des Europaischen
Arzneibuches angelehnt ist. Hierzu wurde Uber einen Pulvertrichter eine Pflanzenmenge bis zur
10 mL oder 20 mL Ringmarke des Messzylinders (Western Germany @HERKA; DURAN Germany
@Brand) eingefullt und anschlieflend die Tara auf der Analysenwaage Sartorius GmbH 1712
(0,01 mqg) ausgewogen.

3.24 Fliichtige Bestandteile und Wassergehalt

Ein einfaches Essay zur Bestimmung des Wassergehaltes der unterschiedlichen
Pflanzenmaterialien wurde eingesetzt: Sechs Glaschen (8 mL Zinsser Analytic GmbH) zur
Mehrfachbestimmung wurden mit etwa 1 g Pflanzenmaterial gefullt und Gber Nacht bei T =75
°C in den Trockenschrank Heraeus UT6120 mit Umluft gestellt. Das Gewicht der gefullten
Glaschen wird vor der Trocknung und nach der Trocknung auf der Analysenwaage Sartorius GmbH
Gottingen 1712 aufgezeichnet. Aus der Gewichtsdifferenz wird zu einem der Wassergehalt
berechnet sowie auch alle fliichtigen Bestandteile bei T =75 °C.

3.2.5  Partikelgrofenverteilung

Zur Messung der Partikelgrofienverteilung steht ein Siebturm Fritsch Analysette 3 PRO zur
Verfiigung. Die Maschenweite der Siebe betragt: 200, 450, 630, 1000, 2000 und 4000 pm. Das
bendtigte Pflanzenmaterial wurde in den Siebturm gegeben und fur 10 Minuten bei einer
Amplitude von 1,5 gesiebt.
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3.3 Analytik der sekundiren Pflanzenstoffe

Zur quantitativen Bestimmung der wirkstoffhaltigen Zielsubstanzen diente das UV/Vis-
Spektrophotometer UV-mini 1240 Shimadzu Europa GmbH fir die Pflanzenmaterialien ,Rotes
Weinlaub® und ,Annattosamen” sowie die Hochleistungsfliissigkeitschromatographie Shimadzu
Prominence HPLC fiir die Pflanzenmaterialien Holunderrinde, Melisse und StRholzwurzel. Die
HPLC-Anlage war mit dem Entgaser DGU-20A3, den zwei Pumpen LC-20AD, dem
Kommunikationsmodul CBM-20A, dem Autosampler SIL-20AC HT, dem Photodiodenarray SPD-
M20A und dem Saulenofen CTO-20AC ausgestattet. Die Kalibrierungen erfolgten jeweils Uber
einen externen Standard und werden in den folgenden Kapiteln beschrieben. Alle Proben wurden
vor den Analysen mittels 0,45 pm Spritzenfilters PTFE (VWR International GmbH/ Carl Roth GmbH
& Co. KG/Altmann Analytik) filtriert. Alle eingesetzten Eluenten waren in HPLC Qualitat. Das
entsalzte Wasser wurde der lonenaustauschanlage Sartorius® arium® Pro entnommen.

3.3.1  Rotes Weinlaub

Zur Quantifizierung der Polyphenole wurde die Folin-Ciocalteu-Methode eingesetzt, die
auf dem Protokoll von Ainsworth et al. basiert (Ainsworth und Gillespie 2007). Die Schrittabfolge
ist in Tabelle 7 aufgelistet, wobei beispielhaft die Komplexierung der Polyphenole der wassrigen
Extrakte aus rotem Weinlaub Uber die Zeit 0, 1, 5, 10, 15, 30, 60, 90, 120 und 240 min dargestellt
ist.

Tabelle 7: Ablauf der Folin-Ciocalteu Methode

Schritt Beschreibung

1 400 uL des Extraktes in ein leeres Glasflaschen

2 800 uL des 10 %igen Folin-Ciocalteu-Reagenzes (Merck KGaA)
3 2 min intensives Mischen auf dem Vortexer mit 1100 rpm

4 3200 pL 700 mM Natriumcarbonatlosung (Bernd Kraft GmbH)
5 1 h Ruhezeit
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Zur Erstellung der Kalibiergerade wurde verschiedene Konzentrationen an Gallussdaure
(Sigma Aldrich) verwendet und somit der Polyphenolgehalt als Gallussdure-Aquivalente tber die
Regressionsgerade y = mx + b berechnet. Die Kalibriergerade ist im Anhang A.1. dargestellt. Die
Proben wurden in einer 1 cm Quartzkivette bei der Wellenlange 765 nm analysiert.

3.3.2  Annattosamen

Quantitative Analysen von Bixin wurden mit Shimadzu UV mini 1240 UV/vis Spektrometer
bei den Wellenlangen von 487, 481,5, 455, 453,5 und 425,5 nm durchgefiihrt (Rahmalia et al.
2014). Fir Messungen der Extrakte wurde eine Quartzkivette mit einer Schichtdicke von 1 cm
verwendet. Der geschatzte Fehler betrug 1 nm bezogen auf die maximale Bandbreite. Dabei
wurde zunachst eine Stammldsung von 50 g/L mit 90 % reinen Bixin der Firma Carbosynth, UK
angesetzt. Ausgehend von der Stammldésung wurde eine Verdiinnungsreihe von 40, 30, 20 und 10
g/L hergestellt. Mit dem Lambert-Beer Gesetz wurde der Absorptionskoeffizient bestimmt
(Swinehart 1962).

3.3.3  Holunderrinde

Zur quantitativen Bestimmung von Ursol- und Oleanolsaure in den Extrakten der
Holunderrinde wurde die modulare Shimadzu Prominence HPLC verwendet. Die Parameter der
isokratischen HPLC-Methode sind in Tabelle 8 gezeigt. Fur die Kalibiergeraden wurden zwei
Stammloésungen mit 0,1 mg/mL angesetzt: (1) 70 % Ursolsaure sowie 30 % Oleanolsaure und (2)
99 % Oleanolsaure, dafiir wurden jeweils 10 mg der Standards von der Firma Sigma Aldrich in
einen 100 mL Schott-Messkolben eingewogen und mit Methanol bis zur Ringmarke aufgefiillt.
Ausgehend von den Stammldsungen wurden Verdinnungsreihen mit 0,02, 0,04, 0,06 und 0,08
mg/mL hergestellt. Die Kalibiergeraden fur beide Standards sind im Anhang A.1. dargestellt.
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Tabelle 8: Parameter der isokratischen HPLC-Methode

Parameter Beschreibung

FlieRgeschwindigkeit | 0,8 mL/min

Injektionsvolumen 20 pL

Wellenlange 210 nm

Temperatur 25 °C

RP-Saule Waters Sunfire C18 5 um, 4.6 x 250 nm

Mobile Phase Methanol-Wasser-Essigsaure-Triethylamin (90:10:0.04:0.02 v/v/v/v)

Die polarste Komponente Oleanolsaure eluiert zuerst von der Saule, gefolgt von der
weniger polaren Komponente Ursolsdure. Ein beispielhaftes Chromatogramm, bei dem 3 g
Holunderrinde in 75 mL Methanol fir 120 min bei T =25 °C extrahiert werden, ist in Abbildung
19 gezeigt.

14000

Oleanolsaure
12000

10000
2000 Ursolsaure
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4000 \/\J /
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10 12 14 16 18 20

Zeit / min

Intensitat

Abbildung 19: HPLC-Chromatogramm zur Trennung von Oleanol- und Ursolsaure

3.3.4 Melisse und Siifsholzwurzel

Zur quantitativen Bestimmung der Rosmarinsdure aus den Melisse-Extrakten und der
Glycyrrhizinsaure aus den Sufdwurzelwurzel-Extrakten wurde die modulare Shimadzu Prominence
HPLC eingesetzt. Die Parameter der Gradienten-HPLC-Methode sind in Tabelle 9 dargestellt.
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Ausgehend von einer Stammldsung mit 10 mg Rosmarinsaure (Sigma Aldrich) und 15 mg
Glycyrrhizinsaure (CRS Standard), welche in einen 50 mL Schott-Messkolben eingewogen und mit
80 % Methanol bis zur Ringmarke gefillt wurden, wurden vier Verdinnungen in 10 mL
Messkolben angesetzt. Die Kalibriergerade der Form y = m x+b ist im Anhang A.1. dargestellt.

Tabelle 9: Parameter der Gradienten-HPLC-Methode

Parameter Beschreibung

Injektionsvolumen | 10 pL

Wellenlange Rosmarinsaure: 330 nm

Wellenlange Glycyrrhizinsaure: 250 nm

Temperatur 40 °C

Saule Phenomenex Luna 18(2), 3 ym, 200 x 4.6 mm

Mobile Phase A Acetonitril (entgast)
Mobile Phase B 0,05 M Phosphorsdure (entgast)

Gradient 0 - 20,1 min 85 % B zu 76 %B Fluss: 1,0 mL
20,1 - 30 min 76 % Bzu50%B | Fluss:1,0 mL
30 - 30,1 min 50% Bzu30%B | Fluss:1,0zu 1,1 mL

30,1 - 35 min 30%B Fluss: 1,1 mL
35 - 35,1 min 30%Bzu85%B | Fluss:1,1 mL
35,1 - 40 min 85 %8B Fluss: 1,1 mL
40 - 40,1 min 85 %8B Fluss: 1,1 zu 1,0 mL
40,1 - 45 min 85 %B Fluss: 1,0 mL

3.4 Fest-Fliissig Extraktion: Prozesse und Modelle

Im Folgenden werden das automatisierte Hochdurchsatzsystem Lissy 4G200 der Firma
Zinsser Analytics GmbH, der konstruierte Doppelmantelextraktor und die Durchfiihrung der
mehrstufigen Fest-Flissig Extraktionen beschrieben.
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34.1 Hochdurchsatzsystem Lissy 46200

Fur die mehrstufigen Fest-Flussig Extraktionen und Aufnahme der Extraktionskinetik kam
der Pipettierroboter Lissy 4G200 der Firma Zinsser Analytic GmbH zum Einsatz. Bei diesem Modell
handelt es sich um einen Ein-Arm-Roboter. Dieser ist mit vier Zweikanal-Pipettiernadeln aus
Edelstahl und einem Greifer bestuickt. Sowohl der Greifer als auch die Pipettiernadeln konnen sich
auf der Arbeitsplattform des Roboters in x, y und z-Richtung bewegen. Die y-Achse des Systems
wird dabei durch den Arm reprasentiert. Der Arm selbst kann sich auf der x-Achse des Roboters
nach links und rechts bewegen. Auf ihm konnen sich die Pipettiernadeln und der Greifer wiederum
nach vorne und hinten in y-Richtung bewegen. Zur Aufnahme von Feststoff oder Fliissigkeiten
sowie zum Transport der Vials oder der Racks, kann eine Bewegung des Greifers bzw. der
Pipettiernadeln in z-Richtung nach unten sowie zurlick zur Ausgangsposition erfolge. Die
Positionen der Komponenten auf der Arbeitsplattform sind in Abbildung 20 dargestellt und in
Tabelle 10 daraufhin aufgelistet.

12
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Abbildung 20: MAIN Layout - Darstellung aller Komponenten des Laborroboters
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Tabelle 10: Komponenten des automatisierten Hochdurchsatzsystems

Nummer Komponente
1 Waschstation der Pipettiernadeln
2 Tip-Einstell- und Auffangstation
3 Tip-Aufnahmestation
4 Racks flir 8 mL Vials
5 Racks fur 2 mL Vials
6 Crimper (Verschlusskappen von VWR International GmbH, Darmstadt)
7 Rack fur Verschlusskappen
8 Filterplatte (1 pm oder 25-30 um Maschenweite)
9 Filtrationsstation
10 Abdeckung fur Filtration
11 Abdeckung fur Schuttler
12 Absaugvorrichtung
13 Feststoffreservoir
14 Wadgezelle (5-stellig, Adapter fiir 8 mL-Vials)
15 Feststoffwippe
16 Feststoffdosierer Redi-Nadel
17 Source-Rack
18 Zentrifugen-Racks (8 mL-Vials)
19 Falcon-Rack
20 Plattenzentrifuge
21 Filtrierstopfen (Spots)
22 Filtrierstopfen (Spots)
23 Greifertool (2 mL-Vials)
24 Greifertool (8 mL-Vials)
25 Filterplatte (1 pm oder 25-30 um Maschenweite)
26 Temperierter Hochgeschwindigkeitschittler
27 Parkstation der pH Elektrode (Thermo Scientific)
28 Waschstation der pH Elektrode
29 Titrationsstation mit Magnetruhrer (pH Messung und Einstellung)

Der im Layout nicht abgebildete Greifer ist von hoher Bedeutung, da dieser den Transport
der 2 mL Vials (VWR International GmbH, Darmstadt) und 8 mL Vials (Zinsser Analytics, Frankfurt
a. Main), der Verschlusskappen, der Tools sowie der Racks, ibernimmt. Die genutzten Racks sind
je nach Einsatzbereich aus Kunststoff oder Metall und weisen jeweils 24 Vialpositionen auf. Zu
den Tools zahlen die mit der Vakuumpumpe (Vacuubrand GmbH+ Co KG, Wertheim) verbundene
Redi-Nadel, die zur Aufnahme des Feststoffes aus dem Feststoffreservoir je mit einem Teflon Tip
bestiuckt wird und die pH-Mikroelektrode (VWR International GmbH, Darmstadt). Im
Feststoffvorratsbehdlter sollte eine minimale Fillhéhe von 1 cm vorliegen, sodass eine effektive
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Aufnahme gewahrleistet wird. Das Falcon-Rack (A. Hartenstein GmbH, Wirzburg) bietet Platz fiir
10 konische Falcons (Zentrifugenbehalter der Firma VWR International GmbH, Darmstadt) mit
einem Innendurchmesser von 2,7 cm und einem Volumen von 50 mL.

Die Pipettiernadeln besitzen sowohl einen inneren als auch einen auRBeren Kanal. Zum
exakten Transferieren von Flussigkeiten wird der innere Kanal verwendet, wohingegen der
aufiere Kanal nur bei der Probenverdiinnung mit einer beliebigen Flussigkeit zum Einsatz kommt.
Wie zuvor erwahnt, konnen diese Nadeln in z-Richtung unabhangig voneinander bewegt werden.
Der Flussigkeitssensor an der Spitze einer Pipettiernadeln, kann den Flissigkeitsspiegel einer
elektrisch leitfahigen Flissigkeit im entsprechenden Behadltnis anhand von Leit-
fahigkeitsanderungen detektieren und erlaubt die Berechnung der Eindringtiefe der
Pipettiernadel. Durch den geringen Kontakt zwischen Nadel und Flissigkeit, wird die
Kontamination der Nadeln auf ein Minimum beschrankt. Zudem ermoglicht das Detektieren der
Leitfahigkeitsanderung auch ein  Nachfahren der Pipettiernadel wahrend der
Flussigkeitsaufnahme. Die sich in der Waschstation befindenden Pipettiernadeln sind in
Abbildung 21 a) gezeigt.

Die vorhandene Ixion Zentrifuge (Zinsser Analytic GmbH) ist auf das Zentrifugieren der
beiden Kunststoff Racks fir 8 mL Vials ausgelegt. Bei der Anwendung ist die gleichmafRige
Gewichtsverteilung sowohl in Bezug auf den Fullstand der Flaschchen als auch auf deren
Positionierung im Rack zu beachten. Die zuldassige Geschwindigkeit der Zentrifuge liegt zwischen
500 und 4000 rpm.

Beim Hochgeschwindigkeitsschittler (Zinsser Analytic GmbH) handelt es sich um einen
Orbitalschittler, der mit einem Thermostat (Huber) zur Temperaturregelung verbunden ist. Dieser
besitzt eine maximale Drehzahl von 1800 rpm. Wobei darauf geachtet werden muss, dass ab einer
Drehzahl von 1200 rpm die Auflage des Rackdeckels und dessen pneumatische Verriegelung
durch die Hub-Schwenk-Zylinder beim Schiitteln gewahrleistet werden.

Fur die Filtration stehen zwei Arten der Filterplatten zur Verfligung, beide mit einem
Plattenmaterial aus naturlichem Polypropylen und ausgelegt fur ein Probevolumen bis zu 10 mL
Der Unterschied liegt im Filtermaterial und in der Maschenweite. Die eine Mdglichkeit besteht im
Nutzen des Filtermaterials Polytetrafluorethylen (PTFE) mit einer Maschenweite von 1 ym. Eine
andere Moglichkeit bietet das Filtermaterial aus meltblown Polypropylen mit einer Maschenweite
von 25-30 uym. Bei der meltblown-Technologie handelt es sich um ein Verfahren zur Herstellung
sehr feiner Fasern und somit einem hoch abscheidender Filtermedium (Podgorski et al. 2006). Die
Filtration an sich verlauft mittels Fitrationsdruck, wobei die Filterstopfen, die sich je auf der Spitze
der Pipettiernadeln befinden abdichtend auf die Filterkammern gepresst und mit Druckluft
durchstromt werden. Dieser Schritt ist als Momentaufnahme in Abbildung 21 b) dargestellt. Bei
der parallelen Nutzung von zwei Filterstopfen ist zu beachten, dass aufgrund der Stopfengrofie
keine benachbarten Nadeln genutzt werden kénnen, sondern entweder Nadel 1 und 3 oder Nadel
2 und 4.
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Abbildung 21: a) Ausgangsposition der Pipettiernadeln b) Momentaufnahme der Filtration

Zur WinLissy Software zahlen die Anwendungen ZADesigner, ZALayouter und ZARunner. Bei
allen drei Programmen handelt es sich um die Softwareversion 8.0.3. Der ZADesigner wird
verwendet, um Methoden fir individuelle Anforderungen zu erstellen oder bestehende Methoden
entsprechend anzupassen. Dies ist unter dem Punkt Method Design. Eine Methode besteht dabei
aus mehreren Schritten, die wiederum Pipettierschritte oder Aktionen wie bspw. eine
Greiferbewegung enthalten konnen. Zudem konnen Liquid Handling-Parameter, die die
methodenbezogene Handhabung der Flussigkeiten ermdglichen, geandert oder erstellt werden.
Zu beachten ist, dass nur Methoden, deren Layouts zuvor als MAIN gekennzeichnet wurden,
ausfuhrbar sind. Weiterhin ermaglicht der ZADesigner unter dem Punkt Run Method die
Simulation der auszufuhrenden Methode. Dies dient vor allem dem Vorbeugen von
Komplikationen wahrend der tatsdachlichen Durchfihrung und ermdglicht eine kurze
Visualisierung. Unter dem Punkt Import Design ermdglicht das Programm den Import von Daten.
Als Datenquelle konnen Text- oder Excel-Dateien sowie Microsoft Access- oder SQL Data Base
Tabellen genutzt werden. Von zentraler Bedeutung ist hier auch der Variablen-Import, der die
exakte Zuordnung realer Daten aus den Quelldateien zu den in der Methode verwendeten
Variablen ermdglicht. Die definierten Variablen sind Platzhalter, die dazu befahigen Positionen
abzufragen, aber auch Rechnungen mit Zahlenwerten aus der Importdatei durchzufihren.

Zweck des ZALayouters ist die Erstellung oder Anpassung verwendeter Layouts in den
Methoden, aber auch die Durchfiihrung von Modultests z.B. der Motoren oder Sensoren. Beim
Layout selbst handelt es sich um eine individuell angepasste Konfiguration in Form einer
zweidimensionalen virtuellen Arbeitsplattform des Roboters. Dieses enthalt Informationen tber
die Eigenschaften der Komponenten wie GrofRe und Anzahl. Mit Hilfe des Programmes kdnnen
Positionen z.B. fiir die Lagerung von Vials oder das Pipettieren durch genaue Angaben der
Abmessungen spezifiziert werden.
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Der ZARunner wird genutzt um bereits bestehende Methoden auszufiihren. Hierbei muss
anfangs die durchzufiuihrende Aktion gewahlt werden. Es besteht erstens die Mdglichkeit aus der
Liste aller ausfuhrbaren Methoden die gewilnschte auszuwahlen und zu starten. Die zweite
Mdoglichkeit besteht in der Wiederholung der vorherigen Methode. Bei Auswahl der dritten
Mdoglichkeit, werden die Pipettiernadeln und das Spritzensystem in der Waschstation sowohl
innen als auch aufRen gespult. Als Spulflussigkeit wird destilliertes Wasser verwendet. Eine
Initialisierung des Systems, d.h. Rlickbewegung aller Gerate in ihre Ausgangsposition, stellt die
vierte Moglichkeit dar. Hierbei sollte darauf geachtet werden, dass die freie Bewegung des Arms
nicht durch Hindernisse eingeschrankt wird. Wird eine Bewegung verhindert, kommt es aus
Sicherheitsgrinden zur Unterbrechung der Methode und zur Anzeige einer Fehlermeldung. Ein
Beispiel hierfiir ist ein sich im Greifer befindliches Werkzeug oder Rack. Zudem ist es moglich mit
Hilfe des STOP-Buttons eine Durchfiihrung zu unterbrechen bzw. endgiiltig zu stoppen. Diese zur
Systemsoftware zdhlenden Programme werden durch ein Programm zur Erstellung von
Datenbankanwendung, dem Turbo DB Studio, erganzt. Dieses wird zum Erstellen und Verknupfen
von Datentabellen genutzt sowie um SQL (Structured Query Language) Abfragen auszufiihren.
Die sogenannten SQL Statements werden dabei zunachst im ZADesigner unter dem Reiter Display
Design erstellt und kénnen im Verlauf der Methode vom ZARunner umgesetzt werden.

3.4.2 Doppelmantelextraktor

Die Experimente erfolgen in einem 1 L Doppelmantelextraktor mit aufgeflanschtem Drei-
Wege Deckel. Fiir eine Mazeration werden alle zwei Offnungen mit Stopfen verschlossen und die
dritte Offnung zur Aufnahme von Temperaturmessungen genutzt. Bei der Immersion wird durch
den mittleren Schliff im Deckel eine Ruhrerwelle mit Rihrwerk RW 20 DZM Janke & Kunkel lka-
Werk gefuhrt, an der unten statt einem Blattrihrer ein Siebkorb angeschweif3t ist. Die beiden
verbleibenden Offnungen werden mit Stopfen verschlossen oder eine Offnung zur Messung der
Temperatur genutzt (siehe Abbildung 22 a). Fir die Perkolation wird ein Verteiler durch den
mittleren Schliff des Drei-Wege Deckels befestigt und eine der beiden verbleibenden Offnungen
wird zur Temperaturaufnahme verwendet, die andere Offnung wird mit Stopfen verschlossen. Das
Extraktionsmittel wird mittels Pumpe der Firma Gather Industrie umgewalzt (vergleiche
Abbildung 22 b). Das Austreten von Extrakt wird durch eine Dichtung, welche zwischen dem
Extraktor und dem Deckel eingeklemmt wird, verhindert. Der Extraktor ist Uber den
Doppelmantel, der mittels Umwalzthermostat Haake f3 /Haake S betrieben wird, temperierbar.
Der Innendurchmesser des Doppelmantelextraktors betragt 80 mm und die Lange 200 mm,
daraus folgt ein Volumen von etwa 1 L. Um das Extraktionsgut zurtickhalten, wird ein Siebkorb
sowohl fir den diskontinuierlichen Betrieb mit oder ohne Blattrihrer als auch fir den
kontinuierlichen Betrieb mit dem Durchmesser 78 mm und einer Lange von 180 mm in den
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Extraktor gestellt (siehe Abbildung 22 c). Eine Erweiterung der Anlage ist die Verwendung eines
drehenden Siebkorbs, wobei die Rihrwelle an den Boden, welcher durch Streben gestarkt wurde,

festgeschweifdt ist.

Rihrer Extraktionsgefdf

Extraktionsgefdfs

ZN

Probe | UT
urt Sammel - -
behdlter V
a) diskontinuierlich b) kontinuierlich

€)

2_©T

Lésungsmittel
- vorrat

Abbildung 22: Verfahrensschemata des Doppelmantelextraktors: a) diskontinuierlich mit Blattriihrer oder
drehendem Siebkorb; b) kontinuierlich mit Verteiler iiber dem Festbett und Umwilzpumpe V; UT
Umwilzthermostat; WU Wirmeiibertrager c) Siebkorb mit Dichtungsring und Stiitzen
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3.4.3 Durchfiihrung der mehrstufigen Fest-Fliissig Extraktionen

Im Folgenden werden die verwendeten Methoden =zur Bestimmung der
Feststoffzusammensetzung und der Gleichgewichtsparameter als auch der Modellierung des
mehrstufigen Kreuzstromextraktionsprozesses aufgezeigt.

Zunachst wird die Feststoffzusammensetzung bestimmt. Dazu wird ein vierstufiger
Kreuzstromextraktionsprozess durchgefihrt. Es wird davon ausgegangen, dass das gesamte
extrahierbare Material wahrend der vier Extraktionen in das Extrakt Ubergeht. Im Experiment
werden fur jede Pflanze sechs Proben untersucht. Rotes Weinlaub wird mit einer PartikelgrofRe
kleiner 2 mm verwendet, SuRholz mit einer PartikelgrofRe kleiner 0,5 mm und Melisse mit einer
Partikelgroe kleiner 6 mm. Als Ausgangsmaterial dient jeweils 1 g Pflanzenmaterial, das im Falle
von rotem Weinlaub und SufRholzwurzel mit 10 mL Extraktionsmittel versetzt wird, im Falle der
Melisse mit 30 mL Extraktionsmittel. Als Extraktionsmittel dient ein Gemisch aus Ethanol und
Wasser im Verhaltnis 30:70. Die Extraktion verlauft Uber einen Zeitraum von 24 h. Danach wird
das GefaR zentrifugiert und das Extrakt von dem feuchten Rickstand abgetrennt. Der Riickstand
wird erneut mit Extraktionsmittel versetzt. Bei rotem Weinlaub und Sifsholzwurzel wird 10 mL
Extraktionsmittel dazugegeben, zur Melisse 15 mL. Dieses Verfahren wird insgesamt viermal
durchgefuhrt. Der feuchte Rickstand der vierten Stufe wird bei 75 °C in einem Trockenschrank
gelagert und bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Zur Bestimmung der Gleichgewichtsparameter werden 18 Proben untersucht, von jeder
Pflanze sechs. Die verwendeten Mengen an Pflanzenmaterial, Partikelgréf’en und Mengen
Extraktionsmittel sind der Tabelle 11 zu entnehmen. Im ersten Schritt werden das abgewogene
Pflanzenmaterial und das abgemessene Extraktionsmittel in einem Falcon zusammengegeben.
Dann erfolgt die Extraktion Uber eine Dauer von 24 Stunden. Nach dieser Zeit wird das Falcon
zentrifugiert. Dann wird das Extrakt von dem Riickstand lber eine Einmalspritze abgetrennt. Das
Extrakt als auch der Rickstand werden gewogen. Der Riickstand wird in einen Trockenschrank
gegeben und bei 75 °C bis zur Gewichtskonstanz getrocknet.

Tabelle 11: Schema der Experimente zur Bestimmung der Gleichgewichtsparameter

Probe Pflanzenmaterial F/mm | S$/mL

1-3 Rotes Weinlaub 1 10
4-6 Rotes Weinlaub 3 20
7-9 Sifsholzwurzel 1 10
10-12 Sifsholzwurzel 3 10
13-15 Melisse 1 30
16-18 Melisse 2 30
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Die Modellierung der Extraktion erfolgt mit Daten von dreistufigen Extraktionen, die mit
dem Laborroboter Lissy 4G200 der Firma Zinsser Analytic GmbH durchgefiihrt wurden. Die daraus
verwendeten Daten werden in Tabelle 12 gezeigt. Fiir das rote Weinlaub wurde ein Feed F von
84,57 mg sowie fur die Melisse von 105,15 mg verwendet.

Tabelle 12: Vorgegebene Daten zur Modellierung

Rotes Weinlaub Melisse

Feed Xp1 0,65 0,51

X 0,30 0,42

Xp3 0,05 0,07

Xp4 0 0
Extrakt XEgi1 0 0

XE12 1,47-10% 1,96-102

XEg22 3,75-10° 6,07-10°

XEg3,2 9,49-10* 1,83-10
Extraktionsmittel Xsi1 0 0

Xsi2 0 0

Xsi3 0,7 0,7

Xsi 4 0,3 0,3

Mit Hilfe dieser Daten werden die bendtigten Extraktionsmittelmengen berechnet und mit
den in den Experimenten eingesetzten Extraktionsmittel verglichen.

3.5 Alternative Prozesskonzepte

Als alternative Prozesskonzepte wurden die Ultraschall-, Mikrowellen- und Hoch-
spannungsimpuls-unterstitzende Extraktionstechnologien verwendet. Fur die Ultraschallsonde
75043 von Bioblock Scientific (ILkirch, Frankreich) mit einer Leistung bis zu 750 W, Frequenz von
20 kHz and Spannung von 230 V wurde ein angepasstes Extraktionsgefafd mit definierten
Volumen verwendet. Die Temperatur im Extraktionsgefafs wurde mit Hilfe eines PT-100, welcher
an den Datenlogger Almemo angeschlossen und kalibriert wurde, iberwacht. Das Extraktionsgut
wurde mit einem Magnetrihrer ohne das Ansaugen von Luft vermischt. Um die Temperatur zu
regulieren, wurde ein doppelwandiges Extraktionsgefa® benutzt. Die Ultraschallsonde ist in
Abbildung 23 a) abgebildet. Um die Ultraschallsonde auf die Erzeugung von Kavitationsblasen zu
testen, wurde eine handelsubliche Aluminiumfolie in das Extraktionsgefafy gegeben und nach
dem Vorgang auf den Grad der Zerstdrung Uberprift. Der Mikrowellenofen war ein MW 4000 HLL
Landgraf (Langenhangen, Deutschland) mit einer Kapazitat von 220-240 V, 50/60 Hz und bis zu
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1500 W, siehe Abbildung 23 b). Die Mikrowelle war gekoppelt mit einem Jumo quantrol LC 100
Thermometer zur Regelung der Temperatur and war mit einem Magnetrihrer ausgestattet. In den
Mikrowellenraum wurde ein angepasstes Extraktionsgefaf’ eingebracht. Zusatzlich zur Steuerung
der Temperatur wurde die Leistung der Mikrowelle geregelt. Die Anlage zur Erzeugung der
Hochspannungsimpulse bestand aus den folgenden Komponenten: Hochspannungsgenerator
TREK 610 C, Impulsgenerator Hameg 8035, Schmitt-Trigger-Schaltung mit Einstellung
verschiedener Modi, Hochspannungsschalter mit Kondensator und Oszilloskop D1010 von
Siemens, siehe Abbildung 23 c). Das Oszilloskop diente zur Einstellung und Uberwachung der
uber den Kondensator entladenen Hochspannungsimpulse, welche Gber Plattenelektroden in das
Extraktionsgefaf’ abgegeben wurden. Die technische Dokumentation und Betriebsanweisung fur
die Hochspannungsimpulsanlage befinden sich im Anhang A.2.
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Abbildung 23: a) Aufbau der Ultraschallsonde mit Steuereinheit; b) Mikrowellenofen mit steuerbarem PT
100; ¢) Verbindungsplan der Hochspannungsimpulsanlage
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3.6 Totalgehalt und Ausbeute

Mittels von erschopfenden Extraktionen wird der Totalgehalt c;,:4; des jeweils betrachteten
Wirkstoffes bestimmt. Hierbei ist X}, die Beladung des Pflanzenmaterials mit dem jeweiligen
Wirkstoff, c;y¢q1. die Konzentration des Wirkstoffes im Extrakt, Vi, irqke das Volumen des Extraktes
und Mmpfianze die Menge des eingesetzten trockenen Pflanzenmaterials. Ist die Extraktion nicht
erschopfend, wird zur Berechnung der Beladung X; die Konzentration c; des Wirkstoffes zum
Zeitpunkt t verwendet.

Ctotal VExtrakt CtVExtrake
Xy = 22— bzw. X; = —5 68
Mpflanze Mpflanze

Wird im weiteren Verlauf von Ausbeute gesprochen, so bezieht sich dieser immer auf den
maximal mdglichen Totalgehalt.

yw=;‘—;-100% 69

3.7 Fehlerbetrachtung

Aus mindestens finf Mehrfachbestimmungen wird aufgrund der reprasentativ-
nivellierenden Mittelung das arithmetische Mittel x bestimmt:

_ 1 1
x=;(x1+x2+~--+xn) :ZZ?ﬂxi 70

Durch die gemittelte Abweichung vom Mittelwert wird die Streuung metrischer Daten
angegeben und die Fehlerbalken an den Ergebnissen ergeben sich aus der Standardabweichung
s, die praktisch gleich der positiven Quadratwurzel aus dem Mittelwert der quadrierten
Abweichungen vom Mittelwert ist:

Z?:l(xi_j)z

n-1

Zur Darstellung des x + s-Bereichs auf der y —Achse wird das Fehlerbalkendiagram gewahlt, um
Mittelwerte aus verschiedenen Stichproben oder zu unterschiedlichen Zeitpunkten sehr
ubersichtlich vergleichend gegenliber zu stellen (Hedderich und Sachs 2018).
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4. Ergebnisse und Diskussion

m ersten Ergebnisteil wird der Einfluss der mikrowellen-, ultraschall- sowie

hochspannungsimpuls-unterstitzenden Extraktionstechnologie auf den Extraktionsprozess

mit den Pflanzenmaterialien, welche unterschiedliche physikalische, chemische und
biologische Eigenschaften aufweisen, sorgfaltig Uberprift. Prinzipiell wurden Bemuhungen
angestellt, die Frage zu erortern, welche Extraktionstechnologie in den Bezug auf die
unterschiedlichen Pflanzenmaterialien sowie verwendeten Extraktionsmittel die Ausbeute bzw.
den Umsatz erhoht und den Stofftransport beschleunigt. Zur Auswertung wird die Bestimmung
der temperaturabhangige Gleichgewichtskonstanten und der temperaturabhangige Diffusions-
koeffizienten hinzugezogen.

4.1 Einstufige Pflanzenextraktionen

Zuerst werden die Stoffeigenschaften, wie die Schuttdichte, den Wassergehalt und die
PartikelgrofRenverteilung der ausgewahlten Pflanzenmaterialien sowie der Einfluss des
Extraktionsmittels und des Phasenverhaltnisses wahrend der Extraktion zur Charakterisierung
analysiert.

4.1.1 Schijttgutdichte des Pflanzenmaterials

Die Schiittgutdichte der Holunderrinde ist mit einem Wert Giber 1 g mL™* am groBten. Dies ist
darauf zurtckzufuhren, dass Holunderrinde neben dem staubigen Anteil und den flachen
Plattchen sehr lange zylinderformige sowie stabchenartige Splitter aufweist. Diese lassen grofser
ausgepragtes Hohlvolumen entstehen, warum eine hohe Schittgutdichte erreicht wird. Die
ganzen Annattosamen liegen um zweidrittel darunter, da diese konisch rund mit einer
Durchschnittslange von 4,36 mm geformt sind. Die Ubrigen blattrigen Pflanzenmaterialien mit
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unterschiedlichen Partikelgrof3en schwanken um eine Schiittgutdichte von etwa 0,2 g mL™, wobei
die Schittgutdichte von der Siftholzwurzel dagegen leicht erhoht ist. Die Partikelform der
SuafRholzwurzel zeigt im Gegensatz zur Holunderrinde keine stabchenformigen Splitter, sondern
ist von flachen sowie langlichen Plattchen gepragt. Die Schuttgutdichte fur die verschiedenen
Pflanzenmaterialien ist in Abbildung 24 aufgetragen.
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Abbildung 24: Auftragung der Schiittgutdichte fiir die ausgewdhlten Pflanzenmaterialien mit
unterschiedlichen Partikelgrof3en

4.1.2 Einfluss der fliichtigen Bestandteile und des Wassergehaltes

Der Anteil an fliichtigen Bestandteilen wie auch Wasser, das grofitenteils in den Vakuolen
der Pflanzenzellen gelagert und gebunden ist, ist bei dem geernteten roten Weinlaube in Bezug
auf das getrocknete rote Weinlaub mit 78,9 mg am grofiten. Ist das rote Weinlaub bereits
vorgetrocknet, verlieren ungefahr 1,0 g rotes Weinlaub im Schnitt 55 mg an fluchtigen
Bestandteilen bei einer Temperatur von T = 75 °C Uber eine Zeitspanne von t = 24 h im
Trockenschrank. Die Melisse mit einer durchschnittlichen Partikelgréfie von 4 bis 6 mm war zuvor
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getrocknet, so dass der Anteil der fliichtigen Bestandteile mit 53 mg wie das getrocknete rote
Weinlaub ausfallt. Bei den holzartigen Pflanzenmaterialien Suf3holzwurzel und Holunderrinde
sowie bei den Annattosamen machen die fliichtigen Bestandteile auch einen Anteil von etwa 4
bis 8 % aus, siehe Abbildung 25. Liegen trockene oder getrocknete Pflanzenmaterialien vor, ist
der Anteil an flichtigen Bestandteilen im Schnitt mit 6 = 2 % gleich grof3.

14}
12 B Annattosamen
. B Getrocknete Annattosamen
10t g R B Holunderrinde
. + & .‘ B Getrocknete Holunderrinde
.E' O SiRholzwurzel
g 08 O Getrocknete Stifsholzwurzel
b4 B Melisse
= 0.6} B Getrocknete Melisse

B Geerntetes rotes Weinlaub
B Getrocknetes rotes Weinlaub
04t B Getrocknetes Weinlaub

. B Erneut getrockentes Weinlaub

0.2}

0.0

Abbildung 25: Bestimmung des Gewichts vor und nach der Trocknung im Trockenschrank bei T=75 °C
(t=24 h) von etwa 1 g Pflanzenmaterial

4.1.3 Verteilung der Partikelgrofe

Bei den bldttrigen Pflanzenmaterialien rotes Weinlaub und Melisse ergeben sich
verschiedene PartikelgrofRenverteilungen. Bei rotem Weinlaub liegen die Partikelklassen 1000
pm und 2000 pm am meisten vor. Im Gegensatz zu Melisse, wo die Partikelklassen 1000 um, 2000
um und 4000 um am hochsten vertreten sind (siehe Abbildung 26). Aufgrund der Staubbildung
bei den holzigen Pflanzenmaterialien ist es nicht mdglich, eine Partikelgrofienverteilung fur die
Sutholzwurzel und die Holunderbaumrinde mittels Ruttelsiebe anzugeben. Die Annattosamen
liegen mit einer Durchschnittslange von 4,36 mm vor.
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4.1.5

Bei den Auswertungen zum Einfluss des Extraktionsmittels zu Pflanzenmengenverhaltnis

sind zwei unterschiedliche Ergebnisse entstanden. Das erste Ergebnis zeigt, dass bei den drei
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Pflanzenmaterialien: Annattosamen, Holunderrinde und Melisse das Extraktionsmittel zu
Pflanzenmengenverhaltnis konstant bleibt, wobei bei aus den Annattosamen extrahiertes Bixin
kleiner als 0,05 L g* die Sattigung erreicht ist (siehe Abbildung 28).

o T=25 OC. —@- -Oleanolsdaure T =40 °C
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Abbildung 28: Einfluss des Extraktionsmittel zu Pflanzenmengenverhaltnis bei der Extraktion von Bixin
aus Annattosamen a); Oleanol- und Ursolsdure aus Holunderrinde b); Rosmarinsdure aus Melisse c)
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Im Gegensatz dazu steigt bei den beiden Pflanzenmaterialien: Stitholzwurzel und rotes
Weinlaub das Extraktionsmittel zu Pflanzenmengenverhaltnis linear an (siehe Abbildung 29).
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Tabelle 13 zeigt die Zusammenfassung der ermittelten Eigenschaften in Bezug auf die
unterschiedlichen Pflanzenmaterialien.

Tabelle 13: Zusammenstellung der vegetabilen Eigenschaften

Eigenschaften Rotes Annatto- Holunder- | Melisse Siifholz-
Weinlaub samen rinde wurzel
Schiittgutdichte 0,2mgL? 0,7mglL* ' 11mglL?! 01mgL!| 0,3mglL?
Fluchtige 6+x2% 62% 62% 62 % 6x2%
Bestandteile
Partikelgrofen- 1000 ym Ol= Nicht 1000 bis Nicht
verteilung 2000 um 4,36 mm | verfiigbar | 4000 um | verfligbar
Extraktionsmittel | Wasser/HCl | Ethylacetat Ethanol Wasser & Wasser &
pH=2,5 Ethanol Ethanol
Phasenverhaltnis Linear Konstant Konstant | Konstant Linear
4.2 Alternative Prozesskonzepte

Um den Einfluss auf die Extraktion, wahrend dem Einsatz der alternative Prozesskonzepte zu
verstehen, wird zuerst der Temperaturverlauf Uber die Zeit in der Extraktionssuspension
vermessen. Fir die Pflanzenmaterialien: Rotes Weinlaub, Holunderbaumrinde und Annattosamen
wird der jeweilige Betriebsparameter der alternativen Prozesskonzepte variiert, um das Optimum
an Ausbeute zu finden. Da das Extraktionsmittel fir Holunderbaumrinde Ethanol und fir
Annattosamen Ethylacetat ist, kann aufgrund von Uberschldgen keine Hochspannungs-
impulsbehandlung erfolgen. Aus diesem Grund sind auch keine Mischungen aus Alkohol und
Wasser fur das Extraktionsmittel, bei denen der Alkoholgehalt hoher als 20 % liegt, zu empfehlen.
Nach der vergleichenden Zusammenstellung aller alternativen Prozesskonzepte wird die
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten diskutiert.

421  Einfluss der Temperatur

Beim Einsatz von alternativen Prozesskonzepte wurde der Temperaturverlauf Uber die Zeit
in der Extraktionssuspension mittels Temperaturfuhler Pt100 analysiert. Erfolgt der
Energieeintrag durch Mikrowellen in das Extraktionsgut, lasst sich die Temperatur durch eine
Steuerung der Leistung im Durchschnitt Uber einen Zeitraum von 150 min. sehr gut konstant

Seite 67147



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

halten. Nichtsdestotrotz ist bei einer hohen Leistung von P = 800 W Hotspots zu messen, die sich
negativ auf die Ausbeute der Extraktion auswirken kdnnen. Wird eine kleinere Leistung gewahlt,
entstehen keine Hotspots (siehe Abbildung 30 a). Bei der Verwendung von Ultraschallwellen mit
der Amplitude von 45,6 um und der Frequenz von 20 kHz, wobei Kavitationsblasen auftreten, ist
ein starker Anstieg der Temperatur um AT = 25 °C innerhalb von 50 min. zu messen. Um einen
weiteren Anstieg der Temperatur zu vermeiden, muss die Warme abgefihrt werden. Mit dem
Gebrauch eines Doppelmantels kann die Temperatur z.B. T =40 + 10°C relativ konstant
gehalten werden (siehe Abbildung 30 b). Ein anderes Bild zeigt sich bei dem Einsatz von

Hochspannungsimpulse auf die Extraktionssuspension. Bei einem elektrischen Feld E = 1,75—;
stieg die Temperatur langsam um AT =5 °C in einem Zeitraum von 120 min an. Im Gegensatz
dazu andert sich die Temperatur bei einem hoheren elektrischen Feld E = 3,3:—:1 um AT = 14°C
(siehe Abbildung 30 c).
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— —P=800W — —T=00 — —T(3,3 kV/cm)

~
(@)
~
o

i b) X c)
60 | - 60 |
Y 150 o | L7 v
~ ~ 50 - ”~ : 50 B
E s [T 2
g 100 =40 © 40 |
g @ 8 .~ [ ——
3 g 30 €30 -~
A o - i //’_
50 =20 20
10 | 10
O O PERE N TR NS TN N TR | 0 PENE T T I A T T N I 1
0 50 100 150 0 10 20 30 40 0 50 100
Zeit / min Zeit / min Zeit / min

Abbildung 30: Anderung der Temperatur wihrend der Mikrowellenunterstiitzenden Extraktion a);
Ultraschallunterstiitzenden Extraktion b); Hochspannungsimpulsunterstiitzenden Extraktion c)

4.2.2 Optimierung der alternativen Prozesskonzepte

Aus der Extraktionskinetik ist ersichtlich, dass die hochste Ausbeute an Polyphenolen aus
rotem Weinlaub bei einer Extraktionstemperatur von ca. 50 °C bis 55 °C nach 60 min erzielt
werden kann. Bis zu dieser Temperatur steigt die Ausbeute mit steigender Extraktionstemperatur
und bleibt bei einer Temperatur ab 50 °C konstant. Zudem lasst die Extraktionskinetik bei den
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hohen Temperaturen einen sehr steilen anfanglichen Anstieg sowie ein schnelles Erreichen des
pseudo-Gleichgewichtszustandes erkennen. Anhand der Ergebnisse ist zu schlussfolgern, dass
eine Erhdhung der Temperatur die Effizienz der Ausbeute erhoht und gleichzeitig zu einer
zeitlichen Verkirzung fuhrt. Diese Erkenntnis wird ebenfalls durch die Literatur unterstutzt. So
verzeichnet die Studie von Tirker et al. ebenfalls bei zunehmender Temperatur eine
Konzentrationszunahme (Turker und Erdogdu 2006). Dies stutzt er auf die Forderung der
Loslichkeit der untersuchten Anthocyane bei Erhohung der Temperatur. Auch die Studie von
Franco et al. unterstitzt die erzielten Ergebnisse (Franco et al. 2008). Dieser betrachtete die
Extraktion von Polyphenolen aus Traubentrester mit Wasser bei einer Temperatur von 25°C und
50°C. Dabei wurde bei einer Temperatur von 50°C nach 90 min eine uber 80 % hoher
Konzentration als bei einer Temperatur von 25°C verzeichnet (Franco et al. 2008). Die Tendenz
dieser Studienergebnisse ist vergleichbar mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Denn hier
wurde mit einer Temperatur von 55°C im Vergleich zur Extraktion bei 30°C nach 90 min eine um
20 % hohere Ausbeute erzielt. Die Temperatur kann jedoch nicht beliebig erhoht werden, da
besonders die Anthocyane thermisch sehr instabil sind (Turker und Erdogdu 2006). Eine solche
Beobachtung machten auch Cissé et al. in ihrer Studie zur Extraktion von Anthocyanen aus
Roselle, afrikanische Malve (Cissé et al. 2012). Bei ihren Extraktionsversuchen zeigte sich
ebenfalls oberhalb einer Extraktionstemperatur von 60°C eine starke Abnahme der Extrakt-
konzentration, die auf die Schadigung der Anthocyane zurlickgefuhrt wird. Es zeigt sich somit,
dass die Temperatur von ca. 50 °C den besten Kompromiss zwischen Forderung der Loslichkeit
und Vermeidung der Polyphenoldegradation darstellt.

100
w0 | @30 °C
. I 0 35 °C
% 60 | % % % 540 °C
g o L3 045 °C
E ¥ X 50 °C
o L - 55 °C

0

50 100
Zeit / min

Abbildung 31: Erh6hung der Extraktionstemperatur zur Gewinnung von Polyphenolen aus rotem
Weinlaub
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Fir das Einsatzgut ,Rotes Weinlaub® wurde der Einfluss der Amplitude auf die Effizienz der
Ultraschallunterstiitzende Extraktion, die Variation der Leistung bei der Mikrowellen-
unterstitzenden Extraktion sowie die Bedeutung der elektrischen Feldstarke untersucht. Es zeigt
sich, dass eine Steigerung der Amplitude um 10 % sich auch die Ausbeute um 10 % von 68,5 %
auf 78,1 % bei festgesetzter Temperatur erhoht (siehe Abbildung 32 a). Ummat et al. (Ummat et
al. 2020) untersuchten die Auswirkung der Frequenz wahrend der durch Ultraschall unterstiitzten
Extraktion auf die Ausbeute von Polyphenolen aus braunem Seegras und stellten fest, dass eine
Frequenz von 35 kHz bessere Ergebnisse als eine Frequenz von 130 kHZ erzeugt. Zusatzlich zur
Frequenz testeten Oroian et al. den Einfluss der Amplitude auf die Ultraschallbehandlung zur
Gewinnung von Polyphenolen aus Blutenstaub (Oroian et al. 2020), wobei eine Erhchung der
Amplitude (20 %, 60 %, 100 %) die Ausbeute erheblich steigerte. In detaillierteren Studien zeigte
eine zu hohe Amplitude kombiniert mit langen Extraktionszeiten aufgrund der zu hohen
Temperaturen und Oxidationen eine Degradation der Polyphenole (Luque de Castro et al. 2011;
Elez Garofuli¢ et al. 2018). Wahrend der durch Mikrowellen unterstiitzte Extraktion entwickelte
sich die Ausbeute an Polyphenolen bei der Variation der Leistung von 73,3 % bei P = 80 W auf
84,6 % bei P = 800 W (vergleiche Abbildung 32 b). Dagegen dokumentierten Bia et al. (Bai et al.
2010) eine optimale Mikrowellenleistung von P = 650,4 W bei einer Variation von 100 bis 800
W zur Extraktion von Polyphenolen aus industriellem Apfeltrester. Ohne Temperaturkontrolle war
der Totalphenolgehalt bei der Mikrowellen-unterstitzenden Extraktion (P = 300 — 900W) von
Myrte mit einem Leistungseintrag von 500 W am hochsten (Dahmoune et al. 2015). Bei dem
ultraschall- und mikrowellen-unterstitzenden Prozess wurde getrocknetes Rohmaterial
verwendet, wohingegen aufgrund des Wirkprinzips bei der Hochspannungsimpulsbehandlung
neben dem getrockneten roten Weinlaub auch nicht getrocknetes Pflanzenmaterial verwendet
wurde. Dadurch wurde festgestellt, dass mit nicht getrocknetem rotem Weinlaube und mit
Hochspannungsimpulse eine hdhere Ausbeute im Vergleich zu getrocknetem rotem Weinlaube
erreicht wird. Eine deutliche Erhohung der Ausbeute an Polyphenolen kann eine Steigerung der

elektrischen Feldstérke von E = 1,7:‘—:1 auf E = 3,35—:1 erzielt werden (vergleiche Abbildung 32 c).

Des Weiteren weisen Luengo et al (Luengo et al. 2013) nach, dass eine Zunahme der elektrischen

Feldstirke von E=1< iber 3 und 5% auf 7%X einen deutlichen Anstiegs des
cm cm cm

Zellzerstorungsindex bei der Gewinnung von Polyphenolen aus Orangenschalen fuhrt. Neben
dem Pulsprotokoll variierten Zderic et al. (Zderic und Zondervan 2016) die elektrische Feldstarke

E=O,1;O,4;0,6;0,9; 1,1:—; bei der Extraktion von Polyphenolen aus frischen bzw. nicht

getrockneten Teeblattern. Die hohen elektrischen Feldstarken erhohten die Extraktionsausbeute
um 5 bis 10 % im Vergleich zu den geringen elektrischen Feldstarken. Zudem stellten auch Peiro
et al. (Peiré6 et al. 2019) fest, dass der Zellzerstorungsindex bei der Extraktion von
Zitronenruckstanden zur Gewinnung von Polyphenolen mit elektrischen Feldstarken von E=

7 und 92{—:1 im Gegensatz zu elektrischen Feldstarken von E = 3 und 5?—:1 Anstieg.
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Abbildung 32: Variation der Amplitude wahrend der ultraschallunterstiitzenden Extraktion a); Variation
der Leistung wahrend mikrowellenunterstiitzenden Extraktion b); Variation des elektrischen Feldes
wahrend hochspannungsimpulsunterstiitzenden Extraktion c)

Eine Erhdhung der Temperatur wahrend der Extraktion von Ursol- und Oleanolsaure von
40 °Cauf 55 °Cin 5 °C Schritten zeigt die Steigerung der Ausbeute um etwa 20 %. Einen weiteren
Anstieg der Extraktionstemperatur auf 65 °C weist keine erneute Steigerung der Ausbeute an
Ursol- und Oleanolsaure auf (siehe Abbildung 33). Yang et al. bewiesen auch, dass die Ausbeute
von Ursol- und Oleanolsdure sich mit einem Temperaturzuwachs von 30 °C auf 50 °C erhoht
sowie eine Verringerung der Ausbeute bei einem weiteren Temperaturanstieg von 55 °C zu 65 °C
(Yang und Wei 2015). Zusatzlich dokumentierten Xia et al. einen signifikanten Anstieg der
Ausbeute von Ursol- und Oleanolsdaure bei Temperaturen von 25 °C auf 40 °C und bei einer
weiteren Temperaturerhéhung von 40 °C auf 70°C eine fast unveranderte, konstant bleibende
Ausbeute (Xia et al. 2012).

Die Variation der Amplitude, wahrend der Ultraschall-unterstitzende Extraktion erreichte
einen vernachlassigbar kleinen Einfluss auf die Ausbeute an Oleanol- und Ursolsaure aus der
Holunderbaumrinde. Im Gegensatz dazu zeigen verschiedene Leistungen eine erhebliche
Einwirkung auf die Effizient der Mikrowellen-unterstitzende Extraktion. Die Ausbeute an
Oleanol- und Ursolsaure steigt bei einer Leitungserhdhung von 80 W auf 240 W kontinuierlich
auf 80 % an, um bei einer weiteren Leistungssteigerung auf 800 W wieder auf eine Ausbeute von
57,3 % abzufallen. Die Diagramme sind in Abbildung 34 ersichtlich. Die Ergebnisse sind mit den
Studien von Fang et al. vergleichbar, bei denen die Ausbeute der Ursol- und Oleanolsaure sich
mit der Erhdhung der Mikrowellenleistung von 400 bis 600 W erhdht und bei einer weiteren
Erhohung von 800 auf 1000 W sich wieder erniedrigt (Fang et al. 2010). Es lasst sich nicht
bestreiten, dass die Verwendung von hoher Mikrowellenleistung thermische Degradierung und
Zerstorung der beiden Wirkstoffe Ursol- und Oleanolsdure induzieren kann.
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Abbildung 33: Erhohung der Extraktionstemperatur zur Gewinnung von Ursolsadure a); bzw. von
Oleanolsaure b) aus Holunderbaumrinde
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Abbildung 34: Variation der Amplitude wahrend der ultraschallunterstiitzenden Extraktion a); Variation
der Leistung wahrend mikrowellenunterstiitzenden Extraktion b)
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Fur die ultraschallunterstitzende Extraktion von Bixin aus Annattosamen erzielt eine
Anderung der Amplitude keine Verbesserung der Ausbeute. Dariiber hinaus zeigt die Variation der
Leistung im Mikrowellenofen einen deutlichen Einfluss (Bachtler und Bart 2021). Im Gegensatz
zu rotem Weinlaub und der Holunderbaumrinde sinkt die Ausbeute an Bixin stetig bei der
Erhohung der Leistung P von 80 W auf 800 W ab (vergleiche Abbildung 35).
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Abbildung 35: Variation der Amplitude wahrend der ultraschallunterstiitzenden Extraktion a); Variation
der Leistung wahrend mikrowellenunterstiitzenden Extraktion b)

4.2.3 Einfluss der alternativen Prozesskonzepte

Aus den vorangegangenen Optimierungen werden die Ausbeuten Uber die Zeit wahrend den
verschiedenen Wirkprinzipien dargestellt und diskutiert, diese sind in den Abbildung 36
Abbildung 37 ersichtlich. Die hochste Ausbeute, die auch am schnellsten erreicht ist, wird bei
rotem Weinlaub durch die dielektrische Erwdrmung erzielt. Uberdies erzeugen die
Ultraschallwellen mit einer Amplitude von 40 % und einer Frequenz von 20 kHz eine leicht
geringere Ausbeute. Zudem bringen der gerlhrte Batch mit getrockneten Blattern und die

Hochspannungsimpulsbehandlung mit E = 3,3:—; unter der Verwendung von frischem bzw. nicht

getrocknetem rotem Weinlaub im Mittel eine Ausbeute von 55 % Polyphenole hervor. Ein
deutlicher Unterschied ist beim Anstieg der Extraktionskinetik in den ersten dreif3ig Minuten zu
beobachten, das durch das Pulsprotokoll mit Pulsen im Bereich von ys bis ms erklart werden kann.
Da bei getrocknetem Pflanzenmaterial keine intakte Zellporen mehr vorliegen, kann mit
Hochspannungsimpulsen die geringste Ausbeute erzielt werden. Durch die Anwendung von
alternativen Prozesskonzepten kann die Ausbeute um 10 % bzw. um 15 % bei festgesetzter
Temperatur erlangt werden (vergleiche Abbildung 36). Diese Ergebnisse konnen durch diverse
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Studien bestatigt werden. Both et al. zeigten, dass die Ausbeute von Polyphenolen aus schwarzen
Tee mit Ultraschallbehandlung bei einer Frequenz v = 25 kHz und Leistung von 150 W um etwa
15 % im Vergleich zur Mazeration mit einer festgesetzten Extraktionstemperatur bei 40 °C anstieg
(Both et al. 2014a). Eine weitere Studie zeigt, dass die Ausbeute von Vanillin aus Vanille um ein
vielfaches schneller unter der Verwendung von Mikrowellen erreicht und dass im Vergleich zu
Ultraschallwellen sowie bei der Mazeration die Ausbeute hoher ausfallt (Dong et al. 2014). Die
extraktiven Untersuchungen nach der Optimierung mit den weiteren Pflanzenmaterialien
Holunderbaumrinde und Annattosamen bestatigen diese Reihenfolge der alternativen
Prozesskonzepte: Dielektrische Erwarmung > Ultraschallwellen > Mazeration bzw. Immersion >
Perkolation. Fur Ursol- bzw. Oleanolsaure aus Holunderbaumrinde ergibt die konventionelle
Perkolation aufgrund der Benetzung die geringste Menge an gewonnenen Wirkstoffen. Ist die
Holunderbaumrinde vollstandig im Extraktionsmittel eingelegt und wird geruhrt, erhoht sich die
Ausbeute im pseudo-Gleichgewicht auf 75 %. Die Verwendung von alternativen Prozesskonzepten
verbessert  die  Extraktionsausbeute. Eine  hdhere  Ausbeute wird mit der
mikrowellenunterstitzenden Extraktionstechnologie im Vergleich zum
ultraschallunterstiitzenden Prozesskonzept festgestellt. Zusatzlich wird die hohere Ausbeute
durch die dielektrische Erwarmung schneller erreicht (siehe Abbildung 37 a). Die Ergebnisse sind
mit den Extraktionen von Polyphenolen aus Pinienrinde vergleichbar, bei denen die mikrowellen-
unterstutzende Extraktion gegeniber ultraschallunterstitzender Extraktion zu hdéheren Aus-
beuten fihrt (Aspé und Fernandez 2011). Fiir die Gewinnung von Bixin aus den Annattosamen
ergibt die dielektrische Erwarmung die hochste Ausbeute, gefolgt von der ultraschall-
unterstutzenden Extraktion und Immersion sowie Perkolation. Im Gegensatz zur Ursol- und
Oleanolsaure aus der Holunderbaumrinde liegen die Extraktionskinetiken von Bixin aus den
Annattosamen dichter zusammen (vergleiche Abbildung 37 b). Dies ist mit der Lokalisation des
Farbstoffes Bixin auf der Samenschicht, die den Samen vollstandig umbhiillt, zu erklaren, wodurch
sich Bixin einfacher im Vergleich zu den Polyphenolen aus den Vakuolen des roten Weinlaubs
herauslosen lasst.

Die hohere Leistung der mikrowellenunterstitzenden Extraktion gegenuber der
ultraschallunterstitzenden Extraktion kann durch die verschiedenen Wirkprinzipien erklart
werden. Die Mikrowellentechnik beruht tatsachlich auf der Erwarmung der polaren Molekile wie
Wasser durch die Erzeugung der Schwingungen. In den Pflanzenzellen ist auch eine groRe Menge
an Wasser enthalten, vor allem in der Vakuole. Durch den Druck, welcher durch das Anschwellen
entsteht, wenn das intrazellulare Wasser verdampft, wird die Zellwand bzw. -membran von innen
gepresst, gedehnt und endgultig aufgerissen. Dieser Vorgang fordert das Herauslosen der
Wirkstoffe aus den zerstorten Zellen in das umgebende Extraktionsmittel. Das Prinzip der
ultraschallunterstitzenden Extraktion hdngt mit dem Kavitationseffekt, welche den
Stofftransport intensiviert und folglich mit der engen Wechselwirkung zwischen Extraktionsmittel
und Pflanzenmaterial zusammen. Obwohl beide Extraktionstechniken die vegetabile Pflanzen-
matrix zerstoren kdnnen, ist die Verwendung von Mikrowellen effektiver als die Ultraschallwellen,
weil das intrazellulare Wasser in den Pflanzenzellen als Tragermedium fur die Mikrowellen
eingesetzt wird. Der geringe Wassergehalt der Holunderbaumrinde und des getrockneten roten
Weinlaubs ist forderlich fur den Gebrauch der dielektrischen Erwarmung.
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Die Zusammenstellung der Wirkung von den unterschiedlichen Prozesskonzepte auf die
Pflanzenmaterialien ist in Tabelle 14 gezeigt. Fir das Erreichen der hdochsten Ausbeute an
sekundaren Pflanzenstoffe eignet sich die mikrowellen-unterstitzende Extraktionstechnologie
bei allen verwendeten Pflanzenmaterialien am besten. Werden als Extraktionsmittel synthetische
oder pflanzliche Ole verwendet, ist der Einsatz des ultraschall-unterstiitzenden Prozesskonzepts
zu empfehlen. Die Hochspannungsimpuls-unterstiitzende Extraktionsmethode bietet Vorteile bei
der Verwendung von nicht getrockneten Pflanzenmaterialen, wie Blatter, Krauter sowie Friichten
und von Wasser als Extraktionsmittel. Ein deutlicher Vorteil der hochspannungsimpuls-
unterstitzende Extraktionsmethode ist die geringe Erwdrmung der Extraktionssuspension,
wodurch keine Auswirkungen auf die Stabilitat der sekundaren Pflanzenstoffe entstehen kdnnen.
Des Weiteren ist bei allen Pflanzenmaterialien in Bezug auf die Ausbeute an sekundaren

Pflanzenstoffe die Immersion aufgrund der Benetzung der Perkolation vorzuziehen.

Tabelle 14: Einfluss der alternativen Prozesskonzepte wahrend der Extraktion von verschiedenen
Pflanzenmaterialien: ++ sehr gut, + gut, - schlecht, -- sehr schlecht

Rotes Weinlaub Melisse Annattosamen | Holunderrinde | Sii3holzwurzel
Extraktions- H,0 + HCl H,0+Ethanol Ethylacetat Ethanol H,0+Ethanol
mittel pH=2,5 (70/30 v/v) (70/30 v/v)
Temperatur 50 55 40 55 55
T/°C
Mikrowellen ++ ++ ++ ++ ++
P/W 800 40 400
Ultraschall- + + + + +
wellen 28 28 28
P/W
Hochspannungs- ++ + -- -- --
impulse *nicht getrocknet {; i;
Petetrisch / W 40 k
Immersion + ++ + + ++
Psiattriinrer / W 112 m 112 m 112 m 112 m 112 m
Perkolation - -- + - +
Benetzung Feststoff- Gute Benetzung Filtrations-
kanale Benetzung effekt

4.2.4

% Bei alkoholischen Extraktionsmittel = Elektrische Uberschlige!

Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten

Aus den Extraktionsverlaufen bei verschiedenen Temperaturen kénnen die Gleichge-
wichtskonstanten fur die Pflanzenmaterialien: Rotes Weinlaub, Holunderbaumrinde und
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Annattosamen mit den Gleichungen 7 und 9 bestimmt werden. Die grafische Darstellung von t/c;
in Abhangigkeit zu t ergibt eine Lineare mit der Steigung von 1/c;; und dem Achsenabschnitt
1/kc?;. Die Gleichgewichtskonzentration der Wirkstoffe nach dem Herausldsen cgg, die initiale
Extraktionsgeschwindigkeit h sowie die Geschwindigkeitskonstante k konnen dementsprechend
von der Steigung und dem Achsenabschnitt evaluiert werden. Wenn die Temperatur erhoht wird,
vergrofiern sich die Sattigungskonzentration cg, die initiale Extraktionsgeschwindigkeit h und die
Geschwindigkeitskonstante k. Weil die initiale Extraktionsgeschwindigkeit h und die Ge-
schwindigkeitskonstante k nur vom Faktor k, abhdngig sind, wird der Zusammenhang durch die
grafische Darstellung von In h in Abhangigkeit von T bestimmt.

B30°C ©35°C A40°C T-1 K1
%0 @45°C =50°C x55°C = N 3 o <X
a) m T M m T
B o o o o o
W WN W WN WN
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60 . - )
= -21 \
[=)] - \
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S 23 |
20 :
24
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Zeit t /min -2,6

Abbildung 38: Linearisierung der Extraktionskinetik von Polyphenolen aus rotem Weinlaub a); Reziproke
Darstellung der logarithmierten Geschwindigkeitskonstante gegen den Kehrwert der Temperatur b)

Fur die Wirkstoffe Polyphenole aus dem roten Weinlaub ist die Linearisierung der
Extraktionsverlaufe bei verschiedenen Temperaturen und der Arrheniusgraph als reziproke Dar-
stellung der logarithmierten Geschwindigkeitskonstante gegen den Kehrwert der Temperatur in
Abbildung 38 wiedergegeben. Die Zusammenstellung der Parameter ist in Tabelle 15 ersichtlich.
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Tabelle 15: Extraktionskinetikparameter fiir rotes Weinlaub bei verschiedenen Temperaturen

Rotes Weinlaub Temperatur T
Polyphenole 30°C  35°C 40°C | 45°C 50°C 55°C
c; /gLt 2,10 2,19 2,25 2,35 2,44 2,49
R? 0,999 ' 0,997 0,998 | 0,998 0,993 0,998

h/g L 1 min1 0,36 0,42 0,50 0,58 0,75 0,79
k/Lg 'min?! 0,081 | 0,088 @ 0,099 | 0,104 @ 0,126 | 0,128
ko/Lg !min™! 4497

-E. / k] mol™? 15,94

Fir die Wirkstoffe Ursol- und Oleanolsaure aus Holunderbaumrinde ist die Linearisierung
der Extraktionsverldufe bei verschiedenen Temperaturen unter der Verwendung der mikrowellen-
und ultraschallwellenunterstiitzenden Extraktionstechnologie sowie der Arrheniusgraph in
Abbildung 39 dargestellt. Die Zusammenstellung der Parameter ist in Tabelle 16 ersichtlich. Fur
den Farbstoff Bixin von Annattosamen ist die Linearisierung der Extraktionsverldufe bei
verschiedenen Temperaturen und der Arrheniusgraph in Abbildung 40 abgebildet. Die
Zusammenstellung der Parameter ist in Tabelle 17 ersichtlich.

Bei der linearisierten Arrhenuisgleichung, bei der Ink Uber T aufgetragen wird, ist fir die
Polyphenole aus rotem Weinlaub, fur die Ursol- und Oleanolsaure aus Holunderbaumrinde sowie
fur Bixin aus den Annattosamen ersichtlich, dass die Geschwindigkeitskonstante mit der

Temperatur erhéht wird. Die Aktivierungsenergie —E, kann mit 15,94%f0r die Polyphenole, mit

26,7% fur Ursol- und Oleanolsaure und mit 6,73% fur Bixin angegeben werden. Lazar et al.
ermittelten eine Aktivierungsenergie fur Polyphenole, die aus der Rinde der gemeinen Fichte
extrahiert wurden, von 33,726% (Lazar et al. 2016). Im Gegensatz dazu berechneten Li et al. (Li
et al. 2011a) fiur die Extraktion von Polyphenolen aus den Fruchtstanden der Zapfennuss eine
Aktivierungsenergie von 11,365 % Entsprechend dem Modell nach Wang et al. (Wang et al.
2002) und Gonzalez-Centeno et al. (Gonzalez-Centeno et al. 2015) unterliegt der Extraktions-
prozess von Ursol- und Oleanolsaure aus Holunderbaumrinde einem gemischtem und diffusivem
Regime. Dies steht im Gegensatz zu der Extraktion von Bixin aus Annattosamen, bei der
ausschlieBlich die Diffusion vorherrscht. Rakotondramasy-Rabesiaka et al. (Rakotondramasy-
Rabesiaka et al. 2007) extrahierten Protopin aus gewohnlichem Erdrauch mit einer Aktivierungs-
energie von 5,182 % mit Wasser als Extraktionsmittel und von 3,211 % mit 44 Vol% Ethanol.
Diese Ergebnisse sind auch mit der Studie von Sayyar et al. (Sayyar et al. 2009) vergleichbar, die
beim Auslaugen von Ol aus der Purgiernuss eine Aktivierungsenergie 8,022mk—(])l ermittelten.
Zusatzlich ist es offensichtlich, dass sich der Warmeeintrag, welcher sich aus dem Leistungs-
eintrag der ultraschall- und mikrowellenunterstitzenden Extraktion ergibt, signifikant auf die
Extraktionsausbeute und die Kinetik der Wirkstoffe von Pflanzenmaterialien auswirkt.
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Abbildung 39: Linearisierung der Extraktionskinetik von Ursol- und Oleanolsdure aus Holunderbaumrinde
a); Reziproke Darstellung der logarithmierten Geschwindigkeitskonstante gegen den Kehrwert der
Temperatur b)
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Tabelle 16: Extraktionsparameter fiir Holunderbaumrinde bei verschiedenen Temperaturen mit
alternativen Prozesskonzepten

Holunderbaum- Ultraschallsonde Mikrowellenofen
rinde Temperatur T Temperatur T
Ursolsdure 40°C  45°C 50°C 55°C | 40°C | 45°C 50°C 55°C
¢, /mg Lt 17,01 | 18,69 | 20,49 22,03 | 2364 26,18 289 30,86
R? 0,996 @ 0,998 @ 0,999 0,999 | 0,995 0,996 @ 0,994 | 0,999

h/mg L 'min~! 1,54 2,21 3,03 4,17 2,14 3,14 4,28 5,83
k/Lmg~min~! 0,0053 0,0063 0,0072 0,0086 0,0038 0,0046 0,0051 0,0061

ko/L mg~! min~?! 163,0 84,4
E./k] mol~ 26,89 26,03
Oleanolsdure 40°C | 45°C | 50°C 55°C | 40°C | 45°C  50°C | 55°C
c;/mg L1t 3,3 3,63 3,97 4,28 6,76 7,69 8,3 8,69
R2 0,999 | 0,996 0,998 0,994 | 0,998 | 0,997 | 0,993 | 0,999

h/mg L ' min~? 0,3 0,44 0,59 0,81 0,61 0,92 1,23 1,64
k/Lmg 'min~1 0,027 @ 0,033 0,037 0,044 | 0,013 0,016 | 0,018 | 0,022
ko/L mg=1 min™1 767,1 461,6

-E./k] mol™1 26,64 27,23

b) & Mikrowellen @ Ultraschallwellen

T-1/K-1
a) 3,1E-03 3 2E-03 3,3E-03
[ Mikro- -2,0 —r
20 [ wellen
: A35°C 21 @
315 N B 40°C . _ \\\A
c B o ) S
E i @ 45°C :é | '\
10 A 35°C T3 | -
oot @ 40°C
- [
5 [ ®45°C 24
[ Ultraschall- [
0 wellen “2,5

0 20 40 60 80
Zeit / min

Abbildung 40: Linearisierung der Extraktionskinetik von Ursol- und Oleanolsaure aus Holunderrinde a);
Reziproke Darstellung der logarithmierten Geschwindigkeitskonstante gegen den Kehrwert der
Temperatur b)

Seite 80| 147



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Tabelle 17: Extraktionskinetikparameter fiir Annattosamen bei verschiedenen Temperaturen mit
alternativen Prozesskonzepten

Annattosamen Ultraschallsonde Mikrowellenofen
Temperatur T Temperatur T
Bixin 35°C| 40°C A 45°C | 35°C | 40°C | 45°C
c; /mg Lt 4,23 4,53 512 | 4,74 | 5,12 5,76
R? 0,995 | 0,996 | 0,997 | 0,993 | 0,999 | 0,995

h/mg L 1 min1 1,97 2,33 3,13 2,20 2,63 3,53
k/L mg_1 min~1 | 0,110 0,114 0,120 | 0,098 | 0,101 | 0,106
ko/Lmg~! min™?! 1,61 1,27

-E./kJ] mol~1 6,88 6,59

4.2.5 Bestimmung des effektiven Diffusionskoeffizienten

Die Berechnung des effektiven Diffusionskoeffizienten nach Gleichung 5 ist in Abbildung 41
ersichtlich. Die effektiven Diffusionskoeffizienten sinken minimal mit steigender Temperatur fur
die folgenden Wirkstoffe: Glycyrrhizinsaure aus der Sufsholzwurzel, Polyphenole aus dem roten
Weinlaub und Bixin aus den Annattosamen. Eine geringere abfallende Steigung mit der
Temperatur ist bei der Ursolsdaure aus der Holunderbaumrinde festzustellen. Dagegen weist der
effektive Diffusionskoeffizient fir die Rosmarinsdaure aus der Melisse die grofite abfallende
Steigung mit Erhdhung der Temperatur auf. Des Weiteren liegen fur alle Wirkstoffe aus den
verschiedenen Pflanzenmaterialien die effektiven Diffusionskoeffizienten im Bereich von 1,2 -

2 2
10-12’"T bis 8,9-10‘12%. Im Detail sind die effektiven Diffusionskoeffizienten fiir die

holzartigen Pflanzenmaterialien am niedrigsten. Am kleinsten sind die effektiven
Diffusionskoeffizienten fir die Ursolsaure aus der Holunderbaumrinde mit durchschnittlich 1,6 -

2
10712 mT dicht gefolgt von der Glycyrrhizinsaure aus der Stifsholzwurzel mit durchschnittlich 2,2 -

2 2
10722~ Mit durchschnittlich 3,8+ 10727~ liegen die effektiven Diffusionskoeffizienten der
Polyphenole aus rotem Weinlaub im Mittelfeld. Am hochsten sind die effektiven

Diffusionskoeffizienten von Bixin aus den Annattosamen mit durchschnittlich 6,2 - 10‘12%2 und

2
der Rosmarinsiure aus der Melisse mit durchschnittlich 6,6 - 10~12 mT
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Abbildung 41: Effektive Diffusionskoeffizienten in Abhdngigkeit der Temperatur fiir die Rosmarinsaure
aus Melisse; fiir die Glycyrrhizinsaure aus der SiifSholzwurzel; fiir Bixin aus den Annattosamen; fiir
Ursolsaure aus der Holunderbaumrinde; fiir die Polyphenole aus rotem Weinlaub

2
Gironi et al. errechneten einen effektiven Diffusionskoeffizienten von 6,12 - 10‘12% bei

einer Extraktionstemperatur von 60 °C und mit dem Extraktionsmittel Wasser flir Polyphenole
aus Kastanienholz, welches schatzungsweise eine Partikelgréfie von 0,5 x 0,5 x 10 mm aufwies
(Gironi und Piemonte 2011). Bei einer Erhohung der Temperatur auf 80 °C stellten sie eine

Verringerung des effektiven Diffusionskoeffizienten auf 1,10-10‘11m

fest. In der gleichen

Grofienordnung bestimmten Karakashov et al. den effektiven Diffusionskoeffizienten mit 1,52 -
2

10‘11% bei der Extraktion von Polyphenolen aus Johanniskrauter unter der Verwendung von 70

°C warmen Wasser (Karakashov et al. 2015). Hojnik et al. untersuchten detailliert die Extraktion
des Wirkstoffes Lutein aus den Blutenblatter der Ringelblume mit verschiedenen
Extraktionsmittel sowie unterschiedlichen Temperaturen und die effektiven Diffusions-

koeffizienten lagen im Bereich von 4,67 - 10712 ™ bis 9,09-10"12 (HOjnIk et al. 2008). Auch

Guerrero et al. ermittelten effektive Diffusionskoeffizienten von 6,53-107! Tz fur die
kontinuierlich wassrige Extraktion mit einer FlieRgeschwindigkeit von 2;"—; von Polyphenolen
aus Granatapfeltrester bei einer Temperatur von 40 °C (Guerrero et al. 2008). Zudem fanden
Petrovic at al. effektive Diffusionskoeffizienten in der GréfRenordnung von 10~ 122 fur das

Herausldsen von Ursolsaure aus Thymian (Petrovic et al. 2012). Die Ergebnisse dieser V|elfalt|gen
Studien bestatigen die Anwendung der analytischen Lésung des Fick'schen Diffusionsgesetz als
Berechnung und Modellierung diverser Prozesskonzepte.
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4.3 Mehrstufige Pflanzenextraktionen

Im zweiten Ergebnisteil wird die Modellierung von mehrstufigen vegetabilen Fest-Flussig-
Extraktionen sorgfaltig diskutiert. Prinzipiell wurden Bemihungen angestellt, die Frage zu
erortern, welche Gleichgewichtsbeziehung in den Bezug auf die verschiedenen Pflanzen-
materialien mit den verwendeten Partikelgrofien die Extraktionsmittelmenge flr einen
dreistufigen Kreuzstrom am genauesten vorhersagt.

431 Zusammensetzung des Rohmaterials

Tabelle 18 listet die Zusammensetzung des Pflanzenmaterials bestehend aus dem
Wassergehalt xp;, dem Anteil der nicht extrahierbaren Stoffe xy; und dem Anteil der
extrahierbaren Feststoffe xz, auf.

Tabelle 18: Zusammensetzung des Pflanzenmaterials

Feed Rotes Weinlaub | SiiRholzwurzel | Melisse

XF1 0,65 0,54 0,51
XFp2 0,30 0,40 0,42
XF3 0,05 0,06 0,07

Fir alle drei Pflanzenmaterialien ist der Anteil der nicht extrahierbaren Stoffe im Rohmaterial
am grofiten. Der Wassergehalt ist dabei ungefahr gleich hoch, dieser liegt zwischen 5 % und 7 %.
Der Gehalt an extrahierbaren Stoffen des roten Weinlaubs ist deutlich geringer im Vergleich zu
den Werten der Siiftholzwurzel und der Melisse. Die Abweichung betragt etwa 10 bis 12 %. Dass
die Anteile der nicht extrahierbaren Feststoffe flr alle drei Pflanzenarten am groéfiten sind, ist
dadurch begriindet, dass es sich bei den extrahierbaren Stoffen mitunter um die gewlinschten
Wirkstoffe handelt. Die Wirkstoffe bzw. sekundaren Pflanzenstoffe werden von den Pflanzen nicht
zum Uberleben benétigt und werden daher nur in einem geringen Ausmaf hergestellt, was sich
durch den geringeren Anteil der extrahierbaren Stoffe dufdert. Aufgrund der geringen Mengen an
Wertstoffe ist die richtige Auslegung des Extraktionsprozesses sehr wichtig, um die
grofRtmogliche Ausbeute zu erzielen. Dazu kann die Modellierung dieses Prozesses und die
Optimierung hinsichtlich der Extraktionsmittelmenge einen Beitrag leisten.

Seite 833|147



ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.3.2 Bestimmung der Gleichgewichtsparameter

Zur Bestimmung der Gleichgewichtsparameter werden die Anteile der extrahierbaren Stoffe
im Extrakt xg, bzw. im festen Rickstand xqg, bendtigt. Die grafische Auftragung der Werte von
Xgo Uber Xg, kann durch die Isotherme nach Nernst, Freundlich oder Langmuir gefittet und somit
die Gleichgewichtsparameter bestimmt werden. Die Parameter der Langmuir-lIsotherme werden
uber das Programm Excel-Solver ermittelt. Die Tabelle 19 listet die Gleichgewichtsparameter fur
die Polyphenole aus dem roten Weinlaub auf. Zusatzlich zeigt sie die Abweichung der
Gleichgewichtsfunktion von den tatsachlichen Datenpunkten in y —Richtung. Die Abweichung der
Gleichgewichtsbeziehung nach Langmuir ist am niedrigsten, das bedeutet, dass die Langmuir-
Isotherme die Gleichgewichtsbeziehung am treffendsten darstellt. Die Abbildung 42 stellt die
graphische Bestimmung der Gleichgewichtsparameter dar. Die Abbildung zeigt, dass die
experimentell ermittelten Datenpunkte fur das rote Weinlaub gestreut voneinander liegen. Dies
liegt daran, dass es sich bei den Pflanzen um heterogene Naturprodukte handelt, deren
Zusammensetzung, Struktur und Charge variieren. Auf3erdem lasst sich erkennen, dass die Menge
der auszuwertenden Datenpunkte gering ist. Zudem ist die Anzahl der Datenpunkte, die
ausgewertet werden konnen, relativ gering. Fur die Ermittlung der Gleichgewichtsparameter
wurde sich an das Experimentierschema nach Castillo-Santos et al. gehalten, welche den Versuch
in sechsfacher Ausfihrung durchgefiihrt haben (Castillo-Santos et al. 2016a). Von diesen sechs
Datenpunkten ergeben sich fiir das rote Weinlaub zwei Punkte, die stark von der Norm abweichen
und fiur die weitere Berechnung der Gleichgewichtsparameter nicht beriicksichtigt werden
kdnnen. Aufgrund der dadurch sehr geringen Datenmenge und der Varianz unter den
Datenpunkten zeigen die darauf angewendeten Gleichgewichtsbeziehungen Abweichungen in
y —Richtung von den Datenpunkten.

Tabelle 19: Gleichgewichtsparameter fiir rotes Weinlaub

Gleichgewichtsbeziehung Parameter Rotes Weinlaub
Nernst Keq 0,9
Normalisierte Abweichung | 39+18 %
Freundlich Kr 0,06
m 6,6
Normalisierte Abweichung | 12 +6 %
Langmuir dm 0,05
K; 0,08

Normalisierte Abweichung | 10+5 %
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Abbildung 42: Gleichgewichtsparameter fiir rotes Weinlaub

Die Ergebnisse der Gleichgewichtsparameteruntersuchung fiir die Melisse ist der Tabelle 20
zu entnehmen. Es zeigt sich, im Vergleich zum roten Weinlaub, ein ahnliches Bild. Auch hier ist
die Abweichung fur die Langmuir-Isotherme am geringsten. Die Abweichungen sind aber im Falle
der Beziehung nach Langmuir und Freundlich gréfRer. Dies ist darauf zurlckzufuhren, dass die
Varianz unter den Datenpunkte starker ausgepragt ist, was in Abbildung 43 betrachtet werden
kann. Dadurch ist die Bestimmung der passenden Gleichgewichtsbeziehung ungenauer. Fiir beide
Pflanzen wurden getrocknete Blatter verwendet, sodass die starkere Varianz nicht durch
unterschiedliche Pflanzenstrukturen begriindet werden kann. Die Pflanzen unterscheiden sich
aber durch ihre Zusammensetzung. Die Melisse zahlt zu den Krautern und weist einen hohen
Anteil an dtherischen Olen auf (Tittel et al. 1982). Ein weiterer Unterschied ist das Quellverhalten
von Melisse und rotem Weinlaub: Wahrend dem Kontakt mit einem Ldsungsmittel kann
beobachtet werden, dass Melisse im Gegensatz zu rotem Weinlaub um ein Vielfaches starker
quillt. Dies kann Auswirkungen auf das Extraktionsverhalten der Melisse haben, was sich dann
durch die Varianz der ermittelten Datenpunkte dufiert.

Die Berechnung der Gleichgewichtsparameter kann fiir die Stitholzwurzel nicht durchgefiihrt
werden, da die daflir bendtigten Anteile der extrahierbaren Stoffe im festen Rlckstand xg,
negativ ausfallen. Dieses Ergebnis ist als nicht sinnvoll zu betrachten, da ein Anteil nicht negativ
sein kann, sondern im Wertebereich von 0 bis 1 liegen muss. Dieser Fehler kann in der
verwendeten Form des Pflanzenmaterials begriindet sein. Die PartikelgrofRe der verwendeten
SUftholzwurzel liegt bei etwa 0,5 mm. In diesem Pulver ist eine grof3e Menge an feinem Staub
enthalten. Kleine Partikel kénnen nur schwer von der Extraktphase abgetrennt werden und
werden daher in kleinen Mengen mit der Extraktphase von dem (brigen festen Riickstand nach
der Extraktion abgetrennt. Diese vermeintlich kleine Menge kann sich durch die viermalige
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Phasentrennung zur Bestimmung der Feststoffzusammensetzung aufsummieren und somit eine
signifikante Auswirkung auf die Menge des zuruckgebliebenen Rickstands haben, welche fir die
Bestimmung der Zusammensetzung und folglich auch fir die Bestimmung der
Gleichgewichtsparameter bendtigt wird. Eine Zentrifugation mit 3000 rpm bewirkte keine
Besserung der Ergebnisse. Daher ware fir weitere Versuche mit der Sufholzwurzel dieser
PartikelgroRe zusatzliche Aufreinigungsschritte des Extrakts notwendig, wie beispielsweise die
Verwendung einer Ultrafiltrationseinheit. Des Weiteren konnte auf eine grofRere Partikelgroie
zuruckgegriffen werden und hohere Mengen an Feststoff sowie Extraktionsmittel verwendet
werden. Allerdings muss auch bei der Verwendung von groferen PartikelgroRen mit einem
grofien Feinanteil gerechnet werden, der auf die holzige Struktur der StufRholzwurzel zurlickgeht.
Ein Aspekt, der ebenfalls in die Fehlerbetrachtung mit einbezogen werden muss, ist das Verhalten
des Pflanzenmaterials wahrend der experimentellen Bestimmungen. Das Pulver zeigt starke
elektrostatische Wechselwirkungen mit den umgebenden Oberflachen, was das Einwiegen des
Feststoffs erschwert hat. Teilweise konnen kleine Mengen an der aufieren Wand des
EinwiegegefaRes hangengeblieben sein. Diese Partikel gehen dann in das Gewicht des
Pflanzenmaterials mit ein, ohne aber an der spateren Extraktion teilzunehmen. Diese Menge wird
sich aber nicht stark auf das Endergebnis auswirken.

Tabelle 20: Gleichgewichtsparameter fiir Melisse

Gleichgewichtsbeziehung | Parameter Melisse
Nernst Keq 0,3
Normalisierte Abweichung | 22 £ 18 %
Freundlich Kr 0,05
m 3,0
Normalisierte Abweichung | 22 £12 %
Langmuir dm 0,03
K, 0,06

Normalisierte Abweichung | 17 £ 17%
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Abbildung 43: Gleichgewichtsparameter fiir Melisse

Neben den Gleichgewichtsparametern der einzelnen Gleichgewichtsbeziehungen wird
auBerdem die spezifisch zuriickgehaltene Lésung M aus den experimentell gewonnen Daten fiir
alle drei Pflanzen berechnet. Die Werte werden Gber den Massenanteil der nicht extrahierbaren
Stoffe im Extrakt aufgetragen. Fiir das rote Weinlaub ergeben sich nahezu konstante Werte fiir M.
Der Wert liegt bei 7,1 £ 0,6 (vergleiche Abbildung 44).

S\
-
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3

XE2
Abbildung 44: Spezifisch zuriickgehaltene Losung M des roten Weinlaubs

Die spezifisch zuriickgehaltene Lésung M fiir die Melisse zeigt in der Abbildung 45 einen
nicht konstanten Wert. Der Wert fiir M schwankt fiir kleinere Anteile des extrahierbaren Stoffes
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im Extrakt um den Wert 23,0, bei den groReren Anteilen um den Wert 15,6. Als Mittelwert kann
hier der Wert 19,4 + 4,2 angegeben werden.

25§

15§

10: ||||||||| L L T T N T T T T T N 1

XE2
Abbildung 45: Spezifisch zuriickgehaltene Lésung M der Melisse

Fir die Sufsholzwurzel zeigt sich, wie auch fir das rote Weinlaub, ein nahezu konstanter Wert
fir M. Als Mittelwert ergibt sich 11,1 £ 1,5, vergleiche Abbildung 46.
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Abbildung 46: Spezifisch zuriickgehaltene Lésung M der Sii3holzwurzel

Die spezifisch zurtickgehaltene Losung entspricht der Menge des im Ruickstand verbliebenen
Extrakts bezogen auf die nicht extrahierbare Feststoffmenge im Ruckstand. Im Falle des roten
Weinlaubs und der SiiRholzwurzel sind die Werte fiir M nahezu konstant. Castillo-Santos et al.
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und Vazquez-Leon et al. zeigten ebenfalls in ihren Arbeiten, dass dieser Wert fir die Vanilleschote
(2,8 £ 0,2) und fur die Blatter des Baums Moringa Oleifera (6,9 * 0,2 fur zerkleinerte Blatter und
5,7 £0,2 fur ganze Blatter) konstant ist (Castillo-Santos et al. 2016a; Vazquez-Ledn et al. 2019).
Das bedeutet, dass nach jeder Stufe immer die gleiche Menge an Extrakt im Rlickstand verbleibt.
Vazquez-Leon et al. zeigen zudem, dass sich fiir kleinere Partikelgrofen groRere Werte fiir M
ergeben. Je groRer der Wert von M, desto geringere Wertstoffausbeuten kénnen erzielt werden.
Daraus resultieren grofiere benotigte Extraktionsmittelmengen pro Feststoffmenge und eine
gréRere Anzahl an benédtigten Extraktionsstufen (Vazquez-Ledn et al. 2019). Die Werte fiir M sind
fur das rote Weinlaub, die Sufsholzwurzel sowie fur die Melisse grofier im Vergleich zu dem Wert
der Vanilleschote, dies deckt sich mit der Aussage nach Vazquez-Ledn, da die Vanilleschoten mit
1 cm Stucken im Vergleich zu den hier verwendeten Partikelgrofien von kleiner 2 mm fir rotes
Weinlaub, kleiner 0,5 mm flr SuRholz und kleiner 6 mm fiir die Melisse, grofier sind.

Fir die Melisse zeigt die spezifisch zurlickgehaltene Losung eine Abhangigkeit von den
Anteilen der extrahierten Stoffe im Extrakt. Diese Abweichung ist darin begriindet, dass in der
experimentellen Bestimmung der Gleichgewichtsparameter zwei verschiedene Feststoff-
Extraktionsmittelverhaltnisse verwendet wurden. Fir die Melisse wurden 1 g und 2 g Feststoff
bei gleicher Extraktionsmittelmenge verwendet. Es war aber nicht mdglich, bei der Verwendung
von 1 g Feststoffmenge genau doppelt so viel Extrakt von der flussigen Phase abzutrennen im
Vergleich zu der Verwendung von 2 g Feststoff, da sonst Feststoffpartikel mitentnommen werden
und so das Ergebnis verfalscht wdre. Dies ist der verwendeten Einmalspritze zu verschulden, mit
der es schwierig war, das Extraktionsmittel im Falle der kleineren Feststoffmenge aus dem hohen
Falcon zu entnehmen. Dies macht sich besonders im Falle der Melisse bemerkbar, da hier grofiere
Partikel verwendet werden, welche durch die grofiere Schittdichte ein grofieres Volumen im
Falcon einnehmen, im Vergleich zu den beiden anderen Feststoffen. Im Falle der grofieren
Feststoffmenge kann aufgrund der dadurch entstehenden Fiillhohe im Gefafd das Extrakt
problemlos entnommen werden. Die Fullhdhe der kleineren Feststoffmengen fallt im Vergleich
geringer aus, und fallt in den Bereich des Gefafdes, in dem mit der Einmalspritze nicht das
vollstandig uberstehende Extrakt entnommen werden kann. Fur das rote Weinlaub und das
SuRholz zeigt sich das Problem nicht, da hier die Fullhdhe von beiden Feststoffmengen in dem
unteren Bereich des Falcons liegen, sodass durch die Verwendung der Einmalspritze immer
ungefahr die gleiche Menge an Extrakt im Rickstand verbleibt, da die Einmalspritze nicht weiter
in das Gefaf eingefiuihrt werden kann. Das Entnehmen des Extrakts sollte in Zukunft daher
automatisiert stattfinden. Dann konnte die Entnahmenadel des Extrakts immer gleich tief in den
Falcon eingeflihrt werden, um so eine gleichmafiigere Entnahme des Extrakts zu gewahrleisten,
wodurch der Wert fiir M konstant wére.
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4.3.3 Modellierung

Die Modellierung wird mit den in dieser Arbeit bestimmten Feststoffzusammensetzungen
und den Gleichgewichtsparametern durchgefihrt. Die Extraktionsmittelmengen werden unter
Verwendung der drei Gleichgewichtsbeziehungen nach Freundlich, Nernst und Langmuir
berechnet. Die Berechnungen ergeben die in den Diagrammen Abbildung 47 und Abbildung 48
aufgezeigten Extraktionsmittelmengen. Verglichen werden diese mit den tatsachlich
eingesetzten Extraktionsmittelmengen, welche in rot-schraffiert markiert sind. Die Abweichung
der berechneten Extraktionsmittelmengen von den experimentell eingesetzten Mengen wird als
Abw bezeichnet. In Abbildung 47 sind die Ergebnisse fiir das rote Weinlaub aufgezeigt. Es stellte
sich heraus, dass fir die Extraktionsmittelmengen nach der Berechnung mit der
Gleichgewichtsbeziehung nach Langmuir starke Abweichungen mit einem Wert von 92 % von den
tatsachlichen Werten auftreten. Zudem nimmt die Extraktionsmittelmenge in Stufe 2 einen
negativen Wert an. Dieses Ergebnis ist nicht sinnvoll, da eine Menge nicht negativ sein kann.
Aufgrund dieser Extrema werden die berechneten Extraktionsmittelmengen fiir Langmuir nicht
in der Abbildung 47 gezeigt. Die Extraktionsmittelmengen nach der Nernst-Isotherme haben im
Mittel eine Abweichung von 19 % und nach der Freundlich-Isotherme etwa 25 %.

Abbildung 47: Berechnete Extraktionsmittelmengen fiir das rote Weinlaub
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Die Abbildung 48 zeigt die Ergebnisse der Modellierung der Kreuzstromextraktion fir die
Melisse. Hier lasst sich erkennen, dass die berechneten Extraktionsmittelmengen einer Stufe im
Vergleich zum roten Weinlaub weniger stark untereinander schwanken. Zu den tatsachlich
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eingesetzten Mengen gibt es hier allerdings grofie Abweichungen. Fur die Langmuir-Isotherme
als auch fiir die Nernst-Isotherme ergeben sich Abweichungen von 69 %, sowie fir die Freundlich-
Isotherme eine Abweichung von 66 %.
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Abbildung 48: Berechnete Extraktionsmittelmengen fiir die Melisse

Die Abweichungen sind fir das rote Weinlaub unter Verwendung der Gleichgewichtsfunktion
nach der Nernst- bzw. Freundlich-Isotherme mit 19 % bzw. 25 % relativ gering. Diese Abweichung
ist in Anbetracht der geringen Datenmenge und der Heterogenitat von Pflanzen als akzeptabel
zu betrachten. Die Modellierung der Extraktion von rotem Weinlaub wurde daher erfolgreich
durchgefihrt und kann zukinftig zur Optimierung der bendtigten Extraktionsmittelmenge
verwendet werden. Die Abweichungen fur die Melisse sind im Vergleich zum roten Weinlaub
grofier. Zusatzlich zeigen die Ergebnisse, dass das Berechnungsmodell stark abhangig von der
gewahlten Gleichgewichtsbeziehung ist, da trotz gleicher Ausgangswerte der Modellierung die
Verwendung der Gleichgewichtsbeziehung nach der Langmuir-lsotherme fir das rote Weinlaub
zu groRen Abweichungen Abw flhrt im Vergleich zu den Ergebnissen bei Verwendung der beiden
anderen Gleichgewichtsbeziehungen. Daher liegt die Vermutung nahe, dass die Abweichungen
der  berechneten  Extraktionsmittelmengen  von  den  tatsachlich  eingesetzten
Extraktionsmittelmengen in den fehlerhaft bestimmten Gleichgewichtsparameter begriindet sein
konnte. Die  Datenpunkte, die durch die experimentelle Bestimmung der
Gleichgewichtsparameter erhalten werden, zeigen starke Abweichungen untereinander.
Zusatzlich ist die Datenmenge zu gering, um eine klare Tendenz ausmachen zu kénnen, wodurch
die darauf ausgelegten Gleichgewichtsbeziehung groRe Abweichungen in y —Richtung zu den
Datenpunkten aufweisen. Da die Gleichgewichtsparameter und die dazugehdrigen
Gleichgewichtsbeziehungen bereits in der ersten Stufe des Ldsungsalgorithmus des Modells
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verwendet werden, Ubertragen sich die Abweichungen in y —Richtung der bestimmten
Gleichgewichtsfunktionen auf die Werte von Abw. Dies spiegelt sich auch darin wider, dass die
Werte fur Abw im Falle der Melisse grofier sind im Vergleich zum roten Weinlaub, da auch die
Abweichungen in y —Richtung der Gleichgewichtsfunktion von den Datenpunkten fiir die Melisse
grofiere Abweichungen erzielen. In Zukunft sollte mit einer grofieren Anzahl an Proben
experimentiert werden.

Neben den Gleichgewichtsparametern, die fur die jeweilige Gleichgewichtsbeziehungen
bestimmt werden, spielt auch die spezifisch zuriickgehaltene Lésung M eine Rolle in der
Entstehung der grofen Abw-Werte der Melisse. Der zweite Schritt des verwendeten Algorithmus
stellt die Berechnung der zuriickgehaltenen Lésung im Extrakt dar, die mit Hilfe von M berechnet
wird. Es wurde bereits gezeigt, dass der Wert fiir M durch die experimentelle Bestimmung nicht
konstant ist, was auf die Ausfiihrung der Phasenabtrennung nach den einzelnen Extraktionsstufen
zuruckgefihrt werden kann. Daher wird Uberprift, ob der Wert fir Abw geringer wird, wenn ein
Mittelwert fiir M verwendet wird, der aus den ermittelten M-Werten bei Verwendung des
grofReren Feststoff-Extraktionsmittelverhaltnisses hervorgeht. Fur die Modellierung wird daher
der Wert 15,6 anstatt 19,4 fiir M verwendet. Der Wert von Abw nimmt unter Verwendung des
neuen M-Werts fiir die Langmuir-Isotherme und die Nernst-Isotherme einen Wert von 50 %
(vorher 66 %) an, fur die Freundlich-lsotherme einen Wert von 47 % (vorher 69 %). Somit ist
gezeigt, dass fiir M der Wert 15,6 angenommen werden kann, der fiir die Extraktion der groReren
Feststoffmenge bestimmt wurde. Die groftere Abweichung von Abw im Falle der Melisse kann
daher auch auf die fehlerhafte Bestimmung der spezifisch zurlickgehaltenen Ldsung
zuruckgefihrt werden. Bei der experimentellen Durchfiihrung ist sehr wichtig auf die
gleichmafige Entnahme des Extrakts zu achten. Allgemein besitzen Pflanzenmaterialien eine
sehr groRe Bandbreite an Partikelgréfienverteilungen und heterogenen Beschaffenheit. Je kleiner
die Partikelgrofie, desto schlechter lassen sich die Partikel von der Extraktphase nach der
Extraktion abtrennen. Dadurch kénnen teilweise Feststoffpartikel vom restlichen Rickstand
abgetrennt werden. Wird nun die Menge des Ruckstands bestimmt, weicht diese von der Realitat
ab. Da die Menge des Ruickstands fir die Bestimmung der Feststoffzusammensetzung als auch
der Gleichgewichtsparameter essenziell ist, welche in die Modellierung des Prozesses eingehen,
erklart auch die verwendete Partikelgrofie die Abweichung Abw der Extraktionsmittelmengen.

Es konnen auch Fehler, in den dreistufigen Kreuzstromextraktionen mit dem automatisierten
Hochdurchsatzsystem entstanden sein. Die Anteile der extrahierbaren Stoffe im Extrakt wurden
durch die Trocknung des Extrakts ermittelt. Die Menge des getrockneten Extrakts entspricht dabei
der Menge des extrahierten Materials. Auch hier kdnnen durch die Verwendung der kleinen
PartikelgroRe wahrend der Phasentrennung teilweise kleine Mengen des Feststoffs mit der
Extraktphase abgetrennt worden sein. In diesem Fall wdre die Menge des extrahierten Materials
grofier bestimmt worden als sie tatsachlich ist, was dann wiederrum ein Grund fur die
Abweichungen der berechneten Extraktionsmittelmengen von den tatsachlichen Extraktions-
mittelmengen darstellt.
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Trotz der Abweichungen stellt diese Modellierung eine gute Vorhersage fur die
Extraktionsmittelmengen fur eine dreistufige Kreuzstromextraktion dar und bietet eine sehr gute
Grundlage fir die Erweiterung, um die Temperaturabhangigkeit und die Vorhersage der
Wirkstoffkonzentration zusatzlich zu den Massenbilanzen zu implementieren.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Diese Dissertation untersucht detailliert das Extraktionsverhalten von verschiedenen
Pflanzenmaterialien mit der Verwendung alternativer Prozesskonzepte zur Gewinnung
sekundarer Pflanzenstoffe. Im Ergebnisteil werden die biologischen, chemischen und
physikalischen Beschaffenheiten der unterschiedlichen Pflanzenmaterialien und die alternativen
Prozesskonzepte in Bezug auf die Extraktionskinetik im Allgemeinen diskutiert. Die Konzeption
der mikrowellen-, ultraschallwellen- und hochspanungsimpulsunterstitzenden Extraktions-
technologien wird dargestellt, die die Limitierung des diffusiven Stofftransport durch die
Zerstérung der  Zellmembranen  uUberwindet. Die  Modellierungen  kdnnen die
Geschwindigkeitskonstanten, die Aktivierungsenergien, die effektiven Diffusionskoeffizienten,
die Pseudo-Gleichgewichte und die Extraktionsmittelmengen fir mehrstufige Prozesse
wiedergeben, und zwar fur Pflanzenmaterialien mit verschiedenartigen Wirkstoffen unter
geanderten Extraktionsbedingungen. In jedem der Experimente, die in der Dissertation gezeigt
werden, wird das Verhalten der Extraktionskinetik von verschiedenen Pflanzenmaterialien und
alternativen Prozesskonzepte analysiert anstatt nur eine Pflanzenspezies mit alternativen
Prozesskonzepte wie in friheren Studien. Im Verlauf dieser Dissertation wird eine Vielzahl an
Parameter modifiziert, von denen entweder angenommen wird, dass sie wenig Einfluss auf die
Extraktionskinetik haben oder keine Beeinflussung in vorangegangenen Studien aufweisen.

Die Effekte der unterschiedlichen Prozesskonzepte werden auf blattrige, holzartige
Pflanzenmaterialien sowie Samen und Krauter spezialisiert. Um die Pflanzenmaterialien zu
charakterisieren und den Einfluss der Probenvorbereitung auf den Extraktionsprozess zu
korrelieren, werden die Schuttgutdichte, der Anteil an flichtigen Bestandteilen und die
PartikelgroRenverteilungen bestimmt sowie die Extraktionsmittel und Phasenverhaltnisse
variiert. Fir alle Pflanzenmaterialien stellt sich heraus, dass der Anteil der fliichtigen Bestandteile
nach einer langen Zeit der Erwarmung mit 6 = 2 % bezogen auf die Masse lbereinstimmend ist.
Die Schuttgutdichte ist fur die blattrigen Pflanzenmaterialien Melisse und rotes Weinlaub am
geringsten und ein wenig hoher fir die SuRholzwurzel. Holunderbaumrinde zeigt aufgrund der
heterogenen Partikelgrofen die grofite Schuttgutdichte und die Schittgutdichte der
Annattosamen liegen durch ihre elliptische Form im Mittelfeld. Als effektivstes Extraktionsmittel
erweist sich Methanol in Bezug auf die Loslichkeit der Wirkstoffe. Wegen der Toxizitat von
Methanol im Extrakt wird Wasser, Ethanol und Ethylacetat als Extraktionsmitteln trotz geringeren
Ausbeuten an Wirkstoffen favorisiert. Bei den Pflanzenmaterialien Sufsholzwurzel und rotes
Weinlaub erhéht sich die Ausbeute an Wirkstoffen mit Erhohung des Feststoffes im
Extraktionsmittel. Dagegen bleibt die Ausbeute an Wirkstoffen bei der Extraktion von Melisse,
Annattosamen und Holunderbaumrinde in Bezug auf das Phasenverhdltnis konstant. Diese
scheinbar gegensatzlichen Ergebnisse zeigen, dass eine Loslichkeitsgrenze der Wirkstoffe im
Extraktionsmittel vorliegen und flr jedes Pflanzenmaterial mit ihrer Unterschiedlichkeit dies
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nachgepruft werden muss. Wahrend der Aufrechterhaltung einer konstanten Extraktions-
temperatur und eines stetigen Phasenverhaltnisses wird, zusatzlich zu den Pflanzenmaterialien
die Parameter der unterstlitzenden Extraktionstechnologien verandert: die Amplitude der
Ultraschallsonde, die Leistung des Mikrowellenofens und die elektrische Feldstarke bei der
Hochspannungsimpulsbehandlung. Eine Variation der Extraktionstemperatur erhéht bis zur
Degradation der Wirkstoffe die Konzentration der sekundaren Pflanzenstoffe im Extrakt, dies ist
Ubereinstimmend mit einer Vielzahl an Literaturergebnissen. Bei einer Veranderung der
Amplitude der Ultraschallsonde wird ein geringer Einfluss auf die Ausbeute der Wirkstoffe im
Gegenteil zum Wechsel der Leistung bei der dielektrischen Erwarmung. Durch die hohe Leistung
entstehen Hot-Spots beim Extraktionsprozess, die je nach Pflanzenmaterial zur Degradation der
Wirkstoffe fiihren. Aufgrund von Uberschligen kann die Hochspannungsimpulsbehandlung in
wassrigen Systemen mit einem maximalen Ethanol-Anteil von 25 % angewendet werden. Bei
nicht getrockneten, frisch geernteten Pflanzenmaterial intensiviert mittels einfachem
Pulsprotokoll und hoher elektrischer Feldstarke die Diffusion der Wirkstoffe erheblich. Fur alle
unterschiedlichen Pflanzenmaterialien werden die alternativen Prozesskonzepte Uberprift und
die mikrowellenunterstiitzende Extraktionstechnologie wirkt in Bezug auf die Ausbeute der
Wirkstoffe am effektivsten. Zusatzlich verbessert die Anwendung von Ultraschallwellen den
Stofftransport aus den Pflanzenzellen in das Extraktionsmittel im Vergleich zur Mazeration. Es
wird fortgefahren das Verfahren der Perkolation zu Uberprifen, dabei entstehen bei den
verwendeten Pflanzenmaterialen entweder Feststoffkandle oder die Benetzung des Festbetts ist
trotz technischer Optimierung unvollstandig und flhrt zu den geringsten Ausbeuten an
Wirkstoffen.

Diese Beobachtungen werden durch die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten und
der daraus resultierenden Aktivierungsenergien bestatigt. Die Geschwindigkeitskonstanten
werden sehr gut mit dem Ansatz nach Arrhenius beschrieben und steigern sich mit der Erhdhung
der Temperatur. Die ermittelten Aktivierungsenergien lassen sich gut mit der Beschaffenheit der
Pflanzenmaterialien und der Lokalisation der Wirkstoffe korrelieren. Die geringste Aktivierungs-
energie mit —E, = 6,7% wird flr den Farbstoff Bixin, welcher sich auf der dau3eren umhillenden
Schicht des Samens befindet, ermittelt. Fur die Polyphenole, welche in den Vakuolen des roten
Weinlaubs lokalisiert sind, resultiert eine mittlere Aktivierungsenergie mit —E, = 15,9 % Die
hochste Aktivierungsenergie mit durchschnittlich —E, = 26,7% haben Ursol- und Oleanolsaure

aus der Holunderbaumrinde, welches das Pflanzenmaterial mit verholzten Zellen und der gréf3ten
Schittgutdichte ist. Die Berechnung des effektiven Diffusionskoeffizienten nach dem zweiten
Fick’'schen Gesetz durch die analytische Losung der partiellen Differentialgleichung unterstitzt
zudem die Abhdngigkeit des Stofftransport zur Beschaffenheit des jeweiligen Pflanzenmaterials
als auch die Lokalisierung der Wirkstoffe. Die niedrigsten effektiven Diffusionskoeffizienten
werden fir die holzartigen Pflanzenmaterialien: Holunderbaumrinde mit der Ursolsaure von 1,6 -

2 2
10712 mT und StBholzwurzel mit der Glycyrrhizinsaure 2,2 - 10712 mT festgestellt. Fur das blattrige

Pflanzenmaterial wird flrr die Polyphenole ein effektiver Diffusionskoeffizient von 3,8 - 10‘12%2
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2
im mittleren Bereich identifiziert. Ein hoher effektiver Diffusionskoeffizient von 6,2 - 10‘12%

wird fir den Farbstoff Bixin beim Herauslosen aus der aufseren Samenschicht ermittelt und der
hochste effektive Diffusionskoeffizient zeigt die Rosmarinsaure aus dem Melissenkraut mit 6,6 -

10712 mTZ Diese Beobachtung kann nicht vollstandig erklart werden, weil das Quellverhalten

beobachtet und nicht durch Experimente wie eine Messreihe mit Variationen an Vorquellen
verifiziert wurde.

In einem weiteren Kapitel wird die Modellierung eines mehrstufigen Kreuzstromprozesses
basierend auf Massenbilanzen dargestellt. Die Beladungen als Anteile der extrahierbaren Stoffe
im Extrakt xz, sowie im festen Rickstand x,, werden an die Isotherme nach Freundlich, Nernst
und Langmuir angepasst. Fur das rote Weinlaub wird die Menge an bendétigten Extraktionsmittel
auf Grundlage des Gleichgewichts im Vergleich zu den experimentellen sehr genau fir drei
Extraktionsstufen vorhergesagt. Mit grofReren Abweichungen kann des Weiteren die Menge an
benotigten Extraktionsmittel begriindet auf den Freundlich-, Nernst- und Langmuir-Isothermen
fur das Kraut Melisse berechnet werden. Obwohl die Vorgehensweise fiir die Sifsholzwurzel
gleichblieb, werden negative Massenbilanzen festgestellt. Einen genauen Zusammenhang kann
nicht eindeutig formuliert werden. Eine Phasentrennung bei der Extraktion von SufRholzwurzel
hinsichtlich der kolloiden Partikel sowohl im Reststoff als auch im Extrakt aufwendiger und kann
so zu Fehler in den Massenbilanzen fuhren.

In der Tat legt diese Dissertation offen, dass fur jedes Pflanzenmaterial die Einstellung
und Betriebsfuhrung des Extraktionsprozesses einen grofien Effekt auf das Diffusionsverhalten
der Wirkstoffe haben. Neben den analysierten Pflanzenmaterialien bieten sich vielfaltig weitere
Pflanzen an, diese auf das Extraktionsverhalten der sekundaren Pflanzenstoffe zu untersuchen.
Zusatzlich zu holzartigen Materialien gibt es eine ganze Bandbreite an Krauter, die durch ihren
hohen Anteil an dtherischen Olen sehr interessant sind. Aukerdem kénnen auch Bliiten von der
Wurzel bis zum Blumenkopf, wie z.B. die Kamille ein duf3erst fasziniertes Extraktionsmaterial, vor
allem in Bezug auf alternative Prozesskonzepte und mehrstufiger Auslegung, darstellen. Auch bei
allen moglichen Samenarten, wie z.B. Kimmel ist die Extraktion und die damit verbundene
Aufkonzentrierung der Wirkstoffe zur Bekampfung von Krankheiten erwiinscht. Zudem sind
weitere alternative Prozesskonzepte und Kombinationen dieser Konzepte denkbar. Um die beste
Auswahl zu treffen, wird zusatzlich zur Ausbeute eines sekundaren Pflanzenstoffes eine
detaillierte Untersuchung der Nebenprodukte und weiterer Parameter wie die biologische
Aktivitat, etc. empfohlen. Eine systematische Analyse der Wirkung von Extrakten kann den
Einfluss der alternativen Prozesskonzepte besser abschatzen und auswerten. Auch eine
Weiterentwicklung der verfahrenstechnischen Modellierung, so dass alle Pflanzenmaterialien
mehrstufig dargestellt werden kénnen, ist winschenswert. Es ist vorstellbar, alle diese
gewonnenen Daten und Ergebnisse in einer Datenbank zu sammeln.
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Anhang

A.1. Kalibiergeraden
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Abbildung 49: Kalibriergerade zur Bestimmung des Polyphenolgehaltes im roten Weinlaub Extrakt
bezogen auf Gallussdure-Aquivalente
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Abbildung 50: Kalibriergerade zur Bestimmung der Konzentration an Bixin in den Annattosamen-
Extrakten
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Oleanolsaure, ~100% A Ursolsaure, ~70% & Oleanolsaure, ~30%
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Abbildung 51: Kalibriergerade zur Bestimmung der Konzentration an Ursol- und Oleanolsdure in den
Holunderrindenextrakten
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Abbildung 52: Kalibriergerade zur Bestimmung der Konzentrationen an Rosmarinsdure in den
Melissenextrakten und Glycyrrhizinsdure in den Siif8holzwurzelextrakten
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A.2. Technische Dokumentation

Hochspannungsimpulsanlage

1. Aufbau der Hochspannungsimpuls-Anlage

Die Abbildung 53 und Abbildung 54 zeigen den Aufbau der Hochspannungsimpulsanlage. Die
einzelnen Module, relevante Elemente und Gerate werden auf ihre Bedienung und
Funktionsweise im Folgenden beschrieben und erklart.

Der Aufbau der Hochspannungsimpulsanlage ist in zwei Bereiche unterteilt, welche durch
einen Spritzschutz getrennt sind (siehe Abbildung 53).

e Links vom Spitzschutz befinden sich die Gerate, die fur die Hochspannungserzeugung und
Regelung notig sind, siehe Kapitel 1.1.

e Rechts vom Spritzschutz ist der Hochspannungsverarbeitende Bereich mit den zwei
Plattenelektroden, welche in ein mit Magnetruhrer ausgestattetes Becherglas eingebracht
werden konnen. Dieser diskontinuierliche Aufbau mit Plattenelektroden und Becherglas
ist optional und kann je nach Bedarf angepasst werden. Der dargestellte Aufbau ist in
Kapitel 1.2. erlautert.

Abbildung 53: Aufbau der Hochspannungsimpulsanlage

In Abbildung 54 ist der Verbindungsplan der Hochspannungsimpulsanlage schematisch
dargestellt. Hierbei ist zu beachten, dass im Hochspannungsbereich speziell geeigneten

C
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Hochspannungskabeln verwendet werden. Fir die Signalverarbeitung sind BNC-Kabel
vorgesehen.
; Schmitt-Trigger | ____ __ b
Oszilloskop Schaltung i- -» Impulsgenerator
]
><'? H & a
@! H 1
£ i--------------------' e »
3! ' e
HV-Generator i ot s PEF-Elektroden
Hochspannung Kondensator | Hochspannung

Abbildung 54: Verbindungsplan der Hochspannungsimpulsanlage

1.1 Hochspannungserzeugung und Regelung

Die Abbildung 55 zeigt die Messung, Erzeugung und Regelung der Hochspannungsimpulse

durch folgende Gerate:

1 Hochspannungsgenerator Trek 610C

2 Hochspannungsschalter mit Ladekondensator und ON/OFF Schalter
3 Impulsgenerator HAMEG 8035

4 Schmitt-Trigger Schaltung mit Modusregler

5 Oszilloskop D1010

Abbildung 55: Messung, Erzeugung und Regelung der Hochspannungsimpulse
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1.1.1 Hochspannungsgenerator

Der Hochspannungsgenerator wird flir die Erzeugung der gewinschten Hochspannung
bendtigt (siehe Abbildung 56) und besitzt folgende Funktionen:

1 A: ON/OFF Schalter fur Hochspannungsgenerator
B: ON/OFF Schalter fur Hochspannung

e Warten Sie 30 Sekunden nach dem Einschalten des Hochspannungsgenerators,
bevor Sie die Hochspannung einschalten!
2 Hochspannungsregler mit Bereichsschalter: Rechte Schalterstellung: 10kV (linke
Schalterstellung: 1kV)
e Stellen Sie die Bereichsschalter auf 10kV
e Beachten Sie die maximale Spannung von 1700V des Hochspannungsschalters!
e Achten Sie auch darauf, dass die maximale Stromstarke von 12 A nicht

uberschritten wird. Hinweis: [ = %;R ~ 200Q

3 Hochspannungsgenerator Arbeitsmodus auf Supply (!!!) einstellen (obere
Schalterstellung)
4 Spannungsanzeige mit Bereichsschalter: Rechte Schalterstellung: 10kV (linke

Schalterstellung: 1kV)

—i .539( Y
f —| AMPLIFIER

L—] CONTROLLER

MODEL 610C

COR-A-TROL

Abbildung 56: Hochspannungsgenerator Trek 610C

1.1.2 Optionen der Signalverarbeitung

Fur die gepulste Hochspannungserzeugung stehen drei Optionen zur Verfligung, wobei die
TTL-Signale (Transistor-Transistor-Logik) den Hochspannungsschalter steuern:

a) Impulsgenerator (manuelle Steuerung): Impulsmodus-A (siehe Abbildung 57)
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Ein Impulsgenerator signalisiert dem

Hochspannungsschalter, wann er den Strom

schlieRen muss. Die Impulse missen bei

gleichbleibendem Impulsabstand verkirzt

Unv werden, damit der Kondensator beim
\ \ \ \ nachsten Impuls die Ausgangsspannung

erreicht.

Abbildung 57: Impulsmodus-A

b) Schmitt-Trigger Schaltung triggert Impulsgenerator (automatische Steuerung):
Impulsmodus-B (siehe Abbildung 58)

Die Schmitt-Trigger Schaltung als

elektronische Schaltung misst die

TTL—| H |—| I—l

Ausgangsspannung. Beim Erreichen der
gewunschten Spannung wird dies dem
Unv Impulsgenerator gemeldet und dieser gibt

einen konstant langen Impuls ab. Der

Impulsabstand vergrofRert sich.

Abbildung 58: Impulsmodus-B

c) Schmitt-Trigger Schaltung (automatische Regelung): Impulsmodus-C (siehe Abbildung
59)
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Im Impulsmodus-C wird eine obere und untere

Spannungsgrenze uUber die Schmitt-Trigger

Schaltung als elektronische Schaltung

eingestellt. Die Impulslange und der

Unv : ;i Impulsabstand werden gleichzeitig angepasst.
\ \ \ \ Der Impulsgenerator wird dabei umgangen.

Abbildung 59: Impulsmodus-C

1.1.3 Impulsgenerator

Der verwendete Impulsgenerator teilt dem Hochspannungsschalter konstante Impulse
gleicher Lange und gleichem Abstand mit (siehe Abbildung 60).

1 Impulsintervallregler (FREQUENCY)
e Fir den Impulsmodus-B stellen Sie den Regler auf ,EXT® (linke Stellung des

Reglers)
Impulslangenregler (WIDTH)
3 ON/OFF Taste.

Abbildung 60: Impulsgenerator HAMEG 8035
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1.1.4 Schmitt-Trigger Schaltung

Fur die Wahl des Impulsmodus und der Einstellung der Spannungsgrenzen, ist eine Schmitt-
Trigger Schaltung vorhanden (siehe Abbildung 61).

ON/OFF Schalter und 12 VDC Netzgerateeingang
B: Hysterese mit A: Feineinstellung (Abstand zur unteren Grenze)

B: Maximale Hochspannung mit A: Feineinstellung (obere Grenze)

Regler fir die Wahl des bevorzugten Impulsmodus (A, B, C)

BNC-Anschlisse A: Impulsgenerator IN/OUT, B: Hochspannungsgenerator und C:
Hochspannungsschalter

Ui N NN -

[
T e SN S <= ace; Sui B Gy e o

Abbildung 61: Schmitt-Trigger Schaltung mit Impulsmodus Regler (4)

In Abbildung 62 ist die Signalverarbeitung der Schmitt-Trigger Schaltung zu sehen:

e Links ist ein ungeregeltes Eingangssignal dargestellt
e Rechts ist das geregelte Eingangssignal des Versuchsaufbaus zu erkennen
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U (Volt) U (Volt)
A A
TTL-
Ausgang
» t(ms)
] SR Al e ~~~~§~~obereGrenze o P \,_ ffffff g = T » ffffff -
o i : £k : geregeltes
19 N
2 Signal
> H NS i’
R e Lt Eis L eSS L L L ER e N "~ -untere Grenze |-------f------f------ Ao e
Eingangs-
signal
» t(ms)

Impulslange ’ Impulsintervall

Abbildung 62: Signalverlauf der Schmitt-Trigger Schaltung

Fur den Impulsmodus-C missen hierbei die obere und untere Spannungsgrenze eingestellt
werden. Zum Ablesen der Spannungen, wird das vorhandene Oszilloskop verwendet. Schalten Sie
in Impulsmodus-C, indem Regler 4 aus Abbildung 61 auf Stellung C gedreht wird.

1.

2.
3.
4

Hochspannungsbetrieb!!!

Oszilloskop ablesen

Stellen Sie die obere Spannungsgrenze ein (siehe Abbildung 61 Nr. 3)

Stellen Sie die Hysterese fir die untere Spannungsgrenze ein (siehe Abbildung 61 Nr. 2)

e Da sich dabei die obere Spannungsgrenze nach oben verschiebt, muss

nachgeregelt werden, d. h. Punkt 4 und Punkt 5 mussen so lange wiederholen
werden bis die gewlinschte obere und untere Spannungsgrenze erreicht werden.

Die eingestellten Spannungsgrenzen liegen nun innerhalb des Eingangssignals (siehe

Abbildung 62 - rechts).

1.1.5 Oszilloskop

Die entstehenden Spannungssignale konnen im verwendeten Oszilloskop dargestellt und
ausgewertet werden (siehe Abbildung 63). Hierbei sind:

1

o U1 A WNN

Messgeschwindigkeit (x-Achse).

Spannungsbereich (y-Achse): A > Kanal 1 /B = Kanal 2.
Feineinstellung der Achsen: A > Kanal 1 (CH1) /B - Kanal 2 (CH2).
Messquellen (SOURCE).

Art der Signalverarbeitung (VERTICAL-MODE).

ON/OFF Schalter.
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TIME BASE

TRIGGER

VERTICAL-MODE SOURCE EXT. TRIG
0 U] (o) CH1 5
ELfF I \4 NORM
=) vV
SLOPE LEVEL TVH

1MQ 25pF

M Vpp
INTENS @

In der Abbildung 64 ist ein typisches Signal auf dem Bildschirm des Oszilloskops dargestellt,
wobei

1 Die maximale Hochspannung als obere Grenze und

2 Die erreichte Hochspannung nach dem Impuls als untere Grenze
zu erkennen sind.

Zur Darstellung von sichtbaren Signalen sind zwei Einstellungen sinnvoll:

. Mehrere Impulse:
o Messgeschwindigkeit auf ,200 ms/cm®, Messquellen auf ,Line".
. Einzelne Impulse:

o Messgeschwindigkeit auf ,0,5 ms/cm®, Messquellen auf ,CH2".
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Abbildung 64: Hochspannungsimpuls mit t; = 1 ps; TTL-Signal (oben); Spannungsverlauf des
Kondensators (unten)

1.2. Versuchsaufbau des Hochspannungsimpuls-Zelle

In Abbildung 65 ist der Versuchsaufbau der Hochspannungsimpulszelle dargestellt.
Hierbei werden die Hochspannungsimpulse mittels Plattenelektroden aus Edelstahl in einem
Becherglas (z.B. 20 mL) entladen. Das Becherglas befindet sich auf einem Magnetrihrer mit
Heizfunktion. Zum Schutz vor der Hochspannung und als Barriere wurde um die Plattenelektroden
ein Faraday'scher Kafig installiert. Flr Vergleichsmessungen ist neben der Hochspannungszelle
ein baugleicher Magnetrihrer, auf dem sich ein gleichgroRes Becherglas (20 mL) befindet,
aufgestellt.

In Abbildung 65 sind zu erkennen:

1 A und B: ON/OFF Taste und Drehzahlregler der Magnetruhrer.

2 A und B: ON/OFF Taste und Temperaturregler der Heizplatten (optional).

3 20 mL Becherglaser: A: Hochspannungsimpuls-Zelle; B: Vergleichsmessung

4 Faraday'scher Kafig mit Stativstange als Haltevorrichtung und eingebauten
Plattenelektroden aus Edelstahl
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Abbildung 65: A) Hochspannungsimpuls-Zelle mit Faraday’schem Kéfig und B) Aufbau der
Vergleichsmessung

2. Versuchsvorbereitung

Im Folgenden wird die Versuchsvorbereitung in Bezug auf den Standby-Betrieb der
Hochspannungsimpuls-Anlage, den Hochspannungsbetrieb und die Kalibrierung der
Hochspanungsimpulse abhdngig vom gewahlten Impulsmodus beschrieben.

2.1 Standby-Betrieb

Gehen Sie zum Einschalten der Gerate fir den Standby-Betrieb wie folgt vor:

1. Uberpriifen Sie, dass der ON/OFF Schalter am Hochspannungsschalter auf “OFF* steht.

2. Uberpriifen  Sie, dass der ON/OFF Schalter fir die Hochspannung am
Hochspannungsgenerator auf ,OFF” steht.

3. Schalten Sie die Hochspannungsimpuls-Anlage an den beiden Steckdosenleisten rechts und
links an.

4, Schalten Sie das Oszilloskop, den Impulsgenerator, den Hochspannungsgenerator und das
12 V Netzgerat ein.
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2.2 Hochspannungsbetrieb

N O U1 AW

WICHTIG: Schalten Sie niemals die Hochspannung an, wenn die Elektroden freistehen.

>> Kondensator entladt nicht: Kurzschlussgefahr <<

Zur Inbetriebnahme der Hochspannung geht man wie im Folgenden beschrieben vor:

20 mL Bechergldser, welche mit gewunschtem Pflanzenmaterial und entsprechendem
Extraktionsmittel (Achtung bei der Wahl des Extraktionsmittels: Hochspannung,
Zindtemperatur und Dielektrikum!) befiillt sind, auf die Magnetrihrer stellen
Den Faraday'schen Kafig mit den eingebauten Platten-Elektroden aus Edelstahl
herunterlassen und mit der Schraube an der Stativstange fixieren
Den Hochspannungsgenerator in Betrieb nehmen
ON/OFF Schalter fiir die Hochspannung am Hochspannungsgenerator auf ,ON“ stellen.
ON/OFF Schalter am Hochspannungsschalter auf ,ON" stellen
ON/OFF Schalter an Schmitt-Trigger-Schaltung auf ,ON“ stellen
Abschaltung erfolgt in umgekehrter Reihenfolge und mit Schalterstellung auf ,OFF®. Dabei
ist zu unterscheiden:
e Wahrend Versuchsphase ohne Schritt 4 bis 3, z.B. zur Zwischenprobenentnahme.
e Zum Beenden des Experimentes mit Schritt 4 bis 3, um auch die Hochspannung
abzuschalten.

2.3 Kalibrierung

Je nachdem mit welchem Signalverarbeitungsmodus verfahren wird, sind unterschiedliche

Vorgehensweisen zu den Kalibrierungen notwendig. Verwenden Sie daflr das gewlnschte

Pflanzenmaterial mit 20 mL entsprechendem Ldsemittel z.B. in einem Becherglas.

Impulsmodus-A:

Im Impulsmodus-A ist keine Kalibrierung nétig. Die gewiinschte Impulsldange/-intervall wird

am Impulsgenerator eingestellt.

Wahrend dem Experiment fallt der Entladewiderstand und somit steigt der Entladestrom,
dadurch wird der Kondensator mehr entladen. Bei konstantem Ladestrom bendtigt der
Generator mehr Zeit, um den Kondensator auf die gewiinschte Spannung zu laden. Um dies
zu kompensieren, wird die Impulslange am Regler 2 verringert.
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Impulsmodus-B:

Gewunschtes Pflanzenmaterial mit 20 mL Losemittel im Becherglas fur die Kalibrierung
verwenden
Hochspannungsbetrieb!!!
Oszilloskop auf einzelnen Impuls stellen
Mit den Reglern Nr. 2 am Schmitt-Trigger die Hysterese auf minimalen Abstand einstellen.
o Beachten Sie, dass der minimale Abstand 2 0,04 V betragt
Mit den entsprechenden Reglern Nr. 3 an Schmitt-Trigger Schaltung die obere
Spannungsgrenze einstellen
Den Frequenzregler 1 am Impulsgenerator wird auf ,EXT" gestellt
Die Impulslange mit dem Regler Nr. 2 am Impulsgenerator einstellen
o Die Impulslange beeinflusst den Spannungsabfall. Die Spannung nach
dem Impuls muss die untere Grenze passieren, damit das TTL-Signal
,OFF*“-Status erreicht
Die Kalibrierung der Hochspannungsimpulse im Impulsmodus-B ist damit abgeschlossen
und das gewunschte Experiment kann gestartet werden

Impulsmodus-C:

Gewdunschtes Pflanzenmaterial mit 20 mL Lésemittel im Becherglas fur die Kalibrierung
verwenden

Impulsmodus C mit dem Modusregler Nr. 4 an der Schmitt-Trigger-Schaltung einstellen
Hochspannungsbetrieb!!!

Oszilloskop auf einzelnen Impuls stellen. Spannungsverlauf beobachten

Mit den entsprechenden Reglern Nr. 2 und Nr. 3 an der Schmitt-Trigger Schaltung die obere
und untere Spannungsgrenze einstellen

Die Kalibrierung der Hochspannungsimpulse im Impulsmodus-C ist damit abgeschlossen
und das gewunschte Experiment kann gestartet werden

3. Technische Daten

Hochspannungsgenerator: Hochspannungsschalter (Einstufig):
e Spannung: 0...10 kV e Maximale Spannung: 1700 V
e Limitiert auf 0,002 A Ladestrom e Maximaler Entladestrom: 12 A
Impulsgenerator: Schmitt-Trigger-Schaltung:
e Frequenz: 20 Hz bis 20 MHz e Betriebsspannung: 12VDC
e Impulslange: 200ms bis 0,2ps e Eingangssignal: 0...10V
e Maximale Periode: 600ms e Ausgangssignal: TTL 5V

e Maximale Hysterese: 9.9V
e Minimale Hysterese: 0,04V
e 3 Modi
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Betriebsanleitungen

Schmitt-Trigger Schaltung mit Modusregler:
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Abbildung 66

: Schaltplan der Schmitt-Trigger Schaltung
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Abbildung 67: Verschaltung des Modusreglers
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A.3. Modellierung

Tabelle 21 zeigt die Aufstellung der Massenbilanzen fur die Gegenstromextraktion von
Vanilleschoten zur Gewinnung von Vanillin ( (Castillo-Santos et al. 2016a; Castillo-Santos et al.
2017). Es wird zwischen extrahierbarem Material, nicht extrahierbarem Material sowie Wasser
und Ethanol, den zwei Komponenten des Extraktionsmittels, unterschieden. Die Indizes stehen
jeweils fur eine Komponente des Systems: Index 1 fiir extrahierbare Stoffe, Index 2 fir nicht
extrahierbare Stoffe, Index 3 fiir Wasser und Index 4 fiir Ethanol.

Tabelle 21: Aufstellung der Massenbilanzen fiir die Gegenstromextraktion

Zugehorigkeit Massenbilanz GL
Allgemein Ri_y +Ew —R —E =0 72
Nicht extrahierbar Ri_yxgj_11 — Rixgj; =0 73
Extrahierbar Rj_lij_l,z +Ej+1xEj +12 — ijRj,Z - ijEj.Z =0 74
Wasser Rj—lij—l,S + Ej+1xEj+1,3 - ijRj,S - ijEJ'B =0 75
Ethanol I?j_lx{ej_1,4 + Ejy1¥gjs14 — RiXgja — EjXgja = 0 76
Rickstand Ri—Li—0; =0 77
Riickstand nicht Rixgj1 — 0,%pj1 = 0 78
extrahierbar

Rickstand extrahierbar ijRj,Z - ijoj,z — ijEj,Z =0 79
Rickstand Wasser ijRj,g - ijEj,3 =0 80
Riickstand Ethanol Rixgja — Lixgja = 0 81
Fester Riickstand 0; — Fxpy — 0jxgj, = 0 82

- ; L

igzhztzjruckgehaltene M(xEj,2)=?;1 83
Gleichgewicht: Xgj2 = f(x0j2) 84

In den Massenbilanzen entspricht der eingehende Riickstand R, dem Feed F und das in die
letzte Stufe eingehende Extrakt E,,,; dem unbeladenen Extraktionsmittel S. Es wird sich auf die
Gleichgewichtsbeziehung nach Nernst, Freundlich und Langmuir beschrankt. Folgende Werte
miissen bekannt sein: Die Menge des Feststoffs F, die Feststoffzusammensetzung (Xs1, Xp2, Xr3),
die spezifisch zuriickgehaltene Lésung M, die Gleichgewichtsbeziehung f(x0j2), die
Zusammensetzung des Extraktionsmittels (xsq, Xs2, Xs3, Xs4) UNd der Anteil der extrahierbaren
Stoffe im Extraktionsmitteln (xg;) jeder Stufe. In der Tabelle 22 wird der Algorithmus vorgestellt.
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Tabelle 22: Losungsalgorithmus fiir die Gegenstromextraktion nach Castillo-Santos et. al.

Stufe Beschreibung & Gleichung

Formel

1 Xo; berechnen aus 84
2 L, berechnen aus 83

3 0, berechnen aus 82

4 R, berechnen aus 77

5 Xgj1 berechnen aus 73
6 Xpj1 berechnen aus 78
7 Xgj2 berechnen aus 79
8 E, berechnen aus 74

9 E, berechnen aus 74
10 S berechnen aus 72

11 xg j berechnen aus 74

Xoj = XEj2 /f(xEj,z)
L = FxFl/M(xEj,Z)
0; = Fxpy / (1- xoj,z)

Xpja = Fxpy /Rj

Rixpi
Xoj1 = ]0'1;1’1
Xrjz = (LjxEja ; 0, x0j1)

]

g = (Rimi¥rj-12 ~RjXRjz)
J XEj,2
E = (Rj—1ij—1,2 +Ejr1XEji12 —ijRj,z)
7 XEj,2
Enys = Rp + Ey —Rpg
* (Rj—1ij—1,2 +Ej41XEj+1,2 —R]ij,z)
xE’j = Ej

x;;_j entspricht der Anteile der extrahierten Stoffe im Extrakt, die durch die zuvor berechneten

Parameter bestimmt werden. Diese Werte werden mit den Anteilen des extrahierten Materials im

Extrakt xg; , verglichen, die vor der Verwendung des Algorithmus gegeben sein missen, um den

ersten Schritt des Algorithmus durchfihren zu kdnnen. Die Summe aller Differenzen der
berechneten und gegebenen Anteile jeder Stufe X|xg ; — xz ;| sollte moglichst gegen Null gehen,

damit gezeigt werden kann, dass die Bilanzen des Modells richtig aufgestellt sind und der

aufgestellte Algorithmus richtig arbeitet.

Um die Massenbilanzen schlieften zu konnen, werden die Parameter xg; 3, Xg;j 3, Xgj.4: XRj 4

bendtigt. Fur die Ermittlung dienen die folgenden Gleichungen, die ein Gleichungssystem aus 4n

linearen Gleichungen bilden.

_ Rj_1XRj_13+Ej41Xsj3
XEj3 =

L]'+E]'
_ _Rj—1ij—1,4+Ej+1ij,4
Xgja = oy
LJ+E]
Lixgi
_ DJYE)3
XRj3 = Rj
Lixgi
_ DJYEj4
XRj4 = "f
]

85

86

87

88
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A.4. Messdaten

Abb. 24: Auftragung der Schittgutdichte flr die ausgewahlten Pflanzenmaterialien mit unterschiedlichen
PartikelgrofRen

Schiittgutdichte [g/mL] | Fehler

Annattosamen, ganz 0,67 0,045
Holunderrinde 1,06 0,062
SiRholzwurzel, 4-6 mm 0,32 0,048
Melisse, 4-6 mm 0,13 0,035
Rotes Weinlaub, 200-450 um 0,22 0,039
Rotes Weinlaub, 450-630 um 0,16 0,043

Abb. 25: Bestimmung des Gewichts vor und nach der Trocknung im Trockenschrank bei T=75 °C (t=24 h)
von etwa 1 g Pflanzenmaterial

Annattosamen | Holunderrinde | Siif3holzwurzel Melisse Rotes Rotes
Weinlaub Weinlaub

m/g m/g m/g m/g m/g| m/g m/g m/g m/g m/g m/g m/g
1,003 1 0,919 0,996 0,926 | 1,004 0944 0,723 0,673 | 0,994 | 0,324 | 0,957 | 0,904
1,071 1 0,987 | 0,993 0,971 | 1,029 0,966 | 0,844 | 0,787 | 1,062 | 0,233 | 0,993 | 0,938
1,001 0,918 | 1,024 0,936 | 1,015 0,958 | 0,953 | 0,896 | 1,394 | 0,391 | 0,998 | 0,943
1,003 1 0,919 | 0,999 0,926 | 1,009 0,946 | 0,785 | 0,725 | 0,964 | 0,284 | 1,023 | 0,968
1,009 1,009 1,009 0,928 | 1,035 0976 0,712 0,663 1,010 | 0,250 | 0,936 | 0,884

1,001 1,001 0,984 | 0,852 1,015 0,955 0,835 | 0,786 0,920 | 0,862
1,000 0,933 | 0,948 0,897
1,023 | 0,960

Abb. 26: Partikelgrofienverteilung der blattrigen Pflanzenmaterialien: Rotes Weinlaub a) und Melisse b)

Partikelgrof3e / um | a) Rotes Weinlaub Anteil / % | b) Melisse Anteil / %

<200 1,98 0,54
200-450 2,22 6,65
450-630 5,46 8,36
630-1000 8,78 13,42

1000-2000 35,56 21,32

2000-4000 40,94 26,42
>4000 5,06 23,29
Gesamt 100 100

Abb. 27: Einfluss des Extraktionsmittels auf die Konzentration von Bixin aus Annattosamen extrahiert a);
Oleanol- und Ursolsaure aus Holunderrinde extrahiert b); in Bezug auf die Partikelgrofie sowie auf die
Konzentration der Polyphenole aus rotem Weinlaub extrahiert c)

a) Bixin b) Oleanolsaure | Ursolsaure c) Polyphenole c [g/L]
c[a/L] ¢ [mg/L] ¢ [mg/L] 200/450/630 pm
Aceton 9,95 Wasser 0 0 Methanol 2,35/2,14/1,81
Ethylacetat | 12,94 Ethanol 3,96 10,82 Wasser 2,04/1,86/1,53
Methanol 5,56 20,12 Ethanol 1,27/1,10/1,11

R
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Abb. 28: Einfluss des Extraktionsmittel zu Pflanzenmengenverhaltnis bei der Extraktion von Bixin aus
Annattosamen a); Oleanol- und Ursolsdure aus Holunderrinde b); Rosmarinsaure aus Melisse c)

a) Ausbeute b) Ausbeute / % c) Ausbeute
Visg:Mpfanze % Visg:Mpfianze Oleanol | Ursol- Visg:Mpfianze %
Verhiltnis/ L g™ Verhiltnis/Lg' | -sdure | sdure Verhdltnis/L g*
0,193 73,3 0,050 48,4 27,6 0,040 67,5
0,098 73,6 0,025 54,2 24,6 0,037 70,5
0,060 74,8 0,017 51,0 25,2 0,030 74,5
0,030 66,9 0,013 50,3 26,3 0,020 61,4
0,023 63,0 0,010 49,3 32,0 0,014 66,1
0,018 56,6 0,014 54,6
c) Perkolation Ausbeute 0,014 55,5
Verhiltnis/ L g™ % 0,011 74,2
0,014 17,3 0,010 74,7
0,013 31,5 0,008 69,8
0,010 345 0,007 62,5
0,008 29,3 0,005 66,1
0,007 13,8 0,004 59,9

Abb. 29: Einfluss des Extraktionsmittel zu Pflanzenmengenverhaltnis von Glycyrrhizinsaure aus
SuBholzwurzel a); Polyphenolen aus roten Weinlaubblattern (PartikelgrofRe 200-450 pym) mit
verschiedenen Extraktionsmittel bei T = 35 °Cund t = 60 min b)

a) b) Methanol H,0+HClL

pH=2.5

Visg:Mpfianze Ausbeute Visg:Mpfianze Ausbeute Visg:Mpfianze Ausbeute
Verhaltnis/ L g* % Verhaltnis/ L g* % Verhaltnis/ L g* %
0,002 10,0 0,272 78,8 0,229 47,3
0,002 9,4 0,133 38,2 0,125 24,7
0,002 3,8 0,084 24,6 0,083 16,4
0,002 7,0 0,066 18,6 0,061 114
0,003 19,4 0,055 15,4 0,051 9,8
0,003 16,4 0,043 121 0,041 7,4
0,008 12,9 0,037 10,2 0,035 6,3
0,009 13,4 0,032 9,0 0,033 5,7
0,012 46,0 0,030 8,2 0,028 4.7
0,012 17,3 0,027 74 0,025 42
0,016 41,6 0,020 3,5
0,020 68,7 0,017 2,9
0,024 75,3 0,014 2,4
0,029 80,5 0,012 2,1
0,010 1,7
0,009 1,4
0,008 11
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Abb. 31: Erh6hung der Extraktionstemperatur zur Gewinnung von Polyphenolen aus rotem Weinlaub

Zeit t Polyphenolgehalt / %
min 23.0 °C 34.0 °C 43.0 °C 51.0 °C 56.0 °C 60.5 °C
1 16,0 21,4 19,7 27,7 28,9 29,7
5 19,7 29,4 33,8 38,8 42,7 38,9
10 27,4 37,7 39,0 440 48,3 45,4
15 32,3 42,0 46,4 48,3 52,6 49,7
30 36,0 42,6 47,0 49,0 53,2 50,3
60 40,3 46,9 48,3 53,3 54,4 54,6
90 42,2 48,8 50,1 55,1 59,3 56,4
120 42,5 48,5 51,0 54,5 59,7 56,7

Abb. 32/Abb. 34/Abb. 35: Variation der Amplitude wahrend der ultraschallunterstitzenden Extraktion a);
Variation der Leistung wahrend mikrowellenunterstitzenden Extraktion b); Variation des elektrischen
Feldes wahrend hochspannungsimpulsunterstiitzenden Extraktion c)

Ausbeute / %
a) Ultraschallwellen Bixin Oleanolsaure | Ursolsaure @ Polyphenole
Amplitude
30% 75,0 64,9 35,0 68,5
35% 75,7 69,5 34,5 72,5
40% 77,0 70,3 32,8 78,1
b) Mikrowellen Bixin Oleanolsaure = Ursolsdure = Polyphenole
P/W
80 80,3 52,0 31,7 73,3
240 75,4 62,7 449 74,6
400 73,8 76,6 50,4 76,4
560 71,1 57,3 34,9 80,6
800 66,9 56,5 36,5 84,6
c) Elektr. Feld Polyphenole Polyphenole
E / kV/cm Getrocknet | Nicht getrocknet
1,7 10,2 18,5
3,3 23,6 46,5

Abb. 33: Erhohung der Extraktionstemperatur zur Gewinnung von Ursolsaure a); bzw. von Oleanolsdure b)
aus Holunderbaumrinde

Zeit Ausbeute (%) an Ursolsdure bei Zeit Ausbeute (%) an Oleanolsaure bei
t Temperatur T t Temperatur T

min  40°C 45°C 50°C  55°C 65°C min 40°C  45°C 50°C 55°C 65°C
1 8,1 13,1 18,0 20,8 20,8 1 7,5 12,4 16,9 19,0 18,6
3 15,0 19,4 23,8 29,4 29,2 3 14,1 18,4 22,2 26,7 26,4
5 19,1 23,4 27,8 33,5 33,4 5 17,8 22,3 26,0 30,5 30,1
10 = 245 33,4 42,4 48,0 47,8 10 @ 229 31,8 39,7 43,7 43,2
15 = 31,8 40,0 48,3 57,8 57,5 15 | 29,7 38,1 45,1 52,6 52,0
30 @ 45,0 52,0 59,1 68,2 67,8 | 30 | 420 49,5 55,3 62,0 61,4
60 @ 534 60,9 68,4 75,6 75,2 | 60 | 499 57,9 63,9 68,7 68,0
90 @ 56,1 62,6 69,1 76,0 75,5 90 | 52,5 59,5 64,6 69,1 68,4
120 | 56,2 63,5 70,7 76,4 759 120 52,6 60,4 66,1 69,5 68,7
T
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Abb. 36: Vergleich der alternativen Prozesskonzepte fiir rotes Weinlaub

Zeit t Ausbeute an Polyphenolen / %
min Mikro- | Ultraschall- | Immersion | Hochspannungs- | Hochspannungs-
wellen wellen impulse 1 impulse 2
1 13,5 12,7 5,3 19,7 4.8
3 23,5 17,6 9,9
5 35,3 21,4 13,6 30,3 7,1
10 47,2 36,5 18,0 35,0 11,0
15 53,6 45,2 22,1 38,8 13,5
20 58,4 51,1 27,9
30 65,6 58,9 34,0 44,2 16,9
60 70,5 65,4 48,2 48,1 20,7
90 76,9 68,4 59,1 49,5 22,3
120 76,9 71,8 63,9 50,3 22,2

Abb. 37: Vergleich der alternativen Prozesskonzepte fur Holunderbaumrinde a); Annattosamen b)

b) Zeit t Ausbeute / %

min Mikrowellen | Ultraschallwellen ' Immersion | Perkolation
1 49,6 49,2 42,6 34,2
3 66,2 63,7 55,0 47,6
5 75,4 69,2 63,5 51,8

10 80,3 75,0 66,9 57,8

15 84,2 75,7 71,1 60,4

30 92,7 77,0 73,8 60,3

60 95,4 84,5 76,1 63,5

Abb. 42: Gleichgewichtsparameter fiir rotes Weinlaub

Xe2 Xo2
0,0308 0,0178
0,0452 0,0242
0,0402 0,0621
0,0429 0,0380

Abb. 43: Gleichgewichtsparameter fur Melisse

Xg2 Xo2
0,0148 0,0501
0,0143 0,0656
0,0144 0,0499
0,0244 0,1102
0,0295 0,0121
0,0273 0,0498
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