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Meinen Eltern gewidmet



Das Fehlen einer besonderen Kennzeichnung oder eines entsprechenden Hin-
weises auf ein Warenzeichen, ein Gebrauchsmuster oder einen Patentschutz lasst
nicht den Schluss zu, dass iiber die in dieser Arbeit angegebenen Dinge frei ver-

fiigt werden kann.
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Einleitung

1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG

1.1 Einleitung

Bereits seit 7000 Jahren nehmen Menschen gesundheitsférdernde Bakterien in
Form von Lebensmitteln wie Milch und Sauermilchprodukten zu sich. Thnen
wurden im Laufe der Geschichte immer wieder Wirkungen zugeschrieben, die
tiber die Funktion als Grundnahrungsmittel hinausgehen. In vielen Kulturen
wird der Milch als Nahrungsmittel religiose Verehrung entgegengebracht. Schon
im alten Testament ist die Rede von einem ,,Land, wo Milch und Honig flieBen*
[Ministerium fiir Erndhrung und Landlichen Raum Baden Wiirttemberg, 1998].
Besonders die Griechen schrieben bereits in vorchristlicher Zeit diesen Produk-
ten eine besondere Wirkung zu. Homer beschrieb in seiner Odyssee im 8. Jahr-
hundert vor Christus die magische Kraft des Kisegenusses, und Hippokrates
(460-377 v. Chr.) nahm an, dass Milch, je nachdem von welchem Tier sie
stammte, stopfende oder abfiihrende Wirkung hat.

Den Zusammenhang von Milchprodukten und Bakterien stellte erstmals der
Franzose Louis Pasteur (1822-1895) her. Der Bakteriologe fand heraus, dass die
Sduerung von Milch durch Bakterien verursacht wird, und erfand ein nach ihm
benanntes Verfahren zu deren Abtotung.

Der russische Medizinnobelpreistrager Elie Metchnikoff, der am Pasteurinstitut
in Paris arbeitete, vermutete als erster, dass der Verzehr von Bakterien aus ge-
sduerten Milchprodukten einen positiven Effekt auf die Darmflora und damit auf
die Alterung hat. Metchnikoff war liberzeugt, dass Féaulnisprozesse der Mikro-
flora im Darm fiir eine vorzeitige Alterung verantwortlich seien. Er hatte jedoch
auch beobachtet, dass die bulgarische Bevolkerung, bei deren Erndhrung Sauer-
milchprodukte eine besonders grofle Rolle spielten, ein hohes Alter erreichte

und vermutete einen Zusammenhang der beiden Beobachtungen. Er schrieb da-
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her in seinem Buch ,,Essais Optimistes* 1907, dass dieser Zusammenhang ge-
nauer untersucht werden miisse [Fuller, 1992]. Obwohl er nie den Beweis fiir
den Zusammenhang von der Aufnahme von Bakterien aus Sauermilchprodukten
und positiven gesundheitlichen Wirkungen erbracht hat, wird seine Arbeit heute
als Geburt der Probiotika bezeichnet. Der Begriff ,,Probiotikum* kommt von
dem griechischen ,,pro bios*, was so viel wie ,.fiir das Leben* heift. Er wurde
jedoch erst in den sechziger Jahren geprigt als begonnen wurde, Bakterien als
Wachstumsforderer in der Tiermast einzusetzen. Die Wirkung von ,,probioti-
schen* Bakterien wurde jedoch schon nach dem Tod Metchnikoffs 1916 weiter
untersucht. Bis zur Einfiihrung des ersten Lebensmittels, dem gesundheitsfor-
dernde Bakterien zugesetzt wurden, dauerte es noch einige Jahre. 1930 gelang es
dem japanischen Wissenschaftler Dr. Minoru Shirota ein Bakterium zu isolieren,
das gesundheitsunterstiitzend wirkte. Es wurde nach seinem Entdecker spéter
Lactobacillus casei shirota benannt. Shirota brachte 1935 schlieflich das erste
,probiotische* Lebensmittel Yakult® auf den Markt [Yakult, 2004; Wigley,
1999]. Im pharmazeutischen Bereich kam das erste Priparat mit lebenden Mi-
kroorganismen zur Behandlung von Durchfallerkrankungen 1953 unter dem
Namen Ultra-Levure® (heute: Perenterol®) auf den Markt. Es enthilt den Keim
Saccarommycetes boulardii.

Heute sind sowohl im Lebensmittelbereich als auch im pharmazeutischen Be-
reich viele Produkte auf dem Markt. In der Pharmazie werden probiotische Bak-
terien nicht nur bei Durchfallerkrankungen, sondern auch bei Storungen der
Vaginalflora eingesetzt. Auch in diesem Indikationsgebiet hat der Einsatz von
Probiotika eine lange Tradition. Der Gynékologe Dr. Albert Doderlein (1860-
1941) publizierte 1892 eine Monographie, in der er die Bedeutung der Lactoba-
cillen fiir eine gesunde Vaginalflora beschrieb [Englisch, 1993]. Seit 1961 ist ein
nach ihm benanntes Arzneimittel zur Stabilisierung der Vaginalflora auf dem
Markt. Bei Déderlein Med® handelt es sich um Kapseln, die lyophilisierten Lb.

acidophilus enthalten.




Zielsetzung

Im Lebensmittelbereich finden probiotische Bakterien immer grofleren Einsatz.
Den groflten Teil der Produkte stellen hier die Milchprodukte, denen zusétzlich
zu den Starterkulturen noch weitere Bakterien zugesetzt werden. Es hat sich je-
doch gezeigt, dass die Uberlebensfihigkeit der Bakterien in vielen auf dem
Markt befindlichen Produkten gering ist [Shah, 2000]. Einige Stimme zeigen in
fermentierten Milchprodukten bei Lagerung bei 5°C eine gute Stabilitit liber
vier Wochen [Nighswonger et al., 1996], die Lagerbedingungen schrinken den
Einsatz dieser Stimme jedoch stark ein. Lyophilisierte Bakterien zeigen eine
gute Uberlebensrate wihrend der Lagerung. IThr Einsatz in Lebensmitteln wird
jedoch durch die Tatsache beschrinkt, dass Lebensmittel im Allgemeinen zu
viel Feuchtigkeit enthalten, um eine gute Uberlebensrate der Bakterien zu ge-
wihrleisten. Um dieses Problem zu umgehen, wird schon seit Anfang der acht-
ziger Jahre versucht, durch Verkapselung von Bakterienlyophilisat in Fett einen

Wasserausschluss zu erreichen und die Bakterien ldnger haltbar zu machen.

1.2 Zielsetzung

Die bisher verwendeten Verfahren zur Verkapselung lyophilisierter probioti-
scher Bakterien sind mit einem groBen apparativen Aufwand verbunden. Die
verwendeten Fette haben teilweise sehr hohe Schmelzpunkte [Sozzi, 1982], so
dass die Freisetzung der Bakterien im Darm nicht gewihrleistet ist.

Ziel dieser Arbeit ist die Entwicklung einer neuen Methode zur Herstellung von
probiotikahaltigen Partikeln, in der die enthaltenen Bakterien bei Lagerung in
feuchter Umgebung gegeniliber unbehandelten probiotischen Bakterien eine
deutlich erhdhte Uberlebensrate aufweisen. Diese Partikel sollten so beschaffen
sein, dass sie sich moglichst universell in Lebensmitteln und pharmazeutischen
Darreichungsformen einarbeiten lassen. Dieses Ziel sollte durch die Einbettung

getrockneter Bakterien in Fett erreicht werden. Die Methode der Partikel herstel-
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lung sollte dabei mit einem mdoglichst kleinen apparativen Aufwand verbunden

und dementsprechend kostenglinstig sein.




Probiotika

2 THEORETISCHER HINTERGRUND

2.1 Probiotika

2.1.1 Definition

Der Begriff ,, Probiotikum* wurde in den sechziger Jahren geprigt und be-
zeichnete urspriinglich Substanzen, die von sich gegenseitig stimulierenden
Protozoen produziert wurden [Lilly und Stillwell, 1965]. Er dnderte sich in den
siebziger Jahren, nachdem das Swann Committee den Gebrauch von Antibiotika
als Wachstumsbeschleuniger in der Tiermast 1969 einschrinkte und man dazu
tiberging, Milchsdurebakterien als Wachstumsfaktoren einzusetzen. Parker be-
schrieb 1974 Probiotika als Organismen und Substanzen, die zur intestinalen
mikrobiellen Balance beitragen [Parker, 1974]. Der Begriff wurde dann 1989
von Fuller nochmals modifiziert. Er beschrieb Probiotika als lebende mikrobiel-
le Nahrungsmittelzusétze, die positive Effekte auf das Wirtstier ausiiben, indem
sie die mikrobielle Balance seines Intestinaltraktes fordern [Fuller, 1989]. Damit
beschrieb er, was man auch heute unter dem Begriff Probiotikum versteht. Zu
den probiotischen Bakterien gehoren Laktobacillen, Streptokokken, Enterokok-
ken und Bifidobakterien.

Um als probiotisch zu gelten, miissen die Bakterien bestimmte Eigenschaften
erfiillen. Das wichtigste Kriterium ist natiirlich die Unbedenklichkeit der Bakte-
rien. Viele der Bakterien werden schon seit Jahrzehnten in fermentierten Le-
bensmitteln eingesetzt, einige Stimme sogar seit Jahrhunderten, ohne dass ein
gesundheitliches Risiko bekannt geworden wire. Starterkulturen haben daher
den GRAS-Status (,, generally recognized as safe*), aber auch fast alle anderen
Lactobacillen und Bifidobakterien sind in Deutschland als sicher eingestuft, au-
ferdem sind die meisten probiotischen Mikroorganismen natiirliche Bewohner

des Darms [de Vrese und Schrezenmeir, 2000]. Probiotika sollten aullerdem ei-
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nen nachgewiesenen gesundheitsfodernden Effekt haben, sie sollten in ausrei-
chender Menge im Darm vorhanden sein und die Bedingungen, die im Magen-
Darm Trakt herrschen, liberleben (niedrige pH Werte). AuBlerdem sollten sie
iber einen ldngeren Zeitraum bei Lagerung stabil sein [Fuller, 1989]. Tabelle
2.1 zeigt die heute angewendeten probiotischen Bakterienstimme [Lee et al.
1999, mod.]. Es gibt jedoch noch weitere Stamme, deren probiotisches Potenzial

untersucht wird.

Tabelle 2.1 Mikroorganismen die als Probiotika gebraucht werden

Lactobacillen Bifidobakterien Enterokokken Streptokokken

L. acidophilus B. breve E. faccium S. salivarius

L. delbrueckii B. bifidum subsp.
subsp. B. infantis thermophilus
bulgaricus B. lactis

L. helveticus B. longum

L. casei B. thermophilum

L. fermentum

L. johsonii

L. plantarum

L. rhamnosus

L. salivarius

2.1.2 Systematische Eingliederung probiotischer Bakterien

Probiotische Bakterien sind in Hinblick auf ihre Taxonomie eine inhomogene
Gruppe. Abbildung 2.1 zeigt die taxonomische Zuordnung probiotischer Bakte-
rien. Sie verbindet vor allem die Produktion von Milchsdure, so dass sie im

Volksmund auch als Milchsdurebakterien zusammengefasst werden.
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grampositive
Bakterien
I
[ [ |
Ordnung: Ordnung: Ordnung:
Aerobe u. fakultativ Aerobe Stibchen- Bakterien mit Neigung
anaerobe Kokken bakterien zur Verzweigung
Familie: Familie: Familie:
Streptococcaceae Lactobacillaceae Actinomycetaceae
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Abbildung 2.1 Klassifikation probiotischer Bakterien [Pschyrembl, mod.]

Auch innerhalb der verschiedenen Gattungen unterscheiden sich die einzelnen
Arten und Stdmme teilweise erheblich. Die beiden groBten Gruppen innerhalb
der probiotischen Bakterien sind die Lactobacillen und die Bifidobakterien. Die
Lactobacillen, von denen es iiber 25 Arten gibt, sind fakultative Anaerobier und
lassen sich in zwei Gruppen aufteilen: Homofermentative Lactobacillen produ-
zieren zu mehr als 85 % Milchsédure, wahrend heterofermentative nur etwa 50 %
Milchsédure produzieren. Der Rest sind u. a. Acetat, Kohlendioxid und Ethanol
[Batt, 1999]. Die Bifidobakterien unterscheiden sich auch innerhalb der einzel-
nen Arten. Von den Lactobacillen unterscheiden sie sich von allem dadurch,
dass sie streng anaerob sind und keine Séuretoleranz zeigen. Sie bilden auBler-
dem in groBen Mengen Essigsdure.

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Keim handelt es sich um Lb. casei ssp.
casel. Lb. casei ist ein stibchenformiger, homofermentativer, katalasenegativer
Keim, der zu den normalen Mikroflora des Menschen gehort. Er siedelt in der
Mundhohle und im Gastrointestinaltrakt [Tannok, 1995]. Neben Lb. casei ssp.

casei existieren noch drei weitere Subspezies: Lb. casei ssp. pseudoplanarum,
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Lb. casei ssp. rhamnosus und Lb. casei ssp. tolerans. Bis auf Lb. casei ssp.

rhamnosus zeigt Lb. casei kein Wachstum oberhalb 45°C.

2.1.3 Wirkung

Probiotische Bakterien haben in mehreren Bereichen einen positiven Effekt auf
die Gesundheit. Durch die Bildung von Séduren wie Milch- und Essigsdure sowie
die Bildung von Bakteriozienen [Fuller, 1992] beeinflussen sie die Darmflora.
Durch ihre bloBe Anwesenheit bilden sie eine okologische Konkurrenz zu pa-
thogenen Keimen. Probiotika mit hoher Bindungsaftinitit an die Darmmukosa-
zellen erhohen deren Barriereeffekt. Einen besonders eindrucksvollen Beleg fiir
die Wichtigkeit einer gesunden Darmflora lieferten Collins und Carter 1987. Sie
zeigten, dass 10 Zellen von Salmonella enteritidis eine keimfreie gehaltene
Maus tSten, wihrend man fiir eine konventionell gehaltene Maus 10° Zellen be-

notigt [Collins und Carter, 1978].

Es sind jedoch nicht alle positiven Effekte, die Probiotika auf die Gesundheit
haben, mit Sicherheit bewiesen. Tabelle 2.2 zeigt die gesicherten und méglichen

Effekte der Probiotika [de Vrese und Schrezenmeir, 2000]
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Tabelle 2.2 Effekte von Probiotika

gesicherte Effekte

mogliche Effekte

-Geringere Héufigkeit und Dauer
verschiedener Durchfallerkrankungen

-Senkung der Konzentration
gesundheitsschédlicher
Stoffwechselprodukte und
krebspromovierender Enzyme im
Dickdarm

-Immunmodulation

-Forderung der Laktoseverdauung bei
Laktosemalabsorbern

-Forderung oder Erhaltung einer
optimalen Darmflora
-Motilitatsregulierung bei Obstipation
-Einsetzbar bei Vaginitis
-Verhinderung von Krebs
-Starkung des Immunsystems,
-Verhinderung von Infektions-
krankheiten
-Reduktion von Allergien
und Autoimmunkrankheiten,
-Einsatzmoglichkeit als Adjuvans
-Senkung des Cholesterolspiegels,
Beeinflussung des Lipidstoffwechsels
-Steigerung der Mineralstoffresorption,
Osteoporosepravention

2.2 Stabilisierung von probiotischen Bakterien

2.2.1 Verschiedene Arten der Stabilisierung

2.2.1.1 Einleitung

Wie alle Bakterien brauchen auch probiotische Bakterien zum Uberleben be-

stimmte Umgebungsbedingungen. Welchen Anspruch ein Bakterium an seine

Umwelt stellt, ist von der Art abhédngig, zu der es gehort. Die Toleranz gegen-

iiber Extrembedingungen wie hohen oder tiefen Temperaturen, hohen Salzkon-

zentrationen und niedrigen Feuchtigkeitsgehalten sind in der Regel von Art zu
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Art sehr unterschiedlich, aber auch bei den verschiedenen Stimmen einer Art
kann es hier zu grolen Unterschieden kommen. So zeigt Lb. thamnosus E800
eine hohere Temperaturresistenz als Lb. thamnosus GG und Lb. salivarius [Cor-

coran et al., 2004].

Sollen probiotische Bakterien in eine Arzneiform oder ein Lebensmittel einge-
arbeitet werden, herrschen in diesem Lebensmittel bzw. dieser Arzneiform in
der Regel nicht die Umgebungsbedingungen, die die Bakterien zum Uberleben
brauchen. Daher miissen die Bakterien stabilisiert werden, so dass sie in der La-
ge sind, einen ldngeren Zeitraum in einer fiir sie lebensfeindlichen Umgebung zu
iberleben. Der Wasseraktivitidt kommt hier eine besondere Bedeutung zu. Sie ist
ein MaB fiir das frei verfiigbare Wasser in einem Produkt und ist abzugrenzen
von dem absoluten Wassergehalt des Produktes, der meist hoher liegt, da ein
Teil des Wassers zum Beispiel durch Zucker gebunden vorliegt und daher nicht
fiir andere Prozesse zur Verfligung steht. Definiert ist sie als Gleichgewichts-
feuchte, die sich bei konstanter Temperatur iiber einer festen oder fliissigen Sub-

stanz in einem abgeschlossenen Raum ausbildet, dividiert durch 100.

g b relative Gleichgewichtsfeuchte (%)
" s 100

p = Wasserdampfdruck oberhalb der Materialoberflache der Probe (Taupunkt)
ps = Sattigungsdruck = Wasserdampfdruck oberhalb der Oberfldche von reinem

Wasser bei gleicher Temperatur

Die Wasseraktivitidt wird mit einem Wert zwischen 0 und 1,00 angegeben. Die
meisten Bakterien bendtigen zum Wachsen eine Wasseraktivitit von 0,98
[Schlegel, 1992]. Sinkt die Wasseraktivitit, wird das Uberleben der Bakterien

erschwert, und ihre Stoffwechselprozesse werden gestort. Viele Lebensmittel

10
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enthalten Zusatzstoffe wie z. B. Zucker, die die Wasseraktivitdt herabsetzen.
Zuckerzusitze verlangsamen zum Beispiel den Sauerungsprozess in Milch
[Shah und Ravula, 2000]. Um das Uberleben von Bakterien iiber einen lingeren
Zeitraum in Produkten zu gewéhrleisten, miissen diese entweder eine so hohe
Wasseraktivitdt besitzen, dass die Bakterien in ithrem Stoffwechsel nicht gestort
werden, oder aber sie miissen so eine niedrige Wasseraktivitit aufweisen, dass
sich die Bakterien in einem inaktiven Zustand befinden. Das Uberleben von ge-
trockneten Bakterien ist abhéngig von ihrem Restwassergehalt [de Valdez et al.,
1985]. Es darf allerdings nie zu einem vollstindigen Entzug von Wasser kom-
men, da dies zu einer Denaturierung von Proteinen fiihrt, indem ihre Terti-

arstrucktur geschadigt wird, und es damit zum Zelltod kommt [Raffalt, 1999].

2.2.1.2 Stabilisierung durch Trocknung

Ziel der Trocknungsverfahren ist es, die Bakterien in einen Zustand zu verset-
zen, in dem sie in stoffwechselinaktiver Form vorliegen. In dieser inaktiven
Form sollen die Bakterien iiber einen ldngeren Zeitraum haltbar sein und keine
groflen Keimzahlverluste zeigen. Die beiden wichtigsten Verfahren sind die Ge-
friertrocknung und die Spriihtrocknung, wobei es sich bei den meisten auf dem
Markt befindlichen getrockneten Bakterien um Lyophilisate handelt. Eine be-
sondere Bedeutung kommt den Trocknungsverfahren und den aus ihr resultie-
renden Schadigungen der Bakterien in dieser Arbeit zu, da getrocknete Bakteri-
en das Ausgangsprodukt fiir die Mikroverkapselung von probiotischen Bakterien
in Fetten darstellen. Eine grofe Rolle bei beiden Trocknungsverfahren spielen
stabilisierende Zusatzstoffe, da der Trocknungsprozess selber die Bakterien
schiadigt und diese daher wéahrend des Prozesses geschiitzt werden miissen. Es
treten verschieden Arten von Schidden bei der Trocknung von Bakterien auf:
Durch die Trocknung kommt es zu einer Destabilisierung und der teilweisen

Ablosung von Proteinen von der Zelloberfliche [Brennan et al., 1986].

11
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Die bedeutendsten Schiden treten an der Zellmembran auf, die unter der Zell-
wand sitzt. Sie besteht aus einer Phospolipid-Doppelschicht und ist mit zahlrei-
chen Proteinen durchzogen. Wenn das Wasser aus der Phospholipid-
Doppelschicht entfernt wird, néhern sich die hydrophilen Képfe der Phospholi-
pide an. Daraus resultiert ein Ansteigen der van der Waals-Kréfte zwischen den
Molekiilen [Crowe et al., 1985; Crowe et al. 1986; Leslie et al., 1995]
(Abbildung 2.2).

trockene Doppelschicht: Gel

il

AR o, oo AR
el TN w88y
e BAVATAY e

fliissig kristallin fliissig kristallin

trockene Doppelschicht mit Trehalose
fliissig kristallin

Abbildung 2.2 Schematisch Darstellung des Stabilisierungsmechanismus
von Trehalose [Oliver et al., 1998, mod.]

Durch das engere Zusammenriicken der Molekiile geht die Membran in einen
Gelzustand tiber und es kommt zu einer Phasenseparation der Membranbestand-
teile [Leslie et al., 1995]. Bei der Rehydratation kommt es wieder zu einer Pha-

senumwandlung von der Gel-Phase zuriick in die fliissig kristalline Phase. Wih-

12



Stabilisierung von probiotischen Bakterien

rend der Phasenumwandlung liegen Gel-Phase und fliissig kristalline Phase ne-
beneinander vor. In diesem Stadium bii3t die Membran ihre Barriereeigenschaf-
ten ein, und es kann zu einer Leckage der Zelle kommen [Crowe et al, 1988; O-
liver et al, 1998]. AuBerdem kommt es bei der Rehydratation zu einem Zusam-
menflieBen von Vesikeln, die in der Membran sitzen, und so zu einem gestorten
Stofftransport [Crowe et al, 2001]. Der Zusatz von Zuckern kann die Membran
wihrend der Phasenumwandlung stabilisieren, indem sich die Zuckermolekiile
als Platzhalter an die Membran anlagern. Die Phaseniibergangstemperatur der
trockenen Zellen wird dadurch auf einen Wert unter Raumtemperatur herabge-
setzt [Leslie et al., 1995]. Auch im trockenen Zustand liegt die Membran nun in
einer fliissig kristallinen Form vor. Dadurch kommt es wihrend der Rehydrata-
tion nicht zu einem Phaseniibergang und damit zu einer undicht werdenden

Membran.

Wihrend der Lagerung der trockenen Produkte kann es zu weiteren Membran-
schiaden kommen. Die Lipidperoxidation von ungesittigten Fettsduren ist eben-
falls von der Wasseraktivitit abhingig [Castro et al., 1996] und hat bei niedrigen

Wasseraktivititswerten ein Maximum.

Bei gleichen Kultivierungsbedingungen und gleichen Hilfsstoffzusédtzen ist das
Uberleben der Bakterien nach der Gefriertrocknung héher als bei der Spriih-
trocknung. Bei der Spriihtrocknung kommt es zu Schiden, die durch den Trock-
nungsprozess verursacht werden, wobei durch den Temperaturstress noch be-
sondere Schiden verursacht werden [To und Etzel, 1997]. Die Gefriertrocknung
ist somit das schonendere Verfahren. Allerdings hat es den Nachteil, dass man
kein flieBfahiges Pulver als Produkt erhilt, sondern einen Block, der noch weiter
zerkleinert werden muss. Bei diesen zerkleinerten Partikeln liegt immer ein An-
teil der Bakterien ungeschiitzt an der Oberfldche. Je kleiner die Partikel sind,
desto mehr Bakterien sind ungeschiitzt. Bei sprithgetrockneten Bakterien ist der
Teil der ungeschiitzten Bakterien gering, da sich beim Trocknen des Tropfens

der schiitzende Hilfsstoff um das Bakterium legt und dieses einschlief3t.

13
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2.2.1.3 Stabilisierung durch Einbettung in Polymere

Die Stabilisierung von Bakterien durch Einbettung in eine Gel Matrix unter-
scheidet sich grundlegend von der Stabilisierung durch Trocknung, da in diesem
Fall stoffwechselaktive Bakterien verkapselt werden. Es werden dabei zwei Zie-
le verfolgt. Durch die Verkapselung sind die Bakterien leichter wieder aus Pro-
dukten zu entfernen, und sie sind wéihrend ihres Einsatzes vor dulleren Einfliis-
sen wie Scherstress geschiitzt. Im fertigen Produkt werden die Bakterien durch
die sie umgebende Matrix vor extremen pH-Werten geschiitzt. Auch in Produk-
ten, die eingefroren werden, zeigt die Einbettung einen gewissen Schutz. Shah
und Ravula zeigten, dass verkapselter Lb. acidophilus nach 12 Wochen Lage-
rung in gefrorenem Dessert eine groBere Uberlebensrate aufzeigt als unverkap-
selter Lb. acidophilus [Shah und Ravula, 2000]. Sheu und Marshal haben ge-
zeigt, dass die Einbettung von Bakterien das Uberleben in gefrorener Milch for-
dert und dass auch bei anschlieBender Gefriertrocknung das Uberleben der Bak-
terien gefordert wird [Sheu und Marschal, 1993]. Dagegen haben Godward und
Kailasapathy keinen positiven Effekt der Verkapselung von Lb. acidophilus in
Alginat wihrend einer 24-wochigen Einlagerung in Eiskrem zeigen konnen
[Godward und Kailasapathy, 2003].

Fiir probiotische Bakterien ist es wichtig, in ausreichender Anzahl die Magen-
Darm-Passage zu iiberstehen. Die Verkapselung mit Alginat erhoht deutlich die
Toleranz gegeniiber der Magensdure und gegeniiber Gallensalzen [Shah und
Ravula, 2000].

Zur Einbettung von stoffwechselaktiven Bakterien werden vor allem Carrage-
nan, Alginat und Chitosan verwendet [Groboillot et al., 1994]. In Einzelfdllen
kommen auch Materialien wie Acrysdure und Methacrylsdure zum Einsatz [By-
kov et al., 2001]. Im Falle von Alginat konnen die Kapseln noch mit einem Film
aus Chitosan iiberzogen werden [Koo et al, 2001]. Bei der Verkapselung kom-

men vor allem zwei Verfahren zur Anwendung. Die Bakterien enthaltende wiss-
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rige Polymerlosung wird entweder in einem Ol emulgiert und durch Zugabe
einer Losung mit mehrwertigen Ionen ausgehértet, oder die Polymerlosung wird
direkt in ein Ionenbad zur Aushértung eingetropft. Dies kann durch eine Vibra-
tionsdiise, einer Diise mit coaxialem Luftstrom oder einer piezoelektrischen Dii-
se erfolgen [Groboillot et al.,, 1994]. Die Verkapselung mit Acrylsidu-

re/Methacrylsdure erfolgt tiber Coazervation.

2.2.2 Weitergehende Verfahren zur Stabilisierung getrockneter probioti-

scher Bakterien

2.2.2.1 Stabilisierung mit Fetten

Der Einsatz von probiotischen Bakterien im Lebensmittel ist in der praktischen
Anwendung mit einigen Problemen behaftet, da die Bakterien sowohl wihrend
der Herstellung als auch wihrend der Lagerung und des Verzehrs Stressbedin-

gungen ausgesetzt sind, die zu einer Abnahme der Keimzahl fithren konnen.

Durch das Einbetten der getrockneten Bakterien in Fetten wird versucht, die

groBten Probleme beim Einsatz von Probiotika zu umgehen. Die Einbettung in

Fett bietet:

e Schutz der getrockneten Bakterien vor Feuchtigkeit bei der Lagerung
e Schutz vor Oxidation durch Luftsauerstoff wihrend der Lagerung
e Schutz der Bakterien vor Magensaft und Gallensalzen beim Verzehr

e Schutz des Produktes vor den Stoffwechselprodukten der Bakterien

(Nachsduerung von Milchprodukten)

e Schutz der Bakterien vor hohen Salz- oder Sduregehalten im Produkt
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Nicht nur in der Nahrungsmittelindustrie sondern auch in der pharmazeutischen
Industrie und der Futtermittelherstellung wird dieser Ansatz schon seit den sieb-
ziger Jahren verfolgt. Bis heute haben sich aber nur vereinzelnd Produkte auf
den Markt durchgesetzt. Im Pharmazeutischen Bereich ist hier das einzige Pro-
dukt Vagiflor®. Es handelt sich hierbei um ein Vaginalsuppositorium zur Be-
handlung von Storungen der Vaginalflora und der Nachbehandlung bei Antibio-
tika-Therapie [Rote Liste, 2004]. Die bis jetzt beschriebenen Ansitze in der Le-
bensmittel- und Futtermittelindustrie lassen sich in zwei Gruppen aufteilen: Die
getrockneten Bakterien werden in einer fliissigen oder halbfesten Zubereitung
auf Olbasis suspendiert [Runeman, 2003; Lewenstein, 1986; Porubcan, 1985;
Sokhey, 2003], oder sie werden in ein bei Raumtemperatur festes Fett eingear-
beitet. Bei der Einbettung von trockenen probiotischen Bakterien zur Erzeu-
gung von Pulvern und Granulaten kommen zwei Techniken zum Einsatz. Das
Bakterienpulver wird im FlieBbett mit aufgeschmolzenen Fett {iberzogen [Du-
rand, 2001; Pacifico, 2001] oder eine Suspension aus aufgescholzenem Fett und
Bakterienpulver wird spriiherstarrt [Rutherford, 199; Sozzi, 1982]. Die Bakteri-
ensuspension kann aber auch direkt auf das Nahrungsmittel aufgespriiht werden
[Kneifel, 1996]. In Tabelle 2.3 sind die Patente zu den jeweilig beschriebenen
Prinzipien aufgefiihrt.

Bei allen Ansétzen handelt es sich bei den getrockneten Bakterien um Lyophili-
sate. Lyophilisate haben gegeniiber spriihgetrockneten Bakterien den Nachteil,
dass sie nach der Lyophilisation noch weiter zerkleinert werden miissen (siche
2.2.1.2).

Den Beweis, dass die Einbettung in Fetten tatséchlich einen Schutz vor hoher
Feuchtigkeit wihrend der Lagerung bietet, hat 2001 die Balchem Corporation
angetreten [Suita-Cruce, Goulet, 2001]. Die von ihnen hergestellten Partikel sind
jedoch sehr grof3 (> 1mm) und daher nicht in allen Lebensmitteln universell ein-

setzbar.
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Tabelle 2.3 Patente zur Stabilisierung von Bakterien in Fetten.

Jahr Patentnummer Inhalt

1982 | US4332790 Spriiherstarrte Partikel als Nahrungsmittelzusatz
[Sozzi et al., 1982]

1985 | US4518696 Bakteriensuspension fiir Tierfutter [Porubcan,
Gehrman, 1985]

1986 | EP0180743 Bakteriensuspension fiir Tierfutter [Lewenstein,
1986]

1992 | W09212234 Spriiherstarrte Partikel flir Tierfutter [Rutherford et
Al., 1992]

1995 | EP0666031 Creme fiir Nahrungsmittel [Lauro, 1995]

1996 | EP0704164 Konfekt [Baba et al., 1996]

1996 | WO9716077 Miisli [Kneifel et al., 1997]

2001 | US6251478 Granulat aus der Wirbelschicht [Pacifico et al.,
2001]

2001 | W0O2001068808 | Granulat aus der Wirbelschicht [Durand und Panes,
2001]

2003 | WO03053397A1 | mit Olsuspension getriinkte Hygienetiicher
[Runeman et al., 2003]

2003 | WOO03009710A1 | Bakteriensuspension fiir Tierfutter [Sokhey et al.,
2003]

2.2.2.2 Sonstige Verfahren

Um trockene probiotische Bakterien zu stabilisieren, kommen noch weitere An-

satzmdglichkeiten in Frage. Diese beriicksichtigen allerdings jeweils nur eines

der Probleme, die bei der Lagerung bzw. dem Verzehr probiotischer Produkte

auftreten. Viernstein beschrieb die Mischung von lyophilisierten probiotischen

Bakterien mit Puffersubstanzen, um das Uberleben der Bakterien wihrend der

Magenpassage zu gewdhrleisten, indem die Puffersubstanzen das saure Milieu

des Magensaftes abpuffern [Viernstein, 2000]. Er beschrieb ebenfalls die Tro-
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ckengranulation von Lyophilisaten mit magensaftresistenten Polymeren, um ei-
ne sichere Magenpassage der Bakterien zu gewihrleisten [Viernstein et al,
1997]. Der Ansatz eines magensaftresistenten Uberzugs wird auch von Bug be-
schrieben [Bug et al., 2001]. Allerdings beschrieb er den Uberzug von Tabletten,
Dragees, Granulaten und Pulvern mit magensaftresistenten Polymeren aus wéss-
rigen bzw. organischen Losungen. Joly beschrieb die Einbettung von getrockne-
ten Bakterien in Pellets, die durch Extrudation und anschlieBende Sphéaronisati-
on hergestellt werden. Nach einem Trocknungsschritt werden dann diese Pellets
mit {iblichen magensaftresistenten Polymeren {iberzogen [Joly et al, 2004].

Eine andere Moglichkeit ist, die getrockneten Bakterien mit Laktulose mit nied-
rigem Wassergehalt zu mischen, um die Uberlebensfihigkeit der Bakterien wih-
rend der Lagerung zu gewéhrleisten [Katsuhiro, 1979]. Engel und Brocker stabi-
lisieren gefriergetrocknete Bakterien, indem sie sie mit Fiillmitteln verschiede-
ner Art wie zum Beispiel Oligosacchhariden, mikrokristalliner Cellulose oder
Polyvinylpyrollidon mischen und dann die Mischung in spezielle Hartkapseln

mit besonders niedrigem Wassergehalt abfiillen [Engel und Brocker, 2001].
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3 SCHAFFUNG DER VORAUSSETZUNGEN FUR DIE EINBETTUNG

VON BAKTERIEN

3.1 Einleitung

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten Keim handelt es sich um gefriergetrock-

neten, grob gemahlenen Lb. casei 163 der Firma Danisco (Niebiill).
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Abbildung 3.1 REM Aufnahme des Lyophilisates

Abbildung 3.1 zeigt eine REM Aufnahme der Oberfliche des Lyophilisates. Die
einzelnen Bakterien sind auf der Oberfliche des Lyophilisatpartikels gut zu er-
kennen. Im Laufe der Arbeit hat sich jedoch herausgestellt, dass die Einbettung
von handelsiiblichem Lyophilisat in Fett ohne weitere Zerkleinerung des Ly-
ophilisates nicht die gewlinschte Stabilitit der Bakterien bewirkt. Das Lyophili-
sat wurde dazu in einem Verhiltnis von 1:10 mit dem Fett (Witepsol® E 85) ge-
mischt und vermahlen. Das Verhéltnis von Lyophilisat zu Fett war im Vergleich

zu anderen Arbeiten relativ klein, wie die Auflistung in Tabelle 3.1 belegt.
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Tabelle 3.1 Literaturangaben zur Keimbeladung von Fettpartikeln

Referenz Anteil an Lyophilisat
Kneifel et al., 1997 10 % - 25 %
Pacifico et al., 2001 1% -70%
Rutherford et al., 1992 10 % - 50 %

Das bei der Mahlung erhaltene Lyophilisat enthaltende Fettpulver wurde bei
0% RH, 33 % RH und 100 % RH {iber sechs Wochen bei Raumtemperatur
eingelagert und die Keimzahl des Fettpulvers in regelméiBigen Abstinden be-
stimmt. Die Abbildung 3.2, Abbildung 3.3 und Abbildung 3.4 zeigen den Ver-
lauf der Keimzahl der Fettpartikel wahrend der Einlagerung im Vergleich zu
unverkapseltem Lyophilisat. Wéahrend der Einlagerung bei 0 % RH (Abbildung
3.2) findet iiber einen Zeitraum von sechs Wochen weder bei dem Lyophilisat
noch bei dem eingebetteten Lyophilisat eine Abnahme der Keimzahl statt. Bei
der Einlagerung bei 33 % RH (Abbildung 3.3) und 100 % RH (Abbildung 3.4)
sieht man jedoch deutliche Unterschiede zwischen eingebettetem und nicht ein-
gebettetem Lyophilisat. Bei 33 % RH sinkt die Keimzahl des Lyophilisates er-
wartungsgemal, da das Lyophilisat auf Grund seiner Zusammensetzung Wasser
aufnimmt. Die Wasseraktivitdt steigt an, was ein Absterben der Bakterien zur
Folge hat. Die Einbettung in Fett zeigt hier keinen Schutz. Die Bakterien sterben

sogar schneller ab, als es bei dem unverkapselten Lyophilisat der Fall ist.
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Abbildung 3.2 Vergleich der Keimzahl von Lyophilisat enthaltenden Fett-

partikeln und  freiem Lyophilisat wdihrend der Einlagerung bei
0 % RH iiber 6 Wochen
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Abbildung 3.3 Vergleich der Keimzahl von Lyophilisat enthaltenden Fett-

partikeln und freiem Lyophilisat wiahrend der Einlagerung bei
33 % RH iiber 6 Wochen
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1,00E+12 T

1,00E+10 A

KBE/g

1,00E+08 T

N RN

1,00E+06
Lyophilisat Partikel

Hd=0 Bd=7 Nd=14 Md=21 Bd=28 Bd=42

Abbildung 3.4 Vergleich der Keimzahl von Lyophilisat enthaltenden Fett-

partikeln und freiem Lyophilisat wiahrend der Einlagerung bei
100 % RH iiber 6 Wochen

Die Tatsache, dass die eingebetteten Bakterien in einem so groflen Maf3e in kur-
zer Zeit absterben, zeigt, dass sie durch das Fett nicht vor Feuchtigkeit geschiitzt
werden. Es muss festgestellt werden, dass sie sogar schneller absterben als die
nicht eingebetteten Partikel. Dies kann damit begriindet werden, dass die Bakte-
rien bei der Einbettung in Fett durch Kryomahlung Stressbedingungen wie er-
hohter Temperatur und Scherkriaften ausgesetzt sind, durch die sie geschadigt
werden. Die Erhohung der Wasseraktivitdt wirkt sich demzufolge auf die vorge-
schidigten eingebetteten Bakterien stirker aus als auf die nicht eingebetteten
Bakterien.

Dasselbe Phianomen zeigt sich auch bei der Einlagerung bei 100 % RH. Erwar-
tungsgemal sinkt die Keimzahl bei dem nicht eingebetteten Lyophilisat stirker
ab als bei der Einlagerung bei 33 % RH. Auch hier ldsst sich kein schiitzender
Effekt durch das Fett erzielen.

Die Entwicklung der Wasseraktivitdt wahrend der Einlagerung bei den drei ver-

schiedenen Luftfeuchten wird durch die Ergebnisse der Einlagerungsversuche
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widergespiegelt (Abbildung 3.5). Am Tag der Herstellung ist die Wasseraktivi-
tdt mit 0,317 noch in einem Bereich, der fiir das Uberleben der Bakterien zu
hoch ist. Der Wert kommt dadurch zustande, dass sich wahrend der Mahlung auf
Grund der Kiihlung der Miihle mit fliissigem Stickstoff Kondenswasser auf den
Partikeln niederschlidgt. Im Verlauf der Lagerung bei 0% RH sinkt der Wert je-
doch schnell in einen Bereich unter 0,2, in dem die Bakterien gut {iberleben
konnen. Bei Lagerung bei 33 % RH und 100 % RH steigt der Wert jedoch auf
Werte, bei denen die Bakterien nicht {iber lingere Zeit iiberleben konnen. Bei
der Probe, die bei 33 % RH gelagert wurde, sieht man, dass sich iiber 2 Wochen
ein Gleichgewicht zwischen Probe und Umgebung einstellt. Da das Fett selbst
keine Wechselwirkungen mit der umgebenden Luftfeuchte eingeht, wird die
Wasseraktivitit der Probe offensichtlich nur von dem Lyophilisat bestimmt.

Dies ist ein Beweis dafiir, dass das Lyophilisat nicht von dem Fett umschlossen

1st.
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Abbildung 3.5 Wasseraktivitit von in Fettpartikeln eingebetteten Lyophili-
sat bei Einlagerung bei verschiedenen Luftfeuchten iiber 4 Wo-
chen
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Bei dem Vergleich der Gewichtszunahme von Partikeln, die Lyophilisat enthal-
ten, und reinen Fettpartikeln wédhrend der Lagerung bei verschiedenen Luft-
feuchten kann man sehen, dass der Einschluss des Lyophilisates in das Fett nicht
gelungen ist (Abbildung 3.6). Die gestrichelten Linien stellen die Gewichtszu-
nahme der reinen Fettpartikel dar. Sie nehmen wéhrend der Lagerung nicht an
Gewicht zu. Wire das Lyophilisat vollstandig von dem Fett umschlossen, wiir-
den die Partikel mit dem Lyophilisat (schwarze Linien) auch nicht an Gewicht

zunehmen.

Partikelmasse [g]

Wochen

"0 0%RH --0--33%RH --%&--100% RH
—®—0%RH —®—33%RH —4&—100%RH

Abbildung 3.6 Wasseraufnahme von in Fettpartikeln eingebettetem Lyophi-
lisat bei Einlagerung bei verschiedenen Luftfeuchten iiber 6 Wo-
chen (gestrichelt: Fettpartikel ohne Bakterien, schwarz: Fettpar-
tikel mit Bakterien)

Sie zeigen aber bei Einlagerung tiber sechs Wochen bei 100 % RH eine deutli-
che Gewichtszunahme von 18,3 %. Vergleicht man die Wasseraufnahme der

Partikel mit ihrer Wasseraktivitit, kann man weiterhin feststellen, dass die Was-
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seraktivitit nicht mit dem Wassergehalt korreliert. Die Wasseraktivitit steigt bei
der Einlagerung bei 33 % RH deutlich an, wihrend das Gewicht der Probe sich
kaum verdndert.Der Grund fiir die schlechte Einbettung liegt in der Partikelgro-
Be des Lyophilisates. Die Lyophilisatpartikel haben eine sehr breite Partikelgro-
Benverteilung wobei die grofften Partikel eine GroBe von ca. 400 um haben.
Werden die Partikel in dem Fett suspendiert und dann gemahlen, ist die Wahr-
scheinlichkeit sehr grof3, dass bei der Mahlung ein Bruch in der Art erfolgt, dass
das Lyophilisat an der Oberfliche der entstehenden Partikeln liegt. Das Fett bie-
tet fiir die Lyophilisatpartikel aber nur dann einen Schutz, wenn es sie vollstin-
dig umschliefit. Das verwendete handelsiibliche Lyophilisat ist daher nicht fiir
die Einbettung per Kryomahlung geeignet.

Um das Problem des freiliegenden Lyophilisates zu umgehen, miissen die Ly-
ophilisatpartikel verkleinert werden. Dies kann auf zwei verschiedene Arten ge-
schehen. Das Lyophilisat kann durch weitere Mabhlschritte oder durch
Hochdruckhomogenisation in einem Ol stéirker zerkleinert werden. Eine weitere
Moglichkeit wire, die gefriergetrockneten Bakterien zu resuspendieren, um sie
anschlieend einer Sprithtrocknung zu unterziehen. Bei der Spriihtrocknung ent-
steht im Gegensatz zur Lyophilisation ein Pulver, das nicht weiter zerkleinert

werden muss.

3.2 Mikronisierung des Lyophilisates in der Luftstrahlmiihle

3.2.1 Einleitung

Die einfachste Moglichkeit das Lyophilisat weiter zu zerkleinern besteht darin,
einen weiteren Mahlschritt durchzufiihren. Die angestrebte Partikelgréfe sollte
dabei die Grofle der Bakterien iiberschreiten. Sie sollte aber mindestens um ein
Zehntel kleiner als die PartikelgroBe der spater herzustellenden Fettpartikel sein.

Bei dem verwendeten Lyophilisat handelt es sich um eine Starterkultur, die
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normalerweise in der Lebensmittelproduktion zur Ansduerung von Milchpro-
dukten eingesetzt wird. Bei dem Einsatz als Starterkultur wird das Lyophilisat
wieder aufgelost. Die PartikelgroBenverteilung des Lyophilisatpulvers ist daher
von geringer Bedeutung, sodass sie weder standardisiert noch sehr homogen ist.
Die AusgangspartikelgroBe des Lyophilisates ldsst sich auf Grund dessen nur

schlecht genau bestimmen. Die grof3ten Partikel liegen bei ca. 400 pm.

Die Auswahl der Miihle fiir die weitere Zerkleinerung des Lyophilisates hingt
von den Eigenschaften des zu vermahlenden Gutes und von dem angestrebten
Zerkleinerungsgrad ab [Bauer et al, 1999]. Fiir eine Zerkleinerung, die eine Par-
tikelgroBBe von unter 30 pm anstrebt, kommen Luftstrahlmiihlen und Kugelmiih-
len in Frage. Das fiir die Feinstzerkleinerung (< 20 um) am héufigsten einge-
setzte Verfahren ist die Trockenmahlung in der Luftstrahlmiihle [Rasenack,
2003]. Der Vorteil dieser Methode beruht auf der im Vergleich zum Energieein-
trag niedrigen thermischen Belastung des Mahlgutes. Als Triagergas fiir die
Mahlung wird Stickstoff verwendet. Dieser wird mit hohem Druck in den Mahl-
raum gepresst, wobei das Gas expandiert und seine kinetische Energie auf die
Partikel tibertragt [Fluid Energy, 2004]. Die Zerkleinerung erfolgt im unteren
Teil des Ovals vor allem durch Reibung und Stof3 der Partikel untereinander.
Die Partikel werden durch den Gasstrom in den Sichtungsbereich der Miihle ge-
tragen. Auf Grund von Zentrifugalkriften schichten sich die Partikel so, dass die
PartikelgroBBe von innen nach auflen zunimmt. Im Sichter dndert sich nun die
Stromungsrichtung des Gases. Kleine Partikel werden mit dem Gas aus der
Miihle ausgetragen, wahrend groBere Partikel auf Grund ihrer Tragheit wieder in
den Mahlbereich getragen werden [Fluid Energy, 2004]. Die resultierende Parti-
kelgrofBe ist also weniger von der Ausgangspartikelgro3e als von dem angeleg-
ten Druck und damit der Stromungsgeschwindigkeit des Gases abhéngig. Durch
die schnelle Expansion des Trigergases wird die thermische Belastung fiir die

Bakterien niedrig gehalten.
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Abbildung 3.7 Schematische Darstellung der Luftstrahimiihle (a) Diise a, (b)
Diise b, (c) Diise fiir den Einlass, (d) Sichter

Fiir die folgenden Versuche wurde eine Ovalrohrstrahlmiihle (Abbildung 3.7)
verwendet. Am Boden der Miihle befinden sich zwei Mahldiisen, die im Fol-
genden als Diise a und Diise b bezeichnet werden. Der dort angelegte Druck ist
fiir die Zerkleinerung der Partikel verantwortlich. Seitlich am Einlass befindet
sich eine dritte Diise. Der an ihr angelegte Druck muss immer hoher sein als der
Druck der anderen Diisen. So entsteht am Einlass ein Unterdruck, der das zu
mahlende Gut in die Miihle saugt. Da das Lyophilisat neben den Bakterien vor
allem Zucker zur Stabilisierung enthélt, ist die Oberfldche eher hydrophil und so
von dem Fett, in dem es spiter eingeschlossen werden soll, schlecht benetzbar.
Durch die Mahlung und der daraus resultierenden Oberflichenvergrof3erung
wird dieses Problem noch verstirkt. Die Co-Mahlung mit einem hydrophoben
Hilfsstoff kleiner Partikelgrof8e kann hier Abhilfe schaffen, indem sich die Par-
tikel des Hilfsstoffes auf die Oberfliche der Lyophilisatpartikel anlagern und
diese hydrophober machen.
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3.2.2 Einfluss des Druckes auf Keimzahl und Partikelgrofie

3.2.2.1 Durchfiihrung

Um zu untersuchen, welchen Einfluss der Druck auf die Keimzahl und die Par-
tikelgroBe hat, wurde das Lyophilisat und eine Mischung aus Lyophilisat und
5 % Magnesiumstearat nach dem in Tabelle 3.2 angegebenen Mahlschema ver-
mahlen. Pro Mahlgang wurden zwei bis drei g des Pulvers mit Hilfe einer Vibra-
tionsrinne langsam in die Miihle gegeben. Auf Grund der schlechten FlieBfahig-
keit des Lyophilisates konnte die pro Zeit eingebrachte Menge nicht genau be-
stimmt werden. Dies war aber auch nicht nétig, da sie keinen Einfluss auf die
Partikelgrée ausiibt und der Einfluss auf die Keimzahl stammabhingig ist [Pi-
cot & Lacroix, 2003]. Die Mischung von Lyophilisat und Magnesiumstearat lief3
sich jedoch deutlich besser dosieren. Das Lyophilisat ist auf Grund der zugesetz-
ten Stabilisatoren hygroskopisch. Durch den Zusatz von 5 % Magnesiumstearat
wird es hydrophobisiert und dadurch erlangt das Pulver bessere FlieBeigenschaf-
ten. Von dem gemahlen Gut wurden dann jeweils PartikelgroBe und Keimzahl

bestimmt.

Tabelle 3.2 Mahlschema

Druck Diise a [bar] Druck Diise b [bar] Zahl der Zyklen

O 1 &N Lt A W N —
O 1 N D AW N
I e T e T e S G e e Gy Y

28



Mikronisierung des Lyophilisates in der Luftstrahlmiihle

3.2.2.2 Ergebnisse

Einfluss auf die PartikelgrofSe

Die Partikelgroflie des Lyophilisates nimmt erwartungsgemill mit steigendem
Druck ab. Man kann jedoch einen deutlichen Unterschied zwischen dem reinen
Lyophilisat und der Mischung mit 5 % Magnesiumstearat erkennen (Abbildung
3.8). Die Partikel der Mischung sind bei Driicken von 3 bar bis 5 bar deutlich
kleiner. Magnesiumstearat wird in der pharmazeutischen Technologie als Gleit-,
Schmier- und Formentrennmittel bei der Tablettierung und Kapselfiillung einge-
setzt [Hunnius, 1998]. Durch den Zusatz von Magnsiumstearat wird die kineti-
sche Energie des Gases besser auf die Partikel iibertragen und dadurch werden

sie kleiner.
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Abbildung 3.8 Abnahme der Partikelgrofse in Abhdngigkeit vom angelegten
Druck
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Einfluss auf die Keimzahl

Anders als erwartet nimmt die Keimzahl bei steigendem Druck nur wenig ab,
wobei dieser Effekt bei der Mischung von Lyophilisat und Magnesiumstearat
deutlicher zutage tritt als bei dem reinen Lyophilisat. Tendenziell liegt die
Keimzahl der Mischung tiber der des reinen Lyophilisates, trotz geringerer Par-
tikelgroBBe. Der Zusatz von Magnesiumstearat zeigt auch in Bezug auf die Keim-

zahl einen positiven Effekt.
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Abbildung 3.9 Abnahme der Keimzahl in Abhdngigkeit vom angelegten
Druck

3.2.3 Einfluss der Einzeldriicke auf Keimzahl und Partikelgrofie

3.2.3.1 Durchfiihrung

Da sich bei dem vorangegangenen Versuch die Mischung aus Lyophilisat und
Magnesiumstearat als glinstig erwiesen hat, wurden auch in den folgenden Ver-

suchen jeweils 5 % Magnesiumstearat dem Lyophilisat zugemischt.
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Die Durchfithrung der Mahlung erfolgte wie in 3.2.2.1 beschrieben, allerdings
mit anderen Driicken (Tabelle 3.3 und Tabelle 3.4). Da es durch den hohen E-
nergieeintrag zu einer Abnahme der Keimzahl kommt, wurde versucht, den E-
nergieeintrag zu senken, indem der Druck jeweils bei einer der beiden Mahldii-
sen konstant niedrig gehalten wurde. AuBlerdem wurde der Einfluss der Zyklen-
zahl untersucht. Die Proben wurden nach den folgenden Mahlschemata vermah-

len.

Tabelle 3.3 Mahlschema a: Konstanter Druck auf Diise a

Druck Diise a [bar] Druck Diise b [bar] Zahl der Zyklen

e e e e e e e e
O OO0 OO0 W W WD N N DN
W N = W N = W N -
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Tabelle 3.4 Mahlschema b: Konstanter Druck auf Diise b

Druck Diise a [bar] Druck Diise b [bar] Zahl der Zyklen
2 1 1
2 1 2
2 1 3
5 1 1
5 1 2
5 1 3
8 1 1
8 1 2
8 1 3
3.2.3.2 Ergebnisse

Einfluss auf die PartikelgrofSe

Beim Vergleich der Abbildungen Abbildung 3.10 undAbbildung 3.11 fillt auf,
dass ein konstant niedriger Druck auf Diise a (Abbildung 3.10) zu einer kleine-
ren PartikelgrofBe fiihrt als bei einem konstant niedrigen Druck auf Diise b
(Abbildung 3.11). Das lésst sich durch die Anordnung der beiden Diisen zuein-
ander erkldren. Die Diisen sind so angeordnet, dass bei gleichem Druck auf bei-
den Diisen es nur zu einem minimalen Kontakt von Wand und Partikeln kommt.
Die Diise a ist so ausgerichtet, dass der aus ihr kommende Gasstrom die Partikel
auf der Geraden beschleunigt. Die Diise b ist so ausgerichtet, dass bei einem
vollstindigen Wegfall des Druckes auf Diise a die Partikel gegen die Wand der
Mahlkammer geschossen werden. Liegt nun auf beiden Diisen ein Druck an,
werden die Partikel auf der Kreisbahn gehalten, indem die Partikel, wenn sie

von Diise b in Richtung Wand beschleunigt werden, durch den Druck auf Diise a
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umgelenkt werden. Liegt nun auf der Diise b ein groBBerer Druck an als auf Diise
a, kommt es neben den Zusammensto3en der Partikel untereinander vermehrt zu
einem Aufprall auf die Wandung der Mahlkammer. Die Partikel werden dadurch
kleiner, als wenn sie nur untereinander zusammenstof3en wiirden. Der Druck auf
Diise b hat also einen groBeren Einfluss auf die PartikelgroBe als der Druck auf
Diise a. Dafiir spricht auch, dass die Partikelgrofle bei einem konstant niedrigen
Druck auf Diise a mit Zunahme der Zyklenanzahl nicht mehr wesentlich ab-
nimmt, wihrend man bei einem konstant niedrigen Druck auf Diise b zwischen
dem ersten und zweiten Mahlgang bei fiinf und acht bar noch eine Abnahme der
PartikelgroBe beobachten kann. Der maximale Zerkleinerungsgrad ist hier erst

nach dem zweiten Zyklus erreicht.
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81 Zyklus B2 Zyklen N3 Zyklen

Abbildung 3.10 Abnahme der Partikelgrofie in Abhdngigkeit von Druck
und Zyklenzahl (Druck Diise a: konstant, Druck Diise b: varia-
bel)
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Abbildung 3.11 Abnahme der Partikelgrofie in Abhdngigkeit von Druck
und Zyklenzahl (Druck Diise a: variabel, Druck Diise b: kon-
stant)

Einfluss auf die Keimzahl

Bei dem Versuch mit dem konstant niedrigen Druck auf Diise a nimmt die
Keimzahl erwartungsgemill mit steigendem Druck ab. Auch bei Zunahme der
Zyklenzahl tritt eine Keimzahlverminderung auf. Der Einfluss der Zyklenzahlen
ist sowohl bei fiinf bar als auch bei acht bar grof3er als bei zwei bar. Obwohl die
Partikelgroe bei acht bar nach dem ersten Zyklus nicht mehr wesentlich ab-
nimmt, kann man bei der Keimzahl noch eine Abnahme erkennen. Das lisst dar-
auf schlieBen, dass nicht nur die resultierende Partikelgrofe einen Einfluss auf
die Keimzahl hat. Die Abnahme der Partikelgroe miisste in diesem Fall mit der

Abnahme der Keimzahl einhergehen.
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Abbildung 3.12 Abnahme der Keimzahl in Abhdngigkeit von Druck und
Zyklenzahl (Druck Diise a: konstant, Druck Diise b: variabel)

Auch bei dem Versuch mit dem konstant niedrigen Druck auf Diise b nimmt die
Keimzahl erwartungsgemal mit steigendem Druck und steigender Zahl der Zyk-
len ab (Abbildung 3.13). Im Gegensatz zu dem Versuch mit konstant niedrigem
Druck auf Diise a tritt bei diesem Versuch der Einfluss der Zyklenzahl bei zwei
und fiinf bar stirker zu Tage. Vergleicht man beide Versuche miteinander, kann
man jedoch nur geringe Unterschiede in Bezug auf die Keimzahl feststellen, aus
denen sich keine GesetzméBigkeiten ableiten lassen. Bezieht man die Partikel-
groBe mit ein, kann man feststellen, dass bei einem konstant niedrigen Druck auf
Diise a das Verhéltnis von PartikelgroBBe zu Keimzahl giinstiger ist als bei einem
konstant niedrigen Druck auf Diise b. Bei einem Druck von einem bar auf Diise
a und acht bar auf Diise b erhilt man Partikel mit einer GroBe von x¢9p= 11,3 pm

und einer Keimzahl von 4,5 x 10'' KBE/g.
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Abbildung 3.13 Abnahme der Keimzahl in Abhdngigkeit von Druck und
Zyklenzahl (Druck Diise a: variabel, Druck Diise b: konstant)

3.2.4 Einfluss verschiedener Hilfsstoffe und deren Konzentration auf Par-

tikelgrofle und Keimzahl

3.2.4.1 Durchfiihrung

Zur Hydrophobisierung der Oberfliche der Lyophilisatpartikel kann neben
Magnesiumstearat auch das ebenfalls sehr hydrophobe Aerosil® 972 verwendet
werden. Aerosil® 972 ist ein hochdisperses, hydrophobes Silitiumdioxid und
wird als FlieBregulierungsmittel fiir hygroskopische Substanzen in einer Kon-
zentration von bis zu 5 % eingesetzt, da es die Wasser(dampf)-aufnahme herab-
setzt, verlangsamt oder gar nicht erst auftreten ldsst [Fiedler, 2002]. Um die Ef-
fekte beider Hilfsstoffe deutlich hervortreten zu lassen, wurde das Lyophilisat

jeweils mit 5 %, 10 % oder 25 % Aerosil® 972 oder Magnesiumstearat gemischt.

Die vorangegangenen Versuche haben gezeigt, dass das Verhéltnis von Partikel-

grofle zu Keimzahl bei einem niedrigen Druck auf Diise a besonders giinstig ist.
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Die Proben wurden daher mit einem bar auf Diise a, acht bar auf Diise b einen

Zyklus lang vermahlen.
3.2.4.2 Ergebnisse

Einfluss der Hilfsstoffkonzentration auf die Keimzahl

In Bezug auf die Keimzahl lassen sich zwischen Magnesiumstearat und Aerosil
972 keine deutlichen Unterschiede feststellen. Auch die Konzentration der bei-

den Hilfsstoffe fiir sich gesehen hat keinen Einfluss auf die Keimzahl

(Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14 Einfluss von Konzentration und Art des Hilfsstoffes auf die
Partikelgrofie

Einfluss der Hilfsstoffkonzentration auf die PartikelgrofSe

Betrachtet man den Einfluss auf die Partikelgrofe, lassen sich zwischen Magne-
stumstearat und Aerosil 972 deutliche Unterschiede feststellen. Im Gegensatz
zum Aerosil 972 nimmt die PartikelgroBBe bei steigenden Magnesiumstearat-

Konzentrationen ab (Abbildung 3.15). Bei 5 % Hilfsstoffzusatz ist noch kein
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Unterschied zwischen Magnesiumstearat und Aerosil 972 zu erkennen. Bei ei-
nem Hilfsstoffzusatz von 10 % hingegen betrdgt die PartikelgroBBe der Magnesi-
umstearatmischung nur noch 12,2 um im Gegensatz zu 19,9 um bei der Aero-
silmischung. Dass die Partikelgrofle mit steigender Konzentration von Magnesi-
umstearat abnimmt, zeigt ebenfalls, dass die Energie wihrend der Mahlung bes-

ser auf die Partikel libertragen wird.

Partikelgrofie [um]

0 : B §3:3:3:3 N
Magnesiumstearat Aerosil R 972

B5% @810% N 25%

Abbildung 3.15 Einfluss von Konzentration und Art des Hilfsstoffes auf die
Partikelgrofie

Wie schon in vorangegangenen Versuchen festgestellt, zeigt sich auch hier bei
der Magnesiumstearat-Mischung kein Zusammenhang von Partikelgréfe und
Keimzahl. Die PartikelgrofBe nimmt im Vergleich von 5 % nach 25 % deutlich
ab. Diese Abnahme spiegelt sich jedoch nicht in der Keimzahl wider. Dennoch
ist der Zusatz von 25 % Magnesiumstearat nicht sinnvoll, da auf Grund der Al-
kalitdt des Magnesiumstearates negative Langzeiteffekte in Bezug auf die Bak-
terien auftreten konnen.

Die Abbildung 3.16 zeigt die beiden Pulvermischungen mit 10 % Hilfsstoffzu-
satz nach der Mahlung. Man erkennt deutlich, dass die beabsichtigte Hydropho-
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bisierung der Partikeloberfliche vom den Aerosil 972 besser erfiillt wird. Die
Aerosilpartikel bilden einen gleichméBigen Film auf der Oberfldache der Lyophi-
lisatpartikel, wihrend die Magnesiumstearatpartikel sich zwischen den Lyophili-

satpartikel anlagern, aber keinen Film auf der Oberfldche bilden.

AccVY Spot Magn 1 1opm
15.0kV 3.7 3000x  Aerosil
B

(@) (b)

Abbildung 3.16 Gemahlenes Lyophilisat mit (a) 10 % Aerosil 972 und (b)
10% Magnesiumstearat Zusatz

3.2.5 Zusammenfassung

Die Mahlung in der Luftstrahlmiihle stellt eine mogliche Methode zur Zerkleine-
rung des Lyophilisates dar. Es lassen sich Partikel in der gewiinschten Grofe
herstellen, wobei der Keimzahlverlust in Bezug auf die spitere Anwendung in
tolerablen Grenzen bleibt. Prozentual gesehen, scheint die Keimzahlabnahme
groB. Eine Keimzahl von 1x10'' KBE/g Lyophilisat wire jedoch immer noch
mehr als ausreichend fiir die Verkapselung, wenn man von einer Menge von
10 % Lyophilisat pro g Fett ausgeht. Die gemahlenen Partikel lagen auch bei
hohen Druck- und Zyklenzahlen iiber diesem Wert.
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Ein Zusatz von Magnesiumstearat hat sich bei der Mahlung als giinstig erwie-
sen. Es hat sich auch gezeigt, dass sich eine Druckminderung auf der Diise a
giinstig in Bezug auf Partikelgrole und Keimzahl auswirkt. Mit dem Zusatz von
5 % Magnesiumstearat zu dem Lyophilisat kann man den Druck der Diise a von
acht bar auf ein bar herabsetzen und erhélt Partikel gleicher Grof3e, aber hoherer

Keimzahl.

3.3 Spriihtrocknung

3.3.1 Einleitung

Die Sprithtrocknung ist eine gingige Methode zur Stabilisierung von Bakterien.
Abbildung 3.17 zeigt eine schematische Darstellung des Sprithturms Biichi B
290, der fiir die Versuche benutzt wurde. Der Vorteil der Spriithtrocknung von
probiotischen Bakterien gegeniiber der Gefriertrocknung liegt darin, dass man
bei der Spriihtrocknung ein Pulver mit einer- im Vergleich zu Mahlverfahren
engen PartikelgroBenverteilung erhilt. Eine weitere Zerkleinerung ist nicht er-
forderlich. Allerdings hat das Verfahren auch den Nachteil, dass es bei der
Spriihtrocknung bei den Bakterien neben den Schiden durch die Trocknung
auch noch zu Schiden durch Temperaturstress kommt. Wéhrend des Trock-
nungsprozesses werden zwei Temperaturen bestimmt: die Einlasstemperatur, die
oberhalb des Sprithturms gemessen wird, und die Auslasstemperatur. Fiir das
Uberleben der Bakterien ist die Auslasstemperatur von Bedeutung. Sie sollte so
niedrig wie moglich gehalten werden. Die Auslasstemperatur wird zwischen
Sprithturm und Zyklon (Abbildung 3.17) gemessen und ist nicht direkt einstell-
bar, sondern abhédngig von der Einlasstemperatur und der Zufuhrgeschwindig-
keit der Sprithlosung. Je mehr Losung pro Zeit in den Turm gespriitht wird, desto

stirker kiihlt sich auf Grund der Verdunstungskilte die Temperatur im Turm ab.
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T T Y

Abbildung 3.17 Schematische Abbildung des Biichi B290

Die Einlasstemperatur hat keinen Einfluss auf das Uberleben der Bakterien, da
den verspriihten Tropfen durch das Verdampfen des Wassers Wérme entzogen
wird. Die Temperatur innerhalb des Tropfens liegt darum immer weit unter der
Einlasstemperatur. Dazu kommt, dass die thermische Abtotung von Mikroorga-
nismen durch das Senken des aw-Wertes verlangsamt wird. Enthdlt der Tropfen
noch viel Wasser, ist die Temperaturempfindlichkeit der Bakterien relativ groB,
die Temperatur im Tropfen ist aber vergleichsweise niedrig. Erst im zweiten
Abschnitt der Trocknung treten im Tropfen fiir Bakterien letale Temperaturen
auf. Dann ist die Wasseraktivitit aber sehr viel niedriger und die Bakterien be-
sitzen eine groBBere Hitzeresistenz [Loncin und Weisser, 1977].

Fiir das Uberleben der Bakterien wihrend der Trocknung spielt auBerdem der
Zustand eine Rolle, in dem sie sich vor der Trocknung befinden. Untersuchun-
gen haben gezeigt, dass Lb. rhamnosus in der frilhen stationdren Phase des
Wachstums temperaturresistenter als in der Log- Phase oder der Lag-Phase ist
[Corcoran et al., 2004; Teixereira et al., 1995].

Ein weiteres wichtiges Kriterium fiir das Uberleben der Bakterien ist die Aus-

wahl der Hilfsstoffe. Wie schon erwihnt ist es notig, bei der Trocknung von
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Bakterien die Zellmembranen zu stabilisieren. Eine besonders gute Stabilitét
lasst sich bei der Gefriertrocknung mit der Zugabe von Zuckern wie Trehalose
und Sucrose erreichen [Leslie et al., 1995]. Fiir die Spriihtrocknung von Lb. pa-
racasei und Lb. salivarius hat sich Magermilchpulver als guter Stabilisator her-
ausgestellt [Gardiner et al., 2002; Gardiner et al., 2000]. Magermilchpulver ent-
halt 50 % bis 55 % Laktose als Hauptbestandteil. Es ist davon auszugehen, dass
sich die guten stabilisierenden Eigenschaften auch bei Lb. casei subsp. casei

zeigen.

3.3.2 Spriihtrocknung von Lb. casei in Magermilch

3.3.2.1 Durchfiihrung

Aus der Literatur l4sst sich entnehmen, dass die besten Uberlebensraten bei der
Spriihtrocknung erzielt werden, wenn die Bakterien aus der stationdren Phase
verspriitht werden. Fiir die Untersuchung, ob sich spriihgetrocknete Bakterien zur
Einbettung in Fett eignen, spielt eine optimale Uberlebensrate keine Rolle. Da
das Anziichten der Bakterien sehr zeitaufwindig ist, wurde darauf verzichtet.
Die Versuche wurden mit dem lyophilisierten Lb. casei 163 durchgefiihrt. Durch
die Trocknung befand sich dieser im inaktiven Zustand und musste daher wie-
der aktiviert werden, indem das Lyophilisat wieder aufgelost wurde. Als Stabili-
sator wurde Magermilchpulver in einer Konzentration von 20 % eingesetzt, da
sich diese Konzentration in der Literatur als giinstig erwiesen hat [Gardiner et
al., 2002; Gardiner et al., 2000; Corcoran et al. 2004]. Da die Bakterien durch
die Lyophilisation Schiden erlitten haben, ist es notwendig, ihnen Gelegenheit
zu geben, ihre Schiden zu reparieren, bevor sie sprithgetrocknet werden. An-
sonsten wiirden sich die Schiden addieren, die durch die beiden Trocknungsar-
ten hervorgerufen werden. Aktive Lactobacillen bilden aus Laktat Milchséure.
Die Sduerung von Milch ist also ein Mal} fiir die Aktivitidt der Bakterien. Um

herauszufinden, wann die lyophilisierten Bakterien nach Suspendierung in
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Milch wieder ihre volle Aktivitit erreicht haben, wurde liber 6 Stunden die pH-
Wert-Anderung von einer 20 %gen, aus Milchpulver hergestellten Magermilch
(reconstituted skim milk (RSM)) gemessen, in der vorher 1,0 g des Lyophilisa-
tes gelost wurden. In Abbildung 3.18 sieht man, dass die Bakterien nach vier
Stunden begannen, vermehrt Milchsdure zu produzieren. Das heif3t, sie hatten
nach vier Stunden wieder ihre volle Aktivitét erreicht. Der pH-Sprung am An-
fang der Messung ist in der Lyophilisatzugabe begriindet. Nach 4,5 Stunden hat-
ten die Bakterien die Milch so stark angesduert, dass die Milchproteine koagu-
liert sind. Nach fiinf Stunden nahm die Sduerungsaktivitit wieder ab. Vor dem
Spriihtrocknen wurden die Bakterien daher 4 Stunden bei 37°C inkubiert. Die
Spriihtrocknung erfolgte bei einer Auslasstemperatur von 60 °C (sieche Anhang:

Methoden). Es wurden insgesamt sechs Versuche durchgefiihrt.

0,30
0,25
0,20
0,15
0,10

pH Wert Differenz

0,05

0,00
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

Zeit in Stunden

Abbildung 3.18 Sduerungsaktivitdit von Lb. casei bei Inkubation in RSM
bei 37°C iiber 6 Stunden
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3.3.2.2 Ergebnisse

Das spriihgetrocknete Produkt ist ein leicht gelbliches Pulver mit einer Partikel-
grofle von durchschnittlich xg0= 15,01 pm. Abbildung 3.19 zeigt die Vertei-
lungssumme und Verteilungsdichte des Pulvers. Die Partikelgrof3enverteilung ist
relativ breit und zeigt einen hohen Feinanteil mit einer Partikelgrof3e, die etwa

der Partikelgrofe der Bakterien entspricht.
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Abbildung 3.19 Partikelgrofsenverteilung von in RSM spriihgetrockneten
Lb. casei

Abbildung 3.20 zeigt die Partikel in einer REM-Aufnahme. Der Feinanteil ist
deutlich zu erkennen, man sieht jedoch keine Bakterien. Das ldsst darauf schlie-
Ben, dass die Bakterien vollstindig in der Magermilchmatrix eingeschlossen und
somit gut geschiitzt sind.

Die Keimzahl der versprithten Milch betrug durchschnittlich 6,1 x 10'° KBE/g
bezogen auf die Masse des Magermilchpulvers. Das spriihgetrocknete Produkt
hatte eine durchschnittliche Keimzahl von 3,2 x 10'© KBE/g. Das entspricht ei-
ner Uberlebensrate von 52 % (Abbildung 3.21).
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Abbildung 3.20 REM Aufnahme von Lb. casei spriihgetrocknet in RSM
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Abbildung 3.21 Abnahme der Keimzahl wdhrend des Spriihprozesses

Das spriihgetrocknete Pulver hatte eine durchschnittliche Wasseraktivitit von
0,165. Um eine optimale Lagerstabilitit zu gewdhrleisten, wurde das Pulver

nach der Spriihtrocknung iiber Phosphorpentoxid getrocknet, bis es eine Was-
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seraktivitit zwischen 0.8 und 1.3 hatte. Bis zur weiteren Verarbeitung wurde das

Pulver bei -20°C tiefgefroren.

3.3.3 Spriihtrocknung von Lb. casei in einer Syloidsuspension

3.3.3.1 Durchfiihrung

Um die Partikelgrofle weiter zu senken, wurde versucht, die Bakterien auf die
Oberflache von Syloidpartikel aufzuziehen. Das verwendete Syloid 244 hat eine
kleine Partikelgrofe. Es ist nicht wasserloslich und ldsst sich ohne Zusatz weiter
Hilfsstoffe in Wasser suspendieren. Ohne den Zusatz weiterer Hilfsstoffe kommt
es bei der Trocknung der Suspension nicht zu einer Zusammenlagerung der ein-
zelnen Syloidpartikel. Die resultierende PartikelgroBe des sprithgetrockneten
Pulvers ist daher nicht viel groBler als die des Ausgangsmaterials. Die Bakterien
wurden aus einer Syloidsuspension mit 10 % Feststoffanteil verspriiht.

Um die Bakterien wieder in ihre aktive Form zu iiberfithren, wurden sie vier
Stunden in MRS-Bouillion bei 37°C inkubiert. Nach 4 Stunden wurden die Bak-
terien abzentrifugiert, in der Syloidsuspension suspensiert und unter denselben
Bedingungen wie bei der Spriihtrocknung in RSM spriihgetrocknet. Da sich im
Laufe der Zeit herausgestellt hat, dass die Partikel nicht stabil sind, wurde der

Versuch nur einmal durchgefiihrt.

3.3.3.2 Ergebnisse

Das spriihgetrocknete Produkt ist ein weilles Pulver mit sehr hohem Volumen
und einer PartikelgroBBe von X¢9 = 4,95 um. Abbildung 3.22 zeigt die Partikel-
groBenverteilung von reinem Syloid® und den sprithgetrockneten Partikeln. Die
Partikelgrofe des getrockneten Pulvers nimmt durch den Zusatz der Bakterien-
zellen um etwa 1 um zu. Das entspricht in etwa der Groe der Bakterien. Im
Vergleich zur Spriihtrocknung aus Magermilch sind die Partikel deutlich kleiner
und haben eine schmalere PartikelgroBenverteilung ohne einen grof3en Feinan-

teil.
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Abbildung 3.22 Partikelgrofienverteilung von spriihgetrocknetem Lb. casei
in Syloidsuspension (schwarz) und reiner Syloidsuspension

(grau)

Die Abbildungen 3.23 zeigen eine REM-Aufnahme und eine Lichtmikroskopi-
sche Aufnahme der Probe. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Keime von den

Syloidpartikeln nicht umbhiillt, sondern nur mit ihnen zusammengelagert sind.

Die Keimzahl der Syloidsuspension betrug 4,5 x 10'° KBE/g, bezogen auf den
Feststoffanteil. Das Produkt hatte eine Keimzahl von 1,5 x 10° KBE/g. Das ent-
spricht einer Uberlebensrate von 3,3 % (Abbildung 3.24). Die Uberlebensrate ist
damit erwartungsgemil} niedriger als bei der Spriihtrocknung aus RSM. In der
Syloidsuspension sind keine weiteren Stabilisatoren wie Zucker enthalten, die
die Membranen stabilisieren konnten. Unter dem Lichtmikroskop konnte man

erkennen, dass die Bakterien zwischen und auf den Syloidpartikeln lagen.
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Abbildung 3.23 a) REM-Aufnahme, b) lichtmikroskopische Aufnahme
(Phasenkontrast)
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Abbildung 3.24 Abnahme der Keimzahl wihrend des Spriihprozesses

Die Wasseraktivitdt liegt mit 0,364 im Vergleich mit der Spriihtrocknung aus
RSM hoch, was darauf zuriickzufiihren ist, dass Syloid eine hydrophile Ober-
fliche und auBBerdem Poren besitzt, aus denen sich das Wasser nur schwer weg-
trocknen ldsst. Auf Grund dessen wurde auch dieses Pulver im Exikator iiber
Phosphorpentoxid bis zu einer Wasseraktivitidt von 0,141 nachgetrocknet. Eine
niedrigere Wasseraktivitdt war auch nach mehreren Tagen der Trocknung nicht

zu erreichen.

3.3.4 Zusammenfassung

Die Spriihtrocknung stellt eine gute Methode zur Erzeugung kleiner Bakterien-
agglomerate dar. Es lassen sich Partikel in der gewiinschten Partikelgrofle er-
zeugen. Allerdings haben sie durch den weitern Zusatz von Stabilisatoren eine
niedrigere Keimzahl pro Gramm als das Lyophilisat. Im Falle der Spriihtrock-
nung aus RSM liegt die Keimzahl mit 3,2 x 10'° KBE/g in einem Bereich, in
dem man noch nach der Einbettung eine ausreichend hohe Keimzahl erreicht,

wenn man von einer Keimbeladung von 10 % ausgeht. Eine Keimzahl von 1,5 x
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10° KBE/g im Falle der Sprithtrocknung aus einer Syloidsuspension ist auch
noch ein ausreichend hoher Wert fiir die weitere Einbettung, wenn man von ei-
ner Keimbeladung von 10 % ausgeht. Auf Grund des hohen Pulvervolumens ist

eine Beladung des Fettes mit 10 % spriihgetrocknetem Pulver jedoch schwierig.

3.4 Hochdruckhomogenisation

3.4.1 Einleitung

Eine Zerkleinerung des Lyophilisates kann neben der Mahlung in der Luft-
strahlmiihle auch durch Hochdruckhomogenisation des Lyophilisates in einem
Ol erfolgen. Das Ol stellt ein Nichtlosungsmittel fiir das Lyophilisat dar und
eignet sich besonders als Suspensionsmedium, da es spéter problemlos in das
Fett mit eingearbeitet werden kann.

Der verwendete Kolben—Spalt-Homogenisator wird auch in der Lebensmittelin-
dustrie eingesetzt und gehort zur Gruppe der Stromungsdispergiermaschinen.
Bei der Hochdruckhomogenisation wirken auf die Partikel verschiedene Kréfte,
die zu einer Zerkleinerung der Partikel fiihren, ein. Die entscheidenden Prinzi-
pien sind Prall, Stof3 und Kavitation [Lindenstruth, 2003].

Abbildung 3.25 zeigt eine schematische Darstellung der Ventileinheit des
Hochdruckhomogenisators. Durch einen Kolben wird auf das Ausgangsprodukt
ein definierter Druck aufgebaut. Ist dieser Druck erreicht, 6ffnet sich das Ventil
und die Suspension wird mit hoher Geschwindigkeit durch den Homogenisa-
torspalt gedriickt. Es kommt zu einer Bildung von Gasblasen innerhalb der Sus-
pension, da aus dem Suspensionsmedium geldste Gase freigesetzt werden. Nach
dem Passieren des Spaltes kommt es zu einer schlagartigen Entspannung des
Gases, was ein Implodieren der Kavitationsblasen zur Folge hat. Die suspendier-

ten Partikel werden durch die freiwerdende Energie auseinander gerissen.
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Abbildung 3.25 Schematische Abbildung der Ventileinheit des Homogeni-
sators [Lindenstruth, 2003]

In der Lebensmittelindustrie wird die Behandlung mit hohem Druck zur Herab-
setzung der Keimzahl in Produkten verwendet. Aktive Bakterien in wéssrigen
Systemen erfahren durch hohen Druck verschiedene Arten der Schidigung.
Zum einen wird die Membran dadurch geschidigt, dass die Phospholipid Dop-
pelschicht zusammengedriickt wird. Zum anderen kommt es zu einer Inaktivie-
rung von Enzymen und einer Denaturierung von Proteinen [Patterson, 1999].
Fiir eine komplette Deaktivierung der Bakterien werden jedoch héhere Driicke
bendtigt, als sie bei der Hochdruckhomogenisation auftreten. Zudem liegt die
Dauer der Druckbelastung der Bakterien wihrend der Homogenisation im Se-
kundenbereich. Fiir eine Reduktion der Keimzahl ist es jedoch notig, den Druck
einige Minuten zu halten. Die Homogenisation an sich fiihrt auch zu einer Scha-
digung von lebenden Zellen. Als ausschlaggebende Mechanismen werden hier

Kavitation und Scherung genannt [Kleinig und Middelberg, 1998].

Auf die Homogenisation von Lyophilisaten lassen sich diese Aussagen jedoch

nicht libertragen, da sich die Zellen in einem inaktiven Zustand befinden. Die
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Membranen der Bakterien sind durch Zucker stabilisiert und die Zellen befinden
sich in einem Verbund. Die bei der Hochdruckhomogenisation entstehenden
Krifte konnen allenfalls auf die Bakterien wirken, die sich auf der Oberflache

des Verbundes befinden.

3.4.2 Einfluss des Druckes auf Partikelgrofle und Keimzahl

3.4.2.1 Durchfiihrung

Ziel ist es, eine Suspension zu erzeugen, bei der eine Partikelgroe von 30 um
nicht iiberschritten wird und bei der die Keimzahl des homogenisierten Lyophi-
lisates im Vergleich zu dem nicht homogenisierten moglichst wenig abnimmt.
Dazu wurde in drei Ansédtzen 2,5 % Lyophilisat in Miglyol 812 vorsuspendiert.
Um die Benetzung des Lyophilisates zu verbessern, wurde 1 % Imwitor 780k
zugesetzt. Die Suspension wurde dann bei jeweils 300 bar, 600 bar und 1000 bar

homogenisiert.

3.4.2.2 Ergebnisse

Partikelgrofie

Wie zu erwarten nimmt die Partikelgroe mit steigendem Druck ab (Abbildung
3.26). Trotz der hohen Driicke wird jedoch eine Partikelgroe < 30 um nicht
erreicht. Ein kleiner Teil der groBen Partikel ist aulerdem im Aufgabebehiltnis
des Homogenisators zuriickgeblieben. Grund dafiir ist das Totvolumen des
Homogenisators. AuBerdem konnen Partikel, die wesentlich groBer als der Ven-

tilspalt sind, am Ventil des Homogenisators zuriickgehalten werden.
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Abbildung 3.26 Abnahme der Partikelgroffe bei steigendem Druck

Keimzahl

Die Ausgangskeimzahl des Lyophilisates lag bei 9,3 x 10" KBE/g. Nach der
Homogenisation lag die Keimzahl zwischen 2,7 x 10"' KBE bei 300 bar und
2,14 x 10" KBE bei 1000 bar bezogen auf ein Gramm eingesetztes Lyophilisat.
Das entspricht einer Keimzahlabnahme zwischen 70 % und 87 %. Unter Be-
ricksichtigung der Standardabweichungen kann man aber nicht von einer Ab-
nahme der Keimzahl bei steigendem Druck sprechen (Abbildung 3.27). Tenden-
ziell ist aber eine Steigerung der Streuung der Werte bei steigendem Druck zu
erkennen. Wie schon in der Einleitung erwéhnt, sind die Bakterien in dem Lyo-
philisat durch die Stabilisatoren zu grofleren Partikel verklebt. Die Bakterien, die
im Inneren der Partikel sitzen, sind so geschiitzt. Das erklart, warum die Keim-

zahl nicht vom Druck abhéngig ist.
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Abbildung 3.27 Abnahme der Keimzahl bei steigendem Druck

3.4.3 Einfluss der Zahl der Zyklen auf Partikelgrofle und Keimzahl

3.4.3.1 Durchfiihrung

Da auch bei einem Druck von 1000 bar noch keine ausreichende Zerkleinerung
des Lyophilisates erreicht wurde, wurde untersucht, ob eine Anhebung der Zyk-
lenzahl zu einer weiteren Zerkleinerung fiihrt und welche Auswirkung das auf
die Keimzahl hat. Dazu wurden drei Ansitze einer Lyophilisat enthaltenden Ol-
suspension hergestellt und bei 1000 bar homogenisiert, wobei ein Ansatz einen

Zyklus, einer zwei und einer drei Zyklen lang homogenisiert wurde.
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3.4.3.2 Ergebnisse

Partikelgrofie
Wie zu erwarten, nahm die Partikelgrofle mit steigender Zahl der Zyklen ab. Es

ist jedoch deutlich zu erkennen, dass die Abnahme mit steigender Zyklenzahl

geringer wird (Abbildung 3.28).
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Abbildung 3.28 Abnahme der PartikelgrofSe bei steigender Zahl der Zyklen

Keimzahl

Anders als bei steigenden Drucken sieht man bei steigender Zahl der Zyklen ei-
ne deutliche Abnahme der Keimzahl von 51,8 % bei einem Zyklus bis 71,5 %
bei drei Zyklen (Abbildung 3.29). Wie schon erwihnt, sind in den Lyophilisat-
partikeln die innen liegenden Keime von den au3en liegenden geschiitzt. Bei der
Homogenisation werden also vor allem die Keime Schaden nehmen, die sich an
der Oberflache befinden. Durch die Zerkleinerung der Partikel entstehen jedoch
wieder neue Oberfldchen. Wird dieselbe Probe noch ein zweites Mal homogeni-
siert, werden wieder die Partikel an der Oberfliche geschadigt, und somit
kommt es zu einer Abnahme der Keimzahl. Bei jedem Mahlzyklus sinkt die

Keimzahl ungefiahr auf die Halfte des vorangegangenen Wertes ab.
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Abbildung 3.29 Abnahme der Keimzahl bei steigender Zahl der Zyklen

3.4.4 Zusammenfassung

Die Hochdruckhomogenisation stellt eine Moglichkeit zur weiteren Zerkleine-
rung des Lyophilisates dar. Es lassen sich Partikel in der gewiinschten Grof3e
erzeugen. Die Keimzahl liegt dabei in einem Bereich, der fiir die spatere Einbet-
tung in Fett noch giinstig ist, auch wenn man die Verdiinnung durch das Ol be-
riicksichtigt. Vorteil dieser Methode ist, dass die Partikel schon in einer hydro-
phoben Matrix eingebettet sind und dadurch die spitere Einarbeitung in das Fett

sehr einfach ist.
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3.5 Vergleich der entstandenen Bakterienagglomerate

3.5.1 Einleitung

Die Beurteilung der hergestellten Bakterienagglomerate in Bezug auf ihr Poten-
zial fiir die spétere Einbettung in Fett ist schwierig, da bei jeder Behandlung des
Ausgangslyophilisates zu den vorhandenen Vorschidigungen durch das Lyophi-
lisieren noch weiter Schiaden hinzukommen konnen. Diese Schdden sind zum
Teil subletal, dass heif3t, sie fithren nicht direkt zu einem Absterben der Bakteri-
en, machen sie jedoch anfalliger fiir weiteren Stress wie hohe Temperaturen und
hohen osmotischen Druck. Picot und Lacriox haben gezeigt, dass sich das
Mikronisieren von Bakterienlyophilisaten bei einigen Stimmen auf die Tempe-
raturresistenz negativ auswirkt [Picot und Lacroix, 2003]. In Anbetracht der spi-
teren Einbettung in Fette, die ja aufgeschmolzen werden miissen, um die Bakte-
rien einarbeiten zu kdnnen, spielt diese Tatsache eine wichtige Rolle. Die Uber-
lebensrate der Bakterien unter weiteren Belastungen kann also als Indikator ihrer
Vorschiadigungen dienen. Diese sollten mdoglichst gering gehalten werden, da
die Einbettung an sich auch noch eine zusitzliche Belastung fiir die Bakterien
darstellt.

Die Lagerstabilitit der erzeugten Partikel ist ebenfalls ein wichtiges Kriterium
fiir die Beurteilung der erzeugten Bakterienagglomerate. Die erzeugten Fettpar-
tikel sollen bei Raumtemperatur und hoher Luftfeuchte das Uberleben der Bak-
terien im Vergleich zu den ungeschiitzten Bakterien erhéhen. Erreicht werden
soll dieses Ziel durch den Wasserausschluss, den das Fett bewirkt. Die erzeugten
Bakterienagglomerate miissen also bei Raumtemperatur und Wasserausschluss

lagerstabil sein.
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3.5.2 Bestimmung der Lagerstabilitit bei 0 % RH und 100 % RH

3.5.2.1 Durchfiihrung

Die erzeugten Bakterienagglomerate wurden in offenen Petrischalen in Exikato-
ren eingelagert. Fiir die Einlagerung bei 0 % RH wurde der Boden des Exikators
mit Phosphorpentoxid gefiillt, fiir die Einlagerung bei 100 % RH mit Aqua bi-
dest. Bei dem homogenisierten Lyophilisat wurde auf die Einlagerung bei 100 %
verzichtet, da durch das Ol ein Wasserdampf-Ausschluss stattfindet. Da sich bei
der Einlagerung der Syloidpartikel bei Trockenheit iiber vier Wochen schon eine
deutliche Abnahme der Keimzahl zeigte, wurde auch hier auf die Einlagerung

bei 100 % RH verzichtet.

3.5.2.2 Ergebnisse

Das Ausgangslyophilisat zeigt wie zu erwarten keine Abnahme der Keimzahl
iber vier Wochen (Abbildung 3.30). Auch die beiden direkt aus dem Lyophilisat
hergestellten gemahlenen und homogenisierten Partikel zeigen keine Abnahme
der Keimzahl, was auf eine gute Stabilitdt bei der spiteren Einbettung hindeutet.
Die beiden spriihgetrockneten Produkte zeigen eine Abnahme der Keimzahl. Bei
den aus der Syloidsuspension spriihgetrockneten Partikeln ist diese Abnahme
besonders deutlich. Schon nach einer Woche nimmt hier die Keimzahl um 78 %
ab. Nach vier Wochen sind nur noch 8,9 % der Bakterien am Leben. Das Fehlen
von Stabilisatoren wihrend der Spriihtrocknung bewirkt schon ohne weiteren
Stress eine Abnahme der Keimzahl, weshalb sich die Partikel nicht fiir eine Ein-
bettung in Fett eignen. Diese Partikel werden auf Grund dieser Tatsache nicht
weiter untersucht. Bei der aus RSM spriihgetrockneten Bakterien nimmt die
Keimzahl innerhalb von vier Wochen um 60 % ab. Im Vergleich zu den Syloid-
partikel ist diese Abnahme moderat, weist aber doch auf eine mogliche Instabili-

tit des spateren Produktes hin.
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Abbildung 3.30 Anderung der Keimzahl bei Einlagerung iiber 4 Wochen
bei Raumtemperatur und 0% RH (Lyo= Ausgangslyophilisat,
gem. Lyo.= gemahlenes Lyophilisat, spr. Part.= in RSM spriih-
getrocknete Partikel, homog. Lyo.= homogenisiertes Lyophilisat,
spr. Part. Syl.= in Syloidsuspension spriihgetrocknete Partikel)

Bei der Einlagerung bei 100 % RH zeigt sich jedoch eine deutlich verdnderte
Stabilitdt (Abbildung 3.31). Die in RSM spriihgetrockneten Partikel zeigen hier
die beste Uberlebensrate. Sogar das Ausgangslyophilisat zeigt eine schlechtere
Uberlebensrate. Die drastischste Reduktion der Keimzahl zeigt das gemahlene
Lyophilisat. Hier sind nach vier Wochen nur noch 660 KBE/g nachzuweisen
von urspriinglich 5,3 x 10" KBE/g. Die Verschlechterung der Uberlebensrate
gegeniiber dem Ausgangslyophilisat zeigt, dass die Bakterien wihrend der Mah-
lung Schidden davongetragen haben, die aber erst zum Tragen kommen, wenn
die Bakterien wieder mit Feuchtigkeit in Beriihrung kommen. Die nicht ausrei-
chende Wassermenge und das Fehlen von Substrat filhren zu einem Absterben
der Bakterien, da sie unter diesen Bedingungen nicht in der Lage sind, die bei

der Lyophilisation und Mahlung entstandenen Schiaden zu reparieren.
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Abbildung 3.31 Anderung der Keimzahl bei Einlagerung iiber 4 Wochen
bei Raumtemperatur und 100% RH (Lyo= Ausgangslyophilisat,
gem. Lyo.= gemahlenes Lyophilisat, spr. Part.= in RSM spriih-

getrocknete Partikel

3.5.3 Bestimmung der Temperaturempfindlichkeit

3.5.3.1 Durchfiihrung

Zur Bestimmung der Temperaturempfindlichkeit wurden die Bakterienagglome-
rate in PBS-Puffer bei 37 °C (Blindwert), 40°C, 45°C und 50°C 30 min inku-
biert. Nach 5, 10, 20 und 30 Minuten wurde die Keimzahl bestimmt. Zum Ver-
gleich wurde auch die Temperaturempfindlichkeit des Ausgangslyophilisates

bestimmit.

3.5.3.2 Ergebnisse

Die Abbildung 3.32 bis 3.35 zeigen die Ergebnisse der Temperatur-
empfindlichkeits-Untersuchung. Bei 37°C zeigen alle Proben nur eine geringe
Abnahme der Keimzahl von 12 % bis 20 %. Eine Temperatur von 37°C stellt fiir

die Bakterien keine besondere Stresssituation dar. Sie werden auch bei 37°C 1m
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CO, Schrank bebriitet. Die Abnahme der Keimzahl bei dieser Temperatur ist
also nicht auf die Empfindlichkeit des Keims zuriickzufiihren. Bei den anderen
Temperaturstufen treten jedoch zum Teil erhebliche Unterschiede auf. Das ge-
mahlene Lyophilisat zeigt bei 40°C keinen Unterschied im Keimzahlverlauf zu
dem unbehandelten Lyophilisat. Auch bei 45°C ist noch kein Unterschied zu
erkennen. Bei 50°C liegt die Keimzahl des gemahlenen Lyophilisates jedoch
eine Zehnerpotenz niedriger als die des unbehandelten Lyophilisates, was darauf
schlieBen lésst, dass bei der Mahlung weitere Schiaden an den Bakterien entstan-

den sind.

Im Gegensatz zum gemahlenen Lyophilisat zeigt das homogenisierte Lyophilisat
schon bei 40°C nach 30 min eine deutliche Keimzahlabnahme von 61 %. Bei
45°C liegt die Keimzahlabnahme nach 30 Minuten schon bei 96,9 % und bei
50°C liegt die Keimzahl nur noch bei 0,002 % des Ausgangswertes und damit
sogar noch eine Zehnerpotenz unter der des gemahlenen Lyophilisates. Wahrend
bei dem unbehandelten Lyophilisat bei 50°C die Keimzahl in den ersten zehn
Minuten langsamer abnimmt, nimmt die Keimzahl der homogenisierten Keime
bei 50 ° C von Anfang an stark ab. Die groBere Temperaturempfindlichkeit der
homogenisierten Keime gegeniiber den gemahlenen Keimen zeigt, dass die

Hochdruckhomogenisation fiir die Bakterien die belastendere Prozedur darstellt.

Bei den in RSM spriihgetrockneten Bakterien nimmt die Keimzahl im Gegen-
satz zu den anderen drei Proben kaum ab. Nach 30 Minuten liegt die Keimzahl-
abnahme bei 50°C bei 80,6 %. Das gemahlene und das homogenisierte Lyophi-
lisat zeigen schon bei 45°C eine deutlich stirkere Abnahme. Grund fiir die ge-
ringe Temperaturempfindlichkeit sind die Bedingungen von und wihrend der
Spriihtrocknung. Fiir die Sprithtrocknung wurde als Ausgangskeim dasselbe Ly-
ophilisat wie bei den anderen Versuchen verwendet. Die Keime wurden jedoch
vier Stunden lang in RSM inkubiert und hatten so die Gelegenheit, die bei der

Lyophilisation entstandenen Schiden zu reparieren.
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Abbildung 3.32Keimzahl der lyophilisierten Bakterien in Abhdngigkeit von
Temperatur und Zeit
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Abbildung 3.33 Keimzahl der lyophilisierten, gemahlenen Bakterien in Ab-
hdngigkeit von Temperatur und Zeit
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Abbildung 3.34 Keimzahl der homogenisierten Bakterien in Abhdngigkeit
von Temperatur und Zeit
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Abbildung 3.35 Keimzahl der spriihgetrockneten Bakterien in Abhdngigkeit
von Temperatur und Zeit
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Die Schéden, die durch den Spriihtrocknungsprozess entstehen, kumulieren also
nicht mit Schidden, die die Bakterien schon vorher hatten, wie bei den beiden
anderen Methoden. Ein weiterer Grund fiir die gute Temperaturresistenz ist die
Féhigkeit der Bakterien, sich an Stresssituationen anzupassen. Bakterien, die
schon mal einer Temperaturbelastung ausgesetzt waren, konnen diese bei erneu-
ter Belastung besser vertragen [Desmond et al., 2002]. Die Temperaturbelastun-
gen, denen die Bakterien wihren der Spriihtrocknung ausgesetzt sind, dauern
zwar nur Sekunden an, das reicht aber offensichtlich aus um den Bakterien den
Anreiz zu geben, sich an Temperaturbelastungen anzupassen. AuBlerdem stirbt
ein Teil der sehr temperaturempfindlichen Keime beim Spriihtrocknungsprozess

ab, die hitzestabileren iiberstehen den Prozess.

3.5.4 Vergleich der Salztoleranz von Lyophilisat und gemahlenem Lyophi-

lisat

3.5.4.1 Durchfiihrung

Zur Bestimmung der Salztoleranz wurden die Bakterienagglomerate in Phos-
phatpuffer bei 37 °C (Blindwert),45°C und 50°C 30 min inkubiert. Nach 5, 10,
20 und 30 Minuten wurde die Keimzahl bestimmt. Der eigentliche Salztoleranz-
test besteht aus der Zugabe von 4 % bis 5 % NaCl zum MRS- Agar [Gardiner et
al., 2000].

3.5.4.2 Ergebnisse

Die Salztoleranz von Bakterien ist vor allem von der Art abhédngig, der sie ange-
horen. Sie ist aber auch ein Indikator flir Stressschidden bei Bakterien. [Gardiner
et al., 2000]. Die Empfindlichkeit subletal geschiddigter Bakterien gegeniiber
Natriumchlorid ist eine Folge von Zellmembranschidden [Brennan et al., 1986;
Teixeira et al, 1997; Teixeira et al., 1995]. Wie schon im Kapitel ,,Stabilisierung

durch Trocknung* beschrieben, wird die Zellmembran der Bakterien schon
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durch den Trocknungsprozess geschiddigt. Ziel ist es herauszufinden, ob die Be-
lastung einer mechanischen Zerkleinerung des Lyophilisates zu einer weiteren

Schidigung der Membran fiihrt.

Abbildung 3.36 links: Lyophilisat auf MRS-Agar, rechts: Lyophilisat auf
MRS-Agar mit 4,5 % Natriumchlorid

Der Zusatz von Natriumchlorid fiihrt bei Bakterien mit Membranschidden zu ei-
ner Abnahme der Keimzahl und die Kolonien werden bei sonst gleichen Wachs-
tumsbedingungen deutlich kleiner (Abbildung 3.36).

In Abbildung 3.37 und Abbildung 3.38 sicht man den Keimzahlverlauf von un-
behandeltem Lyophilisat und gemahlenem Lyophilisat iiber die Zeit von 30 Mi-
nuten bei 37°C und 50°C im Salztoleranztest. Zum Vergleich sind die jeweiligen
Temperaturkurven aus der Bestimmung der Temperaturempfindlichkeit aufge-
tragen. Vergleicht man die Keimzahlverldufe der beiden Kurven des unbehan-
delten Lyophilisates bei 37°C und 50°C stellt man fest, dass schon das unbehan-
delte Lyophilisat bei einer Salzkonzentration von 4,5 % eine deutlich geringere
Keimzahl aufweist als der Vergleich. Das zeugt von den Zellmembranschéiden,

die wihrend der Lyophilisation entstanden sind.
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Abbildung 3.38 gemahlenes Lyophilisat
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Im Vergleich dazu sieht man bei dem gemahlenen Lyophilisat (Abbildung 3.38)
bei den 37°C Kurven jedoch keine Abnahme der Keimzahl. Die Keimzahl liegt
hier sogar etwas hoher. Daraus folgt, dass die bei der Mahlung entstandenen
subletalen Schiden keine Zellmembranschdden sind. Wiren die entstandenen
Schidden Membranschdden, wiirden sich die negativen Effekte von Salz und
Temperaturstress summieren. Die Kurven der jeweiligen Temperaturen laufen
aber sowohl bei dem ungemahlenen als auch bei dem gemahlenen Lyophilisat

nahezu parallel.

3.5.5 Vergleich der Morphologie der Partikel

Nach der Gefriertrocknung wird das Lyophilisat von Lb. casei 163 vom Herstel-
ler grob gemahlen, um ein fliefahiges Pulver zu erhalten. Abbildung 3.39 zeigt
die Oberfliache eines solchen nicht weiter behandelten Lyophilisatpartikels. Auf
der Oberfliche sind die einzelnen Bakterien gut zu erkennen. Sie liegen dicht an
dicht, die Oberfliche zeigt keine Risse oder Locher. Die Abbildung 3.40 zeigt
die Oberflidche des in der Luftstrahlmiihle gemahlenen Lyophilisates. Durch die
Reibung wihrend des Mahlprozesses ist die Oberflache an den exponierten Stel-
len glatt geschliffen. Daraus resultiert die Keimzahlabnahme durch den Mahl-
prozess. Nur in den Senken des Partikels sind die Bakterien noch zu erkennen.
Auch die geringe Temperaturempfindlichkeit des in Ol homogenisierten Lyophi-
lisates zeugt von subletalen Schiden. Diese scheinen auch grofler als bei dem
gemahlenen Lyophilisat, obwohl die Aufnahme der Oberflache der Partikel im
Vergleich zum gemahlenen Lyophilisat nur geringe Schdden aufweist. Aber

auch hier zeigt sich eine gute Lagerstabilitit.
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Abbildung 3.40 REM-Aufnahme des gemahlenen Lyophilisates
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AccY SpotMagn WD 1 2um
15.0kv 35 10000x 149 Homog. Lyoph.

Abbildung 3.41 REM-Aufnahme des homogenisierten Lyophilisates
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Abbildung 3.42 REM-Aufnahme der in RSM spriihgetrockneten Partikel
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Abbildung 3.41 zeigt die Oberfliche von homogenisiertem Lyophilisat. Auch
hier siecht man an exponierten Stellen einen Abrieb der Bakterien. Dieser ist je-
doch nicht so ausgeprigt wie bei den gemahlenen Partikeln. Die Oberfliche der
Partikel ist mit Lochern {iberzogen, was darauf hindeutet, dass sich teilweise die
stabilisierenden Substanzen zwischen den Bakterien herausgeldst haben. Um
welche Substanzen es sich hierbei handelt, 14dsst sich nicht sagen, da die Rezep-
tur des Lyophilisates dem Firmengeheimnis unterliegt. Auf Abbildung 3.42 sind
sprithgetrocknete Partikel zu erkennen. Es sind keine Bakterien auf der Oberfla-
che zu erkennen. Die Bakterien sind durch die Magermilchbestandteile vollstin-

dig umschlossen und dadurch gut geschiitzt.

3.5.6 Zusammenfassung

Zusammenfassend kann man sagen, dass die einzigen Partikel, die sich nicht fiir
die Einbettung in Fette eigenen, die aus der Syloidsuspension sprithgetrockneten
Partikel sind. Thre Keimzahl nimmt schon bei trockener Lagerung deutlich ab.
Da die Syloidpartikel eine im Vergleich zu den anderen Partikel geringere Aus-
gangskeimzahl pro Gramm haben, fillt die Abnahme besonders ins Gewicht. Da
ein weiterer Keimzahlverlust bei der Einbettung zu erwarten ist, wire die Keim-
zahl pro Gramm der erzeugten Partikel durch den Keimzahlverlust bei trockener

Lagerung schon zu niedrig fiir die Einarbeitung in Produkte.

Das gemahlene Lyophilisat hat durch den Mahlprozess weitere subletale Schi-
den erlitten, wie sich bei der Bestimmung der Temperaturempfindlichkeit und
der Lagerung bei 100 % RH gezeigt hat. Auch die durch die Mahlung geglittete
Oberflache der Partikel ldsst auf eine weitere Schadigung schlieBen. Das gemah-
lene Lyophilisat weist aber eine sehr hohe Ausgangskeimzahl auf und zeigt bei
trockener Einlagerung keine Abnahme der Keimzahl. Wenn durch das Fett ein
vollstandiger Wasserausschluss erreicht werden kann, eignet sich das gemahlene

Lyophilisat fiir die Einbettung.
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Im Vergleich zu dem gemahlenen Lyophilisat und den spriihgetrockneten Bakte-
rien weist die Lyophilisatsuspension auf Grund der Verdiinnung eine geringere
Keimzahl auf. Da sich nur etwa 10 % Ol in die Hartfette einarbeiten lassen, ohne
dass diese ihre Festigkeit verlieren, ist dem resultierenden Keimgehalt der Bak-
terien enthaltenden Fettpartikel eine Grenze gesetzt. Geht man von keiner weite-
ren Keimzahlabnahme aus, reicht der resultierende Keimgehalt fiir einen Einsatz

in Lebensmitteln jedoch aus.

In Vergleich zu dem gemahlenen Lyophilisat und der Lyopilisatsuspension zei-
gen die sprithgetrockneten Bakterien eine Abnahme der Keimzahl wihrend der
trockenen Lagerung. Diese Abnahme ist jedoch geringer als die der Syloidparti-
kel. Betrachtet man die Temperaturempfindlichkeit der spriihgetrockneten Bak-
terien, zeigt sich mit Abstand die geringste Schiddigung der Bakterien. Auch bei
der Lagerung bei 100 % RH zeigt sich eine deutlich gesteigerte Stabilitit gegen-
iiber dem gemahlenen Lyophilisat. Die Keimzahlabnahme ist sogar geringer als
die des unbehandelten Lyophilisates. Die REM-Aufnahme der spriihgetrockne-
ten Partikel zeigt, dass die Bakterien von den sie stabilisierenden Substanzen
vollstandig umschlossen sind, was ein Grund fiir die gro3e Stabilitat der Bakte-

rien ist.
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4 HERSTELLUNG VON FETTPARTIKELN MITTELS KRYOMAHLUNG

4.1 Beschreibung der Methode

Die Einbettung von probiotischen Bakterien in Fett zur Erzeugung von flieB3fa-
higem Pulver oder Granulat erfolgte bis jetzt in der Wirbelschicht oder durch
Spriiherstarrung. Bei der Einbettung in der Wirbelschicht wird aufgeschmolze-
nes Fett auf in der Schwebe gehaltenes Lyophilisat aufgespriiht [Pacifico et al.,
2001; Durand und Panes, 2001]. Bei der Spriiherstarrung wird das Lyophilisat in
aufgeschmolzenem Fett suspendiert und anschlieBend erstarrt, indem es in ei-
nem gekiihlten Sprithturm verspriiht wird [Sozzi et al., 1982]. Bei beiden Ver-

fahren ist ein relativ groer apparativer Aufwand notig.

Bei der Einbettung der Bakterien mittels Kryomahlung werden die getrockneten
Bakterien in dem aufgeschmolzenen Fett suspendiert. Das Fett wird dann zu ei-
ner diinnen Schicht ausgegossen wobei es sofort wieder erstarrt. Unter Kiihlung
mit fliissigem Stickstoff wird das Fett nach einer groben Vorzerkleinerung in
einer Rotorschnellmiihle vermahlen. Dieses Verfahren bietet gegeniiber den bei-
den anderen Verfahren neben dem geringeren technischen und energetischen
Aufwand zusitzlich den Vorteil, dass die Bakterien nur fiir kurze Zeit einer
thermischen Belastung ausgesetzt sind. Das Fett muss nur bis kurz {iber seinen
Schmelzpunkt erwdrmt werden und kann sofort nach Einarbeiten der Bakterien
wieder erstarren. Durch die langsame Abkiihlung des Fettes entsteht eine stabile
Modifikation des Fettes. Die erhaltene PartikelgroBe wird durch den Siebring-
einsatz in der Rotorschnellmiihle vorgegeben. Bei der Herstellung der Partikel
wurde ein Siebring mit einer Lochweite von 500 pm verwendet. Da die Parti-
kelgroBenverteilung des erhaltenen Pulvers sehr breit ist, wurde sie mittels Sieb-
analyse bestimmt. Abbildung 4.1 zeigt die Summenverteilung von Partikeln aus

verschiedenen Fetten. Bei allen Fetten liegt die Partikelgrof3e von ca. 90 % der
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Partikel kleiner als die Lochweite des Siebringes. Bei den restlichen 10 % han-

delt es sich um Agglomerate.
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Abbildung 4.1 Summenverteilung der Partikelgrofsen verschiedener
Fettpartikel

Die aus dem Mahlprozess resultierende breite PartikelgroBenverteilung ist ge-
geniiber den anderen beiden Verfahren ein Nachteil. Allerdings ist die Partikel-
grofBenverteilung nicht bei allen verwendeten Fetten gleich (siehe Abbildung
4.2).

Da es sich um ein abbauendes Verfahren handelt, wird immer ein Teil der Bak-
terienagglomerate ungeschiitzt an der Oberfldche der Fettpartikel liegen. Aller-
dings ist auch bei der Einbettung in der Wirbelschicht die vollstindige Umbhiil-
lung der Bakterien nur durch eine sehr grofle Schichtdicke zu gewéhrleisten,
welche in einer groflen Partikelgrofe resultiert. Durand und Panes erreichten bei
der Einbettung im Fliebett eine Partikelgrofle von 400um, aber nur eine Einbet-

tungsrate von 60% [Durand und Panes, 2001].
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Abbildung 4.2 Dichteverteilung der Partikelgrofien verschiedener Fette

4.2 Auswahl der Fette

Das Fett, in das die Bakterien eingebettet werden sollen, muss bestimmte Eigen-
schaften haben. Die wichtigste zu beachtende Eigenschaft ist der Schmelzbe-
reich des Fettes. Da Fette Gemische aus Glyceriden mit verschiedener Fettsdu-
rezusammensetzung sind, haben sie keinen scharf definierten Schmelzpunkt.
Damit das entstehende Pulver flieBfdhig ist, muss das Fett einen so hohen
Schmelzbereich haben, dass es bei Raumtemperatur nicht erweicht. In diesem
Zusammenhang ist auch der Solid-Fat-Index wichtig. Bei gleichem Schmelzbe-
reich konnen Fette unterschiedlich hohe Anteile an bei Raumtemperatur fliissi-
gen Anteilen haben [Sasol, 2004]. Ein hoher Anteil fliissiger Komponenten kann
bewirken, dass die Partikel schon bei Raumtemperatur eine schmierige Oberfla-
che bekommen und die Partikel zusammenkleben. Auf der anderen Seite darf
der Schmelzbereich des Fettes nicht so hoch liegen, dass die Bakterien beim

Einarbeiten in das Fett auf Grund der thermischen Belastung Schaden nehmen
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und absterben. Da in der Literatur nicht belegt ist, ob Fette, die bei Kdrpertem-
peratur fest sind, von Lipasen im Darm abgebaut werden, sollte das Fett einen

Schmelzbereich aufweisen, bei dem es im Korper zumindest erweicht.

Das Fett sollte zudem eine moglichst geringe Jodzahl besitzen. Die Jodzahl ist
ein MaB fiir den Anteil ungesdttigter Fettsduren. Diese konnen oxidieren und die
Oxidationsprodukte konnen die Bakterien schdadigen oder spéter im Produkt zum

Verderb fiihren.

Eine weitere wichtige Kennzahl, die beachtet werden muss, ist die Hydroxyl-
zahl. Sie ist ein MaB fiir den Anteil an Partialglyceriden, also Mono- und Digly-
ceriden. Partialglyceride zeigen stirkere Benetzungseigenschaften als Triglyce-
ride [Miiller, 1986], was fiir die Einbettung von Bakterien von Vorteil ist. Aller-
dings binden sie auch mehr Wasser an ihrer Oberfldche. Abbildung 4.3 zeigt den
Massezuwachs von drei verschiedenen Hartfetten unterschiedlicher Hydroxyl-
zahl in der DVS. Der Massezuwachs ist zwar bei allen drei Proben nicht beson-
ders grof3, man kann aber deutlich erkennen, dass die Probe mit der groften
Hydroxylzahl auch die grof3te Menge an Wasser aufnimmt. Aulerdem bewirkt
ein hoher Anteil an Partialglyceriden, dass das Hartfett elastischer und bei
Schockkiihlung weniger sprode ist als reine Triglyceride [Sasol, 2004]. Diese
Eigenschaft ist theoretisch fiir die Vermahlung des Fettes von Nachteil. In
Abbildung 4.2 sieht man hingegen, dass das Fett mit der niedrigsten Hydroxyl-
zahl sowie das Fett mit der hochsten Hydroxylzahl sehr dhnliche Verteilungs-
muster in der PartikelgroBenverteilung zeigen. Nur die beiden Fette mit einer
Hydroxylzahl zwischen 5 und 15 zeigen ein etwas anderes Verteilungsmuster.
Die Grofle der Hydroxyzahl spielt daher praktisch keine Rolle bei der Vermah-
lung. Des Weiteren neigen Fette mit einem hohen Anteil an Partialglyceriden

zur Schmelzpunktserhohung wéahrend der Lagerung.
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Abbildung 4.3 Massenzunahme dreier Hartfette unterschiedlicher Hydro-
xylzahl in der DVS. Bei den Proben handelt es sich um gemahlene
Fettpartikel. Witepsol® H37 hat eine OHZ von max. 3, Witepsol®
HI15 von 5-15 und Witepsol® W35 eine OHZ von 40-50

Bei allen in dieser Arbeit verwendeten Hartfetten handelt es sich um Witepsole
der Firma Sasol GmbH. Witepsole sind Veresterungsfette und eigentlich Suppo-
sitoriengrundmassen. Sie werden aus Palmkernolen hergestellt, indem die Fett-
sduren vom Glycerin abgetrennt, hydriert und fraktioniert destilliert werden. Die
gewlinschte Fettsdurefraktion wird dann wieder mit Glycerol verestert [Miiller,
1986]. Bei allen Witepsolen sind auflerdem Fettsduren von C8 — C10 entfernt

worden, so dass sie alle einen guten Solid-Fat-Index besitzen.

Die Witepsole haben gegeniiber Fetten aus der Lebensmittelindustrie den Vor-
teil, dass sie in Bezug auf ihre Fetteigenschaften genau definiert sind, und man
daher die Einfliisse dieser Eigenschaften gut zeigen kann. Da es sich um hyd-

rierte Pflanzenfette handelt, sind sie auch fiir Lebensmittel zugelassen.
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Tabelle 4.1 Kennzahlen der verwendeten Fette

fstei . :
aufsteigender Hydroxylzahl in Iodzahl in
Schmelzpunkt
. mg KOH/g g 1,/100g
n °C
Wi‘[epsol® H 15 33,5-35,5 5-15 max. 3
Witepsol® H37 | 36,0 —38,0 max. 3 max. 3
Witepsol® W 35 33,5-35,5 40 - 50 max. 3
Witepsol® E 85 42,0 — 44,0 5-15 max. 3

4.3 Stabilitat von Fettpartikel mit einer Keimbeladung von 10 %

4.3.1 Einleitung

Die Einbettung in Fett soll die Bakterien vor Feuchtigkeit schiitzen. Dieses Ziel
lasst sich nur erreichen, wenn die Bakterienagglomerate vollstindig von dem
Fett umschlossen sind und dadurch kein Wasser in die Partikel eindringen kann.
Der Keimgehalt muss daher mit dem Fett im richtigen Verhiltnis stehen. Ist der
Bakterienanteil zu hoch, kann das Fett nicht alle Bakterienagglomerate benet-
zen. Der Keimgehalt muss jedoch so hoch sein, dass die Keimzahl in dem Pro-
dukt, in das die Partikel spéter eingearbeitet werden, hoch genug ist um einen
probiotischen Effekt zu erzielen. In der Literatur gibt es unterschiedliche Anga-
ben, welche Konzentration an Bakterien aufgenommen werden muss, um einen
positiven Effekt zu erzielen. Als probiotische Konzentration wird in der Litera-

tur eine Keimzahl von 10° KBE/g bis 10" KBE/g Produkt angegeben (Tabelle
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4.2). Die Keimzahl pro Gramm Fettpartikel muss also so hoch angesetzt werden,

dass diese Konzentration iiber den Lagerungszeitraum nicht unterschritten wird.

Tabelle 4.2 Keimkonzentrationen pro Gramm probiotisches Produkt

Menge an Bakterien Referenz
10° KBE/g — 10° KBE/g Dave und Shah [1998]
10° KBE/g Kneifel et al. [1999]
10" KBE/g Gardiner et al. [2000]

Die Keimzahl pro Gramm Fett wurde daher auf 10 % der Gesamtmasse festge-
legt, dies ist im Vergleich zu den in der Literatur beschriebenen Daten ein gerin-
ger Wert (Tabelle 3.1).

Da die Fettpartikel spiater moglichst universell eingesetzt werden sollen, wird
die Lagerstabilitdt der Fettpartikel bei Raumtemperatur und 100 % RH getestet.
Sind die Bakterien bei diesen Bedingungen stabil, kann davon ausgegangen
werden, dass sie auch in Produkten stabil sind, die weniger Feuchtigkeit enthal-

ten.

4.3.2 Vergleich von Fettpartikeln mit mikronisiertem Lyophilisat und

spriihgetrockneten Bakterien

4.3.2.1 Durchfiithrung

Zunichst wurde die Stabilitit von verschiedenen Bakterienagglomerate in einer
Fettgrundlage untersucht. Dazu wurden 10 % des jeweiligen Keims in aufge-

schmolzenes Witepsol® H 37 eingeriihrt. Die erstarrte Fettmasse wurde dann
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unter Kiithlung mit fliissigem Stickstoff zu Partikel vermahlen. Es wurden zu-
nichst nur das gemahlene Lyophilisat ohne Hilfsstoff und mit 10 % Aerosil®
972-Zusatz (Mahlschema: Diise a: 1 bar, Diise b: 8 bar, 1 Zyklus) und die in
RSM spriihgetrockneten Bakterien untersucht. Die Bakterienagglomerate, die in
der Syloidsuspension spriihgetrocknet wurden, konnen auf Grund des groBen
Pulvervolumens nicht in einer Konzentration von 10 % eingearbeitet werden.
Auch die homogenisierten Bakterien kdnnen nicht in einer Konzentration von 10
% eingesetzt werden, da auf Grund des dann sehr hohen Olanteils das Fett nicht
mehr fest wird. Um zu zeigen, dass nicht der Prozess des Einbettens als solcher
die Bakterien weiter schiadigt, wurden die Partikel zusitzlich bei 0 % RH einge-

lagert.

4.3.3 Ergebnisse

Die Einbettung an sich fiihrt nicht zu einer Abnahme der Keimzahl wéhrend der
Lagerung (Abbildung 4.4). Bei den Fettpartikeln mit den sprithgetrockneten
Bakterien ist nach vier Wochen bei trockener Lagerung zwar eine geringe Keim-
zahlabnahme festzustellen, die Keimzahl dieser Bakterienagglomerate nahm a-

ber auch nicht eingebettet wihrend der Lagerung ab (Abbildung 3. 29).

Bei der Lagerung bei 100 % RH sieht man bei den Fettpartikeln mit den spriih-
getrockneten Bakterien {iber vier Wochen eine deutliche Keimzahlabnahme von
vier log-Stufen. Bei der Lagerung von nicht eingebetteten Partikeln nimmt die
Keimzahl um viereinhalb log- Stufen ab. Das Fett bietet also so gut wie keinen
Schutz fiir die Bakterien. Die Keimzahlabnahme ist so grof3, dass man nicht von
einer Stabilisierung durch das Fett sprechen kann. Bei den Fettpartikeln mit dem
gemahlenen Lyophilisat ist nach einer Woche kein Uberleben der Bakterien
mehr nachzuweisen (Abbildung 4.5). Aus der Bestimmung der Temperaturemp-
findlichkeit ging bereits hervor, dass die Bakterien durch das Mahlen zusitzli-
chen Schaden neben den Schidden durch den Trocknungsvorgang nehmen. Auch

die Einbettung in Fett ist fiir die Bakterien eine zusitzliche Stressbelastung, die
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zu weiteren subletalen Schéden fiihrt. Diese fiihren aber erst im Zusammenspiel
mit weiteren Stressfaktoren wie hoher Luftfeuchte, Temperatur oder Scherung

zu einer Abnahme der Keimzahl.

Bei der trockenen Lagerung flihrt das Einbetten in Fett nicht zu einer Abnahme
der Keimzahl. Das eingeschrinkte Uberleben der Bakterien bei feuchter Einla-
gerung zeigt, dass die Bakterienagglomerate von dem Fett nicht vollstindig um-
schlossen sind. Auch der Zusatz des Hilfsstoffes Aerosil® 972 beim Mahlen

zeigt keine positive Wirkung beziiglich der Uberlebensrate der Keime.
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Abbildung 4.4 Keimzahl der Fettpartikel mit 1. spriihgetrockneten Bakteri-
en, 2: gemahlenem Lyophilisat ohne Hilfsstoff und 3: gemahlenem
Lyophilisat mit 10 % Aerosil 972 wihrend der Lagerung bei Raum-
temperatur und 0 % RH
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Abbildung 4.5 Keimzahl der Fettpartikel mit 1. spriihgetrockneten Bakteri-
en, 2: gemahlenem Lyophilisat ohne Hilfsstoff und 3: gemahlenem
Lyophilisat mit 10 % Aerosil 972 wihrend der Lagerung bei Raum-
temperatur und 100 % RH

4.3.4 Vergleich verschiedener Herstellungsmethoden

4.3.4.1 Durchfiithrung

Durch das bloBe Einriihren der Bakterien in das aufgeschmolzene Fett kommt es
offensichtlich nicht zu einer vollstindigen Benetzung der Bakterien. Durch die
Mahlung in der Luftstrahlmiihle wird die Oberflache der Partikel stark vergro-
Bert, was mit einer Zunahme der freien Oberflichenenergie einhergeht. Die Par-
tikel sind also bestrebt sich wieder zusammenzulagern, um ihre Oberfldachen-
energie zu verkleinern und bilden infolgedessen Agglomerate [Martin, 1975].
Diese lassen sich durch das blof3e Einriihren in Fett nicht vollstindig zerstoren.
Auch die spriihgetrockneten Partikel neigen zur Agglomeration, allerdings nicht
so stark wie die gemahlenen Partikel. Insgesamt wurden sieben Versuche durch-
gefiihrt, um den Einfluss verschiedener Herstellungsmethoden zu untersuchen.

Zur Verbesserung der Benetzung der Partikel wurden die Bakterienagglomerate
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mit dem Fett angerieben oder das Fett mit einem Emulgator versetzt. Bei den
Versuchen eins bis vier wurden in RSM spriihgetrocknete Bakterien verwendet,
in den Versuchen fiinf bis sieben gemahlenes Lyophilisat ohne Hilfsstoff. Bei
dem fiir die Einbettung verwendeten Fett handelte es sich um Witepsol® H 37.
Bei Versuch eins wurden die Bakterien mit etwas aufgeschmolzenem Fett in
einer Fantaschale angerieben und der Rest der Schmelze wurde langsam zuge-
geben. Wihrend der Zeit des Einarbeitens (ca. 10 min.) musste das Fett auf einer
Temperatur von 45°C gehalten werden, was fiir die Bakterien eine Temperatur-
belastung darstellte. Bei Versuch zwei wurden die Bakterien in etwas aufge-
schmolzenem Fett angerieben. Nach Erstarren des Fettes wurde die Masse zer-
broselt und in dem Rest des aufgeschmolzenen Fettes unter Riihren aufgelost.
Die thermische Belastung der Bakterien war so wesentlich kiirzer als bei Ver-
such eins. Versuch drei diente als Vergleich: Bakterien wurden einfach mit dem
Magnetrithrer in die aufgeschmolzene Fettmasse eingeriihrt. Bei Versuch vier
wurde dem Fett als Emulgator das Phospholipid Lipoid® S 20 in 3 %iger Kon-
zentration zugesetzt. Die Bakterienagglomerate wurden auch hier ohne Anreiben
eingeriihrt. Versuch fiinf wurde wie Versuch drei durchgefiihrt, Versuch sechs
wie Versuch zwei. Versuch sieben wurde ebenfalls wie Versuch zwei durchge-
fiihrt, dem Fett wurde als Emulgator 3 % Lipoid S 20 zugesetzt, da sich bei Ver-
such fiinf anders als bei Versuch zwei keine gleichméBige Verteilung der Bakte-
rien ergeben hat. Nach dem Einarbeiten der Bakterien wurde das Fett dann unter

Kiihlung mit fliissigem Stickstoff vermahlen.

4.3.4.2 Ergebnisse

Aus technischen Griinden konnte bei der Probe eins nach vier Wochen keine
Keimzahlbestimmung mehr durchgefiihrt werden. Die Abnahme der Keimzahl
der Proben eins bis vier liber drei Wochen zeigt, dass es keine groBBen Unter-
schiede zwischen den einzelnen Herstellungsmethoden gibt (Abbildung 4.6). Bei

beiden Versuchen, bei denen die Keime angerieben wurden, zeigt sich ein fast
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identischer Keimzahlverlauf, der darauf schlieen ldsst, dass die thermische Be-
lastung des Herstellungsprozesses nur einen geringen Einfluss auf das Uberle-
ben der Keime hat. Nach vier Wochen Einlagerung haben die Fettpartikel mit
den angeriebenen Bakterien jedoch sogar eine geringere Keimzahl als der Ver-
gleichsversuch drei. Daraus kann man schlieBen, dass die gleichméBige Vertei-
lung der Bakterien im Fett keine Rolle fiir ihr Uberleben wihrend der Einlage-
rung spielt. Der Zusatz des Emulgators zum Fett hat zunichst einen positiven
Einfluss auf das Uberleben der Bakterien, nach vier Wochen ist dieser Vorteil
jedoch nicht mehr vorhanden. Der Emulgator sorgt zwar fiir eine bessere Benet-
zung der Bakterien mit dem Fett, er erhoht aber gleichzeitig dessen Hydrophilie

und damit die Neigung, Wasser an seiner Oberfliche zu binden.
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Abbildung 4.6 Keimzahl der Fettpartikel verschiedener Herstellungsme-
thoden. Versuch 1- 4 (Herstellung der Partikel: siehe Durchfiih-
rung, keine Angabe Tag 28 bei Versuch 1)

Nach einer Woche sind bei den Versuchen fiinf bis sieben keine iiberlebenden

Keime mehr nachzuweisen (Abbildung 4.7). Das Anreiben der Bakterien, sowie
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der Zusatz des Emulgators bewirken auch bei den gemahlenen Bakterien keine
erhohte Stabilitdt. Daraus ldsst sich ableiten, dass die schlechte Uberlebensrate
der Bakterien im Fett sich nicht mit einer mangelnden Benetzung der Bakterien

begriinden ldsst.
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Abbildung 4.7 Keimzahl der Fettpartikel verschiedener Herstellungs-
methoden. Versuch 1- 4 (Herstellung der Partikel: siehe Durch-

fiihrung)

4.3.5 Vergleich verschiedener Fette

4.3.5.1 Durchfiihrung

Wie schon im Kapitel ,,Auswahl der Fette* beschrieben, muss das Fett fiir die
Einbettung von Bakterien verschiedene Voraussetzungen erfiillen. Um den Ein-
fluss der verschiedenen Fetteigenschaften auf das Uberleben der Keime zu un-
tersuchen, wurden 10 % in RSM spriihgetrocknete Bakterien in verschiedene
Fette eingearbeitet und dann vermahlen. Bei den Fetten handelt es sich um Wi-

tepsol® H 37, Witepsol® H 15, Witepsol® E 85 und Witepsol® W 35.
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4.3.5.2 Ergebnisse

Aus technischen Griinden konnte die Keimzahl der Fettpartikel nach sechs Wo-
chen bei Witepsol® H 15 und E 85 nicht bestimmt werden. Die stirkste Abnah-
me der Keimzahl zeigt sich bei den Fettpartikeln aus Witepsol® W 35
(Abbildung 4.8).

Schon nach eine Woche liegt die Keimzahl hier eine log-Stufe niedriger als die
der anderen Partikel. Witepsol® W 35 hat mit einer Hydroxylzahl von 40 bis 50
von den vier verwendeten Fetten die grofte Hydroxylzahl. Die Hydroxylzahl ist
ein MaB fiir den Anteil an Mono- und Diglyceriden. Das Fett kann durch einen
hohen Anteil an Mono- und Diglyceriden mehr Wasser an seiner Oberfldache
binden (Abbildung 4.9). Sind in den Fettpartikeln Poren oder Risse, kann das

Wasser leichter in die Partikel eindringen.
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Abbildung 4.8 Einfluss der verschiedenen Fette auf das Uberleben der Bak-
terien wihrend der Lagerung bei 100 % RH und RT (keine An-
gabe fiir Tag 42bei den Proben WE 85 und WH 15)
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Die Fettpartikel aus Witepsol® W 35 nehmen so auch bei der dynamischen Was-
serdampf-Sorption am meisten Wasser auf. Witepsol® E 85 und Witepsol® H 15
haben eine Hydroxylzahl von 5-15, wihrend Witepsol® H 37 eine Hydroxylzahl
von max. 3 hat. Der Unterschied zwischen den Hydroxylzahlen dieser drei Fette
lasst sich mit Hilfe der DVS nicht feststellen, allerdings ist die Differenz zwi-
schen den Hydroxylzahlen dieser drei Fette auch nur gering. Die Keimzahlab-
nahme der Partikel dieser drei Fette innerhalb von vier Wochen korreliert eben-
falls nicht mit den Ergebnissen der DVS-Messung. Die Messung der Wasser-
aufnahme kann also nicht als Voraussage der Uberlebenswahrscheinlichkeit der

Bakterien herangezogen werden, sondern sie kann nur Hinweise geben.

Wasseraufnahme [%]
B

WE 85 WH 37 WH 15 WW 35

Abbildung 4.9 Wasseraufnahme der Partikel in der DVS

Bei den drei Fetten mit der niedrigeren Hydroxylzahl korreliert die Uberlebens-
rate der Bakterien jedoch mit dem Schmelzbereich. Witepsol® H 15 hat ebenso
wie Witepsol® W 35 einen Schmelzbereich von 33,5 bis 35,5. Es hat aber nur
eine Hydroxylzahl von 5-15 und ist daher hydrophober als Witepsol® W 35, was
sich in der Uberlebensrate bemerkbar macht. Das niichsthdher schmelzende Fett

ist das Witepsol® H 37. Das Fett mit dem hochsten Schmelzbereich ist Wi-
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tepsol® E 85, welches auch die groBte Uberlebensrate der in ihm eingebetteten

Bakterien zeigt.

4.3.6 Vergleich der Uberlebensrate von Lb. casei in Fettpartikeln und in

ungemahlenem Fett

4.3.6.1 Durchfiithrung

Es hat sich gezeigt, dass die Bakterien nach der Einbettung in Fett nicht voll-
standig von dem Fett umschlossen sind. Durch die Vermahlung des Fettes ent-
stehen Partikel mit einer groBen Oberfliche. An den Bruchkanten der Partikel
liegen die Bakterien frei und sind nicht von dem Fett geschiitzt. Eine Verringe-
rung der Oberflache des Fettes miisste darum eine erhohte Stabilitdt der Bakteri-

en zur Folge haben.

In zwei Ansédtzen wurden 10 % in RSM spriihgetrocknete Bakterien in Fett ein-
gebettet. Bei den verwendeten Fetten handelte es sich um Witepsol® H 37 und
Witepsol® W 35. Ein Ansatz wurde mit 1 % spriihgetrockneten Bakterien in Wi-
tepsol® H 37 hergestellt. Die Hilfte der im Fett eingebetteten Bakterien wurde

vermahlen, die andere Halfte nicht.

4.3.6.2 Ergebnisse

Vergleicht man die oben genannten Proben dann fillt auf, dass es nur bei dem
Ansatz mit 10 % Bakterien in Witepsol® H 37 nach sechswochiger Einlage-
rungszeit einen deutlichen Unterschied zwischen gemahlenen Fettpartikeln und
ungemahlenem Fett gibt (Abbildung 4.10). Die Keimzahl nimmt bei der gemah-
lenen Charge um mehr als drei log-Stufen ab, wihrend es bei der ungemahlenen
Probe nur zwei log-Stufen sind. Die Verkleinerung der Fettoberfldche hat hier
zu einer besseren Uberlebensrate der Bakterien gefiihrt. Dieser Unterschied zwi-
schen gemahlenen Fettpartikeln und der ungemahlenen Probe zeigt sich jedoch
bei den zwei anderen Ansitzen nicht. Bei dem Ansatz mit 10 %iger Keimbela-

dung in Witepsol® W 35 ist nur nach der ersten Woche die Keimzahl des unge-
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mahlenen Fettes hoher, bei langerer Einlagerung gleicht sich dieser Unterschied
jedoch wieder aus. Die sehr starke Keimzahlabnahme dieser Proben ldsst sich
nicht damit erklaren, dass nur die Bakterien absterben, die an der Oberflache der
Partikel sitzen. Vielmehr muss man darauf schlie3en, dass auch im Inneren der
Partikel Keime absterben. Dazu kann es nur kommen, wenn Feuchtigkeit in die
Partikel eindringt. Bei einer Bakterienbeladung von 10 % liegen die Bakterien-
agglomerate so dicht nebeneinander, dass sie sich teilweise beriihren, und so

Wasser in das Innere der Partikel eindringen kann (Abbildung 4.12).
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Abbildung 4.10 Keimzahl der eingelagerten Fettpartikel bei Lagerung bei
100 % RH und Raumtemperatur (gem.: gemahlenes Fett, un-
gem.: ungemahlenes Fett)

Dies erklirt auch, warum die Uberlebensrate der Bakterien in den Fettpartikel
mit einem Prozent Keimbeladung viel groBer ist als bei 10 % Keimbeladung,
obwohl das gleiche Fett zur Einbettung verwendet wurde. Hier liegen die Bakte-
rienagglomerate so weit auseinander, dass kein Wasser in die Partikel eindrin-

gen kann. Durch eine hohe Hydroxylzahl des Fettes wird bei einer Keimbela-
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dung von 10 % das Eindringen des Wassers noch erleichtert, so dass es hinsicht-
lich der Uberlebensrate der Bakterien iiber einen Einlagerungszeitraum von 42
Tagen keinen Unterschied mehr macht, ob das Fett gemahlen ist oder nicht. Da
sich das Wasser in dem Partikel ausbreiten kann, spielt es keine Rolle, ob die
Oberflache des Fettes durch das Mahlen grof} ist oder ob sie wie bei der unge-
mahlenen Probe klein ist. Bei dem Fett mit einer niedrigen Hydroxylzahl spielt
der GroBenunterschied der Oberflache noch eine Rolle, da das Eindringen des
Wassers in den Partikel nicht durch einen hohen Anteil an Mono- und Diglyce-
riden, welche Emulgatoreigenschaften besitzen, unterstiitzt wird. Auch bei der
Untersuchung der verschieden Herstellungsmethoden war die Probe, der ein
Emulgator zugesetzt wurde, die mit der schlechtesten Uberlebensrate nach vier-

wochiger Einlagerung.

4.3.7 Zusammenfassung

Obwohl die gemahlenen Lyophilisatpartikel bei trockener Lagerung eine gute
Stabilitat aufweisen, eignen sie sich nicht fiir die Einbettung in Fett in einer
Konzentration von 10 %. Die Einbettung ist bei dieser Konzentration nicht voll-
stindig, und es kommt schon innerhalb einer Woche zu einem sehr starken
Keimzahlverlust. Die in RSM spriihgetrockneten Bakterien eignen sich besser
fiir die Einbettung in Fett, eine Bakterienkonzentration von 10 % ist jedoch fiir
eine Stabilisierung der Bakterien zu grof3, und es kommt iiber die Lagerdauer zu
einem erheblichen Keimzahlverlust. Dabei ist es unerheblich, ob die Bakterien
durch Anreiben mit dem Fett optimal verteilt sind oder nicht. Ist die Konzentra-
tion der Bakterien zu groB, liegen die Bakterienagglomerate nicht mehr separat
im Fett vor, sondern sie liegen so dicht nebeneinander, dass Wasser von auflen
nach innen in die Partikel eindringen kann. So kommt es zu einen Absterben der
Bakterien auch im Inneren des Partikels. Die Auswahl der Fette spielt auch hier
eine erhebliche Rolle. Die Hydroxylzahl der Fette sollte niedrig sein, da eine

grofle Konzentration an Mono- und Diglyceriden das Eindringen des Wassers in
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die Partikel beschleunigt. Zwar ist die Menge des aufgenommenen Wassers bei
Anwendung von Witepsol® W 35 nur wenig hoher als bei den anderen Fetten.
Es kommt aber nicht auf die Menge des Wassers an, sondern wie weit dieses in
die Partikel vordringen kann. Fettpartikel aus einem Fett mit einer niedrigen
Hydroxylzahl und einer Keimbeladung von einem Prozent haben nach sechswo-
chiger Lagerung eine zehnfach hohere Restkeimzahl als die Fettpartikel mit ei-
ner 10 %igen Keimbeladung. Die erhohte Ausgangskeimzahl dieser Partikel er-

weist sich hier also nicht als Vorteil.

4.4 Stabilitat von Fettpartikeln mit einer Keimbeladung von bis

zul %

4.4.1 Einleitung

Im vorangegangenen Kapitel hat sich gezeigt, dass ein Bakterienzusatz von
10 % fir die Einbettung in Fett zu grof} ist, um die Bakterien vor Feuchtigkeit
zu schiitzen. Auflerdem war es aus technischen Griinden nicht méglich, die in
Syloidsuspension spriihgetrockneten Bakterien sowie das homogenisierte Ly-

ophilisat in einer Konzentration von 10 % in das Fett einzuarbeiten.

Bei der Einbettung von 1 % Bakterien in das Fett ist es nicht mehr moglich, die
getrockneten Bakterien einfach in das Fett einzuriihren, da es auf Grund der Ag-
glomerationsneigung der Partikel nicht zu einer gleichmifBligen Verteilung im
Fett kommt. Das Bakterienpulver wird deshalb bei der Einbettung in das Fett
jeweils mit Miglyol® 812, dem Lipoid® S 20 als Emulgator zugesetzt wurde, an-
gerieben. Der Zusatz des Emulgators hatte sich zwar bei der Einarbeitung von
10 % Bakterien als nicht vorteilhaft herausgestellt, die Menge an Keimpartikeln
war jedoch in diesem Fall, im Vergleich zur Fettmenge, so gering, dass es notig
war einen Emulgator zuzusetzten, um die Benetzung der Partikel zu erhhen und
so die gleichméBige Verteilung der Bakterienagglomerate im Fett zu gewéhrleis-

ten.
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Tabelle 4.3: Rezeptur der Partikel

trockenes Bakterienpulver 1 % (m/m)
Lipoid® S 20 1 % (m/m)
Miglyol“812 9 % (m/m)
Fett ad 100 % (m/m)

4.4.2 Vergleich von Fettpartikeln mit mikronisiertem und homogenisier-
tem Lyophilisat und in RSM und Syloidsuspension spriihgetrockne-

ten Bakterien

4.4.2.1 Durchfiithrung

Es wird jeweils ein Prozent Bakterienagglomerate in das Fett eingearbeitet. Das
homogenisierte Lyophilisat liegt als Suspension mit einem Lyophilisatanteil von
2,5 % vor. Von der Suspension wurden 10 % in das Fett eingearbeitet, woraus
bei diesem Ansatz eine Lyophilisatkonzentration von 0,25 % resultiert. Das
Fett wurde dann nach dem Erstarren wie auch bei der Herstellung der Fettparti-

kel mit 10 % Keimbeladung vermahlen.

4.4.2.2 Ergebnisse

Innerhalb von sechs Wochen nimmt die Keimzahl der Fettpartikel mit dem in
RSM spriihgetrockneten Lyophilisat auf 8,2 % des Ausgangswertes ab
(Abbildung 4.11). Im Vergleich dazu sinkt die Keimzahl der nicht eingebetteten
sprithgetrockneten Partikel innerhalb von vier Wochen schon auf einen Wert
von 0,001 % des Ausgangswertes und die Keimzahl der Fettpartikel mit 10 %
Bakterien sinkt im gleichen Zeitraum auf 0,008 % (siehe 4.3). Mit Hilfe der
Einbettung in Fett lassen sich die in RSM spriihgetrockneten Partikel stabilisie-
ren und vor Feuchtigkeit schiitzen. Ein gewisses Mal3 an Keimzahlabnahme ist

durch den Mahlprozess bedingt. Auf Grund des nicht steuerbaren Bruches des
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Fettes wihrend der Mahlung, liegen immer einige Bakterienagglomerate unge-
schiitzt an der Oberfliche. Diese Bakterien sterben im Laufe der Lagerung

zwangslaufig ab.
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Abbildung 4.11Keimzahl der Fettpartikel wihrend der Lagerung bei 100 %
RH (RSM: Fettpartikel mit in RSM spriihgetrockneten Bakterien,
Syloid: Fettpartikel mit in Syloidsuspension spriihgetrockneten
Bakterien, gem. Lyo: Fettpartikel mit gemahlenem Lyophilisat,
homo. Lyo: Fettpartikel mit homogenisiertem Lyophilisat

Je geringer die Konzentration der Bakterienagglomerate im Fett ist, desto weni-
ger liegen sie an der Oberflache. Dadurch, dass die Bakterienagglomerate bei
einprozentiger Konzentration in dem Fettpartikel separiert voneinander vorlie-
gen, kann kein Wasser in die Partikel eindringen und zu einem massiven Ab-

nehmen der Keimzahl fiihren (Abbildung 4.12).
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Bakterienagglomerate

Abbildung 4.12 Schematische Darstellung von a) Fettpartikel mit 10 %
Keimbeladung, b) Fettpartikel mit 1 % Keimbeladung

Bei den Fettpartikeln mit den in Syloidsuspension spriihgetrockneten Bakterien
sinkt die Keimzahl innerhalb von sechs Wochen auf Null ab. Schon bei den
nicht eingebetteten Bakterien zeigte sich bei trockener Einlagerung eine Keim-
zahlabnahme von 91,1 %. Der Mangel an Stabilisatoren macht sich auch bei der
Einbettung in das Fett und der anschlieBenden Mahlung bemerkbar. Anders als
bei allen anderen Bakterienagglomeraten nimmt die Keimzahl hier schon im
Verlauf der Fettpartikelherstellung deutlich ab. Bei einer Ausgangskeimzahl von
1,5 x 10° KBE/g spriihgetrockneten Partikeln miisste die Keimzahl der Fettpar-
tikel bei 1 % Bakterienzusatz bei 1,5 x 10" liegen. Die Ausgangskeimzahl der
Fettpartikel liegt aber bei 1,1 x 10° KBE/g. Das heift, dass 99,2 % der Keime
schon wihrend des Herstellungsprozesses absterben. Die in Syloidsuspension
sprithgetrockneten Bakterien eignen sich daher nicht fiir eine Einbettung in Fett.

Ebenso wenig eignet sich das gemahlene und homogenisierte Lyophilisat. Wie
bei der Einlagerung der Fettpartikel mit 10 % Keimbeladung sinkt auch hier die
Keimzahl innerhalb von einer Woche auf Null ab. Die Schidden, die die Bakte-
rien in dem Lyophilisat wihrend einer mechanischen Zerkleinerung erleiden,

sind offensichtlich gréBer als zuvor angenommen.
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4.4.3 Vergleich verschiedener Fette

4.4.3.1 Durchfiithrung

Da sich herausgestellt hat, dass die in RSM spriihgetrockneten Bakterien die
einzigen sind, die sich fiir eine Einbettung in das Fett eignen, werden in den fol-
genden Versuchen nur noch diese verwendet. Wie auch bei der Einbettung von
10 % Bakterien wurden Fettpartikel aus Witepsol® E 85, Witepsol® H 37, Wi-
tepsol® H 15 und Witepsol® W 35 mit 1 % Bakterien hergestellt und miteinander
verglichen. Der direkte Einfluss des Fettes auf die Uberlebensrate der Bakterien
miisste sich in diesem Versuch deutlicher zeigen als bei der Einbettung von
10 % Bakterien, da die Porenbildung durch die niedrigere Bakterienkonzentrati-

on hier sehr viel geringer ausfallt.

4.4.3.2 Ergebnisse

Auch in diesem Versuch zeigt sich, dass die Hydroxylzahl des Fettes einen ent-
scheidenden Einfluss auf die Uberlebensrate der Keime hat (Abbildung 4.13).
Wihrend die Keimzahl der drei Fettpartikelansédtze aus Fetten niedriger Hydro-
xylzahl {iber vier Wochen um weniger als eine log-Stufe abnimmt, nimmt die
Keimzahl der Fettpartikel hoher Hydroxylzahl innerhalb dieser Zeit stiarker ab.
Auch nach sechs Wochen sieht man noch einen deutlichen Unterschied bei der
Keimzahl der Partikel aus Fetten niedriger und hoher Hydroxylzahl. Die analyti-
sche Auswertung der Wasseraufnahme zeigt auch hier, dass die Partikel aus Wi-
tepsol® W 35 mehr Wasser aufnechmen als die anderen drei Fette (Abbildung
4.14). Der Effekt tritt in diesem Versuch noch deutlicher zu Tage als bei den
Fettpartikeln mit 10 % Keimbeladung. Dadurch, dass an der Oberfldche der Par-
tikel weniger freie Bakterienagglomerate sitzen, tritt der Einfluss der Hydroxyl-
zahl noch mehr in den Vordergrund. Besonders deutlich wird dies im Vergleich

mit der Wasseraufnahme der Fettpartikel ohne Keim (Abbildung 4.15).
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Abbildung 4.13 Einfluss der verschiedenen Fette auf das Uberleben der
Bakterien wdhrend der Lagerung bei 100 RH und RT
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Abbildung 4.14 Wasseraufnahme der Fettpartikel mit 1 % Keimbeladung in
der DVS
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Abbildung 4.15 Wasseraufnahme der Fettpartikel ohne Keimbeladung in
der DVS

Die Wasseraufnahme der Partikeln aus Witepsol® W 35 liegt hier um mehr als
ein Zehnfaches liber der Wasseraufnahme der Partikel aus den anderen drei Fet-
ten, wahrend der Unterschied bei den Fettpartikeln mit einer Keimbeladung von

1 % nur etwas weniger als das Doppelte betrigt.

4.4.4 Vergleich verschiedener Herstellungsmethoden

4.4.4.1 Durchfiihrung

In diesem Versuch wurden jeweils drei Ansétze Fettpartikel mit einem Prozent
Keimbeladung und zwei verschiedene Herstellungsmethoden verglichen. Die
drei Ansitze wurden wie unter 4.4.2.1 hergestellt. Als Fett diente Witepsol® H
37. Bei den anderen drei Ansitzen wurde jeweils zuerst 10 % Bakterienpulver in
Witepsol® E 85 eingearbeitet und vermahlen. Von den gemahlenen Fettpartikeln
wurden dann 10 % in aufgeschmolzenem Witepsol® H 15 suspensiert. Die Tem-
peratur des Witepsol® H 15 wurde so niedrig angesetzt, dass die Fettpartikel aus

Witepsol® E 85 nicht geschmolzen sind. Nach dem Erstarren der Fettsuspension
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wurde auch diese vermahlen. Die entstandenen Fettpartikel kamen damit auf

eine Keimkonzentration von einem Prozent.

4.4.4.2 Ergebnisse

Zwischen den beiden Ansétzen verschiedener Herstellungsmethoden lassen sich
beziiglich der Keimzahl keine Unterschiede erkennen. Die Werte der einzelnen
Ansitze schwanken zwar teilweise erheblich, was an den Fehlerbalken zu er-

kennen ist.
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Abbildung 4.16 Vergleich der Keimzahl von Fettpartikeln zweier verschie-
dener Herstellungsarten wihrend der Einlagerung bei 100 % RH
und RT

Durch die logarithmischen Zusammenhédnge bei Wachstums- und Absterbepro-
zessen von Bakterien kommt es bei stirkeren Schwankungen der Werte schnell
dazu, dass die Standardabweichungen grof3er als die Mittelwerte sind. Im Mittel

zeigen aber beide Herstellungsansétze eine gute Stabilitét {iber einen Lagerungs-
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zeitraum von vier Wochen. Die Einbettung in zwei Fette unterschiedlichen
Schmelzpunktes bringt folglich keinen erkennbaren Vorteil fiir das Uberleben
der Bakterien. Fiir eine gute Uberlebensrate der Bakterien ist also vor allem ein

giinstiges Verhiltnis von Bakterienmenge zu Fettmenge entscheidend.

4.4.5 Vergleich der Einlagerung bei 100 % RH und der Einlagerung in
Puffer

4.4.5.1 Durchfiihrung

Um zu tiberpriifen, ob die Lagerung bei 100 % RH mit einer Lagerung in einem
fliissigen Lebensmittel zu vergleichen ist, wurden Fettpartikel wie im vorange-
gangenen Kapitel beschrieben hergestellt. Die Partikel wurden, wie bei den an-
deren Versuchen, bei 100 % RH und Raumtemperatur eingelagert. Aulerdem
wurde ein Teil der Partikel in Phosphatpuffer pH 7,6 eingelagert. Es wurde
Phosphatpuffer gewiahlt, um osmotische Einfliisse auf die Bakterien zu vermei-
den. In dem Einlagerungsmedium sollten aulerdem keine Bestandteile enthalten
sein, die den Bakterien als Nahrungsmittel dienen kénnen, da diese die Uberle-
bensrate der Bakterien erhohen wiirden, und man folglich den schiitzenden Ef-

fekt des Fettes nicht mehr richtig beurteilen kann.

4.4.5.2 Ergebnisse

Die Uberlebensrate der Bakterien unterscheidet sich nach sechs Wochen Einla-
gerung nicht (Abbildung 4.17). Die Keimzahl der bei 100 % RH eingelagerten
Bakterien nimmt sogar etwas schneller ab als die der in Puffer eingelagerten
Bakterien. Grund dafiir ist, dass die Bakterien im Puffer genug Wasser in ihrer
Umgebung haben, um wieder vollstindige Stoffwechselaktivitit zu erlangen,
wihrend die Bakterien bei 100 % RH nur so viel Wasser zur Verfiigung haben,

um aus der inaktiven Phase in die aktive Phase iiberzugehen.
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Abbildung 4.17 Keimzahl der Fettpartikel wdihrend der Lagerung bei
100 % RH und in Puffer bei Raumtemperatur

Durch die Magermilch, die den Bakterien bei der Spriihtrocknung als Stabilisa-
tor zugesetzt wurde, haben sie etwas Nahrung, die sie aber nur im Zusammen-

hang mit ausreichend Wasser nutzen konnen.

4.4.6 Zusammenfassung

Fiir die Einbettung der Bakterien in Fett zur Stabilisierung eignen sich nur die in
RSM spriihgetrockneten Bakterien. Bei den in Syloidsuspension spriihgetrock-
neten Bakterien liegt der Keimzahlverlust bei der Einbettung und anschlieBen-
den Kryomahlung schon bei 99,2 %. Die Keimzahl der Partikel sinkt dann auch
wiéhrend der Lagerung kontinuierlich. Die Fettpartikel, die das gemahlene oder
homogenisierte Lyophilisat enthalten, weisen schon nach einer Woche einen
totalen Keimzahlverlust auf.

Das Verhiltnis von Fett zu Bakterien spielt die entscheidende Rolle bei der Er-
haltung der Lebensfahigkeit der Bakterien. Fettpartikel mit einer Aus-

gangskonzentration von 1 % Bakterien zeigen nach vier Wochen Lagerung bei

99



HERSTELLUNG VON FETTPARTIKELN MITTELS KRYOMAHLUNG

feuchten Bedingungen eine weit hohere Keimzahl als Fettpartikel mit einer
Ausgangskonzentration von 10 % Bakterien. Bei dem verwendeten Fett spielt
die Hydroxylzahl eine wichtige Rolle. Sie sollte moglichst niedrig sein, um die
Neigung des Fettes, Wasser an seiner Oberfliche zu adsorbieren, moglichst

niedrig zu halten.
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Zusammenfassung

S ZUSAMMENFASSUNG

Ziel dieser Arbeit war die Entwicklung einer neuen Methode zur Herstellung
probiotikahaltiger Partikel, deren Keimzahl bei feuchter Umgebung deutlich
stabiler ist als die Keimzahl von ungeschiitzten Bakterien. Dieses Ziel sollte
dadurch erreicht werden, dass getrocknete Bakterien in ein Fett eingebettet wer-
den. Dieses Fett wurde anschlieend mit fliissigem Stickstoff versprédet und in
einer Rotorschnellmiihle unter Fremdkiihlung mit fliissigem Stickstoff vermah-
len. Der Einfluss der Herstellungsbedingungen auf die Uberlebensrate der Kei-
me wurde ebenso untersucht, wie der Einfluss der Eigenschaften der Fette. Als
Ausgangskeim wurde ein lyophilisierter Lb. casei 163 der Firma Danisco (Nie-
biill) verwendet. Als Fette wurden vier Suppositoriengrundlagen der Firma Sasol
GmbH (Witten) verwendet Die vier Fette unterschieden sich in ithrem Schmelz-
punkt und in ihrer Hydroxylzahl. Im Laufe der Arbeit hat sich herausgestellt,
dass sich das Lyophilisat, so wie es industriell geliefert wird, nicht fiir die Parti-
kelherstellung durch Kryomahlung eignet, da es im Vergleich zu den entstehen-
den Fettpartikeln eine zu groe AgglomeratgroBle aufweist. Es wurden daher
verschiedene Versuche unternommen, kleinere Bakterienagglomerate zu erzeu-
gen. Dafiir wurde das Ausgangslyophilisat in einer Luftstrahlmiihle vermahlen.
Die Einfliisse des Zusatzes von Magnesiumstearat oder Aerosil® 972 als Hilfs-
stoff zur Hydrophobisierung der Partikeloberfliche wurden untersucht. Dabei
hat sich herausgestellt, dass der Zusatz von Magnesiumstearat bei der Vermah-
lung des Lyophilisates einen giinstigen Einfluss auf Partikelgrof3e und Keimzahl
hat. Des Weiteren stellte sich heraus, dass die Keimzahl des Lyophilisates wéh-
rend der Mahlung nur gering abnahm, die Bakterien durch den Mahlprozess je-
doch sehr starke subletale Schidden davongetragen haben, sodass ihre Keimzahl

bei weiteren zusitzlichen Belastungen rapide abnahm. Das in Fett eingebettete
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gemahlene Lyophilisat zeigte bei Lagerung unter feuchten Bedingungen keine

Stabilitét.

In einem weiteren Versuch wurde das Lyophilisat in einem Ol suspendiert und
anschlieend im Hochdruckhomogenisator homogenisiert. Dabei wurde der Ein-
fluss des Druckes und der Zahl der Homogenisationszyklen untersucht. Es stell-
te sich heraus, dass der Druck einen geringeren Einfluss auf die Keimzahl hat als
die Zahl der Zyklen. Ferner zeigte sich, dass, obwohl die Abnahme der Keim-
zahl wihrend des Prozesses nur gering abnahm, auch hier die Bakterien durch
die mechanische Belastung starke subletale Schiden davongetragen haben, die
bei weiterer Belastung zu einem Absterben der Bakterien fiihrten. Auch hier hat
sich gezeigt, dass die Bakterien nach der Einbettung in Fettpartikel bei Lagerung
in feuchter Umgebung keine Stabilitdat aufweisen. Ein weiterer Versuch zur Er-
zeugung kleiner Bakterienagglomerate war die Spriihtrocknung der Bakterien in
Magermilch oder in einer Syloidsuspension. Es zeigte sich, dass die in Mager-
milch getrockneten Bakterien eine gute Stabilitit und nur wenige subletale
Schiden aufweisen. Die in der Syloidsuspension getrockneten Bakterien zeigten
jedoch schon wihrend des Spriihprozesses eine starke Abnahme der Keimzahl,
und diese Abnahme setzte sich bei Einbettung in das Fett fort. Die Spriihtrock-
nung der Bakterien in Magermilch zur Erzeugung kleiner Bakterienagglomerate

hat sich hat sich als die beste Methode herausgestellt.

Bei der Fettpartikelherstellung durch Kryomahlung hat sich herausgestellt, dass
die wichtigsten Faktoren fiir die Stabilitit der Bakterien das Verhéltnis von
Masse der Bakterien zur Masse des Fettes und die Teilchengrof3e der Bakterien-
agglomerate sind. Bei einer Keimbeladung von 10 % liegen die Bakterien-
agglomerate im Fett dicht zusammen und es konnen sich bei feuchter Lagerung
Kanile bilden, durch die das Wasser ins Innere der Fettpartikel vordringen kann.
So kommt es bei einer Lagerung unter feuchten Bedingungen schnell zu einer
starken Keimzahlabnahme. Bei einer Keimbeladung von einem Prozent kommt

es zwar auch zu einer Keimzahlabnahme wéhrend der Lagerung, diese ist aber
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nicht so grof3 wie bei einer Beladung mit 10 %. Unter gleichen Lagerungsbedin-
gungen weisen die Fettpartikel mit einem Prozent Keimgehalt nach vier Wochen
eine hohere Keimzahl auf als die Partikel mit 10% Keimbeladung, obwohl diese

eine groflere Ausgangskeimzahl aufweisen.

Als weiterer wichtiger Faktor fiir die Stabilitdt der Bakterien bei feuchter Lage-
rung hat sich die Hydroxylzahl des Fettes herausgestellt. Fette mit einer hoheren
Hydroxylzahl haben einen hoheren Gehalt an Mono- und Diglyceriden. Diese
besitzen Emulgatoreigenschaften und machen das Fett dadurch hydrophiler. Da-
durch kann sich bei feuchter Lagerung mehr Wasser an die Oberfliche des Fet-
tes binden, was einen negativen Effekt auf die Keimzahl der eingeschlossenen

Bakterien hat.
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6 ABSTRACT

The aim of this thesis was to develop a new method for the preparation of parti-
cles containing probiotic bacteria in order to stabilize the microbial count in hu-
mid environment in comparison to unprotected bacteria. This aim is to be
reached by the encapsulation of the bacteria in fat which is solid at room tem-
perature. The production of the particles was carried out by dispersing the dried
bacteria in molten fat. After solidification the fat was embrittled with liquid ni-
trogen and ground in a rotor speed mill which was also cooled with liquid nitro-
gen. The study of the impact of different fat properties on the viability of the
encapsulated bacteria was also an aim of this thesis. The probiotic bacteria used
during the investigation were freeze-dried ground Lactobacillus casei 163
(Danisco, Niebiill). The fats used in this thesis were suppository bases of the
Sasol GmbH (Witten). The four fats used in this investigation differed in their

melting point and in their hydroxyl value.

During the investigation it became clear that the freeze-dried bacteria are not
suitable for encapsulation by this method. That was due to the particle size of
the freeze-dried bacteria compared to the size of the produced fat particles. The
next steps consisted of different attempts to produce smaller particles of dried
bacteria. The first step was the micronisation of the freeze-dried bacteria in an
oval tube jet mill. In order to obtain hydrophobic particle surfaces Magnesium-
stearat or Aerosil 972 was added. The addition of Magnesiumstearat turned out
to have a good influence on the freeze-dried bacteria during the grinding proc-
ess. The particles became smaller and the loss of viability of the bacteria de-
creased. During the grinding process the microbial count barely decreased but
the bacteria sustained sublethal damages so that they did not show any stability

in humid environment after being encapsulated in fat.
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Another attempt to obtain small dried bacteria particles was to homogenise a
suspension of freeze-dried bacteria and oil with high pressure. The influence of
pressure and number of cycles on particle size and microbial count was investi-
gated. The results showed that the influence of the pressure on the microbial
count was bigger than the influence of the number of cycles. Like the ground
bacteria the homogenised bacteria barely decreased in microbial count during
the process but showed no stability in humid environment after encapsulation

due to their sublethal damages caused by the homogenisation.

The third attempt to obtain small dry bacteria particles was the spray-drying of
the probiotic bacteria in reconstituted skim milk or in a Syloid suspension. Dur-
ing the process the bacteria in the reconstituted skim milk showed good stability
whereas the bacteria in the Syloid suspension clearly decreased in their viability.
This decrease continued during the encapsulation in fat. The spray-dried bacteria

stabilised by skim milk turned out to be most suitable for the encapsulation.

The results of the storage testing of the particles under humid conditions showed
that there are two main factors which have an effect on the stability of the bacte-
ria. The most important impact on the viability of the bacteria turned out to be
the proportion of dried bacteria and fat. A 10 % amount of bacteria results in a
great loss of viability during storage in humid environment. If the amount of
bacteria particles is huge, the bacteria particles get in contact so that they form
pores. Due to this water penetrates into the particle and causes a huge decrease
in microbial count. Fat particles with a bacterial amount of 1 % showed much
better stability under the same storage conditions.

Another factor interfering with the stability of the bacteria is a high hydroxyl
value. The hydroxyl value is a standard for the amount of mono- and diglycerids
in fat. These have surfactant attributes and enhance the binding of water on the

particle surface.
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7 ANHANG

7.1 Verwendete Substanzen

Substanz

Firma

Lactobacillus casei 163
Witepsol® E 85

Witepsol® W 35

Witepsol® H 37

Witepsol® H 15

MRS Agar

MRS Boullion
Magermilchpulver

Syloid® 244

Lipoid® S 20

Imwitor” 780 k

Miglyol® 812
Magnesiumstearat

Aerosil® 972
Phosphorpentoxid
Natriumchlorid
Kaliumchlorid
Dinatriumhydrogenphosphat Dihydrat
Kaliumdihydrogenphosphat
Natronlauge

Salzsdure

Danisco, Niebiil

Sasol GmbH, Witten

Sasol GmbH, Witten

Sasol GmbH, Witten

Sasol GmbH, Witten

Heipha Dr. Miiller GmbH, Heidelberg
Sigma-Alerich GmbH, Taufkirchen
Sigma-Alerich GmbH, Taufkirchen
Grace GmbH & Co KG, Worms
Lipoid GmbH, Ludwigshafen

Sasol GmbH, Witten

Condea Chemie GmbH, Witten
Merck Eurolab GmbH, Hamburg
Degussa AG, Frankfurt

Merck Eurolab GmbH, Hamburg
Merck Eurolab GmbH, Hamburg
Merck Eurolab GmbH, Hamburg
Merck Eurolab GmbH, Hamburg
Merck Eurolab GmbH, Hamburg
Merck Eurolab GmbH, Hamburg
Merck Eurolab GmbH, Hamburg
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7.2 Zusammensetzung der Medien

MRS Agar:

Pepton 10,0 g/l
Fleischextrakt 8,0 g/l
Hefeextrakt 4,0 g/l
Glucos 20,0 g/l
Di-Kaliumhydrogenphosphat 2,0 g/l
Natriumacetat 5,0 g/l
Ammoniumcitrat 2,0 g/l
Magnesiumsulfat 0,2 g/l
Mangansulfat 50 mg/l
Tween 80 1 ml/1
Agar 14,0 g/1
pH - Wert 5,7£0,2
Magermilchpulver:

Proteine >35%
Lactose 50%-55%
Fette <1,5%
freie Milchsdure <2%
Asche <10 %
Wasser (Karl- Fischer) <5%
pH-Wert (1 % in Wasser) 6-7

Phosphatpufter (PBS) pH 7,6

NaCl 8,0 g/l
Na,HPO,x 2H,O 1,15 g/
KH,PO, 0,2 g/l
KClI 0,2 g/l
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7.3 Methoden und Geriite

7.3.1 Priperativ

7.3.1.1 Spriihtrocknung

Die Sriihtrocknung der Bakterien erfolgte im Biichi B290 Mini Spray-Dryer
(Biichi Labortechnik AG, Flawil, Schweiz) im Gleichstromverfahren.

Spriihtrocknung von Lb. casei in Magermilch

Zur Trocknung von Lb. casei in Magermilch wurde 1,00g Lb. casei 163 Ly-
ophilisat in 99,0g zwanzigprozentiger Magermilch vier Stunden bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Die Magermilch wurde dabei mit Hilfe eines Magnetriih-
rers geriihrt. Die Magermilch wurde am Tag zuvor 30 Minuten auf 90°C erhitzt,
um Fremdkeime abzutéten [Gardiner et al. 2000]) Nach vier Stunden wurde die
Fermentation durch schnelle Abkiihlung der Magermilch im Eisbad unterbro-
chen. Die Bakterien enthaltende Magermilch wurde mit 1N NaOH auf pH 6,8
eingestellt. Anschliefend wurde sie Keimsuspension unter folgenden Bedingun-

gen im Sprithtrockner mit Hilfe einer Zweistoffdiise verspriiht:

Tabelle 7.1 Bedingungen wdhrend der Spriihtrocknung

Flow: 40 %
Aspitrator: 100%
Pumpe : 35%
Kiihlung der Diise: 10°C
Einlasstemperatur: 120°C
Auslasstemperatur: 57°C- 61°C

Nach der Spriihtrocknung wurde das erhaltene Pulver in einem Exikator {iber

Phosphorpentoxid auf eine Wasseraktivitit von ca. 0,1 getrocknet.
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Spriihtrocknung von Lb. casei in einer Syloidsuspension

Zur Spriihtrocknung von Lb. casei in einer Syloidsuspension wurde 1,00 g Lb.
casei 163 Lyophilisat in 99,0 g autoklavierter MRS-Bouillion bei 37°C fiir vier
Stunden im Brutschrank unter Riihren inkubiert. Nach vier Stunden wurde der
Fermentationsprozess durch rasches Abkiihlen der Bouillion im Eisbad gestoppt.
Die Suspension wurde dann mit 3000 rpm 15 Minuten zentrifugiert. Die Zentri-
fuge (Biofuge 17RS, Heraeus Sepatech) wurde dabei auf 25°C temperiert. Der
Uberstand iiber den abgesetzten Bakterien wurde mit Hilfe einer Wasserstrahl-
pumpe abgesaugt. AnschlieBend wurden die Bakterienzellen zweimal in 50 ml
PBS durch resuspendieren und zentrifugieren gewaschen. Zum Schluss wurden
die Bakterienzellen in einer 10 %igen Syloidsuspension suspendiert. Zur Her-
stellung der Syloidsuspension wurden 20,0g Syloid 244 in 200ml Aqua bidest
suspendiert und anschlieBend fiinf Minuten mit dem Ultraturax (T25 basic, Jan-
ke & Kunkel GmbH, Staufen) homogenisiert. Die Bakterien enthaltende Sus-
pension wurde unter den gleichen Bedingungen verspriiht wie die Bakterien ent-

haltende Magermilch.

7.3.1.2 Kryomahlung

Die Herstellung der Fettpartikel erfolgte in der Rotorschnellmiihle Pulveriset-
te 14 (Fritsch GmbH, Idar Oberstein). Die Zerkleinerungswirkung der Miihle
beruht auf den extrem hohen Drehzahlen des aus Edelstahl bestehenden Rotors.
Der Schlagrotor der Miihle hat scharfkantige Schlagzéhne. Im Zusammenspiel
mit dem um den Schlagrotor befindlichen Siebring findet die Zerkleinerung
nicht nur durch Schlag und Prall, sondern auch durch Schnitt und Scherung,
dhnlich der schnell laufenden Schneidmiihlen, statt (Abbildung 7.1). Es wurden

ein Schlagrotor mit 12 Rippen und ein Siebring mit Trapezlochung verwendet.
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Abbildung 7.1 Schematische Darstellung von Schlagring und Siebring der
Rotorschnellmiihle

Der Lochdurchmesser lag bei 0,5 mm und der Siebring wurde mit dem Pfeil
nach unten eingesetzt. Laut Hersteller fiihrt diese Ausrichtung zu einem geringe-
ren Feinanteil.

Zur Herstellung der Partikel wurde das Mahlgut in einem Metallbecher verspro-
det, indem es mit fliissigem Stickstoff iibergossen wurde, sodass es ganz bedeckt
war. Die Miihle wurde vor jedem Mahlgang mit fliissigem Stickstoff vorgekiihlt,

indem der Stickstoff in die geschlossene Miihle eingefiillt wurde.

Wenn der fliissige Stickstoff vollstandig vom Mahlgut abgedampft war, wurde
dieses mit einem Pistill grob vorzerkleinert. Es wurden pro Mahlgang ca. 10 g
Probe vermahlen. Der Hersteller gibt fiir Mahlung unter Fremdkiihlung eine
maximale Beladung der Miihle von 20 g vor. Durch die Kiihlung schlédgt sich
jedoch Kondenswasser auf dem Siebring nieder, der dadurch verstopft. Eine
Mahlung von mehr als 10 g war daher mit einem grof8eren Verlust wéhrend der

Mahlung verbunden. Die Mahlung der Proben erfolgte bei 8000 rpm.
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7.3.1.3 Herstellung der Pulvermischungen fiir die Mikronisierung

Die Mikronisierung des Lyophilisates erfolgte teilweise unter Zusatz von den
hydrophoben Hilfsstoffen Aerosil® 972 und Magnesiumstearat. Diese wurden
vor der Mikronisierung unter das Lyophilisat gemischt. Dazu wurden Lyophili-
sat und Hilfsstoff in Schichten in ein Mischgefdll eingewogen. Als Mischgefal3
diente je nach Probenmenge eine 30ml bzw. eine 50ml Kruke, die dann mit
Schaumstoff in einem groBeren Mischgefal3 fixiert wurde. Das Mischen erfolgte
in einem Turbula-Mischer (T10B, W. A. Bachhofern AG, Basel, Schweiz). Es
wurde 15 Minuten gemischt, dann wurde die Mischung gesiebt (Maschenweite:
355 um) und noch mal 15 Minuten gemischt. Bevor das Pulver in der Luft-

strahlmiihle vermahlen wurde, wurde erneut gesiebt.

7.3.1.4 Mikronisierung des Lyophilisates

Die Mikronisierung des Lb. casei Lyophilisates erfolgte in einer Ovalrohr-
strahlmiihle (Jet-O-Mizer 00, Fluid Energy Aljet, Plumsteadville, USA). Als
Triagergas flir die Mahlung wurde Stickstoff verwendet. Die Ovalrohrstrahlmiih-
le hat drei Diisen: zwei Mahldiisen am Boden und eine Einlassdiise die sich an
der Seite befindet. Die beiden Mahldiisen sind so ausgerichtet, dass es nur zu
einem minimalen Wandkontakt des Mahlgutes kommt und der Partikelstrom in
einer kontinuierlichen Kreisbahn gehalten wird. In dem unteren Teil der Miihle,
in dem sich die beiden Mahldiisen befinden, findet der grofte Teil der Partikel-
zerkleinerung statt. Durch die Einlassdiise wird ein Vakuum erzeugt, dass das
Mahlgut in die Mahlkammer saugt. Um dieses Vakuum zu erzeugen muss der
Druck auf der Einlassdiise immer grofler gewéhlt werden als der Druck in der

Kammer.

Die Mahlung des Lyophilisates erfolgte mit verschiedenen Driicken an den bei-
den Mahldiisen und bei verschiedener Zyklenzahl. Driicke und Zahl der Zyklen
sind im jeweiligen Kapitel angegeben.

Der Auftrag des Mahlgutes erfolgte mit Hilfe einer Schiittelrinne.
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7.3.1.5 Hochdruckhomogenisation

Zur Herstellung der Lyophilisatsuspension wurde die fliissige Phase mit dem
Emulgator in einem Becherglas vorgelegt. Bei der fliissigen Phase handelte es
sich um Miglyol® 812. Nach Zugabe des Lyophilisates wurde die Suspension so
lange auf einem Magnetriihrer geriihrt, bis das Lyophilisatpulver in dem Ol gut
verteilt war. Diese Suspension wurde dann in den Hochdruck-Homogenisator
(APV Gaullin, Liibeck) tberfiihrt und dort homogenisiert. Die verwendeten

Driicke und die Zahl der Zyklen sind in den jeweiligen Kapiteln angegeben.

7.3.2 Analytik

7.3.2.1 Bestimmung der Wasseraktivitiit

Die Wasseraktivitit wurde mit dem Aquaspector (Nagy Messsystemr GmbH,
Géaufelden) bestimmt. Das Gerét besteht aus einem digitalen Messgerit mit an-
geschlossener Messkammer. Das zu vermessene Gut wurde fiir die Messung in
einem speziellen Probenbehéltnis in die Messkammer eingebracht. Im oberen
Teil der Messkammer befinden sich ein kapazitiver Feuchte-Sensor und ein
Temperatur-Sensor. Der Feuchte-Sensor besteht aus einer hygroskopischen Sub-
stanz, die zwischen zwei Elektroden angebracht ist. Je nach Feuchte der sie um-
gebenen Luft dndert sie ihren Widerstand, indem sie Wasser aufnimmt oder ab-
gibt. Die Anderung des Widerstandes wird von dem Gerit in die Wasseraktivitit
umgerechnet. Durch einen kleinen Ventilator wird die Luft iiber der Probe in
den Raum des Feuchte-Sensors geblasen und von dort wieder iiber die Probe.

Die Wasseraktivitit wird mit einer Zahl zwischen 0 und 1,00 angegeben und ist
abhédngig von der Temperatur. Die Abhingigkeit von der Temperatur ist aber
vergleichsweise gering, da der Partialdruck p des Wassers im Gut und der

Dampfdruck p, des reinen Wassers etwa die gleiche Temperaturabhingigkeit
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besitzen. Fiir kleine Temperaturunterschiede dndert sich daher das Verhiltnis

p/po nur unwesentlich [Loncin und Weisser, 1977].

7.3.2.2 Keimzahlbestimmung

Von allen Proben wird jeweils die Lebendkeimzahl bestimmt. Sie gibt die Zahl
der lebensfdahigen Keime im Produkt an und ist abzugrenzen von der Gesamt-
keimzahl. Die Gesamtkeimzahl ist die Summe aller lebenden und toten Keime
im Produkt [Schlegel, 1992].

Zur Untersuchung der Lebendkeimzahl wurde 1,00 % der zu untersuchenden
Probe in 99,0 % PBS Puffer eingewogen. Handelte es sich bei der Probe um
Fettpartikel, wurde der Puffer vorher auf 45°C erwédrmt. Die Keime wurden
dann mind. 60 sec. aus dem geschmolzenen Fett ausgeschiittelt. Nachdem sich
das wieder erstarrte Fett an der Oberfliche abgesetzt hatte, wurde aus dieser
Keimsuspension eine Verdiinnungsreihe hergestellt.

Handelte es sich bei der Probe um Lyophilisat oder spriihgetrocknetes Produkt,
wurde kalter Puffer verwendet und die Suspension wurde so lange geschiittelt,
bis sich alle Agglomerate aufgelost hatten. Aus dieser Keimsuspension wurde
eine Verdiinnungsreihe hergestellt.

Die Verdiinnungsreihen wurden mit PBS Puffer hergestellt. Es wurde jeweils
1:100 verdiinnt. Das Ausplattieren der Keimsuspension erfolgte nach dem
Kochschen Plattenguss Verfahren [Pharm. Eur., 2002] auf MRS-Agar [de Man
et al, 1960]. Anders als im Arzneibuch beschrieben wurden die Keime 4-5 Tage
bei 37°C im CO, Brutschrank (LEEC GA26N, LEEC Limeted, Nottingham,
England) bebriitet. Der CO, Partialdruck lag dabei bei 5 %.

Jede Keimzahlbestimmung wurde doppelt durchgefiihrt.

7.3.2.3 Laserdiffraktometrie

Fiir die PartikelgroBenbestimmung der sprithgetrockneten Keime, des Lyophili-

sates, des mikronisierten Lyophilisats und des homogenisierten Lyophilisates
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wurde ein HELOS Laserdiffraktometer (Helium Neon Laseroptischer System,
Sympathec, Clausthal-Zellerfeld) verwendet. Dem Messprinzip liegt die von
Fraunhofer beschriebene Lichtbeugung zu Grunde. In einem aufgeweiteten La-
serstrahl (hier: 632,8 nm) erzeugen Partikel auf Grund von Interferenzerschei-
nugen ein Beugungsbild, dessen Lichtintensitit von einem Multielement-
Ringdetektor gemessen wird. Der Detektor besteht aus 32 konzentrisch ange-
ordneten Detektorringen. Da unterschiedlich grofle Partikel das Licht unter-
schiedlich stark beugen, kann ein dem System angeschlossener Computer aus
dem Beugungsbild die PartikelgroBenverteilung (Volumenverteilung) errechnen.
Eine Fourier Transformationslinse bewirkt, dass das gebeugte Licht unabhéngig
von der Position der Partikel immer auf den selben Detektorring auftrifft. Daher
kann die Bewegung der Partikel vernachldssigt werden.

Es wurden zwei verschiedene Messeinrichtungen verwendet. Zur Vermessung
des gemahlenen Lyophilisates und der spriihgetrockneten Bakterien wurde das
HELOS-RODOS Dispergiersystem benutzt. Das Pulver wurde dazu auf eine
Dispergierrinne aufgetragen und mit Hilfe von Pressluft (3bar) in der Brennebe-
ne einer nachgeschalteten Linse dispergiert. Hinter dem Messbereich befindet
sich ein Staubsauger, der die dispergierte Probe durch den Messbereich saugt.
Zur Vermessung des homogenisierten Lyophilisates wurde die Keimsuspension
mit Miglyol 812 bis zu einer optischen Konzentration von 5% - 15% verdiinnt
und dann in einer Quarzkiivette vermessen. Die Brennweite der Linse wurde je

nach Teilchengrof3e der Partikel abgestimmt.

7.3.2.4 Siebanalyse

Die PartikelgrofBe der Fettpartikel wurde mit Hilfe der Siebanalyse bestimmt.
Auf Grund der GroBe der Partikel und der breiten PartikelgroBenverteilung war
es nicht moglich die PartikelgroBe per Laserdiffratometrie zu bestimmen, ob-

wohl diese Methode genauere Ergebnisse liefert.
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100,0 g der zu vermessenden Probe wurde auf einen Siebturm mit tarierten Sie-
ben folgender Maschenweiten aufgebracht:

90 um, 160 pum, 250 pum, 315 pm, 400 pum, 500 um, 630 um, 710 um.

Der Siebturm wurde dann bei 35 Hz 15 min auf der Siebmaschine (Vibro,
Retsch AG, Haan) geschiittelt. Die einzelnen Siebe wurden vor und nach der

Siebung ausgewogen und so der Anteil der jeweiligen Siebfraktionen ermittelt.

7.3.2.5 Dynamische Wasserdampfsorption (DV'S)

Die Eigenschaft der Partikel Wasser aufzunehmen wurde gravimetrisch mit Hil-
fe der Dynamischen Wasserdampfsorption (DVS1, Surface Measurement Sys-
tems, London, UK) bestimmt. 120 mg bis 140 mg wurden dazu in ein Waage-
schilchen eingewogen, welche sich, ebenso wie ein Referenzschélchen, in ei-
nem Stickstoffstrom (Stickstoff 5,0, Fluss: 200 ml/min) mit definierter Feuchte
befindet. Beide Schilchen befinden sich in einem auf 25°C +/- 0,1°C temperier-
ten Inkubator (Abbildung 7.2). Die Probe und die Referenz werden zunichst bei
0% relativer Feuchte bis zur Gleichgewichtsfeuchte (0,0005 % Massednde-
rung/min) getrocknet. Die Feuchte des Tragergases wird mit Hilfe des Mas-
seflusskontrollers eingestellt. Sie wurde dann auf 90% RH heraufgesetzt und die
Probe wird so lange umspiilt, bis sich eine Gleichgewichtsfeuchte von 0,0005 %
Massednderung/min eingestellt hat, maximal jedoch 10 Stunden lang. Dann wird
die Probe wieder bei 0% RH bis zu einer Gleichgewichtsfeuchte von 0,0005 %
Massednderung/min getrocknet. Mit Hilfe einer Cahn D-200-Mikrowaage, an
der die beiden Waageschélchen hdangen, wird der Massenzuwachs der Probe und

damit die Wasseraufhahme bestimmt.
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Abbildung 7.2 Schematische Abbildung der DVS

7.3.2.6 Rasterelektronenmikroskopie (REM)

Im Gegensatz zu anderen mikroskopischen Verfahren stellt die Rasterelektro-
nenmikroskopie kein optisches Verfahren dar [Skoog und Leary, 1992]. Ein E-
lektronenstrahl tastet im Vakuum nach einem Raster die Oberfldache die Probe
ab und erstellt von ihr eine Karte, die dann in ein Bild umgewandelt wird.

Zur Erstellung der REM-Bilder wurden die Proben mit doppelseitig klebender,
leitfahiger Folie (Leit-Tabs, 12mm Durchmesser, W. Plannet GmbH, Wetzlar)
auf den Probenhaltern fixiert und anschlieend im Sputter Coater (Bal-Tec AG,
Lichtenstein) unter Argonatmosphéire (50 Pa) bei 50mA fiir 90 Sekunden mit
Gold bedampft.

Zur Aufnahme der Bilder wurde ein Philips XL 20 Rasterelektronenmikroskop
(Philips, Eindhoven, Niederlande) und ein XL 30 (FEI-Philips, Eindhoven, Nie-
derlande) verwendet, wobei die Hohe der angelegten Spannung der thermischen

Stabilitdt der Proben angepasst wurde.
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7.3.3 Weitere Geriite

Gerit Typ Hersteller
Lichtmikroskop Axioskop 40 Carl Zeiss Jena GmbH
Magnetriihrer IKAMAG RET basic | IKA- Werke,

Janke & Kunkel GmbH,
Stauffen
pH- Meter pH 540 GLb WTW GmbH Wielheim
Trockenschrank B6200 Heraeus, Hanau
Waagen Satorius A2005 Satorius AG, Gottingen
Satorius BA2105
Satoriu BP 31005
Satorius CP22025
Wasserbad Julabo Labortechnik

GmbH,
Seelbach
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7.4 Liste der verwendeten Abkiirzungen und Symbole

% Prozent

°C Grad Celsius

um Mikrogramm

bzw. beziehungsweise

CO2 Kohlendioxid

DVS Dynamic Water Sorption
g Gramm

HCL Salzsdure

KBE Koloniebildende Einheiten
Lb. Lactobacillus

log Logarythmus zur Basis 10
mA Milliamper

max. maximal

mg Milligramm

ml Milliliter

mod. modifiziert

MRS de Man Rogosa Sharpe
N Normal

NaCl Natriumchlorid

NaOH Natriumhydroxid

nm Nanometer

OHZ Hydroxylzahl

p Wasserdampfdruck

Po Sattigungsdampfdruck
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Pa
PBS

Pharm. Eur.

RH
rpm
RSM
RT

SEC.

Pascal

Phosphate Buffer Solution
Pharmacopoea Europaea
relative humidity

rounds per minute
reconstituted skim milk
Raumtemperatur

Sekunden
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