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EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Biologische Prozesse werden zunehmend zur Herstellung und Veredelung hochwertiger Pro-
dukte eingesetzt. Das Potential von Bioprozessen besteht vor Allem in der Entwicklung neuer
als auch umweltvertraglicher Erzeugnisse und Verfahren. So kann eine Vielzahl von Produk-
ten im Vergleich zu chemischen Prozessen mit niedrigerem Energieaufwand bei gleichzeitiger
Reduktion von Abfall- und Nebenprodukten synthetisiert werden. Bei den biologischen Pro-
zessen werden wesentliche funktionelle Eigenschaften lebender Organismen und deren zellu-
lare und subzelluldre Bestandteile genutzt. Die Zahl der einzelnen technischen Produktions-
schritte wird zum Teil deutlich reduziert, denn die gesamte Synthese lduft in dem biologi-
schen System ,,Mikroorganismus* ab. Diese Methoden und Anwendungen werden auch unter
dem Begriff ,,Weille Biotechnologie* als dritte Welle der Biotechnologie nach der ,,Roten
und ,,Griinen* zusammengetasst. Aufgrund der Reduktion der Prozessintensitdt und der Ener-

gie erwarten Experten ein hohes Wachstumspotential dieser Disziplin (Villadsen, 2007).

Bei genauerer Betrachtung stellt man fest, dass der Ansatz der ,,Weillen Biotechnologie® nicht
grundsitzlich neu ist sondern in einigen Disziplinen, wie beispielweise der Lebensmitteltech-
nologie, verfolgt wird. Der &lteste von Menschen genutzte mikrobiologische bzw. enzymati-
sche Prozess ist die Fermentation zur Herstellung und Veredelung von Nahrungsmitteln.
Waren es in fritheren Zeiten spontan ablaufende Gérungen, so werden heute definiert selek-
tierte Kulturen den Rohstoffen und halbfertigen Erzeugnissen zugesetzt und die Fermentation
unter genau festgelegten Bedingungen durchgefiihrt. Durch Zugabe der Kulturen werden die
Rohstoffe biochemisch modifiziert. Dadurch werden eine verldngerte Haltbarkeit, die Ent-
wicklung typischer Aroma- und Geschmacksstoffe, sowie der Abbau von Gerbstoffen er-
reicht. Des Weiteren werden die Kulturen auch zur Herstellung von Lebensmittelzusatzstof-
fen, wie Vitaminen, Zuckerersatzstoffen oder Séuren, eingesetzt (Demain, 2000; Jagerstad et

al., 2005; Kawaguti et al., 2006; Lilly et al., 2000; Stiles, 1996; Wiseman, 2004).

Einhergehend mit dem Wandel des Lebensmittels als reine Energie- und Genussquelle zu
einem Produkt mit gesundheitsrelevanten Eigenschaften werden ausgewihlte Spezies von
Mikroorganismen mittlerweile auch als solche konsumiert. Entweder werden sie als Zusatz-
stoff in einer Lebensmittelmatrix oder auch als Nahrungsergédnzungsmittel in konzentrierter
Form verabreicht. Es wird vermutet, dass sie mit biochemischen Regulationsmechanismen
des menschlichen Organismus positiv interagieren und so zu gesundheitstherapeutischen

Zwecken niitzlich sind (Shah, 2007).
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Sollen nun mit oder aus den selektierten Mikroorganismen kommerzielle Produkte hergestellt
werden, so reicht die Erforschung und Entwicklung der Kulturen unter rein metabolischen
und erndhrungsrelevanten Gesichtspunkten nicht mehr aus. An diesem Punkt ist es erforder-
lich, Verfahren in den Vordergrund zu stellen, unter deren Anwendung die biologischen Sys-

teme in einen prozess- und lagerstabilen Zustand iiberfiihrt werden kénnen.

Mittlerweile ist es weltweit in fast allen Branchen iiblich, dass sich einzelne Betriebe auf ein-
zelne Prozessabschnitte spezialisieren. So werden Kulturen zur Herstellung von Nahrungsmit-
teln nicht mehr beim Lebensmittelhersteller, sondern zentral von spezialisierten Unternehmen
produziert und vertrieben. Als Folge miissen halbfertige Waren und Endprodukte lange
Transportwege bis zum néchsten Verarbeitungsschritt und auch zum Endverbraucher zuriick-
legen. Teilweise werden sie dann bis zum Einsatz auch iiber ldngere Zeitrdume gelagert. Folg-
lich ist eine Konservierung der Zellen notwendig. Eine Moglichkeit, das zu erreichen, ist die
Entfernung des Wassers als Reaktionsmedium und —partner, die Zellsuspensionen werden
also nach der Fermentation getrocknet. Durch die Wasserentfernung konnen Schadigungs-
reaktionen bei Raumtemperatur im Vergleich zum hydrierten Zustand verlangsamt oder auch
komplett eliminiert werden. Auferdem fiihrt die Dehydrierung sowohl zur Gewichtsreduktion
als auch zur Konzentrierung der Priparate. Dadurch wird der Transport giinstiger und die

Produkte kénnen in hoheren Konzentrationen im Endprodukt eingesetzt werden.

Trotz der vielen Vorteile erweist sich die Trocknung als solche eher problematisch. Die Mik-
roorganismen verlieren aufgrund des Wasserentzugs einen Teil ihre Vitalitdt und auch wih-
rend der Lagerung konnen ungiinstige Bedingungen zu einer Abnahme der funktionellen Ei-
genschaften des Prédparates fiihren. Um destabilisierende Einfliisse auf die lebenden Organis-
men zu minimieren, werden Schutzstoffe wie z.B. Disaccharide zugegeben. Bisherige Ergeb-
nisse zeigen zwar, dass die Anwendung von Schutzstoffen zu einer hdheren Aktivitit von
Mikroorganismen nach der Trocknung und zu einer verbesserten Lagerstabilitét fithren kann.
Es ist jedoch nicht moglich, die experimentell ermittelten Ergebnisse zu verallgemeinern. Es
fehlt nach wie vor das Verstdndnis iiber die grundlegenden Schidigungs- und Schutzmecha-
nismen fiir diese komplexen Systeme und {iber das Zusammenspiel zwischen verfahrenstech-
nischen Parametern und dem Potential der Schutzstoffe, das fiir eine zielgerichtete Prozess-

fiihrung der Trocknung und Lagerung von Mikroorganismen erforderlich ist.

Ein denkbarer, jedoch fiir Mikroorganismen bisher nicht erforschter Schutzmechanismus von
Zuckern ist die Ausbildung einer Glasmatrix. In einer Glasmatrix laufen destabilisierende

Reaktionen wahrend der Trocknung und Lagerung aufgrund der hohen Viskositit des Sys-
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tems stark verzogert ab. Unter dieser Annahme kommt den verfahrenstechnischen Parametern
wihrend der Trocknung sowie den Lagerungsbedingungen im Hinblick auf den Glaszustand
eine entscheidende Rolle zu. Vor diesem Hintergrund wird in der vorliegenden Arbeit der
Einfluss der verfahrenstechnischen Gestaltung der Gefriertrocknung und Lagerung auf die
Mikroorganismen sowohl mit als auch ohne Schutzstoff untersucht. Unter der Annahme des
Glaszustands als Schutzmechanismus werden Phasen-Zustandsdiagramme der Zellsuspensio-
nen erstellt. Auf diesen basierend werden durch entsprechende Auswahl der Trocknungs- und
Lagerbedingungen diese Prozesse bei unterschiedlichen physikalischen Zustdnden realisiert.
Durch gleichzeitige Analyse der Vitalitdt der Zellen im Verlauf der Trocknung und Lagerung

kann die Bedeutung des Glaszustandes und der Verfahrenstechnik ermittelt werden.

Vor der detaillierten Erlduterung der konkreten Zielsetzung fiir diese Arbeit werden nachfol-
gend die etablierten Grundlagen sowie der aktuelle Stand des Wissens dargelegt, um die Vor-

gehensweise darauf auftbauend zu begriinden.
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2 GRUNDLAGEN

2.1 Hydrierung von Zellmembran und Proteinen von Bakterien

Aufgrund der zentralen Bedeutung einer intakten Zellmembran fiir die Regulation biochemi-
scher Stofftransportvorginge soll einleitend ein Uberblick zur Struktur von Bakterienzellen
gegeben werden. Die Grundlagen des nachfolgenden Abschnittes sind im Wesentlichen aus

Alberts et al. (1990) und Jain (1988) entnommen.

Bakterien besitzen eine Zellwand, unter der eine Plasmamembran ein cytoplasmatisches
Kompartiment einschlieB3t, in dem verschiedene Molekiile eingebettet sind. Die Erlduterung
der Zellorganellen beschrinkt sich im Folgenden auf die Zellmembran und Proteine, da es
vorwiegend diese Systeme sind, deren Schiadigung durch Trocknung und Lagerung zum Ver-

lust der Zellvitalitat fihrt.

Die Plasmamembran fungiert als Barriere zwischen intra- und extrazellulirem Raum. Als
selektiver Filter und als Vorrichtung fiir aktive Transportvorgénge steuert sie den Eintritt von
Nahrstoffen und den Austritt von Abbauprodukten. Auflerdem erzeugt sie unterschiedliche

Ionenkonzentrationen im Zellinneren und -duf3eren an der Oberflache der Zellen.

Abbildung 1 zeigt schematisch eine Zellmembran mit membrangebundenen Proteinen.

— Proteinmolekil

: i
=
wf
Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Ausschnitts aus einer Zellmembran (Alberts et al., 1990)

Das Grundgeriist biologischer Membranen ist die Phospholipid-Doppelschicht. Sie stellt einen
relativ undurchlissigen Schutzwall gegen die meisten wasserloslichen Molekiile dar. Sie ist

durch Proteine zum Teil unterbrochen und zum Teil an der Oberfliache mit diesen bedeckt.
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Die Phospholipide bestehen aus einem unpolaren und einem polaren Anteil. Der unpolare
Anteil ist der wissrigen Umgebung abgewandt. Der polare Anteil befindet sich an der Grenz-

fliche zum umgebenden wiassrigen Medium.

Die Lipid- und Proteinmolekiile werden iiberwiegend durch nicht-kovalente Bindungen, d.h.
Wasserstoftbriickenbindungen, Ionenbindungen und van der Waals Krifte zusammengehal-
ten. Der unpolare Anteil wird durch hydrophobe AbstoBungskrifte zur wissrigen Umgebung

im Inneren der Membran stabilisiert.

Die Zellmembran ist im fliissig-kristallinen Zustand eine dynamische, flieBende Struktur, in
deren Ebene die meisten der Lipid- und Proteinmolekiile beweglich sind. Die Fluiditdt einer
Zellmembran ist fiir ihre Funktion eine ihrer wichtigsten Eigenschaften. Wird die Membran
zu starr, so kommen Membrantransportprozesse und Enzymaktivititen zum Erliegen. Die
physikalischen Eigenschaften der Lipid-Doppelschicht werden durch Wasserstoffbriickenbin-
dungen beeinflusst. Es wird vermutet, dass zwischen 5-20 Wassermolekiile mit einem Mole-
kiil Phospholipid assoziiert sind. Als Folge der Wasserassoziation bilden die Phosphatenden
starkere Wasserstoffbriickenbindungen mit der umgebenden wéssrigen Losung aus, wodurch
Interaktionen der Phosphatmolekiile untereinander geschwicht werden. Bei Entfernung des
Wassers fiihrt eine Anndherung der Phosphatreste somit zu einer hoheren Dichte zwischen
den Phospholipidmolekiilen, was wiederum eine Verstiarkung der van der Waals Anziehungs-
kréfte zwischen den Fettsdureresten zur Folge hat. Die Entfernung von Wasser oder auch eine
Temperaturabsenkung unter die membranspezifische Phaseniibergangstemperatur fithren
schlieBlich zum Phaseniibergang vom physiologisch intakten fliissig-kristallinen Zustand zum

Gelzustand. Im Gelzustand ist die Funktionalitidt der Membran nicht mehr gegeben.

Die Proteine machen in einer bakteriellen Zellmembran einen Gewichtsanteil von ca. 50 %
aus. Es kommen sowohl globulére als auch fibrilldre Proteine vor. Sie vermitteln den Trans-
port von Molekiilen in die Zelle und aus der Zelle, regulieren membranassoziierte Reaktionen
und stellen Verbindungsstiicke zwischen Plasmamembran und Cytoskelett dar. Proteine sind
auf unterschiedliche Weise in die Membran eingebunden bzw. mit ihr assoziiert. Abbildung 2

zeigt die verschiedenen Integrations bzw. Assoziationsmdglichkeiten.
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Extrazelluldrer \
Raum

Zytoplasma

Abbildung 2: Integrations- und Assoziationsméglichkeiten von membrangebundenen Proteinen. (1) und
(2) integrale Proteine, (3) und (4) Oberflichenproteine durch Fettsiuren kovalent mit der Membran ver-
bunden, (5) Oberflicheproteine durch nicht-kovalente Wechselwirkungen mit anderen Membranprotei-

nen oder Phospholipiden verbunden (Alberts et al., 1990).

Integrale Proteine (vgl. Abbildung 2 (1,2)) besitzen eine amphiphatische (polarer und apolarer
Teil) Struktur und durchdringen die Lipid-Doppelschicht. Sie treten durch hydrophobe Bin-
dungen mit Lipidmolekiilen im Inneren der Lipid-Doppelschicht in Wechselwirkung, d.h sie
sind in dieser geldst. Hydrophile Abschnitte sind dem wissrigen extra- und intrazelluldren
Raum zugewandt. Eine weitere Gruppe der membranassoziierten Proteine, die Oberflichen-
proteine sind im Wesentlichen wasserldslich und mit der Membran entweder iiber Fettsduren
kovalent (vgl. Abbildung 2 (3,4)) oder nur an eine der beiden MembranauBlenseiten durch
nicht-kovalente Wechselwirkungen mit anderen Membranproteinen oder Phospholipiden ge-
bunden (vgl. Abbildung 2 (5)). Die Bindungen der Oberflachenproteine konnen durch Be-
handlung mittels hoher oder niedriger lonenstirke und durch extreme pH-Werte geschwicht

werden, wodurch die Molekiile leicht entfernt werden konnen.

Proteine besitzen eine dreidimensionale Struktur, die fiir ihre funktionelle Integritit von grof3-
ter Bedeutung ist. Die Aufrechterhaltung der dreidimensionalen Struktur des Proteins, sowie
die Wechselwirkung der makromolekularen Ketten erfolgt durch nicht-kovalente Bindungen
(van der Waals, elektrostatische Bindungen, Wasserstoftbriicken, hydrophobe Wechselwir-
kungen). Wasser besitzt als Losungsmittel eine groBe Bedeutung fiir die Intaktheit der drei-
dimensonalen Struktur und die Wechselwirkungen. Befinden sich die Makromolekiile in einer
wissrigen Losung, so treten die Wassermolekiile mit deren polaren Gruppen in Wechselwir-
kung und es wird eine dreidimensionale Struktur des Wassers mit dem eingebetteten Makro-
molekiil erzeugt. Gleichzeitig werden durch die Strukturierung des Wassers an der Grenzfla-
che zwischen Protein und Wasser hydrophobe Gruppen im Inneren durch Abstoungskrifte

zusammen gezwungen (Fennema et al., 1973). Je nach Wassergehalt, Temperatur und lonen-
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stirke werden die AbstoBungskrifte abgeschwécht und die hydrohoben Gruppen gelangen an
die Oberfliache, was unter Umstdnden zur Aggregation von aufgefalteten Proteinen fiihren

kann (Fennema et al., 1973; Shuryo und Eunice, 1988).

In Zellmembranen beruht die funktionelle Integritidt der membrangebundenen Proteine zusétz-
lich auf Interaktionen spezifischer Segmente der Proteine mit der Lipid-Doppelschicht. Die
Funktionalitdt von Membranproteinen hingt nicht nur von ihrer Struktur und Konformation
ab, sondern auch von ihrer groben Ausrichtung in einer intakten Umgebung. Somit fithren
bereits geringe physikalische Anderungen der Lipid-Doppelschicht, wie beispielsweise eine
erhohte Viskositit augrund von Temperaturabsenkung, Wasserentfernung oder Anderung der
Wasserverfiigbarkeit aufgrund eines Phaseniibergangs, zum Verlust der Proteinfunktionalitit.
Das bedeutet, dass keine Konformationsdnderung des Proteins an sich (Auffaltung, Aggrega-

tion) fiir einen Verlust der Funktionalitit notwendig ist (Jain, 1988).

2.2 Gefriertrocknung

Bei der Gefriertrocknung, dem gebrauchlichsten Verfahren in der pharmazeutischen Industrie
und zum Teil auch in der Lebensmittelindustrie, erfolgt die Entfernung eines Losungsmittels
aus dem gefrorenen Zustand durch direkte Uberfiihrung in den gasformigen Zustand unter
Umgehung des fliissigen Zustands. Dabei werden die Druck-Temperatur-Beziechungen zwi-
schen dem festen und dem gasférmigen Zustand genutzt. Abbildung 3 zeigt das Phasendiag-
ramm von Wasser mit Druck/Temperaturbedingungen, wie sie bei der Gefriertrocknung An-

wendung finden.

107

10° 1 B
_ fest Tripelpunkt
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Abbildung 3: Phasendiagramm von Wasser mit Druck/Temperatur-Bedingungen wihrend der Gefrier-
trocknung: (A) Gefrieren, (B) Temperaturabsenkung des gefrorenen Priparates, (C) Sublimation, (D)

Temperaturerhohung (Desorption von Wasser).
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Die Gefriertrocknung wird meist in drei Schritte eingeteilt, die zeitlich nacheinander ablaufen.

Das fliissige Produkt wird durch Temperaturerniedrigung unter Atmosphérendruck bei Punkt
A (vgl. Abbildung 3) in den festen Zustand iiberfiihrt und anschlieBend noch weiter abgekiihlt
(Punkt B). In einem weiteren Schritt, der primdren Trocknung, werden die gebildeten Eiskris-
talle durch Druckabsenkung unterhalb des Tripelpunktes (Wasser 7= 273 K, p = 611,657 Pa)
und stetiger Warmezufuhr zur Aufrechterhaltung des Sublimationsprozesses bei Punkt C (vgl.
Abbildung 3) in die Gasphase tiberfiihrt. Durch eine daran anschlieBende sekundére Trock-
nung kann auch das stirker im Produkt gebundene und nicht ausgefrorene Wasser durch De-
sorption entfernt werden, indem die Temperatur weiter erhoht wird (D), so dass
Druck/Temperatur-Bedingungen des gasformigen Zustands erreicht werden. Gleichzeitig zur
Temperaturerhohung kann auch eine weitere Drucksenkung (D”) stattfinden (Oetjen und Ha-

seley, 2004).

Bei der Sublimationstrocknung tritt der Trocknungsspiegel gleich zu Beginn unter die Guts-
oberfldache und sinkt im weiteren Verlauf der Trocknung stetig ab. Dies ist in der verringerten
Bewegungsmoglichkeit bzw. der hohen Viskositdt der nicht gefrorenen Phase begriindet. In
dieser Hinsicht unterscheidet sich die Gefriertrocknung grundsitzlich von der Trocknung im
fliissigen Zustand (Kessler, 1961). So liegt bei einem Trocknungszeitpunkt #; ein Préparat vor,
das im oberen Abschnitt aus einem eisfreien, pordsen Geriist mit dem Anteil f.(#;) besteht,
und im unteren Teil aus einem eishaltigen, gefrorenen Produkt mit Anteil f.;(#), aus dem das
Eis noch entfernt werden muss. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 4 schematisch dar-

gestellt.

1t T

feis(tl) feis (tz)

q q

Trocknungsdauer t; Trocknungsdauer t,

L <t

Abbildung 4: Anteil von eisfreier f,(#) und eishaltiger Schicht f,;() wihrend der Gefriertrocknung. Zur

Aufrechterhaltung des Sublimationsprozesses wird stetig die Wirme ¢ zugefiihrt.
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Im Folgenden werden die einzelnen Abschnitte der Gefriertrocknung erldutert.

2.2.1 Gefrieren

Durch das Gefrieren wird das fliissige System als Ganzes oder einzelne Komponenten daraus
in den festen Aggregatzustand tiberfithrt. Wasser, sowohl in reiner Form als auch in wissrigen
Losungen, bildet bei seiner Gefriertemperatur nicht spontan Eis aus. Es muss zunéchst unter
den Gefrierpunkt unterkiihlt werden, damit sich Kristalle bilden (Nukleation), die im weiteren
Verlauf durch Diffusion von Wassermolekiilen und Absorption an der Oberfldche der gebil-

deten Kristalle anwachsen (Fennema et al., 1973).

Die Kristallbildungsgeschwindigkeit verlduft bei stirkerer Unterkiihlung schneller, wihrend
das Kristallwachstum bei geringerer Unterkiihlung eine hohere Geschwindigkeit besitzt (Van
Hook, 1961). Die Geschwindigkeit ist fiir beide Prozesse in Abhingigkeit von der Unterkiih-
lung bzw. Ubersittigung in Abbildung 5 dargestellt.

Ea , Nukleation Ea ,Diffusion

_Ea,Nukleation e RT RT
e RT Kristallisations- _m
geschwindigkeit e RT

Kristallbildungs-
geschwindigkeit

Kristallwachstums-
geschwindigkeit

Geschwindigkeit

Unterkiihlung bzw. Ubersittigung

Abbildung 5: Geschwindigkeit der Kristallbildung, des Kristallwachstums sowie der aus beiden kombi-
nierten Kristallisationsgeschwindigkeit in Abhiingigkeit vom Unterkiihlungs- bzw. Ubersittigungsgrad.
E, Nutdeation Stellt dabei die notwendige Arbeit zur Bildung eines Nukleus dar und E, pigion ist die Aktivie-
rungsenergie fiir die Diffusion der Wassermolekiile zu bereits gebildeten Kristallen (nach Van Hook,

1961).

Je nach Temperatur bzw. Sittigung kann also eine gro3e Anzahl an kleinen Kristallen (starke
Unterkiihlung bzw. Ubersittigung) oder eine geringere Anzahl an groBen Kristallen (geringe

Unterkiihlung bzw. Ubersittigung) entstehen, was sich letztendlich auf die Grenzfliche zwi-
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schen Eis und nicht gefrorener Losung und im Hinblick auf die anschlieBende Trocknung

auch auf die spezifische Oberfliche des getrockneten Produktes auswirkt.

Homogene Kristallisation setzt bei Wasser erst bei einer Temperatur von -39 °C + -41°C ein.
Bei der Anwesenheit weiterer Molekiile und Partikeln in Wasser wirken diese bereits als Kris-
tallisationskeime bzw. —katalysatoren, die Aktivierungsenergie fiir die Kristallisation (hetero-
gene Kristallisation) ist in einem solchen System also herabgesetzt (Fennema et al., 1973).
Folglich ist die starke Unterkiithlung des Wassers in einer Suspension nicht mehr moglich und

auch nicht mehr notig.

Bei Mehrkomponentensystemen muss beziiglich des Einfrierens die Gefrierpunktabsenkung

aufgrund geldster Substanzen im Vergleich zu reinem Wasser berticksichtigt werden.

In Abbildung 6 ist das Phasen- und Zustandsdiagramm des bindren Systems Saccharo-
se/Wasser und der Temperaturverlauf wéihrend des Einfrierens der Losung mit einer Aus-

gangskonzentration von 10 % dargestellt (nach Roos, 1995).

T T T T T T T T
+60 - i) negs
Ubersiittigte
+50 -
Losung
+40 |- Fliissigkeit .
+30 r] .
~
’
g) +20 - Loslichkeitskurve ’ -
N
= I
~ 0 T Gefrierkurve T, r =
— ok m ’
s . .
§ ol Eis + Losung Glasiibergang ’; i
& o T oooTT ’
E Eis + iibersiittigte Losung P o Glas i
g S0 ______N rd n
-40 [ o Tyey” 1
so b Eis + Glas . o l' X
50 -’ ’ | -
K MWWW\NWWWWVWWW
100|—r________..- A —l
140 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Feststoftkonzentration ¢ (%)

Abbildung 6: Phasen- und Zustandsdiagramm einer Saccharoselosung sowie Tempera-
tur/Feststoffbeziechungen wihrend des Gefrierens bis zur Glasiibergangstemperatur der maximal ge-
frierkonzentrierten Losung 7, (Phasen-Zustandsdiagramm der Saccharoselosung nach Roos, 1995).
(T,,= Schmelztemperatur von Wasser, T, = Glasiibergangstemperatur der Losung, Ts = Kristallisations-

temperatur der gelosten Komponente, hier Saccharose).

Die Gefrierkurve zeigt den Gleichgewichtszustand zwischen der Losung im fliissigen, unter-

séttigten Zustand und der festen Form des Losungsmittels, in diesem Fall Wasser. Die Los-
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lichkeitskurve zeigt das Gleichgewicht zwischen der unterséttigten Losung und dem kristalli-

nen Zustand der geldsten Substanz (Fennema et al., 1973).

Durch Temperaturabsenkung der Ausgangslosung gefriert Wasser aus, wodurch die Losung
konzentriert wird. Dies fiihrt entsprechend der Gefrierkurve wieder zu einer Erniedrigung der
Gefriertemperatur usw. Durch zunehmende Konzentrierung wird schlieBlich die Loslichkeits-

grenze am eutektischen Punkt 7, erreicht.

Der eutektischen Punkt 7. stellte einen thermodynamischen Gleichgewichtszustand dar, an
dem beide Stoffe (Wasser und Gelostes) nebeneinander als Kristalle vorliegen. Bei gut kris-
tallisierenden Stoffen mit hoher Kristallisationsgeschwindigkeit wird dieser thermodynami-
sche Gleichgewichtszustand auch erreicht. Verschiedene Substanzen weisen allerdings unter-
schiedliche Kristallisationsgeschwindigkeiten auf, was zur Folge haben kann, dass beispiels-

weise am eutektischen Punkt einer wissrigen Losung nur Wasser auskristallisiert.

Generell ist die Kristallisationsgeschwindigkeit der einzelnen Stoffe in einem Mehrkompo-

nentensystem von verschiedenen Faktoren abhéngig (Oetjen und Haseley, 2004):
e Art und Menge der gelosten Komponenten,
e Loslichkeit der gelosten Substanzen,
¢ Anfangskonzentrationen,
e Abkiihlgeschwindigkeit,
e Endtemperatur und Verweilzeit bei dieser Temperatur,
e Viskositét der Losung.

Die Unterschiede in den Kristallisationsgeschwindigkeiten zwischen dem Losungsmittel
Wasser und gelostem Stoff kdnnen dazu fithren, dass am eutektischen Punkt 7, zunichst nur
Wasser, und nicht gleichzeitig auch die geloste Komponente auskristallisiert. Als Folge wird
die Losung iibersattigt. Auch bei weiterer Abkiihlung unter den eutektischen Punkt kristalli-
siert zunehmend nur Wasser und die Losung wird weiter aufkonzentriert. Dieses Verhalten ist
sowohl in bindren als auch in Mehrkomponentensystemen nicht ungewdhnlich, vor allem
dann, wenn diese eine erhohte Viskositit aufweisen, wodurch die Kristallisationsgeschwin-
digkeit der gelosten Substanz verringert wird. Die Einstellung des Gleichgewichts zwischen
einer festen und fliissigen Phase kann in komplexen Systemen mit geringer Geschwindigkeit
erfolgen (Fennema et al., 1973). Die Zustéinde der Ubersittigung sind in Abbildung 6 als Ver-

lingerung der Gefrierkurve nach dem eutektischen Punkt zwischen 7, und 7, " dargestellt. Die
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Kurve zwischen 7, und 7, zeigt Bedingungen, unter denen das Eis neben einer iibersittigten
Losung in einem thermodynamisch instabilen Zustand vorliegt. Zusédtzlich zur Erhéhung der
Konzentration des Feststoffes erfolgt auch eine starke Erh6hung der Viskositdt # des tibersit-
tigten Systems. Dies flihrt wiederum zu einer Verringerung der Kristallisationsgeschwindig-

keit (vgl. Abbildung 5)

Mit zunehmender Verringerung der Kristallisationsgeschwindigkeit und gleichzeitig zuneh-
mender Aufkonzentrierung kommt die Eiskristallbildung beim Schnittpunkt der Gefrierkurve
mit der Glasiibergangskurve bei der Konzentration ¢,” und der Temperatur 7" schlieBlich
ganz zum Erliegen. Das System erstarrt kinetisch ohne vollstindige Phasentrennung, und ein
Rest an nicht ausfrierbarem Wasser (UFW) verbleibt in der Losung. ¢, bezeichnet die Kon-
zentration der maximal gefrierkonzentrierten Losung. An diesem Punkt geht die iiberséttigte,
maximal gefrierkonzentrierte Losung in einen hochviskosen, amorphen Zustand, den Glaszu-
stand tiber. Die physikalischen Grundlagen des Glaszustands werden in Kapitel 2.3 niher er-
lautert. Trotzdem soll an dieser Stelle zum besseren Verstindnis der Messgrof3en zur Bestim-
mung des Glasiibergangs bereits vorweggenommen werden, dass der Glasiibergang beziiglich
der Anderung der spezifischen Wirmekapazitit Cp vergleichbar mit einem Phaseniibergang 2.
Ordnung ist (Ehrenfest, 1933). Die spezifische Warmekapazitit Cp weist bei der Glasiiber-
gangstemperatur 7, eine sprungartige, jedoch stetige Anderung auf (vgl. Abbildung 7). Der
Glastibergang bzw. die Wirmekapazitdtsanderung ACp erfolgt nicht bei einer konkreten Tem-
peratur sondern innerhalb eines bestimmten Temperaturbereichs. Deshalb ist es erforderlich,
bei der Ermittlung und Angabe von Glasiibergangstemperaturen 7, zu spezifizieren, an wel-
chem Punkt des Ubergangs diese Temperatur vorliegt (Onset, Midpoint, Endset) (Roos,
1995).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der spezifischen Wirmekapazitit Cp bzw. des Wirmestroms ¢ in
Abhiingigkeit von der Temperatur T sowie deren sprungartige Anderung am Glasiibergang. Die Bestim-
mung der Grofien T, onsets Ty midpoint UNA Ty gngsee €rfolgt aus den Schnittpunkten der Tangenten an die Kur-
ve unterhalb des Glasiibergangs, oberhalb des Glasiibergangs sowie bei halber Hohe (1/2ACp) des Glas-

iibergangs.

Im Allgemeinen ist die Glasiibergangstemperatur 7, eine charakteristische Stoffeigenschaft

und von Wassergehalt, Molmasse und chemischer Zusammensetzung der Losung abhdngig

(Roos, 1995).

Die Abhidngigkeit der Glasiibergangstemperatur 7, von der Feststoffkonzentration c ist in Ab-
bildung 6 als Glasiibergangskurve bzw. Phasendiagramm dargestellt. Diese Kurve stellt nicht
die Phase der Koexistenz zweier Aggregatzustinde dar, sondern sie reprasentiert Temperatu-
ren und Konzentrationen, an denen die gleiche Viskositit vorliegt. Ein Phasendiagramm kann
fiir ein bindres System unter Beriicksichtigung der Glasiibergangstemperaturen 7, der Subs-
tanzen 1 und 2, den Gewichtsanteilen ¢; und ¢, sowie den Warmekapazititsinderungen der
reinen Substanzen am Glasiibergang, 4C,; und 4C,,, nach Gleichung (1) berechnet werden

(Gordon und Taylor, 1952).

ofl, +k,,T,,

¢ +k,c,

T,(c,)= (1)

AC

2 und ¢, =100 — ¢,

prl

mit kg =
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Die Glasiibergangstemperaturen 7, und die Warmekapazititsinderung ACp von verschiede-
nen Zuckern sowie von Wasser sind aus der Literatur bekannt. Tabelle 1 zeigt Werte fiir Lak-

tose, Trehalose und Wasser.

Tabelle 1: Glasiibergangstemperatur 7, von Wasser, Laktose und Trehalose, Wirmekapazititsiinderung
von Wasser ACp yusser bzw. Verhiltnis ACp wusser/ACp zucker fiir wiissrige Losungen der Zucker, Glasiiber-
gangstemperatur der maximal aufkonzentrierten Losung 7, und Konzentration ¢, der maximal aufkon-
zentrierten wissrigen Zuckerlosung. Fiir die Glasiibergangstemperaturen sind jeweils die Midpoint-

Temperaturen angegeben (Chen, 2000; Omar und Roos, 2007; Roos, 1995).

| neo | eS| o | o
Wasser -123 bis -143 0,1 bis 1,94 - -
Laktose 101 6,3 -36 81,3
Trehalose 100 6,5 -35 72 -83.3

Phasendiagramme (7,(c)) existieren in grofer Anzahl fiir verschiedene, definiert zusammen-
gesetzte Protein-Zucker-Systeme und einige Lebensmittel (Bai et al., 2001; Elmonsef Omar
und Roos, 2007; Kawai et al., 2007; Ohkuma et al., 2007; Sablani et al., 2004; Shafiur
Rahman et al., 2003; Singh und Roos, 2006; Telis und Sobral, 2001). Fiir komplexe Mikroor-
ganismen existieren bisher nur die Arbeiten von Fonseca et al. (2001a) und Schebor et al.
(2000). Dabeti stellten Fonseca et al. (2001a) fest, dass die Zellen die Glasiibergangstempera-
tur der kontinuierlichen Phase nicht signifikant beeinflussen. Schebor et al. (2000) verwende-
ten ein undefiniertes System, dessen genaue Zusammensetzung unbekannt war. Insofern kann
aus dieser Arbeit nicht auf die Einfliisse der Mikroorganismen auf die Glasiibergangstempera-

tur geschlossen werden.
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2.2.2 Wasserentfernung

Der eigentliche Trocknungsprozess setzt sich aus zwei Trocknungsschritten zusammen, der
Primér- oder Haupttrocknung, wiahrend der das gefrorene Wasser sublimiert, und der Sekun-
dér- oder Nachtrocknung, bei der eine Desorption des Wassers von der Trockensubstanz statt-
findet. Das dampfformige Wasser scheidet sich entweder an einer gekiihlten Eiskondensato-

roberfldche ab, wird evakuiert oder absorbiert an Trockenmitteln (Oetjen und Haseley, 2004).

Das gefrorene Wasser liegt nach dem Gefrieren in Form von Eiskristallen neben einer amor-
phen aufkonzentrierten Losung vor. Bei Sublimation dieser Eiskristalle entstehen nach deren
Entfernung Poren, die zuvor mit Eis gefiillt waren, wie in Abbildung 8 schematisch darges-

tellt (Roos, 1995).

Maximal gefrierkonzentrierte Losung Feststoff im Glaszustand

Eiskristall Durch Trocknung entstandene Pore (im
gefrorenen Zustand mit Eis gefiillt)

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer gefrierkonzentrierten und gefriergetrockneten Lo-

sung/Suspension. A: nach dem Gefrieren, B: nach der Gefriertrocknung (nach Roos, 1995).

Die entstandenen Poren, deren GroB3e und Anzahl durch den Gefrierprozess beeinflusst wird,
fungieren als Kanile fiir die Wasserdampfentfernung aber auch als Oberfldche, an der De-
sorptionsvorgédnge stattfinden. Gerade bei der Nachtrocknung ist eine hohe spezifische Ober-
fliche von Vorteil. Die fiir die Desorption erforderliche Diffusion der Wassermolekiile in der

Feststoffmatrix muss somit nur iiber kurze Strecken erfolgen (Oetjen und Haseley, 2004).

Je nach Schichtdicke stellt das getrocknete Geriist auch eine Barriere fiir den Transport der
darunter gebildeten Wasserdampfmolekiile dar, was zur Reduzierung der Sublimationsrate

fiihren kann (Roos, 1995).

Die Gefriertrocknung findet als Sublimationstrocknung bei Druck/Temperatur-Bedingungen

unterhalb des Tripelpunktes statt und die Sublimationstemperatur des Wassers Ty, wird
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entsprechend des Wasserdampfdruckes, wie aus Abbildung 3 ersichtlich, von der Hohe des

Kammerdruckes bestimmt (Oetjen und Haseley, 2004).

Bei der Gefriertrocknung findet, wie aus Abbildung 9 ersichtlich, ein gekoppelter Warme- (q)
und Stofftransport (dm/dt) statt (Oetjen und Haseley, 2004).

......................................................................................

Gefrorenes Gut q

Heizmedium

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Stoff- (dm/df) und Wirmetransports (¢) bei der Sublimation
(nach Oetjen und Haseley, 2004)

Zur Sublimation muss der Probe Sublimationsenergie zugefiihrt werden, die sich aus der
Summe von Schmelzenthalpie AH,, und Verdampfungsenthalpie AH, zusammensetzt (siche
Tabelle 14 im Anhang). Die zur Sublimation bendtigte Warmeenergie wird durch Leitung
iiber eine beheizte Stellfliche und/oder Strahlung an das gefrorene Produkt iibertragen. Die
zugefiihrte Warme wird im Produkt bis an die Grenzfliche zwischen poroser, bereits getrock-
neter und noch gefrorener Schicht weitergeleitet. Der dabei gebildete Wasserdampf bewegt
sich durch die immer dicker werdende pordse Schicht zur Produktoberflidche. Dort werden die
Wassermolekiile an die Umgebung abgegeben. Somit ergibt sich eine temperaturbedingte
Partialdampfdruckdifferenz Ap zwischen der Oberfldche der Eisschicht im Produkt und der
Eiskondensatoroberfliche, das fiir den Stofftransport dm/dt durch pordse Giiter erforderlich
ist. Der Stofftransport dm/dt berechnet sich aus der Partialdampfdruckdifferenz Ap, der Quer-
schnittsfliche 4, dem Bewegungsbeiwert b, dem Widerstandsbeiwert u4 sowie aus der

Schichtdicke d nach Gleichung (2) (Kessler, 1961).

am __,bAp )
dt ud
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Wird bei der Gefriertrocknung ein Eiskondensator als ,,Dampffalle verwendet, so ist die Par-
tialdruckdifferenz Ap von der Temperaturdifferenz AT zwischen der Produkttemperatur 7,
und der Eiskondensatortemperatur 7x abhidngig. Die Partialdruckdifferenz Ap nimmt mit zu-
nehmender Temperaturdifferenz AT ebenfalls zu, wodurch der Stofftransport beschleunigt
wird. Die Produkttemperatur 7p wird, wie bereits erldutert, iber den Kammerdruck px ent-
sprechend der Sublimationstemperatur Ty, vorgegeben. Des Weiteren beeinflusst der
Kammerdruck Wirmeleitungsvorgénge in der Vakuumkammer, die bei héheren Driicken
ebenfalls verbessert sind. Eine Beschleunigung der Trocknung erfolgt auch durch eine hohere
Temperaturdifferenz zwischen der Produkttemperatur 7» und Stellflichentemperatur 7. So-
mit wird die Trocknungsgeschwindigkeit wihrend der Haupttrocknung, aber auch wéhrend
der Nachtrocknung neben den Einfliissen der Produktstruktur und -geometrie vor allem durch
zwei Variablen, den Kammerdruck px und die Stellflichentemperatur T, fiir die Zufuhr von

Sublimationsenergie, bestimmt (Gehrke, 1991).

Abbildung 10 zeigt den Einfluss des Kammerdrucks auf die Sublimationsgeschwindigkeit bei
unterschiedlichen Stellflichentemperaturen (Chang und Fischer, 1995).

Shelf Temp.
¢ 40°C
30°C

20°C

.Y
'y
1 « s5%¢C
L]
a
-

0.30 o

0.25 4 0°C arse
-5°C )
-15°C

0.20 4

0.15 -

0.10 -

Sublimation Rate (glcm?hr)

0.05

0.00

6 o 200 0 3o 4bo sbo
Chamber Pressure (umHg)

Abbildung 10: Sublimationsgeschwindigkeit in Abhéingigkeit vom Kammerdruck bei unterschiedlichen
Stellfiichentemperaturen (Shelf Temp.). Die gestrichelten Linien stellen Isothermen der Produkttempera-
tur Tp dar (A, B, C, D zeigen die Punkte, bei denen die Autoren die Experimente durchfiihrten) (Chang
und Fischer, 1995)

Bei hoherem Kammerdruck und mit zunehmender Stellflichentemperatur steigt die Sublima-

tionsrate an. Die Produkttemperatur, die meist so eingestellt wird, dass sie etwa 20 - 30 K
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unterhalb der Stellflichentemperatur liegt, bleibt wihrend der Haupttrocknung relativ kons-
tant und steigt erst gegen Ende der priméren Trocknung an, wenn die Sublimation weitgehend

abgeschlossen ist.

Durch die primire Trocknung kann der Restwassergehalt im Produkt je nach Anteil an aus-
gefrorenem Wasser nur bis zu einem gewissen Grad abgesenkt werden.Bei Systemen, in de-
nen das Wasser nicht vollstindig ausgefroren werden kann und bei denen somit die ge-
wiinschte Restfeuchte nach der primédren Trocknung noch nicht erreicht ist, schlieBt sich ein
weiterer Trocknungsschritt, die sekundire Trocknung, zur Entfernung des nicht ausgefrorenen
Wassers an. Um auch aus der inneren Oberfliche des pordsen Mediums das nicht gefrorene
Wasser durch Desorption entfernen zu kénnen, muss die Trocknungstemperatur wéhrend der
Nachtrocknung mdéglichst weit bis zu einer fiir das Trocknungsprodukt gerade noch vertretba-
ren Hohe angehoben und der Druck abgesenkt werden. Chang und Fischer (1995) ermittelten,
dass es auch mdglich und im Hinblick auf die Prozesssteuerung einfacher ist, eine sogenannte
,single step® Gefriertrocknung durchzufiihren. Dabei wird nach der Haupttrocknung (Subli-
mation) der Kammerdruck nicht erniedrigt und die Stellflichentemperatur nicht erh6ht. Die
Stellflichentemperatur wird bereits wihrend der Haupttrocknung so hoch eingestellt, dass
auch eine Nachtrocknung moglich ist, das Produkt aber wéhrend der Haupttrocknung nicht
schmilzt. Entsprechend physikalischer GesetzméBigkeiten bleibt die Produkttemperatur wéh-
rend der Haupttrocknung aufgrund der zur Sublimation notwendigen Energie auf einem rela-
tiv konstanten Niveau und nimmt wéhrend der Sublimation sehr viel niedrigere Werte an als

die Stellflichentemperatur.

2.3 Glaszustand

Wird ein Zustand als ,,fest™ bezeichnet, so werden damit die mechanischen Eigenschaften des
Systems ausgedriickt. Betrachtet man Festkorper im Hinblick auf ihre molekulare Anordnung,
so ist diesbeziiglich zwischen dem kristallinen und dem amorphen Zustand zu differenzieren.
Der kristalline Zustand ist ein thermodynamischer Gleichgewichtszustand, in dem die Mole-
kiile in einer geordneten Struktur eingefiigt sind. Im Gegensatz dazu liegen die Molekiile in
einem amorphen System ungeordnet vor. Ein Festkorper im amorphen Zustand wird als Glas
bezeichnet. Der Glaszustand ist ein thermodynamischer Ungleichgewichtszustand und wird
nur durch seine hohe Viskositit kinetisch stabilisiert. Die Viskositit eines Glases betrigt 10° -
10'* Pas, was auf eine stark eingeschrinkte Mobilitit der Molekiile des Systems zuriickzu-
fiihren ist (Sperling, 1986). Aufgrund dieser hohen Viskositét sind chemische und physikali-

sche Reaktionen stark verlangsamt und auf Vibrationen, kurze Rotationen und kurze Bewe-
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gungen von Polymerketten beschrinkt (Levine und Slade, 1988; Champion, 2000). Der Zu-
sammenhang zwischen der Beweglichkeit bzw. Diffusionsmoglichkeit der Molekiile und der
Viskositdt wird durch die Stokes-Einstein-Gleichung fiir Translation D5, Gleichung (3),
und Rotation D,,, Gleichung (4), aus der Temperatur 7, der Boltzmannkonstante kp, der Vis-

kositét 77 und dem hydrodynamischen Radius » beschrieben (Einstein, 1905).

_ k,T 3)
trans 67[77]/‘
k,T

rot = ? 3 (4)
8xnr

Gemil der Stokes-Einstein-Beziehung verhélt sich der Diffusionskoeffizient Dy umge-
kehrt proportional zur Viskositédt 7. Beispielsweise wiirde nach Gleichung (3) die Diffusion

eines Wassermolekiils iiber eine Linge von 1pum in einer Glasmatrix 10° Jahre dauern.

Der Glaszustand wird unterhalb der stoffspezifischen Glasiibergangstemperatur 7, durch

Temperaturabsenkung einer Losung oder Wasserentfernung aus dieser erreicht (Roos, 1995).

Quervernetzte Polymere zeigen im Nicht-Glaszustand elastisches Verhalten, wihrend lineare
Polymere und Polymere mit niedrigem Molekulargewicht viskoses Verhalten zeigen (Fenne-

ma, 1996; Sperling, 1986).

Es existieren verschiedene Theorien iiber die Vorginge beim Glasiibergang. Hier soll ledig-
lich die Theorie des freien Volumens niher erldutert werden, da sich aus dieser auch der

konkrete Losungsansatz fiir diese Arbeit ableitet.

Wie oben bereits erwéhnt, ist der Diffusionskoeffizient einer Substanz in einem System um-
gekehrt proportional zu dessen Viskositdt. Durch die Viskositit wird also ein Mal3 an moleku-
larer Beweglichkeit ausgedriickt. Bei der Theorie des freien Volumens wird erklért, dass die
Beweglichkeit der Molekiile auf das Vorhandensein von Hohlrdumen, die in ihrer Gesamtheit
als freies Volumen V}.; bezeichnet werden, zuriickzufiihren ist (vgl. Abbildung 11). Je groBer
der Anteil des freien Volumens ist, umso beweglicher sind die Molekiile. Das bedeutet auch,
dass bei mechanischer Beanspruchung des Materials dessen Relaxationszeit (Zuriickkehren in
den urspriinglichen Zustand) kiirzer ist, je hoher die Beweglichkeit bzw. der Anteil an freiem

Volumen ist.
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Abbildung 11: Anordnung von Molekiilen (Kreise) und Hohlriumen in einem System. Die Pfeile deuten
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die Platzwechsel zwischen Molekiil und Hohlraum an (nach Sperling, 1986).

Der Anteil von V., ist im Nicht-Glaszustand temperaturabhidngig und nimmt mit abnehmen-
der Temperatur ab. Das bedeutet, dass die molekulare Mobilitdt im Nicht-Glaszustand mit
abnehmender Temperatur abnimmt. Beim Erreichen der Glasiibergangstemperatur weist Vi.;
einen fiir unterschiedliche Materialien universellen Wert von 11,3 % auf, bei dem die moleku-
lare Mobilitit stark eingeschriankt ist. Somit stellt das freie Volumen bei der Glasiibergangs-
temperatur eine Konstante dar. Im Gegensatz zum Nicht-Glaszustand ist Vj.; im Glaszustand
nicht mehr temperaturabhingig sondern bleibt bei verdnderlicher Temperatur konstant. Ent-
sprechend der Unabhéngigkeit des freien Volumens von der Temperatur im Glaszustand dn-
dert sich am Glasiibergang der thermische Expansionskoeffizient dV/dT des Materials bzw.
die Warmekapazitit Cp als erste Ableitung des Volumens nach der Temperatur (vgl. Abbil-
dung 7) (Sperling, 1986).

Diese Unterschiede beziiglich der Entwicklung von freiem und besetztem Volumen zwischen
Glaszustand und Nicht-Glaszustand miissen bei der Anwendung mathematischer Modelle zur
Temperaturabhéngigkeit beriicksichtigt werden. In diese Modelle fliet unter anderem die
Aktivierungsenergie E, fiir viskoses Flie3en ein, die fiir den Platzwechsel der Molekiile ein-
schlieBlich der Arbeit zur Bildung der Liicken nétig ist (Frisch et al., 1940). Aufgrund der
unterschiedlichen Entwicklung des freien und besetzten Volumens im Glaszustand und im
Nicht-Glaszustand in Abhdngigkeit von der Temperatur existieren unterschiedliche Modelle

fur diese Zustéinde.

Nach Slade und Levine (1991) kann die Temperaturabhidngigkeit der Viskositét # im Glaszu-
stand mit Hilfe des Arrheniusansatzes aus der absoluten Temperatur 7, der Aktivierungsener-
gie E,, der universellen Gaskonstante R sowie dem praexponentiellen Faktor 77 nach Glei-

chung (5) beschrieben werden.

E.’l

n(T)=1, e *7 (5)
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Bei diesem Ansatz wird eine temperaturunabhingige Aktivierungsenergie vorausgesetzt. Die-
se Voraussetzung ist fiir Systeme im Glaszustand sowie fiir unterséttigte, niedrigviskose Sys-
tem giiltig, da der Anteil zwischen freiem und besetztem Volumen bei diesen ebenfalls nahe-
zu temperaturunabhéngig ist. Die Aktivierungsenergie E, fiir diese Systeme liegt in einem

Bereich von 10 — 50 kJ/mol.

Angell et al. (1994) teilen amorphe Substanzen im Nicht-Glaszustand im Hinblick auf die
Temperaturabhéngigkeit ihrer Viskositit in stabile und fragile Substanzen ein. Bei stabilen
Substanzen tritt wiederum der Fall ein, dass das freie Volumen nicht temperaturabhéngig ist.
Somit kann die Temperaturabhédngigkeit der Viskositét # auch im Nicht-Glaszustand der tiber-
stattigten Losung (Bereich zwischen der Glasiibergangstemperatur 7, und der Schmelztempe-
ratur von Wasser 7, bzw. Gelostem Ts, vgl Abbildung 6) nach Arrhenius (Gleichung (5))
beschrieben werden. Fiir fragile Substanzen hat sich gezeigt, dass die Viskositdt im Nicht-
Glaszustand sehr viel stirker temperaturabhingig ist, als sie mit der Arrheniusgleichung be-
schrieben werden kann. Bei diesen Systemen ist die Aktivierungsenergie £, von Relaxations-

prozessen temperaturabhingig und nimmt mit steigender Temperatur ab.

Im Nicht-Glaszustand einer tiberséttigten Losung nimmt die Wechselwirkungsenergie mit
abnehmender Temperatur zu. Die Aktivierungsenergie fiir viskoses Flieen wird in diesem
Bereich durch die Temperaturabhingigkeit der intermolekularen Wechselwirkungen und
durch die Temperaturabhéngigkeit des freien Volumens beeinflusst. Das bedeutet, dass die
Molekiile in diesem Zustand sowohl aufgrund einer erhohten thermischen Energie als auch
aufgrund des zunehmenden Anteils an freiem Volumen im System beweglicher werden. Die
Aktivierungsenergie nimmt mit abnehmender Temperatur zu und ndhert sich im Bereich der
Glastibergangstemperatur sehr hohen Werten von 200 — 400 kJ/mol an (Champion et al.,
2000).

Fiir amorphe Polymere wird der Zusammenhang zwischen der Viskositdt 7 und der Tempera-
tur im Nicht-Glaszustand in einem Temperaturbereich 7,+50 K nach der empirisch ermittel-

ten Williams-Landel-Ferry-(WLF)-Gleichung (6) beschrieben (Williams et al., 1955).

-C/|\T-T
log 1 _ M (6)
m G+ (T — Ty )
In Gleichung (6) wird die Viskositét # bei der Temperatur T auf die Viskositit 7z bei der Re-

ferenztemperatur 7Tz bezogen. Wird als Referenztemperatur die Glasiibergangstemperatur 7,



22 GRUNDLAGEN

herangezogen, so konnten Williams et al. (1955) universelle Werte fiir C; bzw. C, von 17,4

bzw. 51,6 K ermitteln.

Entsprechend der Viskositéit # kann die Temperaturabhéngigkeit der Geschwindigkeitskons-
tanten chemischer Prozesse, £, fiir die ein diffusionslimitierter Schritt (siche Stokes-Einstein,
Gleichungen (3) und (4)) geschwindigkeitsbegrenzend wirkt, nach den erldauterten Modellen
beschrieben werden. In den meisten Fillen ist £ jedoch nicht perfekt an die Viskositit gekop-
pelt. Aus diesem Grund wurde ein Kopplungsfaktor y eingefiihrt. Damit soll dem Unterschied
zwischen der Temperaturabhédngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten £ mit der Diffusions-
konstanten D und der Temperaturabhédngigkeit der Viskositdt # nach Gleichung (7) Rechnung
getragen werden (Gou et al., 2000).

/4
kTZ ~ DTZ ~ (UTI J (7)
le DTI 77T2

Sind strukturelle und chemische Reaktionen direkt gekoppelt, dann nimmt y den Wert 1 an.
Aus den Gleichungen (6) und (7) geht hervor, dass bei diffusionslimitierten Reaktionen im
Nicht-Glaszustand die Reaktionsgeschwindigkeit nicht von der Temperatur 7 per se, sondern
nur von der Temperaturdifferenz zwischen Glasiibergangstemperatur 7, und der Temperatur 7

abhingig ist.

Betrachtet man nun die Temperaturabhidngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k& fiir eine
Reaktion iiber einen Temperaturbereich hinweg, der den Glaszsutand (7<7y), den libersittig-
ten Nicht-Glaszustand (7,<7<T,,s) und den Zustand der untersittigten Losung (7>7,,5) ein-
schlieBt, so ergibt sich fiir ein fragiles System theoretisch der in Abbildung 12 dargestellte
Verlauf.

Untersiittigter Ubersiittigter
Nicht-Glaszustand Nicht-Glaszustand Glaszustand

Arrhenius (E,)) E,>E,

a

log k&

Arrhenius (E,,)

1T, bzw. 1/T T, uT

Abbildung 12: Einfluss der Temperatur auf die Geschwindigkeitskonstante k7, in einem fragilen System

(modif. nach Karel und Saguy (1989)). (WLF=Williams-Landel-Ferry)



GRUNDLAGEN 23

Abbildung 12 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante unterhalb von 7, auf einem niedri-
gen Niveau und mit einer temperaturunabhingigen Aktivierungsenergie £, nach Arrhenius
beschreibbar in Abhingigkeit von 1/T verlduft. Bei Uberschreitung von 7, nimmt die Ge-
schwindigkeitskonstante sprungartig und nach WLF beschreibbar zu. Begriindet ist dies in
einer sprungartig abnehmenden Diffusionslimitierung der Molekiile. Je hoher also die Diffu-
sionslimitierung und je fragiler das System ist, umso stédrker ist auch der sprunghafte Anstieg

ausgepragt.

2.4 Schutzmechanismen von Biomolekiilen

Unterschiedliche Hilfsstoffe konnen gefrier- und trocknungsbedingte Membranveridnderungen
und Proteindenaturierung vermeiden. Man bezeichnet Schutzstoffe, die wiahrend des Gefrie-
rens wirken, als Cryoprotektoren, und Schutzstoffe, die wéahrend der Gefriertrocknung wir-
ken, als Lyoprotektoren. Zu den Cryo- und Lyoprotektoren gehoren beispielsweise Sacchari-

de, Aminosduren, Polyole, Methylamine, Polyethylenglykol und anorganische Salze.

Die Schutzwirkung der Zucker auf Membranlipide und Proteine lésst sich auf unterschiedli-

che Schutzmechanismen zuriickfithren, ndmlich
e Preferential Hydration,
e Water Replacement,
e Stabilisierung in einer Glasmatrix.

Durch diese Modelle kann die Schutzwirkung der cryo- und lyoprotektiven Stoffe bzw. die
Verhinderung irreversibler Verdnderungen der strukturellen und funktionellen Integritit wih-
rend der unterschiedlichen Phasen der Gefriertrocknung theoretisch beschrieben werden. Die-
se Schutzmechanismen wurden aus Experimenten an isolierten Systemen (Proteine, Phospho-
lipiden) abgeleitet und fiir diese teilweise verifiziert. Im Folgenden werden die genannten
Modelle ndher erlautert sowie das etablierte Wissen und die Erkenntnisse dariiber dargestellt.
Es sei darauf hingewiesen, dass die Modelle nicht in Konkurrenz zueinander stehen, sondern
wihrend unterschiedlicher Phasen der Gefriertrocknung, je nach Restwassergehalt und physi-

kalischem Zustand, theoretisch bedeutsam sind.

2.4.1 Preferential Hydration, Preferential Binding

Der Wasserentzug wihrend des Gefrierens und der Gefriertrocknung kann aufgrund der in
Kapitel 2.1 beschriebenen Mechanismen zur Denaturierung von Proteinen und zur Schédi-

gung der Zellmembran fiihren. Man kann jedoch stabilisierende Hilfsstoffe, wie Zucker oder
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andere kompatible Substanzen (z.B. Prolin, Glutamat, Betain, Carnitin) einsetzen, die das
Gleichgewicht zwischen dem denaturierten Zustand und dem nativen Zustand zu Gunsten des
nativen Zustands verschieben (Timasheff, 2002). Die mechanistischen Vorstellungen zu die-

sem Effekt sollen nachfolgend dargelegt werden.

Timasheff (2002) konnte ermitteln, dass in einer wéssrigen Losung mit Hilfsstoffmolekiilen,
Wassermolekiilen und Proteinmolekiilen eine ganz spezifische Anordnung der Stoffe unterei-
nander stattfindet. Je nach Wechselwirkung werden die Hilfsstoffe entweder an der Protein-
oberfliche angereichert, wie in Abbildung 13A dargestellt (Preferential Binding). Diese
Konstellation fiihrt zur Destabilisierung der nativen Proteinstruktur, da intermolekulare Bin-
dungen im Protein geschwicht werden. Andere Hilfsstoffe werden vorzugsweise von der Pro-
teinoberfldche ausgeschlossen. Die Mechanismen, die zum Ausschluss des Hilfsstoffes fiihren
sind unterschiedlich. Es ist ein Zusammenspiel zwischen unspezifischen und spezifischen
Effekten, wie sterische Hinderung, solvophobe Effekte und Erhohung der Oberflichenspan-
nung von Wasser (Cioci und Lavecchia, 1997; Timascheff und Arakawa, 1989). Als Folge
des Ausschlusses der Hilfsstoffmolekiile wird die direkte Umgebung des Proteins vorzugs-
weise mit Wassermolekiilen angereichert (Preferential Hydration). Dies fiihrt zur Stabilisie-
rung der nativen Proteinstruktur (Abbildung 13B). Es wurde ermittelt, dass alle Substanzen,
die von der Proteinoberfldche ausgeschlossen werden, die native Struktur bei denaturierenden

Bedingungen stabilisieren.
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Abbildung 13: Anlagerung von Hilfsstoffen an die Proteinoberfliiche A: Preferential Binding; B: Prefe-
rential Hydration (Preferential Exclusion) (Timasheff und Arakawa, 1989).
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Die Stabilisierung des Proteins wird durch die Erhéhung des chemischen Potentials des Pro-
teins durch den Hilfsstoff erklért, der eine Wechselwirkung mit dem Ldsungsmittel favori-
siert. Diese Erhohung ist proportional zur Grenzfliche zwischen Protein und Losungsmittel.
Eine Denaturierung des Proteins wiirde dazu fiithren, dass die Kontaktfliche zwischen Protein
und Losungsmittel und damit auch der Bereich des Ausschlusses des Hilfsstoffes deutlich
vergrofert wire (vgl. Abbildung 14). Aufgrund der geringeren und somit energetisch giinsti-
geren Ausschlussoberfliche des nativen Proteins im Vergleich zum entfalteten wird deshalb
das Gleichgewicht zwischen dem denaturierten Zustand und dem nativen Zustand zu Gunsten

des nativen Zustands verschoben.

Ausschlusszone \ s
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Abbildung 14: Ausschlussoberfliche des nativen und entfalteten Proteins (Timasheff, 1992)

Es kann also abgeleitet werden, dass das Vorhandensein von Wasser bei diesem Schutzsme-
chansimus eine grofle Rolle spielt. Der Schutzmechanismus ,,Preferential Hydration* kann
somit nur bis zu einem minimalen Restwassergehalt wirken, bei dem noch geniigend Wasser
fiir die Ausbildung einer Hydrierungsschicht um das Protein vorhanden ist. Dieser Restwas-

sergehalt liegt bei Makromolekiilen im Bereich von ca. 0,3 gp20/2Trockenmasse (Hoekstra, 2001).

2.4.2 Water Replacement

Wie soeben erldutert, kann der Schutzmechanismus ,,Preferential Hydration nur bis zu einem
Wasseranteil von 0,3 gi20/€Trockenmasse Wirken. Um bei weiterem Wasserentzug eine strukturel-
le Verdnderung von Membranen oder Proteinen durch Verlust der Hydrathiille zu verhindern,
ersetzen Hilfsstoffmolekiile das entfernte Wasser durch Ausbildung von Wasserstoffbriicken-
bindungen zwischen Zucker und polaren Gruppen von Phospholipiden und Proteinen. Zu-
sammen mit den wenigen Restwassermolekiilen bilden die Zucker eine der Hydrathiille &hnli-
che Schutzschicht aus (vgl. Abbildung 15), was zur Folge hat, dass die native Proteinstruktur
auch im stark dehydrierten Zustand dem im hydrierten entspricht und so stabilisiert wird (Oet-

jen und Haseley, 2004; Crowe et al., 1998).
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Abbildung 15: Wirkungsweise von Schutzstoffen in dehydrierten Proteinlosungen (Oetjen und Haseley,
2004)

Wie bereits in Kapitel 2.1 beschrieben, fiihrt die Entfernung des Wassers von den polaren
Kopfgruppen der Phospholipide dazu, dass deren Abstand vermindert wird und die Packung-
sdichte der Acylketten steigt, wodurch die Phaseniibergangstemperatur 7,, der Membran vom
Gel- in den fliissig-kristallinen Zustand ansteigt. Di-, Tri-, Tetrasaccharide sowie Fruktane
sind in der Lage, durch ,,Water Replacement* das den Phospholipiden durch Trocknung ent-
zogene Wasser durch Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen mit den polaren Kopf-
gruppen zu ersetzen. Diese Interaktionen der Zuckermolekiile mit den Kopfgruppen der
Membranlipide haben zur Folge, dass der urspriingliche Abstand zwischen den Kohlenwas-

serstoffketten auch wihrend der Trocknung weitgehend erhalten bleibt und 7,, gesenkt wird

(vgl. Abbildung 16).
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Abbildung 16: Schutzwirkung der Zucker bei der Trocknung von biologischen Membranen (Crowe et al.,

1998)

So kann der Phaseniibergang der Membran sowie Schddigungen wéhrend der Trocknung ver-
hindert werden. Bei der Rehydratisierung werden die Zuckermolekiile wieder durch Wasser-

molekiile ersetzt (Crowe et al., 1998).
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Bei Membranen dagegen, die aufgrund des Mangels an Schutzstoffen nach der Trocknung im
Gelzustand vorliegen, kann wihrend der Wiederbefeuchtung der Phaseniibergang in den fliis-
sig-kristallinen Zustand nur bei Rehydratisierungstemperaturen oberhalb von 7,, stattfinden.
Eine Rehydratisierung bei Temperaturen unterhalb von 7, hat deshalb eine Zerstdrung der
Zelle zur Folge (vgl. Abbildung 16) (Billi et al., 2000; Crowe et al., 1988; Hoekstra et al.,
2001; Leslie et al., 1995).

2.4.3 Stabilisierungspotential einer Matrix im Glaszustand

Die Interaktionen zwischen Zucker- und Biomolekiilen nach Entfernung des Wassers und
somit die Schutzfunktion kénnen nur wirken, wenn sich der Zucker im geldsten bzw. amor-
phen Zustand befindet und nicht auskristallisiert (Crowe et al., 1998; Izutsu et al., 1994; Pikal
und Rigsbee, 1997). Je nach Temperatur und Restwassergehalt ist der amorphe Zustand je-
doch ein sehr instabiler Zustand. Deshalb miissen Bedingungen gewahlt werden, die zur Aus-
bildung einer kinetisch stabilen Glasmatrix des Zuckers fiihren. In diese Glasmatrix werden
die Biomolekiile eingeschlossen und stabilisiert. Es wird die Diffusion von Molekiilgruppen
verhindert, die schidigende Reaktionen bewirken konnten. Nach Crowe et al. (1998) sind es
vor allem die Disaccharide, die als Lyoprotektoren eingesetzt werden sollten, da sie von der
hydrierten Proteinoberflache bevorzugt ausgeschlossen werden konnen, bei Raumtemperatur
im Glaszustand vorliegen und aufgrund ihrer geringen Gréfle und der multiplen Hydroxylg-
ruppen gut mit den polaren Resten dehydrierter biomolekularer Oberflichen reagieren kon-

nen.

Im Hinblick auf die Schutzmechanismen von Zuckern kann also grundlegend davon ausge-
gangen werden, dass wihrend unterschiedlicher Trocknungsphasen je nach Restwassergehalt
unterschiedliche Schutzmechanismen wirken. Solange sich das Biomolekiil wihrend der
Trocknung noch im hydrierten Zustand befindet, wird dessen molekulare Verédnderung durch
die bevorzugte Hydrierung der Oberfliche bzw. der Ausbildung einer Hydrathiille um die
Oberfliache verhindert (Preferential Hydration). Bei weiterem Wasserentzug, der auch die
Entfernung der Hydrathiille zur Folge hat, sollten die Zuckermolekiile direkt an die polaren
Reste der Molekiiloberflache binden, um strukturelle Verdnderungen durch inter- und intra-
molekulare Bindungen zu vermeiden (Water Replacement). Dieser Zustand des ,,Water Rep-
lacement® ist jedoch nur dann stabil, wenn sich das System im Glaszustand befindet, da in
diesem Zustand chemische und physikalische Verdnderungen aufgrund der hohen Viskositét

und des geringen Anteils an freiem Volumen stark verzogert ablaufen.



28 AKTUELLER STAND DES WISSENS

3 AKTUELLER STAND DES WISSENS

Im Folgenden werden die bekannten Einflussfaktoren auf die Stabilitidt von Mikroorganismen
wihrend der einzelnen Schritte des Gefriertrocknungsprozesses (Gefrieren und Wasserentfer-
nung) sowie der anschlieBenden Lagerung dargestellt. Die bisherigen Arbeiten auf diesen
Gebieten sind liberwiegend empirischer Natur. Es konnten Phidnomene ermittelt werden, die
allerdings beim Vergleich untereinander kein eindeutiges Bild ergeben. Die Griinde fiir die
fehlende Vergleichbarkeit sind vor allem das fehlende Aufkldren der Hintergriinde zu den
ermittelten Phinomenen sowie liickenhafte Angaben zu Versuchsbedingungen. Insbesondere
sind liber den Einfluss des Glaszustands auf die Stabilitdt von Mikroorganismen zum jetzigen
Zeitpunkt keine aussagekrdftigen Arbeiten verfligbar, sondern miissen erst noch erarbeitet
werden. Deshalb werden fiir den Aspekt der Stabilisierung von Biomolekiilen im Glaszustand

die Kenntnisse an isolierten Systemen (Proteine, Liposomen) (Kapitel 3.4) ndher erldutert.

3.1 Einflussfaktoren auf die Stabilitit von Mikroorganismen beim Gefrieren

Fiir die Uberlebensrate nach dem Gefrieren wurden bisher diverse Einflussfaktoren ermittelt.
Ein Einflussfaktor, fiir den aus der Literatur stimmige Ergebnisse verfiigbar sind, ist die Ver-
besserung der Uberlebensrate nach dem Gefrieren, wenn Schutzstoffe (Glycerin, Sulfoxide,
Polyvinylpyrrolidon, Saccharide) zugesetzt werden im Vergleich zum Gefrieren ohne Schutz-
stoffe (de Antoni et al., 1989; Merymann, 1971). Aulerdem wurde vereinzelt der Einfluss der
Fermentationsparameter auf die Gefriertoleranz von Mikroorganismen ermittelt. So spielt der
physiologische Zustand der Zellen, in dem die Fermentation beendet wird, eine wichtige Rol-
le. Zellen, die am Ende der exponentiellen Wachstumsphase am Ubergang zur stationiren
Phase geerntet wurden, sind resistenter als Zellen aus der exponentiellen Phase (Péter und
Reichart, 2001). Im Hinblick auf die Fermentationsbedingungen wéhrend der Herstellung von
Hefen und Lactobacillen besitzt nach Beal et al. (2001) auch die Zusammensetzung des An-
zuchtmediums einen Einfluss auf die Widerstandsfahigkeit der Zellen wahrend des Gefrie-
rens. Durch die Verwendung von ungesittigten Fettsduren im Fermentationsmedium resultie-
ren Zellen, die ebenfalls einen erhohten Gehalt an Phospholipiden mit ungesittigten Fettsdu-
ren aufweisen. Der erhdhte Gehalt an ungesittigten Fettsduren in einer Zellmembran bewirkt
eine erhohte Fluiditét, die wiederum zu einem geringeren Verlust an lebenden Zellen nach
dem Gefrierprozess fithrt. AuBlerdem kann die Zelldichte der zum Gefrieren verwendeten
Suspension die Uberlebensrate beeinflussen, da sich die Zellen in hochkonzentrierten Zell-
suspensionen laut Gehrke (1991) gegenseitig vor den Schidden schiitzen. Ein Modell, das die

Mechanismen dieser Schutzfunktion bei hohen Zelldichten erldutert, existiert jedoch nicht.
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Beziiglich des Gefrierverfahrens besitzt die Kiihlrate einen Einfluss auf die Uberlebensrate.
Hier ergeben sich aus der Literatur allerdings sehr unterschiedliche und unstimmige Ergebnis-
se. Teilweise hat sich gezeigt, dass die Uberlebensrate von Milchsiurebakterien mit zuneh-
mender Gefrierrate im Bereich von 2 K/min bis 300 K/min zunehmend verbessert werden
kann (Fonseca et al., 2001b; Morice et al., 1992). Im Gegensatz dazu hat sich bei Péter und
Reichart (2001) allerdings gezeigt, dass das Gefrieren in fliissigem Stickstoff mit einer Ge-
frierrate von 233 K/min bei Milchsiurebakterien zu einer schlechteren Uberlebensrate fiihrte
als eine niedrigere Gefrierrate von 2,5 K/min. Aus diesen Ergebnissen lédsst sich also weder
ein qualitativer Einfluss der Gefrierrate, noch ein Schidigungsmechanismus ableiten. Be-
griindet ist dies vor allem auch darin, dass die Autoren die unterschiedlichen Gefrierraten
durch unterschiedliche Verweilzeiten und unterschiedliche Gefriertemperaturen realsierten.
Folglich wurde neben der Gefrierrate sowohl die Zeit als auch die Endtemperatur variiert,

deren Einfliisse moglicherweise nicht zu vernachlédssigen sind.

Gehrke (1991) kommt unter Konstanthalten der Endtemperatur bei unterschiedlichen Gefrier-
raten zu einem anderen Ergebnis. Nach seinen Resultaten gibt es nicht ausschlieflich einen
Anstieg oder Abfall der Uberlebensrate mit zunehmender Kiihlrate, sondern die Uberlebensra-
te weist in Abhéngigkeit von der Kiihlrate ein Optimum auf. Insbesondere existieren fiir un-

terschiedliche Mikroorganismen unterschiedliche optimale Gefrierraten.

Abbildung 17 zeigt die von Gehrke (1991) ermittelten Uberlebensraten von Lactobacillus

plantarum und von Escherichia coli in Abhingigkeit von der Gefrierrate.
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Abbildung 17: Einfluss der Einfrierrate auf die Uberlebensrate von A: Lactobacillus plantarum; B: Esche-
richia coli (Gehrke, 1991).

Abbildung 17 zeigt, dass das Optimum der Gefrierrate fiir Lactobacillus plantarum bei nied-
rigeren Werten liegt als fiir Escherichia coli. Gehrke (1991) begriindet seine Ergebnisse mit



30 AKTUELLER STAND DES WISSENS

den Vorgingen bei der Eiskristallbildung. Demnach beginnt beim langsamen Gefrieren von
Mikroorganismensuspensionen die Eiskristallbildung zunéchst extrazelluldr, was durch das
Konzentrieren der extrazelluldren Elektrolyte zu einer Differenz des Wasserdampfdrucks zwi-
schen dem Zellinneren und der Umgebung flihrt (Mazur, 1984; Karlsson, 2001). Um das
transmembrane osmotische Gleichgewicht zu erhalten, gibt die Zelle Wasser aus dem Cytop-
lasma an ihre Umgebung ab, wodurch sich die intrazelluldre Losung weiter aufkonzentriert
und so die extrazelluldre Eismasse weiter anwéchst. Dies hat zur Folge, dass die Wasserabga-
be aus dem intrazelluldren Bereich zu einer Verdnderung der intrazelluldren Ionenkonzentra-
tion und des pH-Wertes fiihrt. Dadurch werden Proteine denaturiert und die Zellmembran

geschadigt.

Beim schnellen Gefrieren, zum Beispiel durch Eintauchen in fliissigen Stickstoff, verbleibt
ein GroBteil des Wassers in der Zelle. Als Folge bilden sich in der intrazelluldren tiberséttig-
ten Suspension Eiskristalle. Nachdem sich zundchst sehr klein Eiskristalle gebildet haben
folgt deren Wachstum und Zusammenlagerung, insbesondere wenn diese Vorginge durch
eine Temperaturerh6hung, beispielsweise wihrend des Auftauens, beschleunigt werden. Gro-

Be Eiskristalle konnen zu Strukturschiadigungen der Zelle fiihren.

Die optimale Gefrierrate, bei der vergleichsweise wenige Zellen absterben, ist nach Gehr-
ke (1991) langsam genug, um die Entstehung von intrazelluldren Eiskristallen zu vermeiden
und schnell genug, um hohe Salzkonzentrationen nicht zu lange auf die Zellen einwirken zu

lassen.

Die optimale Gefrierrate ist von der Spezies, der Wasserabgabefahigkeit, sowie der GroB3e der
Zellen, der Dicke der Zellmembran und dem physiologischen Zustand, in dem die Zellen ein-
gefroren werden, abhdngig. So konnten sowohl Gehrke (1991) als auch Péter und Reichart
(2001) beobachten, dass Hefen durch das sehr schnelle Gefrieren in fliissigem Stickstoff eine
niedrigere Uberlebensrate aufweisen als nach dem Gefrieren mit niedrigen Gefrierraten. Auf-
grund der langsamen Wasserabgabe aus dem Zellinneren gefriert ein Grofiteil des Wassers
intrazelluldr und fiihrt zu strukturellen Schadigungen. Auch bei Lactobacillus plantarum er-
folgt die Wasserabgabe langsam, was in der dichteren Zellmembran des gram positiven Bak-
teriums begriindet ist. Somit liegt das Gefrierratenoptimum bei diesem Mikroorganismus bei
niedrigen Werten (vgl. Abbildung 17). Im Gegensatz dazu weist Escherichia coli als gram-
negatives Bakterium eine hohe optimale Gefrierrate auf (vgl. Abbildung 17), da die Wasser-

abgabe bei diesem Bakterium aufgrund der diinnen Zellmembran sehr schnell verlduft.
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Nachdem bekannt ist, dass durch das Gefrieren an sich die Uberlebensrate mehr oder weniger
beeintrichtig werden kann, stellt sich nun die Frage, inwieweit diese Gefrierschidigung einen
Anteil an der Gesamtschédigung nach der Lyophilisation besitzt. Zwar konnten To und Etzel
(1997) sowie Tsvetkov und Brankova (1983) ermitteln, dass die Zellen, die das Gefrieren
iiberstanden haben auch die Dehydrierung iiberstehen. Dies ist insofern plausibel, als dass
durch das Gefrieren bereits das verfligbare Wasser aus dem System entzogen wird, wobei
wiahrend der Sublimation nur noch Eiskristalle, entfernt werden. Das Gefrieren wiirde somit
den eigentlichen Wasserentzugsschritt darstellen. Gehrke (1991) kam jedoch bei genauerer
Differenzierung zwischen den unterschiedlichen Abschnitten der Gefriertrocknung und deren
Auswirkungen auf die Uberlebensrate zu einem anderen Ergebnis. Wihrend des Einfrierens
ist bereits ein relativ hoher Verlust an Keimzahlen zu verzeichnen, der wahrend der Sublima-
tion nur in sehr geringem Mal} zunimmt. Jedoch findet wihrend der Desorptionsphase bei
niedrigen Restwassergehalten eine weitere Inaktivierung statt. Gehrke (1991) untersuchte
diesen Zusammenhang jedoch nur fiir eine einzelne Gefriertrocknungsbedingung, also ohne
Variation von Kammerdruck und Stellflichentemperatur. Zu einem ganz anderen Ergebnis
kamen Conrad et al. (2000). In deren Arbeit konnte die Lebensfahgigkeit von Lactobacillus
acidophilus direkt nach dem Gefrieren vollstindig erhalten werden, am Ende der anschlie-
Benden Trocknung war die Uberlebensrate jedoch verringert (Uberlebensrate 64 — 90% nach
der Gefriertrocknung). Es ist demnach also unklar, welche Bedeutung der Gefrierprozess im
Gesamtkontext der Gefriertrocknung fiir die Uberlebensrate besitzt. Aufschluss dariiber konn-
te die Ermittlung des Anteils an ausgefrorenem Wasser nach dem Gefrieren geben, da dieser
Prozess aufgrund der Bildung von Eiskristallen bereits eine ,,Trocknung* darstellt. Bei der
anschliefenden Sublimation von Eiskristallen wird somit nur Wasser entfernt, das fiir die In-
taktheit der Mikroorganismen keine Bedeutung mehr besitzt, da es bereits vor der Sublimati-
on aus dem System entfernt wurde. Dieser Aspekt wurde bisher allerdings nicht beriicksich-

tigt.

AbschlieBend lassen sich beziiglich der Uberlebensrate nach dem Gefrieren also folgende
Aussagen treffen. Die Zellen werden durch das Gefrieren mehr oder weniger geschidigt. Un-
ter Umsténden konnen auch Fermentationsbedingungen, Zellkonzentration und die Gefrierra-
te einen Einfluss auf die Stabilitdt der Zellen wéhrend des Gefrierens besitzen. Die genauen
Mechanismen fiir diese Einfliisse sind jedoch nicht bekannt. Liicken ergeben sich insbesonde-
re fiir die Bedeutung der Gefrierendtemperatur und der Verweilzeit entkoppelt von der Ge-
frierrate fiir die Uberlebensrate. Aus dem Kenntnisstand beziiglich des Gefrierens von Mikro-

organismen lassen sich also keine als optimal geltenden Gefrierbedingungen fiir die hier vor-
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liegende Arbeit ableiten. Diese miissen separat ermittelt werden. AuBBerdem kann keine Aus-
sage getroffen werden, welche schidigende Wirkung der Gefrierprozess im Gesamtkontext

der Gefriertrocknung besitzt.

3.2 Gefriertrocknung von Mikroorganismen

Schéadigungen von Mikroorganismen durch Trocknung im Allgemeinen lassen sich nach
Vermutungen von Leslie et al. (1994) vor allem auf Verdnderungen des physikalischen Zu-
stands von Membranlipiden und der Struktur von sensitiven Proteinen in Zellwand und Zell-
membran zurilickfiihren. Diese Verdnderungen konnen den Zelltod zur Folge haben. Die Au-
toren leiten diese Hypothese aus einer FTIR-Messung des Anstiegs der Schmelz- bzw. Uber-
gangstemperatur der Membran von der fliissig-kristallinen Phase zur Gelphase mit fortschrei-
tendem Wasserentzug ab. Je nach Trocknungstemperatur und Restwassergehalt erreicht die
Produkttemperatur die Phaseniibergangstemperatur, bei der ein Phaseniibergang von der fliis-
sig-kristallinen Phase in die Gelphase stattfindet. Bei der Rehydratisierung durchlaufen die
Membranen in der Gelphase dann wieder den Phaseniibergang zum fliissig-kristallinen Zu-
stand wenn die Rehydratisierungstemperatur oberhalb von 7,, liegt. Dabei wird die Doppel-
schicht in den Regionen mit Packungsfehlern partiell durchldssig. Infolgedessen kommt es zur
Storung der ansonsten sehr kontrollierten Transportvorgdnge durch die Zellmembran (Crowe
et al., 1989). Auch Santivarangkna et al. (2007) konnten eine Schadigung der Zellhiille nach
der Vakuumtrocknung feststellen. Fiir die Gefriertrocknung von Lactobacillus acidophilus
stellten Brennan et al. (1986) eine erleichterte Extraktion eines Oberflichenproteins aus der
Zellwand fest. Daraus schlossen die Autoren auf eine Destabilisierung von Wasserstoftbrii-
ckenbindungen zwischen dem Protein und der Zellwand, die fiir die Enzymfunktionalitét
notwendig sind. Aus diesen Ergebnissen kann also geschlossen werden, dass der Ort der
Hauptschiadigung durch Dehydrierung die Zellmembran mit den membrangebundenen Protei-
nen darstellt. Diese Zellkomponente muss also wihrend der Trocknung geschiitzt und in ih-

rem nativen Zustand erhalten bleiben.

Wegen der groflen Bedeutung des Wasser fiir die native Konformation von Proteinen und fiir
die Intaktheit der Zellmembran kann vermutet werden, dass der Restwassergehalt im getrock-
neten Produkt, der neben der Zusammensetzung und der Trocknungsdauer auch von den
Trocknungsparametern Druck und Stellflichentemperatur abhéngt, einen groB3en Einfluss auf
die Uberlebensrate besitzt. Mit zunehmender Trocknungsdauer nimmt der Restwassergehalt
im Produkt immer weiter ab, was sich somit auch bei der Uberlebensrate zeigen miisste. Al-

lerdings wurde die Entwicklung der Lebendkeimzahl wihrend der Gefriertrocknung in Ab-
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hiangigkeit vom Restwassergehalt nur in Arbeiten von de Valdez et al. (1985a) und Gehrke
(1991) erfasst. Sie haben gezeigt, dass fiir verschiedene Spezies bei jeweils gleich bleibenden
Trocknungsbedingungen die Lebendkeimzahlen im Laufe des Wasserentzugs konstant blei-
ben, bis eine kritische Feuchte im Produkt unterschritten wird. Diese kritische Feuchte betrug

Werte um 5 % (bezogen auf die Masse der feuchten Probe nach der Gefriertrocknung).

Von diesen Arbeiten abgesehen wurde jedoch in der iiberwiegenden Zahl der publizierten
Untersuchungen der Restwassergehalt nicht beriicksichtigt und nur die Zellkonzentration am
Ende im Vergleich zur Zellkonzentration vor der Trocknung ermittelt (Abadias et al., 2001;
Costa et al., 2000; Palmfeldt et al., 2003;). Als Ende der Trocknung wurde jeweils das Errei-
chen gleicher Trocknungszeiten definiert, was bei unterschiedlicher Zusammensetzung unter-
schiedliche Restwassergehalte der Praparate zur Folge hat (de Valdez et al., 1985a) und somit
zu falschen Schlussfolgerungen im Hinblick auf Schutzeffekte fithren kann. Beispielsweise
hat sich in der Arbeit von de Valdez et al. (1985a) herausgestellt, dass Adonit im Vergleich zu
anderen Zusatzstoffen wie Polyethylenglycol oder Magermilch bei gleicher Trocknungsdauer
zwar zur hochsten Uberlebensrate fiihrt. Gleichzeitig weisen die Proben mit Adonit bei glei-
cher Trocknungsdauer jedoch auch den hochsten Restwassergehalt auf. Deshalb vermuten de
Valdez et al. (1983), dass von Schutzstoffen ein indirekter Schutzeffekt aufgrund einer erhoh-
ten Wasserbindung ausgeiibt wird. Unterschiede im Restwassergehalt nach der Gefriertrock-
nung machen auch Ekdawi-Sever et al. (2003) sowie Zhao und Zhang (2005) fiir Unterschie-
de in der Uberlebensrate nach der Gefriertrocknung verantwortlich. Sie stellten fest, dass bei
einer hoheren Gefrierrate kleinere Eiskristalle und somit kleinere Poren in der Produktmatrix
vorliegen (vgl. Kapitel 22), die einen Widerstand fiir das sublimierende Eis darstellen. Auf-
grund der langsameren Entfernung des Wassers besaBlen die Proben nach gleicher Trock-
nungsdauer einen héheren Restwassergehalt, auf den die Autoren die etwas erhdhte Uberle-

bensrate zuriickfiithren.

In der Mehrzahl der publizierten Arbeiten wurde bei der Ermittlung des Einflusses verschie-
dener Schutzstoffe auf die Uberlebensrate dem Restwassergehalt allerdings keine Rechnung
getragen, was wegen der anzunehmenden gro3en Bedeutung dieses Faktors als eine zu schlie-
Bende Kenntnisliicke zu sehen ist. Das hat zur Folge, dass die Vergleichbarkeit und die Aus-
sagen iiber Schutzpotential von Schutzstoffen, die im Folgenden zusammengefasst sind, kri-

tisch zu betrachten sind.

Als Schutzstoffe werden fiir die Gefriertrocknung von verschiedenen Mikroorganismenspe-

zies zum Beispiel Zucker (Glukose, Fruktose, Laktose, Trehalose, Saccharose), Polyole (Gly-
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cerin, Mannit, Sorbit, Inosit, Adonit), Polymere (Dextrane, Stiarke, Polyethylenglycol), Pro-
teine, Aminosduren, stickstoffhaltige Verbindungen (Glutamat, Pepton), Antioxidantien (Pro-
pylgallat) oder komplexe Systeme wie Magermilch eingesetzt (Carvalho et al., 2003; Carval-
ho et al., 2004, de Valdez et al., 1983; Zhao und Zhang, 2005). Trotz der Vielzahl an Arbeiten
ist es jedoch trotzdem nicht moglich, einen besten Schutzstoff fiir Milchsdurebakterien zu

benennen.

Abadias et al. (2001) konnten nachweisen, dass die Schutzwirkung nicht nur vom jeweils zu-

gesetzten Stoff, sondern auch von dessen Konzentration abhéngig ist.

Die Autoren de Valdez et al. (1983) haben festgestellt, dass die Wirkung der Schutzstoffe mit
der jeweiligen Mikroorganismenspezies auf nicht ndher beschriebene Weise variiert. Nach
Palmfeldt et al. (2003) ist die Uberlebensrate von Mikroorganismen nach der Gefriertrock-
nung generell von der jeweiligen Spezies, zum Teil vom Stamm und von der Zellkonzentrati-

on abhingig.

Weitere Einflussfaktoren auf die Uberlebensrate nach der Gefriertrocknung stellen die An-
zuchtbedingungen sowie die Rehydratisierungsbedingungen dar (Abadias et al., 2001b;
Broadbent und Lin, 1999; Costa et al., 2000; de Valdez et al., 1985b).

Summarisch kann bei Betrachtung des Kenntisstands beziiglich der Einflussfaktoren der Lyo-
philisation auf die Uberlebensrate von Mikroorganismen folgendes festgestellt werden. Es
existieren Schutzstoffe, durch deren Zusatz die Uberlebensrate nach der Gefriertrocknung
verbessert werden kann. Es ist jedoch weder moglich, einen Schutzstoff als den besten
Schutzstoff zu bestimmen, noch ist es mdglich einen Schutzmechanismus aus den Darstellun-
gen abzuleiten. Die Vergleichbarkeit der einzelnen Arbeiten ist aufgrund der vielen einzelnen
Variablen (Schutzstoffart, Schutzstoftkonzentration, Trocknungsbedingungen, Zellkonzentra-
tion, Fermentationsbedingungen, Gefrierbedingungen, Restwassergehalt), die vermutlich alle
einen Einfluss auf das Endergebnis besitzen, nicht mdglich. Diese Variablen waren in den
unterschiedlichen Arbeiten entweder nicht konstant oder wurden zum Teil liberhaupt nicht
berticksichtig oder spezifiziert. Insbesondere existieren Liicken beziiglich der Bedeutung des
Restwassergehalts im Verlauf der Gefriertrocknung fiir die Uberlebensrate. Dariiberhinaus ist
unbekannt, in welchem Abschnitt der Gefriertrocknung ein Schutzstoff wirksam ist und mit
welchem Schutzmechanismus die Schutzwirkung erklért werden kann. Vor allem aber gibt es
keine Ergebnisse zur Bedeutung der Gefriertrocknungsbedingungen wie Kammerdruck, Pro-

dukttemperatur, Stellflichentemperatur und Trocknungsgeschwindigkeit sowie hinsichtlich
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des Zusammenhangs zwischen Trocknungsbedingungen und dem Schutzpotential von

Schutzstoffen.

3.3 Lagerung von getrockneten Mikroorganismenpriparationen

Wihrend der Lagerung finden verschiedene chemische Verdnderungen in der Zelle statt, die
zum Verlust der Lebensfahigkeit der Keime fithren kdnnen. Castro et al. (1996) ermittelten
fiir Lactobacillus bulgaricus Phospholipidverdnderungen und konnten dafiir zwei verschiede-
ne Mechanismen nachweisen: Lipolyse und Oxidation. Durch lipolytische Aktivitit nimmt
der Anteil an gesittigten Fettsduren direkt nach der Gefriertrocknung ab. Im weiteren Verlauf
der anschlieBenden Lagerung war der Anteil an gesittigten Fettsduren relativ konstant, hier
konnte jedoch eine Abnahme der ungeséttigten Fettsauren aufgrund von Oxidation festgestellt
werden. Die Anderung des Fettsiureprofils der Zellmembran scheint auch wihrend der Lage-
rung einen groflen Einfluss auf die Vitalitit der Zelle zu besitzen. Infolge der Zunahme an
gesittigten Fettsduren nimmt die Membranfluiditdt ab wodurch die Phaseniibergangstempera-
tur der Membran steigt. Durch die Verdnderung der Fettsduren wird auch die Hydrophobizitét
herabgesetzt. Infolgedessen wird die AbstoBungskraft der Membran fiir hydrophile Gruppen
abgeschwicht. Durch das Herabsetzen der Hydrophobizitit von Membranphospholipiden
konnen zum Einen hydrophile Gruppen, wie beispielsweise Protonen, eindringen. Zum Ande-
ren sind die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Membran und Enzymen unerlisslich
fiir die Aktivitit der Enzyme. Es konnte beispielsweise eine Abnahme der Aktivitit des
membrangebundenen Enzyms ATPase wihrend der Lagerdauer ermittelt werden. Es wird
vermutet, dass eine direkte Wechselwirkung von Peroxiden und deren Abbauprodukte mit
dem Enzym verantwortlich fiir dessen Zerstdrung sind. Eine Maflnahme, die zu einer hoheren

Stabilitit fiihrt, ist der Ausschluss von Sauerstoff (Andersen et al., 1999; Castro et al., 1995).

Die chemischen Schidigungsreaktionen werden durch hohere Temperaturen und erhdhte
Wasseraktivitdt beschleunigt. So nimmt beispielsweise die Vitalitit von getrockneten Mikro-
organismen mit abnehmender Temperatur und abnehmender relativer Luftfeuchte langsamer
ab (Abadias et al., 2001b; Ananta, 2006; Andersen et al., 1999; Castro et al., 1995; Clementi
und Rossi, 1984; de Valdez und Diekmann, 1993; Teixeira et al., 1995; Scott, 1958) Die La-
gerstabilitit an sich ist auch vom jeweiligen Stamm abhéngig (Carvalho et al., 2003; Carvalho

et al., 2004; Scott, 1958).

Die Stabilitdit von Mikroorganismen wihrend der Lagerung kann durch den Zusatz von
Schutzstoffen zum Wachstumsmedium und/oder zum Trocknungsmedium verbessert werden.

Schutzstoffe, die bisher zum Einsatz kamen, sind Zuckeralkohole (Mannit, Inosit, Sorbit),
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Saccharide (Glucose, Arabinose, Saccharose, Laktose, Trehalose, Fruktose, Mannose), Poly-
mere (Maltodextrin), Propylgallat und Glutamat (Andersen et al., 1999, Carvalho et al., 2004;
Scott, 1958). Generell ist bekannt, dass Schutzstoffe, die von Mikroorganismen verstoffwech-
selt werden, keinen besseren Schutzeffekt besitzen als diejenigen, die schlechter bzw. nicht
metabolisiert werden (Carvalho et al., 2002; de Valdez et al., 1983). Auch die von den
Bakterien selbst gebildeten Exopolysaccharide fithren zu keiner Verbesserung der
Uberlebensrate im Vergleich zu anderen Substanzen (Carvalho et al., 2004). In der Arbeit von
de Valdez und Diekmann (1993) wurde aullerdem ermittelt, dass bei niedrigen Temperaturen
die Matrixzusammensetzung kaum einen Einfluss auf die Inaktivierung besitzt, bei hohen
Lagertemperaturen allerdings grof3e Inaktivierungsunterschiede bei verschiedenen Matrixzu-

sammensetzungen erkennbar sind.

Wie bei der Gefriertrocknung ist es auch bei der Lagerung nicht moglich, ein eindeutiges Bild
iber das Potential einzelner Schutzstoffe aus der Literatur zu gewinnen und den Schutzstoff
mit dem gréften Schutzpotential festzulegen. Es hat sich gezeigt, dass unterschiedliche
Schutzstoffe auch ein unterschiedliches Schutzpotential besitzen. Auf welchem Mechanismus
die Schutzwirkung beruht, ist nicht bekannt. Die Vergleichbarkeit der Schutzwirkung zwi-
schen den unterschiedlichen Arbeiten wird aullerdem dadurch verhindert, da in den meisten
Féllen keine Angaben zur relativen Luftfeuchte gegeben sind, unter denen die Mikroorganis-
mepriparate gelagert wurden, die aber bekanntlich einen groBen Einfluss auf die Stabilitét

besitzt.

AbschlieBend lasst sich feststellen, dass Vermutungen iiber Schiadigungsmechanismen existe-
rien (Zellmembran, membrangebundene Proteine), aber kein Mechanismus bekannt ist, auf
dem der Schutzeffekt von zugesetzten Schutzstoffen beruht. Dies ist vor allem darin begriin-
det, dass das Schutzpotential verschiedener Schutzstoffe nicht systematisch unter Berticksich-
tigung der Lagerbedingungen untersucht wurde. Entsprechend der theoretisch vorgeschlage-
nen Schutzmechanismen fiir Biomolekiile (Kapitel 2.4) besitzen auch die Lagerbedingungen
einen Einfluss auf den Schutzeffekt, vor allem im Hinblick auf das Erreichen des Glaszu-

stands. Dieser Zusammenhang ist fiir Mikrooganismen jedoch weitgehend unbekannt.

3.4 Glaszustand als Stabilititskriterium fiir biologische Systeme

Studien an isolierten Systemen haben gezeigt, dass die Glasiibergangstemperatur 7, eine
Grenzbedingung fiir die Stabilitdt von Biomolekiilen darstellt. So konnte festgestellt werden,
dass Proteinauffaltung und —aggregation, Fusion von Liposomen sowie Kristallisation amor-

pher Komponenten aufgrund der verringerten Viskositdt im Nicht-Glaszustand schneller ab-
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lauft als im Glaszustand (Chang et al., 1996; Sun et al., 1996; Chen et al., 1999; Franks, 1990;
Ibach und Kind, 2007; Sun et al., 1998; Sun, 1998; Taragano und Pilosof, 2001). Nun sollte
als néchster Schritt die Frage beantwortet werden, ob es auler der qualitativen Ermittlung der
Stabilitdt im Glaszustand verglichen mit dem Nicht-Glaszustand bisher auch gelungen ist, die
Temperaturabhédngigkeit der Inaktivierung mit der molekularen Mobilitdt des Systems zu
koppeln. Das bedeutet, dass die Temperaturabangigkeit der Inaktivierung im Nicht-
Glaszustand mit dem bekannten Modell von WLF vorhergesagt werden kann. Diese Frage
kann aus der Literatur nicht ohne weiteres beantwortet werden. Es hat sich zwar bei Sun
(1996) gezeigt, dass die Temperaturabhéngigkeit der Stabilitdt von Erythrozythen im Nicht-
Glaszustand mit Gleichung (6) und den universellen Werten der Konstanten beschrieben wer-
den kann. Jedoch wurde in anderen Arbeiten der universelle Charakter von C; und C, wider-
legt, so dass diese Koeffizienten systemabhéngig angepasst werden miissen (Peleg, 1992;
Sun, 1997; Sun, 1998). Dariiberhinaus sind bisher nur Reaktionen bekannt, bei denen die
Temperaturabhédngigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit schwécher ausgepragt ist, als die der
Viskositit laut WLF (Gou et al., 2000; Roos und Himber, 1994; Shamblin et al., 2006). In den
Arbeiten von Karmas et al. (2002), Schebor et al. (1996) und Schebor et al. (1997) wurde in-
sbesondere eine Abhingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten von der Temperatur per se im
Nicht-Glaszustand gefunden. Aus diesen Arbeiten wurde geschlossen, dass die Theorie des
Glaszustands nicht angewandt werden kann, um die Stabilitidt von Proteinen zu beschreiben,
weil keine eindeutige alleinige Abhdngigkeit der Inaktivierungsgeschwindigkeit von der Dif-

ferenz T-T, vorlag.

Neben den Untersuchungen an isolierten Systemen findet sich eine einzelne Arbeit, in der die
Stabilitdit von getrockneter Hefe in einer trehalosehaltigen Matrix im Glaszustand und im
Nicht-Glaszustand ermittelt wurde (Schebor et al., 2000). In dieser Arbeit wurden Temperatu-
ren untersucht, die sowohl oberhalb wie teilweise unterhalb der gemessenen Glasiibergangs-
temperatur 7, lagen. Fiir dieses System wurde festgestellt, dass die Inaktivierungsgeschwin-
digkeit im Glaszustand nicht markant verringert war. Allerdings wurden diese Untersuchun-
gen bei verhdltnisméBig hohen Temperaturen (45 °C — 85 °C) durchgefiihrt. Bei diesen Tem-
peraturen konnten auch fiir andere biologische Systeme, wie beispielsweise Enzympréparate,
kein Einfluss des Glaszustands mehr festgestellt werden (Schebor et al., 1997), da hier andere
Schidigungsreaktionen sehr dominant sind. Mdglicherweise hatte bei diesen Temperaturen
der Glaszustand keinen Effekt mehr, weil hier bereits thermische Schiddigungen auftreten, die
auch durch eine herabgesetzte molekulare Mobilitit nicht mehr verhindert werden konnen. Es

ist anzunehmen, dass die Schutzwirkung des Glaszustands wenn dann bei moderaten Tempe-
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raturen, fiir mesophile Mikroorganismen also in einem Bereich von 20 °C bis maximal 45 °C

(Einsele et al., 1985) ausgeprégt ist.

Aus diesen Darstellungen geht also hervor, dass die alleinige Abhingigkeit der Geschwindig-
keitskonstanten von der Temperaturdifferenz 7-7, fiir die Destabilisierung von Biomolekiilen
nicht geklart ist. Dementsprechend ist offen, ob die Kopplung von Viskositdt und Stabilitdt
fiir biologische Systeme, insbesondere fiir komplexe Mikroorganismen, fiir den Glaszustand

und den Nicht-Glaszustand giiltig ist.

Im folgenden Kapitel sind nun die Zielsetzung und der Losungsweg dargestellt, die sich aus

den bisherigen Ausfiihrungen ableiten.
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4 ZIELSETZUNG UND LOSUNGSWEG

Zur Minimierung destabilisierender Einfliisse wéhrend der Trocknung und Lagerung von
Mikroorganismen werden Schutzstoffe, z.B. Disaccharide, zugesetzt. Die Ergebnisse aus der
Literatur zeigen, dass durch den Zusatz verschiedener Additive die Uberlebensrate nach der
Trocknung und wéhrend der anschlieBenden Lagerung erhoht werden kann. Allerdings ist es
nicht moglich, eine generelle Aussage hinsichtlich der Schutzmechanism und der Einfliisse
von Trocknungsparametern zu treffen. Es fehlt das grundlegende Versténdnis iiber Schutz-
und Inaktivierungsmechanismen wéhrend der Trocknung und Lagerung fiir diese komplexen
Systeme. Ferner sind die Einfliisse der verfahrenstechnischen Trocknungs- und Lagerungsbe-
dingungen auf die Vitalitit der Zellen sowie deren Zusammenspiel mit dem Schutzpotential
von Additiven unbekannt. Auch die Entwicklung der Uberlebensrate wihrend der Gefrier-
trocknung in unterschiedlichen Formulierungen sowie fiir unterschiedliche Verfahrensfiihrun-
gen in Abhingigkeit vom Restwassergehalt ist bisher noch nicht erforscht. Demnach ist unbe-
kannt, in welchem Abschnitt der Trocknung die Mikroorganismen am starksten geschidigt

werden.

Es wird vermutet, dass wihrend der Gefriertrocknung und Lagerung vor allem die Zellmemb-
ran und die membrangebundenen Proteine der Mikroorganismen geschéddigt werden, was zum
Verlust der Funktionalitit fiihrt. Fiir die Stabilitdt isolierter Modellsysteme (Proteine, Bio-
membranen) ist bekannt, dass diese verbessert wird, wenn die Biomolekiile in eine Schutz-
stoffmatrix eingebettet sind, die sich im Glaszustand befindet. Dagegen ist die Bedeutung des
Glaszustands fiir die Stabilitdt von Mikroorganismen wéhrend der Trocknung und Lagerung
unbekannt. Unter der Annahme des Glaszustands als Schutzmechanismus kommt der Verfah-
rensfithrung wéhrend der Trocknung und Lagerung allerdings eine entscheidende Rolle zu.
Diese miisste demnach so gewéhlt werden, dass sich das Préparat einen GrofBteil der Prozess-
zeit im Glaszustand unterhalb der Glasiibergangstemperatur befindet. Als Folge wiirde eine
hohere Ubelebensrate von Mikroorganismen resultieren, wenn die Priparate im Glaszustand

getrocknet und gelagert werden.

Ziel der Arbeit war es deshalb, die Bedeutung der Verfahrenstechnik und des Weges zum
Erreichen des Glaszustands fiir die Stabilitdit von Mikroorganismen wéhrend der Gefrier-
trocknung und Lagerung fiir unterschiedliche Formulierungen aufzukldren. Dabei sollte ermit-
telt werden, ob die Schutzwirkung eines zugesetzten Schutzstoffes auf seiner Glasbildung
beruht und die Zellen bei Trocknungs- und Lagerungsbedingungen im Glaszustand demnach

besser geschiitzt werden als im Nicht-Glaszustand. Insbesondere sollte erforscht werden, ob
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die Inaktivierung der Zellen wéahrend der Lagerung im Glaszustand und im Nicht-Glaszustand
mit strukturellen Relaxationsprozessen gekoppelt ist und demnach mit bekannten Modellen
fiir die Temperaturabhéngigkeit dieser Relaxationprozesse beschrieben werden kann (Wil-

liams-Landel-Ferry oder Arrhenius).

Ein weiteres Ziel ist die Ermittlung der Zellinaktivierung wihrend der Trocknung mit und
ohne Schutzstoffe in Abhdngigkeit vom Restwassergehalt. Dabei soll erforscht werden, in
welchem Abschnitt der Trocknung die Zellen am stérksten geschiddigt werden, in welchem
Abschnitt unterschiedliche Schutzstoffe und Konzentrationen wirksam bzw. notwendig sind
und welche Rolle die Prozessbedingungen bei der Trocknung mit und ohne Schutzstoffe be-

sitzen.

Durch die Kenntnis des Zusammenhangs zwischen dem physikalischen Zustand und dem Ein-
fluss von Prozessbedingungen soll es ermdglicht werden, durch gezielte Auswahl von Formu-
lierungen fiir diese die am besten geeigneten Prozessbedingungen auszuwéhlen. Ferner sollen
die Ergebnisse zu einem besseren Verstindnis der Inaktivierung und Stabilisierung von Mir-

koorganismen wihrend der Trocknung und Lagerung beitragen.
Der Losungsweg dazu gliedert sich in folgende Schritte:
Gefrieren

e Zur Gestaltung des Gefrierprozesses ist die Kenntnis {iber das Gefrierverhalten der
Zellsuspensionen notwendig. Deshalb wurde der Zusammenhang zwischen der Ge-
friertemperatur und der Menge an ausgefrorenem Wasser flir die Zellsuspensionen
mit Laktose und Magermilch sowie ohne Schutzstoffe untersucht. Ferner stellt die
Gefrierkurve der Zellsuspensionen mit Laktose einen Teil des fiir diese Formulie-

rung erstellten Phasen-Zustandsdiagramms dar.

e Der Gefrierprozess, der dem Gefriertrocknungsprozess vorgeschaltet ist, muss zu-
nichst so gestaltet werden, dass die Uberlebensrate wihrend dieses Prozesses nur
minimal abnimmt. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der Gefriergeschwindig-
keit sowie der Endtemperatur auf die Uberlebensrate des Testkeims ermittelt und im
Anschluss die giinstigsten Bedingungen ausgewéhlt. Dabei wurden die Zellen in ei-
ner umgebenden Losung ohne Schutzstoff sowie mit Laktose oder Magermilch als

Schutzstoft gefroren.

e Die Information iiber die Zeitabhingigkeit der Uberlebensrate im gefrorenen Zu-

stand soll zum Verstindnis der prozessbedingten Abnahme der Uberlebensrate wiih-
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rend der anschlieBenden Lyophilisation beitragen. Aufgrund physikalischer Gesetz-
méBigkeiten liegt wihrend der Gefriertrocknung bei einem Trocknungszeitpunkt #;
ein Pellet vor, das oberhalb des Eisspiegels aus einem eisfreien, pordosen Geriist be-
steht. Unterhalb des Eisspiegels liegt gefrorenes Wasser neben dem nicht ausgefro-
renen Anteil vor. Im Hinblick auf die Inaktivierung der Mikroorganismen wahrend
der anschlieBenden Gefriertrocknung kann also ein summarischer Inaktivierungsef-
fekt vermutet werden, der sich zum Einen aus dem Wasserentzug und zum Anderen
aus physikalischen/chemischen Schéddigungsprozessen im gefrorenen Zustand zu-
sammensetzt. Deshalb wurde die Uberlebensrate in Abhéngigkeit von der Verweil-
zeit im gefrorenen Zustand analysiert und untersucht, welchen Einfluss das Verwei-
len im gefrorenen Zustand withrend der Trocknung auf die Uberlebensrate am Ende

der Trocknung besitzt.

Gefriertrocknung

Fiir die Gefriertrocknung wurden Phasen-Zustandsdiagramme (7,(c) und T,(c)) fiir
Mikroorganismus/Laktose-Suspensionen mit unterschiedlichen Laktosekonzentra-
tionen erstellt. Zur Ermittlung, ob Zellkomponenten in den Glaszustand {ibergehen
oder ob die gemessene Glasiibergangstemperatur 7, nur vom zugesetzten Zucker als
Schutzstoff bestimmt wird, wurde auch das thermische Verhalten von getrockneten
Zellsuspensionen ohne Schutzstoff gemessen. Die Zusammenhinge 7,(c) und Tg(c)
von Zellsuspensionen mit Schutzstoff dienen zur Ermittlung des physikalischen Zu-
stands des Préparates wihrend der Trocknung. Ferner werden auf diesem basierend
entsprechende Prozessbedingungen im Nicht-Glaszustand und im Glaszustand mit
unterschiedlichen Temperaturdifferenzen 7p-T, und Verweilzeiten in einem kine-
tisch stabilen oder instabilen Zustand ausgewdihlt. Fiir diese Prozessbedingungen
werden sowohl die Trocknungscharakteristik als auch die Uberlebensrate der Mik-

roorganismen wihrend der Gefriertrocknung ermittelt.

Im Vergleich zur Trocknung mit Laktose als Schutzstoff wird fiir die gleichen Pro-
zessbedingungen auch die Uberlebensrate der Zellen ohne Schutzstoff wihrend der
Gefriertrocknung in Abhéngigkeit vom Restwassergehalt und der Trocknungszeit
ermittelt. Diese Ergebnisse sollen einen Referenzwert darstellen und Aufschluss
dariiber geben, in welchem Abschnitt der Trocknung die verwendeten Schutzstoffe
wirksam und notwendig sind. Ferner wird die Laktose enthaltende Magermilch und

die als sehr effektiv geltende Trehalose auf ihr Schutzpotential bei unterschiedlichen
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Prozessbedingungen zum Vergleich mit dem Schutzpotential von Laktose analysiert.
Als niedrigster Restwassergehalt wurde fiir alle Formulierungen ein Wert von 5 %

angestrebt, da dies ein iiblicher Wert fiir gefriergetrocknete Systeme ist.
Lagerung

e Fiir die Auswahl der Lagerbedingungen sowie fiir die Kenntnis des physikalischen
Zustands wihrend der Lagerung wird der Zusammenhang zwischen Glasiibergangs-
temperatur und Wasseraktivitit To(aw) von Mikroorganismus/Laktose-Suspensionen

fiir unterschiedliche Lagertemperaturen erstellt.

e Die Produkttemperatur 7» und die Wasseraktivitéit ay werden als Lagerbedingungen
systematisch kombiniert. Wegen der Abhéngigkeit Tg(aw) ist durch die Einstellung
von ay die Einstellung von 7, moglich. Durch die Auswahl verschiedener Lager-
temperaturen 7p bei verschiedenen Glasiibergangstemperaturen 7, ist es moglich,
eine Lagerung im Glaszustand oder im Nicht-Glaszustand auf einem Temperaturni-
veau aber auch vergleichbare physikalische Zustinde auf unterschiedlichen Tempe-
raturniveaus zu realisieren. Fiir die unterschiedlichen Lagerbedingungen wird die
Uberlebensrate der Kultur wiihrend der Lagerung analysiert und als charakteristische
GroBe fiir die Inaktivierung die Geschwindigkeitskonstante k7., formalkinetisch

ermittelt.

e Falls die Geschwindigkeitskonstante kr,, der Inaktivierungsreaktion signifikant
durch den Glasiibergang und die darauf zuriickzufiihrende Verdnderung der Diffusi-
on der Reaktanden aufgrund des zunehmenden Anteils an freiem Volumen V., be-
einflusst wird (fragiles System), so ergibt sich die in Abbildung 12 dargestellte
Temperaturabhiangigkeit von kr,, flir den Glaszustand und den Nicht-Glaszustand.
Im Rahmen dieser Arbeit soll ermittelt werden, ob der Verlauf fiir ein fragiles Sys-
tem fiir die Inaktivierung von Mikroorganismen ermittelt werden kann und die Inak-
tivierungsreaktion nach Williams-Landel-Ferry (WLF), Gleichung (6), beschrieben

werden kann.
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5 MATERIAL UND METHODEN
5.1 Material

5.1.1 Modellmikroorganismus

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Keim Lactobacillus paracasei ssp. paracasei (F19%)
(Medipharm, Kégerdd, Schweden) aufgrund seines hiufigen Einsatzes zur Herstellung pro-
biotischer Lebensmittel als Modellmikroorganismus verwendet. Abbildung 18 zeigt eine mik-

roskopische Aufnahme des Modellbakteriums.

10.0 ;_lm"--._'.
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Abbildung 18: AFM Aufnahme von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei F19

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei gehort zur Gruppe der gram-positiven, fakultativ anae-
roben, fakultativ heterofermentativen, mesophilen Milchsdurebakterien (Hammes und Vogel,

1995).

Urspriinglich wurde das Bakterium aus dem Diinndarm isoliert. Es besitzt ein hohe Resistenz
gegeniiber Magensaft, niedrigen pH-Werten und Gallensalzen, die es dem Keim ermdglicht,
den oberen Gastro-Intestinal-Trakt intakt zu passieren und sich im Colon an die Darmmukosa
anzuheften (Sullivan et al., 2002; Ljungh et al., 2002). Lb. paracasei ssp. paracasei zeigt eine
hohe proteolytische Aktivitdt und verstoffwechselt Laktose, Trehalose, Glukose, Saccharose,
sowie prébiotische Stoffe wie Inulin und Amylopektin (Ljungh et al., 2002; Ohlsen et al.,
2002).
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Ferner ist Lb. paracasei ssp. paracasei auch nach haufiger industrieller Reproduktion gene-

tisch stabil (Morelli und Campominosi, 2002).

Fiir die im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Versuche wurde gefrorenes Konzentrat der
Kultur als Inokulum fiir die Anzucht von Untersuchungsmaterial verwendet (genaue Vorge-
hensweise Kapitel 5.2.1). Das gefrorene Konzentrat wies eine Zellkonzentration von
10''kbE/g auf und konnte bei einer Temperatur von -40 °C fiir mehrere Monate ohne Vitali-

tatsverluste gelagert werden.

5.1.2 Chemikalien und Gerite

In Tabelle 12 und Tabelle 13 im Anhang sind die verwendeten Chemikalien und Geréte sowie

deren Anwendung und Hersteller aufgelistet.

5.2 Verfahrenstechnische Methoden

Im Folgenden wird zunichst ein grober Uberblick iiber die Prozessabfolge gegeben. Die De-

tails der einzelnen Prozessschritte werden nachfolgend beschrieben.

In Abbildung 19 ist zur Gesamtiibersicht ein FlieBschema der Versuchsdurchfiihrung fiir die
Herstellung und Lagerung gefriergetrockneter Mikroorganismen mit den wichtigsten Prozess-

schritten dargestellt.
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Abbildung 19: Prozessschema der Versuchsdurchfiihrung fiir die Herstellung und Lagerung von Lb. pa-

racasei ssp. paracasei.

Zur Gewinnung von Versuchmaterial wurde Lb. paracasei ssp. paracasei zunachst in MRS
bei einer Temperatur von 37 °C angeziichtet (Submersfermentation). Am Ende der exponen-
tiellen Wachstumsphase wurde die Fermentation durch Kiihlen der Zellsuspension beendet.

Die daraus resultierenden Zellen wurden anschlieBend mittels Zentrifugation geerntet, auf-
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konzentriert und mit Phosphatpuffer gewaschen. Einem Teil der aufbereiteten Zellsuspension
wurde ein Schutzstoff (Magermilchpulver, Laktose, Trehalose) zugesetzt. Die erhaltenen
Zellsuspensionen wurden dann dem Gefrieren zugefiihrt. Nach unterschiedlichen Trock-
nungszeiten wurden die Proben entweder unmittelbar nach der Trocknung mit sterilem bides-
tilliertem Wasser bei 25 °C rehydratisiert oder der Lagerung unter ausgewéhlten Bedingungen
zugefiihrt. Die gelagerten Proben wurden nach unterschiedlichen Lagerzeiten ebenfalls bei
25 °C mit sterilem bidestilliertem Wasser rehydratisiert. Als Rehydratisierungsmedium wurde
bidestilliertes Wasser ausgewihlt, da es diese Komponente ist, die wihrend der Trocknung
entfernt wird. Der Einsatz von Ndahrmedium oder einer Salzlésung als Rehydratisierungsme-
dium wiirde zu einer Verdanderung der Osmolaritit und der Nihrstoffverfiigbarkeit nach der
Rehydratisierung im Vergleich zum Zustand vor der Trocknung fiihren. Dies sollte vermieden

werden.

Fermenter und Zentrifugationsréhrchen wurden bei 121 °C fiir 20 min mit Sattdampf sterili-
siert. Glasvials wurden unter trockener Hitze bei einer Temperatur von 180 °C fiir acht Stun-

den sterilisiert.

5.2.1 Anzucht der Mikroorganismen und Herstellung aufgereinigter Zellsuspensionen

Inokulation und Fermentation

Als Fermentationsmedium diente MRS-Boullion. Die einzelnen Fermentationen umfassten
Volumina zwischen 1500 — 4000 ml. In Vorversuchen wurde festgestellt, dass Unterschiede
des Volumens in dieser GroBBenordnung keinen Einfluss auf den Verlauf des Wachstums zei-
gen. Die Fermentation wurde in einer Glasflasche im temperierten Wasserbad durchgefiihrt

(Abbildung 20).

Abbildung 20: Fermentation in Glasflasche im Wasserbad.
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Die Anfangszellkonzentration der Fermentation wurde auf einen Wert von 10® kbE/ml einges-
tellt, was einer optischen Dichte (Extinktion) der MRS-Zellsuspenion ODrermentation Von 0,3
entspricht. Um diese Zellkonzentration bzw. optische Dichte in der Fermentationssuspension
zu erreichen, wurde zundchst eine Inokulationssuspension (Inokulum) von 50 ml mit einer
Zelldichte von ca. 10''kbE/ml hergestellt. Zu diesem Zweck wurden 2-3 g des gefrorenen
Zellkonzentrats in 50 ml MRS bei Raumtemperatur suspendiert. Anschliefend wurde ein
exakt bestimmtes Volumen des Inokulums in das noch zellfreie Fermentationsmedium trans-
feriert. Zur exakten Ermittlung des Inokulationsvolumens wurde die optischen Dichte von
Inokulum ODy,punm photometrisch bei einer Wellenldnge von A =600 nm gegen zellfreies

Nihrmedium bestimmt.

Aus der gemessenen optischen Dichten des Inokulums ldsst sich dessen erforderliches Volu-
men Viyornm, das fiir die Fermentationssuspension (optische Dichte zu Beginn der Fermenta-

tion 0,3) bendtigt wird, nach Gleichung (8) berechnen.

-OD

__ " Fermentation Fermentation ( 8)

Vlnokulum - OD

Inokulum

Die Fermentation wurde bei einer Temperatur von 37 °C, dem Wachstumsoptimum von Lb.
paracasei ssp. parcasei, durchgefiihrt. Wahrend der Fermentation wurde die Zellsuspension
standig geriihrt, um eine homogene Verteilung von Zellen, Substrat und Produkt zu gewéhr-
leisten. Die wihrend der Fermentation gebildete Milchsdure wurde nicht neutralisiert, was
eine Verringerung des pH-Wertes der Fermentationsbriihe von 5,8 auf 4,3 wihrend einer
Fermentationsdauer von 10 h zur Folge hatte. Vorversuche hatten jedoch gezeigt, dass die
pH-Absenkung wihrend der Fermentation keine negativen Auswirkungen auf das Wachstum
des pH-toleranten Stammes besal. Die Fermentation ohne pH Ausgleich hatte den Vorteil,
dass aufgrund einer verringerten Anzahl technischer Geritschaften und Medien die Kontami-

nationsgefahr der Fermentationssuspension mit Fremdkeimen verringert war.

Abbildung 21 zeigt den Wachstumsverlauf (optische Dichte der Zellen, ODy..,) von Lacto-
bacillus paracasei ssp. paracasei wihrend der Fermentation in MRS-Boullion bei einer Tem-

peratur von 37 °C ohne Neutralisation.
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Abbildung 21: Optische Dichte, OD,.,, von Lb. paracasei ssp. paracasei in Abhingigkeit von der Fermen-

tationszeit in MRS bei einer Tempertur von 37 °C ohne Neutralisation.

Aus Abbildung 21 ist ersichtlich, dass die Wachstumskurve zunéchst eine lag-Phase von 3 h
und danach eine exponentielle Wachstumsphase von 7 h durchliuft. Nach einer Fermentati-
onsdauer von insgesamt 10 h waren eine optische Dichte von ca. 6,5 und eine Zellkonzentra-
tion von ca. 10'° kbE/ml erreicht. Die Fermentation wurde nach 10 h durch rasche Tempera-

turabsenkung in Eiswasser (Abkiihlgeschwindigkeit ca. 2,5 K/min) auf 4 °C gestoppt.
Zellernte und Zellaufreinigung

Nach der Fermentation wurden die Zellen durch Zentrifugation vom Fermentationsmedium
abgetrennt. Der Uberstand wurde abdekantiert und so eine 25-fache Aufkonzentrierung der
Zellen im Sediment erreicht. AnschlieBend wurde das Zellkonzentrat zwei weitere Male mit
Phosphatpufferlosung (PBS) versetzt und jeweils wieder zentrifugiert, um Reste des Fermen-
tationsmediums zu entfernen. Durch die Entfernung definierter Volumina des Uberstand wur-
de wihrend des Waschprozesses eine weitere Aufkonzentrierung der Zellsuspension um den

Faktor 2,6 erreicht.

Der Trenn- und Aufreinigungsprozess der Zellsuspension erfolgte in sterilen Zentrifugations-
r6hrchen mit einem Volumen von 50 ml. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei einer radia-
len Zentrifugalbeschleunigung RZB von 4000g fiir 10 min bei einer Temperatur von 4 °C
durchgefiihrt.
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Nach der Zellernte und der Zellaufreinigung lag eine Zellsuspension mit einer Zellkonzentra-
tion von 10''kbE/ml und einer Zelltrockenmassekonzentration, ¢z;e,, von 0,12 g/ml vor. Die
Zelltrockenmasse wurde mittels Karl-Fischer (vgl. Kapitel 5.3.3) bestimmt. Diese Suspension
stellte die Ausgangszellsuspension dar. Sie wurde im Weiteren entweder mit einem Schutz-
stoff versetzt oder ohne Schutzstoffzugabe zu je 1ml in sterile Glasvials abgefiillt. Die Glas-
vials wurden mit einem geriffelten Gummistopfen bestlickt, aus denen der Dampf wihrend
der Sublimation durch Kanile entweichen konnte, und dem Gefriertrocknungsprozess zuge-

fiihrt.
Schutzstoffe

Die zugegebene Menge der Schutzstoffe richtete sich nach der Zelltrockenmassekonzentration
czellen- Die weiteren Gewichtskonzentrationsangaben der Schutzstoffe in der Zellsuspension

sind ausschlieBlich auf die Zelltrockenmassekonzentration bezogen.

Als Schutzstoffe wurden Laktosemonohydrat, Trehalose, und Magermilchpulver verwendet.
Laktosemonohydrat wurde in den Konzentrationen von 0,25 g/gzciitrockenmasse  und
0,5 g/gzelitrockenmasse als Schutzstoff verwendet und im Hinblick auf die Schutzwirkung auf die
Uberlebensrate der Mikroorganismen untersucht. Ferner wurden Konzentrationen von
0,01 g/gzelirockenmasses 0,25 &/&zelltrockenmasse UNA 0,5 &/gzelitrockenmasse zur Erstellung von Zu-
standsdiagrammen verwendet. Dieser Bereich an Schutzstoffkonzentrationen liegt im Bereich

der ublicherweise verwendeten Konzentrationen.

Fiir Trehalose wurde eine Konzentration von 0,25 g/gzelitrockenmasse VErwendet. Durch die Wahl
dieser Konzentration sollte der Schutzeffekt von Trehalose vergleichbar mit dem Schutzeffekt
von Laktose in einer Konzentration von 0,25 g/g7clitrockenmasse S€1N. Magermilchpulver wurde in
einer Konzentration von 0,5 g/gzclitrockenmasse VErwendet. Das Magermilchpulver wies eine Lak-
tosekonzentration von 50 %(w/w) auf. Somit wurde in der Zellsuspension die gleiche Lakto-
sekonzentration erreicht wie bei reiner Zugabe von Laktosemonohydrat mit einer Konzentra-

tion von 0,25 g/ 8Zelltrockenmasse-

Die Schutzstoffe wurden den aufgereinigten Zellsuspensionen jeweils als Pulver zugegeben

und mit Hilfe eines Vortex-Mischers eingemischt.

Direkt im Anschluss an die Schutzstoffzugabe wurde jeweils 1 ml der unterschiedlichen Zell-
suspensionen in sterile Vials abgefiillt und mit einem geriffelten Gummistopfen bestiickt. Die
befiillten Vials wurden im Anschluss dem Gefrierprozess bzw. dem Gefriertrocknungsprozess

zugefiihrt.
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5.2.2 Gefrieren und Lyophilisation

Gefrieren

Fiir den Gefrierprozess wurde der Einfluss der Kiihlrate ATp/At auf die Uberlebensrate sowie
der Einfluss der Endtemperatur nach dem Gefrieren auf die Uberlebensrate untersucht. Das
Ziel war eine Prozessgestaltung des Gefrierprozesses, die einen moglichst geringen Verlust

von vermehrungsfahigen Keimen zur Folge hatte.

Die unterschiedlichen Kiihlraten wurden realisiert, indem die Zellsuspensionen in Kiihlappa-
rate bzw. —medien mit unterschiedlichen Temperaturen eingebracht wurden. Die vorliegende
Temperaturdifferenz zwischen Probentemperatur und Kéltemedientemperatur fiihrte zu unter-
schiedlichen Kiihlraten. Dabei kamen folgende Temperaturen und Apparate bzw. Medien zum

Einsatz:
e -20 °C: Glasvials mit Proben auf gekiihlter Stellflache,
e -40 °C: Glasvials mit Proben auf gekiihlter Stellflache,
e -196 °C: Fliissiger Stickstoff, in den die Glasvials eingetaucht wurden.

Bei der hier vorliegenden Versuchsgestaltung dnderte sich die Kiihlrate wihrend des Kiihl-
und Gefrierprozesses. Begriindet ist dies sowohl in der Instationaritit des Warmeiibergangs
innerhalb eines Aggregatzustands als auch in den unterschiedlichen Warmekapazititen der
unterschiedlichen Aggregatzustinde. Zur Quantifizierung der Kiihlrate ATp/At wird diese ent-
sprechend Gehrke (1991) aus dem Quotient zwischen der Differenz aus End- und Anfangs-
temperatur Tpg-Tpy der Probe und der Zeit #z-t4, in der diese Temperaturdifferenz erreicht

wurde, nach Gleichung (9) definiert.

AT T, -T
P — PE PA (9)

Attt

Es wurde davon ausgegangen, dass auch die Endtemperatur einen Einfluss auf die Uberle-
bensrate besitzt. Deshalb wurde der Einfluss der Kiihlrate fiir eine konstante Endtemperatur
von -20 °C untersucht. Diese Endtemperatur wurde ausgewdhlt, da dieser Wert die hdochste
Produkttemperatur wahrend der Haupttrocknung darstellte (siche Abschnitt ,,Gefriertrock-
nung®). Das Ziel war, wahrend der Haupttrocknung keine hohere Produkttemperatur zu errei-
chen als nach dem Gefrieren. Ansonsten wiirden die Zellen wihrend des Gefrierens eingefro-
ren und wihrend der Haupttrocknung wieder teilweise aufgetaut werden. Als Folge konnten
die Zellen wihrend des Gefrierens bereits stirker geschidigt werden, als wahrend der Gefrier-

trocknung. Beispielsweise konnten Anchordoquy et al. (2000) fiir Laktatdehydrogenase ermit-
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teln, dass die Aktivitit des Enzyms abnahm, wenn es bei -196 °C eingefroren wurde und an-
schlielend bei -20 °C getrocknet wurde. Dementsprechend folgt fiir die Endtemperatur 7pz in
Gleichung 9 der Wert -20 °C. Die Anfangstemperatur der Proben 7p4 betrug 10 °C. Somit
ergibt sich fiir die Temperaturdifferenz der Probe ATp wihrend des Kiihl- und Gefrierprozes-
ses fiir alle Kiihlraten ein Wert von 30 K.

Zur genauen Ermittlung der Kiihlrate wurde der Verlauf der Probentemperatur wihrend der

Kiihlung gemessen.

Abbildung 22 zeigt die Temperaturverldufe von Zellsuspensionen ohne Schutzstoff in den

Apparaten bzw. Medien mit unterschiedlicher Temperatur.
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Abbildung 22: Temperaturverlauf der Zellsuspensionen ohne Schutzstoff wihrend des Gefrierprozesses

in Kiihlmedien mit unterschiedlicher Temperatur.

Aus den Temperaturverliufen in Abbildung 22 wurden die unterschiedlichen Kiihlraten

ATp/At nach Gleichung (9) ermittelt.

Tabelle 2 zeigt die mit Gleichung (9) ermittelten Gefrierraten A7p/At fiir die unterschiedlichen
Temperaturen der Kiihlvorrichtungen sowie die Zeit A¢, die bendtigt wird, bis die Zellsuspen-

sionen eine Temperatur von -20 °C erreicht haben.
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Tabelle 2: Temperaturen verschiedener Kiihlvorrichtungen sowie daraus resultierende Kiihlraten und

Kiihlzeiten zur Temperaturabsenkung von Zellsuspensionen ohne Schutzstoffe von 10 °C auf -20 °C.

Temperatur Kiihlvorrichtung (°C) At (min) ATp/At (K/min)
-20 50 0,6
-40 9 3,3
-196 0,5 60

Die Zellsuspensionen wurden anhand der in Tabelle 2 angegebenen Zeiten bis -20 °C gekiihlt.
Im Anschluss wurden die Proben im Wasserbad bei 25 °C innerhalb von 2 min aufgetaut,

wobei sie leicht bewegt wurden, und die Keimzahl Ng bestimmt.

Ferner wurde auch der Einfluss der Endtemperatur untersucht. Zu diesem Zweck wurden die
Zellen mit den unterschiedlichen Kiihlraten bis zu den Endtemperaturen der Kiihlvorrichtun-
gen gefroren. Die Verweilzeiten der Zellsuspensionen in den unterschiedlichen Vorrichtungen
wurden flir diese Versuche so ausgewihlt, dass die Temperaturen von -20 °C, -40 °C und
-196 °C gerade erreicht wurden. Diese betrugen fiir -20 °C 50 min, fiir -40 °C 29 min und fiir
-196 °C 1,8 min. Bei Erreichen der entsprechenden Temperaturen wurden die Zellen wie oben

beschrieben wieder aufgetaut.

Des Weiteren wurde die zeitliche Entwicklung der Uberlebensrate im gefrorenen Zustand bei
unterschiedlichen Temperaturen ermittelt. Diese Information sollte zum Verstdndnis der pro-
zessbedingten Abnahme der Uberlebensrate wihrend der Gefriertrocknung beitragen. Um den
schéddlichen Einfluss des Verweilens im gefrorenen Zustand wihrend der Gefriertrocknung
berticksichtigen zu konnen, wurde die Inaktivierungskinetik fiir die Temperaturen -20 °C und
-30 °C, die auch fiir die Haupttrocknung bei unterschiedlichen Trocknungsraten verwendet
wurden, und fiir unterschiedliche Zusammensetzungen der Zellen in einer gefrorenen Matrix
ermittelt. Die Proben wurden dabei auf einer gekiihlten Stellfliche mit einer Tempertur von -
20 °C eingefroren. Fiir das Verweilen bei einer Temperatur von -20 °C wurden die Proben auf
dieser Stellfliche belassen. Fiir das Verweilen bei einer Temperatur von -30 °C wurden die

Proben in ein Alkoholbad, das auf -30 °C temperiert wurde, transferiert.

Tabelle 3 zeigt die untersuchten Produkttemperaturen 7p die untersuchten Verweilzeiten ¢,
nach denen die Keimzahl Ng bestimmt wurde, sowie die Kiihlzeit bis zum Erreichen der End-
temperatur. Die Verweilzeit ¢ = 0 stellt die Zeit dar, bei der die entsprechende Temperatur 7p

erreicht wurde.
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Tabelle 3: Produkttemperatur 7p der gefrorenen Proben, Gefrierzeit bis zum Erreichen der Endtempera-

tur, sowie die untersuchten Verweilzeit der Proben im gefrorenen Zustand.

Produktendtemperatur 7p Gefrierzeit bis Erreichen | Verweilzeiten ¢ bei 7p (h)
°O) von Tp (h)

-20 0,75 0;0,5;1,5;2

-30 0,67 0;1;1,5;2;2,5

Der Auftauprozess wurde analog zu den bereits erlduterten Untersuchungen im Wasserbad bei
25 °C durchgefiihrt.
Gefriertrocknung

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gefriertrockner Alpha LSC 1-4 der Firma Martin
Christ, Osterode, Deutschland, ist in Abbildung 23 dargestellt.

.
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Abbildung 23: Gefriertrockner Alpha LSC 1-4.

Der Gefriertrockner besteht aus einer Vakuumkammer mit einem Eiskondensator und einer
beheizbaren Stellfliche. Wéahrend der Gefriertrocknung wurde das Vakuum mit Hilfe des Eis-
kondensators aufrechterhalten. Zur Erzeugung des Vakuums zu Beginn des Sublimationspro-

zesses diente eine Membranpumpe.

Abbildung 24 zeigt schematisch die Darstellung der Vakuumkammer des Gefriertrockners.
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der Vakuumkammer des Gefriertrockners.

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss unterschiedlicher Gefriertrocknungsbedingungen auf die
Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei in verschiedenen Matrizes nach unterschied-
lichen Trocknungszeiten zu ermitteln. Die unterschiedlichen Prozessbedingungen wurden
durch ausgewdhlte Kammerdriicke px sowie durch ausgewdhlte Stellflichentemperaturen T,

realisiert.
Tabelle 4 zeigt die untersuchten Prozessbedingungen.

Tabelle 4: Kammerdruck pg, entsprechende Sublimationstemperatur von Wasser Ty, ,, Stellflichentem-

peratur 7, und Bezeichnung der Bedingungen im weiteren Verlauf der schriftlichen Ausfiihrung.

Bedingung
Variable

Kammerdruck

12 37 37 37 102 102 102
Pk (Pa)

Sublimations-
temperatur von -40 -30 -30 -30 -20 -20 -20
Wasser Tg,,,,(°C)

Stellfléichen-
temperatur T, -20 +50 +10 -10 +80 +10 -10
O

Bezeichnung in
Kapitel ,,Ergeb-
nisse und Dis- 12/-40/-20 | 37/-30/50 | 37/-30/10 | 37/-30/-10 | 103/-20/80 | 103/-20/10 | 103/-20/-10
kussion*
pK/Tsub,w/TSt

Der vorhergehende Gefrierprozess wurde fiir die Trocknung immer in gleicher Weise bei ei-

ner Temperatur von -20 °C fiir 1 h durchgefiihrt.
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5.2.3 Lagerung

Im Rahmen der Arbeit wurde die Lagerstabilitidt der Zellen in einer Laktosematrix oder in
einer Trehalosematrix untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen nach der oben erldu-
terten Fermentations- und Ernteprozedur in Phosphatpuffer (PBS) gewaschen und anschlie-
Bend entweder mit Laktosemonohydrat oder mit Trehalose mit einer Konzentration von je-
weils 0,252/g7elitrockenmasse Versetzt. Die Gefriertrocknung wurde fiir die Herstellung getrockne-
ter Proben fiir die Lagerversuche immer unter den in Tabelle 5 aufgelisteten Bedingungen

durchgefiihrt.

Tabelle 5: Gefriertrocknungsbedingungen Tpy.fi, Loess Pxs Tse und tg zur Herstellung getrockneter Zellpri-

parate fiir die Untersuchung der Lagerstabilitit.

Temperatur Gefrieren Tp,;. | Gefrierzeit z,.; | Druck px | Stellflichentemp. T, Trocknungszeit zg

O (h) (Pa) °C) (h)

-20 1 37 10 3

Unmittelbar nach der Trocknung wurden die Proben ausgewihlten Lagerbedingungen im
Hinblick auf Temperatur 7» und relativer Luftfeuchte ¢ ausgesetzt. Die relativen Luftfeuchten
wurden mit Hilfe von gesittigten Salzlosungen, die unterschiedliche Wasseraktivititen auf-
weisen, eingestellt. Tabelle 6 zeigt die verwendeten Salzlosungen, die entsprechenden Was-
seraktivitdten bei 25 °C (Greenspan, 1977), die untersuchten Lagertemperaturen 7p fiir Zellen

in einer Laktose- (L) oder Trehalosematrix (T).
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Tabelle 6: Lagerbedingungen 7p/a,,, fiir die die Untersuchungen durchgefiihrt wurden sowie die verwen-
deten gesiittigten Salzlosungen zur Einstellung der Wasseraktivitiit (Greenspan, 1977). L = Untersuchun-
gen fiir Zellen in Laktosematrix; T = Untersuchungen fiir Zellen in Trehalosematrix. Die Wasseraktivitit

wird mit den gesittigten Salzlosungen bei einer Temperatur von 25 °C erreicht.

Temperatur 7p (°C) 4 15 20 30 37

Ay (')
(Gesittigte Salzlosung)

0,07 L LT L
(KOH bzw. NaOH?)

0,11 L LT L
(LiCl)
0,23 L LT L LT L

(CH;COOK bzw. KF")

0,33 LT LT L

0.43 LT LT L LT L
(K2C03 bzw. Mg(NO3)2 ¢

0,75 LT LT
(NaCl)

a NaOH bei 30 °C
® KF bei 37 °C
° Mg(NO3), bei 37 °C

Die Salzlosungen wurden in Exsikkatoren gefiillt. Diese Exsikkatoren wurden zunéchst ohne
Proben zur Konditionierung der Luft und zur Temperierung in Brutschrinke mit unterschied-
lichen Temperaturen gegeben. Nach einer Woche begann die Bestlickung der Exsikkatoren

mit Proben.
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5.3 Analysen

5.3.1 Thermische Analyse

Das thermische Verhalten der Zellsuspensionen wurde mittels Differential Scanning Calori-
metry (DSC) bestimmt. Die DSC-Messung ist eine thermoanalytische Methode, bei der Zu-
standsdnderungen eines Materials als Funktion von der Temperatur erkennbar sind. Dabei
werden das zu untersuchende Material und eine Referenz gleichzeitig einem definierten Tem-
peraturprofil unterworfen. Wahrend der Messung werden Temperaturdifferenzen zwischen
Probe und Referenz gemessen und unter Anwendung gerétespezifischer Konstanten in Ab-
hingigkeit von der Temperatur 7 und von der Zeit ¢ in einen Differenzwirmestrom g zwi-

schen Probe und Referenz umgerechnet (Hohne et al., 2003).

Fiir die Versuche im Rahmen diese Arbeit wurde das Gerdt Q1000 (TA Instruments,

Eschborn, Deutschland) verwendet.

Je nach Zusammensetzung der Zellpraparate waren unterschiedliche Zielgrofen von Interesse.
Dafiir wurden unterschiedliche Modi der Messung angewandt. ZielgroBen waren die Gefrier-
bzw. Schmelztemperatur 7,,, die Menge an ausgefrorenem Wasser mg;; bzw. die Feststoffkon-
zentration ¢ der nicht ausgefrorenen Phase sowie die Glasiibergangstemperatur 7, von Zell-

suspensionen in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung.

Fiir alle Bestimmungen wurden hermetisch verschlieBbare Aluminiumtiegel verwendet. Als
Referenz diente ein leerer Aluminiumtiegel. Die Masse des leeren Aluminiumtiegels wurde
jeweils im Ergebnis beriicksichtigt. Die Wagung der Massen von Tiegel und Probe erfolgte
mit einer Ablesegenauigkeit von +£0,00001g mit einer speziell flir diesen Wégebereich vorge-

sehenen Waage (vgl. Tabelle 13).

Die Kalibrierung der Materialkonstanten und der Temperatur des Gerites erfolgte mit Hilfe
von Saphirscheiben und Indium (Schmelztemperatur 156,6 °C) gemal3 der Geratevorschrift

des Herstellers.
Gefriertemperatur

Das Gefrierverhalten wurde von frischen Zellsuspensionen in Phosphatpufferlosung (PBS)
ohne Schutzstoffe sowie mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) oder  Magermilch
(0,5 g/gzelitrockenmasse) analysiert. Die Feststoffkonzentration der Proben entsprach also derjeni-
gen, die fiir die Gefrier- und Gefriertrocknungsversuche zum Einsatz kam. Ferner wurde das

Gefrierverhalten flir laktosehaltige Zellsuspensionen (0,25 g/gzclitrockenmasse) Mit unterschiedli-
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chen Restwassergehalten bestimmt. Um verschiedene Feststoffkonzentrationen zu erreichen,
wurden die Zellsuspensionen mit der Trocknungsbedingung 3 (vgl. Tabelle 4) fiir 1,5 h ge-
trocknet. Anschlieend wurden definierte Feststoffkonzentratinen ¢ von 70, 60, 50 und

20 % (w/w) durch die Zugabe von bidestilliertem Wasser eingestellt.

Fiir die Bestimmung der Gefriertemperatur 7,, wurde die thermische Analyse im modulierten
Modus (MDSC) durchgefiihrt. Dabei wird der linearen Heizrate eine sinusformige Modulati-
on der Temperatur iiberlagert. Mit Hilfe dieses Messmodus werden die thermodynamische
Wirmekapazitit der Probe aus dem periodischen Anteil und die latente Warme der auf die
Temperaturmodulation nicht reagierenden Phaseniibergange getrennt messbar. Gerade bei
komplexen Systemen kénnen Glasiibergénge unter Umstédnden von anderen gleichzeitg ablau-
fendne thermischen Ereignissen im Signal des Gesamtwarmestroms iiberlagert werden. Wei-
tere Vorteile von MDSC sind die verbesserte Sensitividt, um schwache Glasiiberginge zu
detektieren und eine verbesserte Auflosung. Diese Vorteile resultieren aus dem gleichzeitigen

Anlegen von sich iiberlagernden, unterschiedlich hohen Heizraten.

Die beiden Tiegel (Probe und Referenz) wurden mit einer Amplitude von +£0,5 K/min und
einer linearen Heizrate von 2 K/min von -90 °C auf 20 °C erwédrmt. Vor dem Erwérmen wur-
den die Tiegel 2 min bei -90 °C isotherm gehalten. Aus den erhaltenen Thermogrammen wur-
de die Schmelztemperatur 7, als Temperatur des Peakmaximums sowie die Fldache des
Schmelzpeaks als MaB} fiir den Anteil an ausgefrorenem Wasser fiir die gemessene Probe mit

entsprechender Feststoffkonzentration bestimmt (vgl. Abbildung 25).

Wérmestrom gq

Temperatur T

Schmelzpeak

Abbildung 25: Schematische Darstellung des Wirmestroms g in Abhiingigkeit von der Temperatur 7
wihrend des Schmelzens. Die Schmelztemperatur 7, ist dabei die Temperatur am Peakmaximum. Die

Fliche des Schmelzpeaks ist proportional zur Masse des Geschmolzenen.
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Des Weiteren wurde die Fldche des Schmelzpeaks in Abhédngigkeit von der Temperatur be-
stimmt und auf diese Weise direkt der Anteil an ausgefrorenem Wasser bei einer bestimmten
Temperatur ermittelt. Die Menge an nicht ausgefrorenem Wasser myry sowie die Feststoft-
konzentration c¢ in der nicht ausgefrorenen Phase berechnet man aus der Flidche des Schmelz-

peaks nach folgender Vorgehensweise.

Die latente Schmelzwéirme AH,, p(T) die wihrend des Phaseniibergangs von der Probe zum
Schmelzen des Eises benotigt wird, berechnet man durch Integration des gemessenen Warme-

stroms ¢(#), bzw. unter Beriicksichtigung der Heizrate d7/dt aus g(T) nach Gleichung (10):

AH, ()= [¢(T)-aT (10)

In diesem Fall stellt 74 die Starttemperatur des Peaks dar. Abbildung 26 zeigt die graphische

Darstellung der Vorgehensweise.

Wirmestrom q

Temperatur T

4H,, »(T)
Abbildung 26: Graphische Darstellung der partiellen Peakintegration.

Latente Wirme wird aufgrund des Ubergangs von Eis zu Wasser benétigt. Infolgedessen ist
die Phasentibergangswirme, die von der kompletten Masse der Probe mp bendtigt wird, gleich
der latenten Warme, die fiir das Schmelzen der Masse an Eis mg;; bendtigt wird. Die Gesamt-
masse der Probe mp setzt sich aus der Masse des Wassers my und der Trockenmasse mzy,

nach Gleichung (11) zusammen.
Mmp =My, + My, (11)

Unter Beriicksichtigung der spezifischen Schmelzenthalpie von Wasser AH,, w = 330 kl/kg
folgt dann nach Gleichung (12) die Berechnung der Masse an Eis in Abhéngigkeit von der

Temperatur mg;s(T)
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AHm,P(T)'mP

NT; (12)

M g (T):

m,W

Die Menge an nicht ausgefrorenem Wasser in Abhédngigkeit von der Temperatur mygy(T)

kann nach Gleichung (13) berechnet werden.
My (T) = my, —myg, (T) (13)

Die Berechnung der Feststoffkonzentration ¢ (%(w/w)) der gefrierkonzentrierten Suspension
in Abhédngigkeit von der Temperatur folgt mit Gleichungen (10), (12) und (13) nach Glei-
chung (14).

e(T) =100 - e () (14)

Mypy (T ) +myy,

Glasiibergangstemperatur

Der Glasiibergang zeigt sich in einem Thermogramm als stetige, stufenférmige Anderung des
Wirmestroms ¢ in Abhéngigkeit von der Temperatur 7 bzw. der Zeit ¢. Die Bestimmung der
Glastibergangstemperatur erfolgt durch das Anlegen von jeweils einer Tangente an die Basis-
linie unmittelbar vor dem Glasiibergang und ummittelbar nach dem Glasiibergang. Der Ab-
stand dieser Tangenten stellt die Hohe des Glasiibergangs dar. Charakteristisch fiir den Glas-
iibergang sind die Temperatur bei halber Hohe des Glasiibergangs (midpoint temperature) und
die extrapolierte Anfangstemperatur (onset temperature) des Ubergangs. Die extrapolierte
Anfangstemperatur wird durch Extrapolation der Tangente an die Kurve ¢(7) bei halber Hohe
des Glasiibergangs und deren Schnittpunkt mit der Tangente vor dem Glasiibergang ermittelt

(Hohne et al., 2003) (vgl. Abbildung 7).

Fiir die Ermittlung der Glasiibergangstemperatur 7, der gefriergetrockneten Priparate wurde
ebenfalls der modulierte Modus angewandt. Die Probe wurde mit einer Amplitude von
+0,5 K/min und einer linearen Heizrate von 2 K/min von -90 °C auf 200 °C erwiarmt. Die
Glastibergangstemperatur 7, wurde fiir Proben bestimmt, die mit den in Tabelle 4 aufgeliste-
ten Prozessbedingungen 1, 3, 5, 7 flir unterschiedliche Zeiten getrocknet wurden. Durch
gleichzeitige Bestimmung des Restwassergehalts der entsprechenden Proben konnte ein Zu-
standsdiagramm T7}(c) erstellt werden. Fiir die Erstellung des Zustandsdiagramms in Abhén-
gigkeit vom Restwassergehalt wurde die Midpoint-Temperatur verwendet. Aufgrund der Ver-
dnderung der Glasiibergangstemperatur und der Produkttempertur wéhrend der Gefriertrock-

nung charakterisiert diese Grofle den Glasiibergang am besten. Fiir die Ermittlung der Glas-
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libergangstemperatur der maximal gefrierkonzentrierten Suspension 7, " und der zugehorigen
Konzentration ¢, wurden Préparationen mit Feststoffkonzentration zwischen 60 % (w/w) und
70 % (w/w) herangezogen. Diese Proben wurden ebenfalls der thermischen Analyse mit den
soeben dargestellten Messparametern unterzogen. Die dabei ermittelte Glasiibergangstempe-
ratur wurde gemidl3 Roos und Karel (1991) als 7, festgelegt. Fiir die Ermittlung von ¢, wur-

den folgende verschiedene analytische Vorgehensweisen angewandt.

(a) Ermittlung der Konzentration des ausgefrorenen Wassers aus der Peakfliche des
Schmelzpeaks unter Berilicksichtigung des Wassergehalts der nicht gefrorenen

Suspension (Levine und Slade, 1988)

(b) Extrapolation des linearen Zusammenhangs zwischen der Schmelzwirme AH,, p
und dem Wasser bzw. Feststoffgehalts der fliissigen Probe zu AH,, p = 0 (Simatos
etal., 1975)

Ferner wurde die Glasiibergangstemperatur der gelagerten Proben fiir unterschiedliche Was-
seraktivititen gemessen, um 7g(a,) zu ermitteln. Diese Ermittlung erfolgte bei den Tempera-
turen 4 °C, 20 °C und 37 °C. Zusitzlich wurde bei einer Lagertemperatur von 20 °C auch der
zeitliche Verlauf der Glasiibergangstemperatur von Beginn der Lagerung bis zur Einstellung
eines konstanten Wertes gemessen. Da die Glasiibergangstemperatur der getrockneten Zell-
praparate aufgrund der Wiederbefeuchtung in einer feuchten Atmosphére abnimmt, war zu-
nédchst unklar, ab welchem Zeitpunkt eine konstante Glasiibergangstemperatur gemessen und
zur Erstellung des Zustandsdiagramms 7T,(a,,) verwendet werden kann. Fiir den Zusammen-
hang T¢(a,) wurde die Onset-Temperatur des Glasiibergangs verwendet, da die Produkttem-
pertur und die Glasilibergangstemperatur wihrend der Lagerung konstant blieben und somit
die Onset-Temperatur als die hochste konstante Temperatur betrachtet werden kann, in der

sich die Probe noch im Glaszustand befand.

5.3.2 Produkttemperaturmessung wihrend des Gefrierens und der Gefriertrocknung

Die Produkttemperatur 7p wurde wihrend des Gefriertrocknungsprozesses kontinuierlich mit
einem Pt100 Temperatursensor gemessen. Der Sensor besal3 die in Abbildung 27 dargestellten
Abmessungen und war wiahrend der Trocknung entsprechend Abbildung 27 in der Probe loka-

lisiert.
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Abbildung 27: Lokalisierung des Temperatursensors in der Probe bzw. im Glasvial sowie dessen Abmes-

sungen (http://www.heraeus-sensor-technology.de/produkte/elemente.html)

5.3.3 Restwassergehalt (X) und prozentualer Masseverlust (M)

Der Restwassergehalt (X) wurde mittels Karl-Fischer-Titration bestimmt. Die Analyse wurde
bei einer Temperatur von 40 °C in einem Gemisch aus Hydranal®-Formamid dry und Hydra-
nal®-Methanol Rapid (Volumenverhéltnis 1:1) durchgefiihrt. Die Titration erfolgte innerhalb
von ca. 10 min mit Hydranal®-Composite 5. Zur Kalibrierung des Systems diente Hydra-

nal®-Water Standard. Die Herstellerangaben finden sich in Tabelle 12 im Anhang.

Den prozentualen Restwassergehalt im Verlauf der Trocknung X(#) berechnet man aus der

Masse an Wasser in der Probe mjy und aus der Probenmasse mp nach Gleichung (15).

t

X(t)=mW()-100 (15)
my (1)

Die prozentuale Feststoffkonzentration ¢ berechnet sich aus dem Restwassergehalt X nach

Gleichung (16).
c=X-100 (16)

Der prozentuale Masseverlust M wéhrend der Trocknung wurde gravimetrisch unter Verwen-
dung einer Analysenwaage (Ablesegenauigkeit 0,0001g, vgl. Tabelle 13) bestimmt und be-
rechnet sich aus der Probenmasse vor der Trocknung mp,r und der Probenmasse nach der

Trocknung mpr nach Gleichung (17).

0,3
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M(t)szPT(t).loo (17)

Mp,r

5.3.4 Wasseraktivitit

Die Wasseraktivitit a,, wurde mit dem Gerédt Novasina Sprint (vgl. Tabelle 13) ermittelt. Das
Gerit besitzt einen Feuchtesensor, mit dem die Feuchtigkeit der Luft in der Probenkammer
gemessen wird. Die Feuchtigkeit der Luft wird von der Feuchtigkeit der Probe, die mit der

Luft im Gleichgewicht steht, bestimmt. Die Messungen wurden bei 25 °C durchgefiihrt.

5.3.5 Ermittlung von Sorptionsisothermen

Fiir die getrockneten Zellpriaparationen mit Laktose (0,25g/gzelitrockenmasse) Wurde der Zusam-
menhang zwischen Wasseraktivitit ay und Restwassergehalt X ermittelt. Diese Analyse er-
folgte fiir die Temperaturen 4 °C, 20 °C und 37 °C. Zu diesem Zweck wurde das getrocknete
Material bei den entsprechenden Bedingungen fiir 15 Tage gelagert und im Anschluss die

Wasseraktivitdt und der Restwassergehalt ermittelt.

5.3.6 Bestimmung der Uberlebensrate nach der Trocknung und Lagerung

Zur Beurteilung des Einflusses der Trocknung und Lagerung auf die Schiadigung von Lb. pa-
racasei ssp. paracasei wurde die Keimzahl N als Anzahl koloniebildender Einheiten (kbE)
auf MRS vor der Trocknung, nach dem Gefrieren, nach unterschiedlichen Trocknungszeiten

und nach unterschiedlichen Lagerzeiten bestimmt.

Die Bestimmung der kbE basiert darauf, dass vermehrungsfahige Keime in der Lage sind, auf
einem geeigneten Nédhrmedium eine mit dem Auge sichtbare Kolonie zu bilden. Dabei geht

man vereinfachend davon aus, dass jede Kolonie aus einer einzelnen Zelle entsteht.

Um die kbE nach der Trocknung bestimmen zu kénnen, wurden die gefriergetrockneten bzw.
gelagerten Proben mit einem Trocknungsgewicht von mpr zunichst mit sterilem bidestillier-
tem Wasser bei 25 °C auf ihr Ausgangsgewicht vor der Trocknung mp,r rehydratisiert. Die
Menge an zugegebenem Wasser my entsprach der Differenz Amp zwischen der Probenmasse

vor der Trocknung mp,r und nach der Trocknung mpr.

Zur Ermittlung der kbE wurden mit je 1 ml der ungetrockneten Zellsuspensionen beziehung-
sweise der rehydratisierten Proben Verdiinnungsreihen von 1:10 in Ringerlosung hergestellt.
Von den einzelnen Verdiinnungsstufen wurden 100 pl auf MRS Ndhrmedium aufgetragen

(Petrischale) und im Oberfldchenspatelverfahren mit einem Drigalsky-Spatel verteilt. Von
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jeder ausgestrichenen Verdiinnungsstufe wurden Doppelbestimmungen durchgefiihrt. Die
MRS-Agar-Platten wurden anschlieend bei 37 °C fiir 48 h unter anaeroben Bedingungen
inkubiert. Der Luftsauerstoff wurde entweder chemisch gebunden oder durch Evakuierung
und Begasung der Inkubationsgefifle mit Kohlendioxid und Stickstoff physikalisch entfernt.
Durch die Evakuierung wurde ein Sauerstoffpartialdruck von 0,008 bar im Gasgemisch er-
reicht. Die von den vermehrungsfdhigen Keimen gebildeten weiflen Kolonien (Abbildung 28)
wurden nach der Inkubation ausgezédhlt und zur Berechnung der kbE mit dem Verdiinnungs-

faktor der jeweiligen Platte multipliziert.

Abbildung 28: Lb. paracasei ssp. paracasei auf MRS nach der Bebriitung bei 37 °C fiir 48 Stunden.

Fiir die Auswertung wurden nur Platten beriicksichtigt, auf denen eine Anzahl zwischen 30
und 300 Kolonien auf dem Ndhrmedium zu erkennen war. Wenn also bei einem Volumen von
100ul der unverdiinnten Probe die zu wertende Mindestanzahl an kbE 30 ist, so liegt die
Nachweisgrenze des Spatelverfahrens bei 300 kbE/ml der unverdiinnten Zellsuspension. Bei

niedrigeren Zellkonzentrationen kann die Keimzahl nicht mehr spezifiziert werden.

Aus den gemessenen Keimzahlen N wurde die Uberlebensrate S berechnet. Die prozentuale
Uberlebensrate nach dem Gefrieren S berechnet sich aus der Keimzahl der frischen Zellsus-

pension vor dem Gefrieren Ny und der Keimzahl nach dem Gefrieren Ng nach Gleichung (18).

Ng

S, =—5.100 (18)

0
Die Uberlebensrate S7 nach unterschiedlichen Zeiten der Gefriertrocknung berechnet sich
analog aus der Keimzahl der frischen Zellsuspension vor dem Gefrieren Ny und der Keimzahl

nach unterschiedlichen Trocknungszeiten Nynach Gleichung (19):
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N
Sy =1

100 (19)

0

Fiir die Ermittlung der Lagerstabilitit wurde die Keimzahl nach unterschiedlicher Lagerdauer

N, auf die Keimzahl nach der Gefriertrocknung, Ny, entsprechend Gleichung (20) bezogen.

S, =—L (20)

5.3.7 Formale Reaktionskinetik und Statistik

Formale Reaktionskinetik

Die prozess- bzw. zeitabhingige Verdnderung der Zellkonzentration N, die bei der Tempera-
tur 7 und der Wasseraktivitét a,, durch die betrachtete Reaktion abgetotet wird, ist durch die
Reaktionsgeschwindigkeit dN/dt mit der Geschwindigkeitskonstanten k7., nach Glei-
chung (21) definiert. Der Exponent 7 stellt die Reaktionsordnung dar (Schwister, 1996).

AN

PR =

Die Reaktionsgeschwindigkeit einer irreversibel verlaufenden Reaktion ist der Konzentration
der Reaktanden proportional. Die Proportionalitidtskonstante k7, ist die Geschwindigkeits-
konstante des Inaktivierungsvorganges. Sie hat bei gegebener Temperatur und Wasseraktivitét
einen charakteristischen Wert. Fiir eine Reaktion 1. Ordnung, nach der in einer Vielzahl der
Fille auch die Mikroorganismeninaktivierung erfolgt, nimmt der Exponent n den Wert 1 an.
Durch Integration von Gleichung (21) erhilt man fiir den zeitlichen Verlauf der Mikroorga-
nismenkonzentration N bezogen auf die Mikroorganismenkonzentration zum Zeitpunkt =0,

Ny, Gleichung (22).

N kgt
—(y=er 22
N, ®) (22)

Die Geschwindigkeitskonstante k7., ist temperaturabhéngig. Diese Temperaturabhingigkeit
kann entweder nach Arrhenius (Gleichung (5)) im fliissigen Zustand und im Glaszustand oder
nach Williams-Landel-Ferry (WLF) (Gleichung (6)) fiir ein fragiles System im Nicht-

Glaszustand beschrieben werden.
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Statistik

Alle Versuche wurden in unabhédngigen Experimenten wiederholt. Das heif3t, dass fiir jeden
Einzelmesswert eine eigene Fermentation mit den daran anschlieBenden Versuchsschritten,

entsprechend vorhergehender Beschreibung, durchgefiihrt wurde.

Bei der Untersuchung des Einflusses der Gefrierrate und der Endtemperatur wurde eine drei-
fache Bestimmung der Uberlebensrate durchgefiihrt. Fiir die Analyse des Einflusses der Ver-
weilzeit im gefrorenen Zustand wurde der Verlauf der Uberlebensrate in zwei unabhéngigen
Versuchen ermittelt. Die Uberlebensrate, der Restwassergehalt und das entfernte Wasser wiih-
rend der Gefriertrocknung wurden in drei unabhéngigen Experimenten wiederholt ermittelt.
Die Messung der Glasiibergangstemperatur erfolgte fiir die entsprechenden Prozessbedingun-
gen jeweils in zwei unabhidngigen Experimenten. Auch das Gefrierverhalten wurde fiir eine
Formulierung zweimal unabhéngig voneinander analysiert. Die Mittelwertbildung erfolgt mit
Hilfe des arithmetischen Mittelwertes, Gleichung (23). Das Streumal} des Mittelwertes wurde
bei einem Stichprobenumfang von 3 nach der empirischen Standardabweichung bestimmt, fiir
einen Stichprobenumfang von 2 werden als Grenzen des Fehlerbereichs der maximale und der

minimale gemessene Wert dargestellt.

Der Verlauf der Uberlebensrate der gefriergetrockneten Zellpriparationen wihrend der Lage-
rung wurde fiir alle Lagerbedingungen zweimal in unabhingigen Experimenten untersucht.
Die Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten kr ., erfolgte mittels linearer Regression un-
ter Verwendung aller Einzelergebnisse fiir die gleichen Lagerbedingungen. Zur Bestimmung
des Fehlerbereichs des Mittelwertes wurde die Standardabweichung der ermittelten Steigung
der Geraden herangezogen. Fiir die Ermittlung der Glasiibergangstemperatur in Abhingigkeit

von der Wasseraktivitit wurde eine Doppelbestimmung durchgefiihrt.

Der arithmetische Mittelwert X berechnet sich mit dem Stichprobenumfang z und dem Er-

gebnis eines Einzelversuchs x; nach Gleichung (23).

_ 1

X=—>x (23)
z

Um den Betrag des zufilligen Fehlers bei einer dreifachen Bestimmung abschitzen zu kon-
nen, mit dem die Einzelversuche behaftet sind, beziehungsweise um zu ermitteln, wie stark
die Versuchsergebnisse streuen, wurde die empirische Standardabweichung SA4 nach Glei-

chung (24) bestimmt:
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SA = \/ ! Zzl(xi ~x) (24)

z—-143

Zur Quantifizierung der Streuung einer Doppelbestimmung wurde die Differenz zwischen

dem arithmetischen Mittelwert und dem Maximal- bzw. Minimalwert herangezogen.

Zur Bestimmung der Streuung einer indirekt ermittelten Grofle # wird entsprechend der Feh-
lerfortpflanzung nach Gauss eine mittlere Abweichung 44 aus den Standardabweichungen
S4, und S4, der direkt gemessenen Groflen x und y nach Gleichung (25) berechnet (Kreyszig,
1979).

2 2
Ah = \/(Z—h] SA.° + [Z—hj 5S4, (25)
x V
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6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Im Folgenden werden die Ergebnisse beziiglich des Gefrierverhaltens, der Einflussgrofen des
Gefrierens auf die Uberlebensrate des Modellmikroorganismus sowie der daraus abgeleiteten
Gestaltung des Gefrierprozesses dargestellt. An diese Ergebnisse schlieBen die Untersuchun-
gen zur Bedeutung der Verfahrenstechnik der Gefriertrocknung und des Phasen-
Zustandsdiagramms fiir die Uberlebensrate an. Im letzten Abschnitt erfolgt die Darstellung
der Entwicklung der Uberlebensrate wihrend der Lagerung unter verschiedenen Bedingungen

sowie die Bedeutung des physikalischen Zustands fiir die Stabilitit der Mikroorganismen.

6.1 Gefrieren von Mikroorganismenpriparationen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Gefrierverhalten von Zellsuspensionen im Hinblick auf
die Gefrierpunktsabsenkung untersucht und der Anteil an nicht ausfrierbarem Wasser fiir ver-
schiedene Formulierungen ermittelt. Der Gefrierprozess selbst stellt bereits eine Dehydrierung
des biologischen Systems dar. Schutzstoffe sind in der Lage, den Gefrierpunkt abzusenken, so
dass bei diesen Formulierungen bei einer bestimmten Temperatur weniger Wasser im kristal-
linen Zustand vorliegt als bei Suspensionen ohne Schutzstoff. Die Information tiber das Ge-
frierverhalten der verschiedenen Formulierungen ist fiir die Auswahl der Prozessparameter
wiahrend des Gefrierens und der Gefriertrocknung notwendig. Ferner stellt die Gefrierkurve
der Zellsuspensionen mit Laktose einen Teil des fiir diese Formulierung erstellten Phasen-

Zustandsdiagramms dar.

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit der Einfluss der Kiihlrate, der Zusammensetzung sowie
der Endtemperatur auf die Uberlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei separat
untersucht. Dies sollte dem Zweck dienen, den Gefrierprozess, der einem Lyophilisationspro-
zess immer vorgeschaltet ist, im Hinblick auf die Uberlebensrate fiir die weiteren Gefriert-

rocknungsuntersuchungen giinstig gestalten zu konnen.

Uberdies wurde die Uberlebensrate in Abhiingigkeit von der Verweilzeit im gefrorenen Zu-
stand analysiert. Die Information iiber die Zeitabhiingigkeit der Uberlebensrate im gefrorenen
Zustand soll zum Verstiindnis der prozessbedingten Abnahme der Uberlebensrate wihrend
der Gefriertrocknung beitragen. Im Hinblick auf die Inaktivierung der Mikroorganismen wéh-
rend der anschlieBenden Gefriertrocknung kann ein summarischer Inaktivierungseffekt ver-
mutet werden, der sich aus dem Wasserentzug und aus physikalischen/chemischen Schadi-

gungsprozessen im gefrorenen Probenabschnitt zusammensetzt.
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6.1.1 Gefrierkurven einer wissrigen Laktoselosung sowie von Zellsuspensionen mit

unterschiedlichen Formulierungen

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Abhédngigkeit der Gefriertemperatur 7 von der Feststoff-
konzentration ¢ fiir Zellsuspensionen unterschiedlicher Zusammensetzung ermittelt. Die Ge-
friertemperatur wird fiir diesen Zusammenhang wihrend des Schmelzvorgangs (nach voran-
gegangenem Gefrieren) und somit als Schmelztemperatur ermittelt. Die Kristallisation wiirde
erst nach Unterkiihlung einsetzen und als Folge wiirde die dabei ermittelte Kristallisations-

temperatur keine GrofBe fiir einen thermodynamischen Gleichgewichtszustand darstellen.
Folgende Formulierungen wurden untersucht:

e Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Phosphatpufferlosung (PBS),

o Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in PBS+Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse)»

e Lactobacillus  paracasei  ssp. paracasei in  PBS+Magermilchpulver

(0>5 g/ gZelltrockenmasse),

o Wissrige Laktoselosung, fiir die das Gefrierverahlten aus der Literatur bekannt ist,

dient zum Abgleich der verschiedenen Methoden.
Zur Erstellung einer Gefrierkurve wurden zwei Methoden angewendet:

1. Es wurde eine Konzentrationsreihe der entsprechenden Lésung/Suspension erstellt und
die unterschiedlichen Konzentrationen einer thermischen Analyse unterzogen. Vom
gemessenen Wirmestrom ¢ in Abhingigkeit von der Temperatur 7 wird jeweils die
Temperatur 7, am Peakmaximum von g wéhrend des Schmelzvorgangs einer Lo-
sung/Suspension mit der Konzentration ¢ herangezogen. Diese Temperaturen werden
als Schmelztemperatur fiir die entsprechende Konzentration angesehen. Der Zusam-

menhang 7, (c) stellt die Gefrierkurve dar.

2. Der Wirmestrom ¢ wurde im Temperaturbereich des Schmelzens in Abhédngigkeit von

der Temperatur integriert. Die Gefrierkurve ergibt sich aus dem Zusammenhang zwi-

T
schen der Fliche AH,, (T) (mit AH,, , = j q(T)dT)
Ty

Gefrierkurve einer wdssrigen Laktoselosung

Zum Abgleich der verschiedenen Methoden wurde zunichst das Gefrierverhalten einer wéss-

rigen Laktoseldosung ermittelt, deren Gefrierkurve aus der Literatur (Vuataz, 2002) bekannt
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ist. Aus diesem Grund werden im Folgenden zunichst die Vorgehensweise und die Ergebnis-

se der reinen Laktoseldsung erldutert.

Abbildung 29 zeigt den Wirmestrom ¢ in Abhédngigkeit von der Temperatur 7 fiir Laktoselo-
sungen mit den Ausgangsfeststoffkonzentrationen ¢=21% (w/w), 49 % (w/w) und
70 % (w/w). Die Proben wurden wéhrend der DSC-Messung auf -90 °C abgekiihlt und an-
schlieBend wieder erwdrmt. In Abbildung 29 ist nur der Wéarmestrom wéhrend der Erwiér-

mung und nicht wéhrend der Abkiihlung dargestellt.

Die Temperaturen der Peakmaxima, 7., sowie die Temperaturbereiche (74 bis T%), iiber

den die Kurven integriert wurden, sind markiert.
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Abbildung 29: Wirmestrom ¢ in Abhiingigkeit von der Temperatur 7 fiir wissrige Laktoselosungen mit
Feststoffkonzentrationen von 21 %(w/w), 49 %(w/w) und 70 %(w/w). T, ist die Schmelzpeakanfangstem-

peratur, T die Endtemperatur. Die Schmelzpeaks werden jeweils von 74 bis Ty integriert.

Abbildung 29 zeigt, dass das Peakmaximum fiir hohere Feststoffkonzentrationen ¢ bei niedri-
geren Temperaturen liegt. So konnen fiir die Konzentrationen 21 % (w/w), 49 % (w/w) bzw.
70 % (w/w) Temperaturen 7, . von -0,62 °C, -6,31 °C bzw. -12,83 °C ermittelt werden. Fer-

ner ist deutlich, dass die Peakfliche mit zunehmender Feststoffkonzentration abnimmt, da



Gefrieren von Mikroorganismenpréiparationen 71

weniger Wasser aus der Laktoselosung ausfriert. Die Thermogramme fiir 49 % (w/w) und
70 % (w/w) zeigen iiberdies eine stufenformige Anderung der Basislinie, die sich von einer
Temperatur von ca. -47 °C bis -40 °C erstreckt. Diese Anderung ist auch bei 21 % (w/w) vor-
handen, allerdings bei dieser Aufldsung nicht zu erkennen. Die stufenférmigen Anderungen
stellen den Glastlibergang der Laktoselosung dar (Roos, 1995). Dieser Anstieg der Basislinie
wird somit noch nicht zum Schmelzvorgang des Wassers gezdhlt. Das Schmelzen des Was-
sers der Laktoselosungen beginnt fiir alle Ausgangsfeststoffkonzentrationen anndhernd bei
der gleichen Temperatur 74 von -37 °C. Der asymmetrische Verlauf der Peaks ergibt sich aus

der Temperaturabhéngigkeit des Schmelzens von Eis in einer Losung.

Es wurden Gefrierkurven 7(c) erstellt, indem sowohl 7. in Abhidngigkeit von ¢ ermittelt
wurde als auch die Grofe der Peakfliche fiir unterschiedliche Ausgangskonzentrationen in
Abhingigkeit von der oberen Temperaturgrenze 7 der Fliche AH,,p (T) (vgl. Abbildung 25
und Abbildung 26). Aus der Peakfliche wurde die Konzentration an nicht ausgefrorenem

Wasser ermittelt, wodurch wiederum 7{(c) ermittelt werden konnte.

Abbildung 30 zeigt die Verldufe der Gefriertemperatur in Abhéngigkeit von der Feststoffkon-
zentration fiir eine wéssrige Laktoselosung aus der Literatur sowie die Ergebnisse 7juqy.c(c)

und AH,, p (T) nach den beschriebenen Methoden.
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Abbildung 30: Gefriertemperatur in Abhéngigkeit von der Feststoffkonzentration fiir eine wiissrige Lak-
toselésung nach Vuataz (2002) sowie mit Hilfe der Methoden (1) 7,,,,.(c) und (2) AH,, p (T) berechnet.
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Es wird deutlich, dass die unterschiedlichen Methoden zu vergleichbaren Ergebnissen fiihren
und auch gut mit der Literatur iibereinstimmen. Es ist also moglich, durch Integration der
Schmelzpeaks die Gefrierkurve zu ermitteln. Vorteilhaft ist dabei, dass nur eine Konzentrati-
on benotigt wird und keine Konzentrationsreihe erstellt werden muss. Des Weiteren entspricht
der Verlauf der Konzentration an nicht ausgefrorenem Wasser aus dem Verlauf der Peakfla-
che den Vorgidngen im Rahmen der Versuche beim Einfrieren der Proben besser. Mit zuneh-
mender Feststoftkonzentration wird die Herstellung der entsprechenden Konzentration auf-
wandiger, da der Zucker zunéchst bei immer hoheren Temperaturen geldst werden muss und
erst im Anschluss gekiihlt werden kann. Gerade bei den Mikroorganismenpriparaten mit ho-
hen Feststoffkonzentrationen und niedriger Gefriertemperatur kann die Losungsprozedur
nicht mehr durchgefiihrt werden, ohne das Préparat thermisch zu verdndern. Niedrige Gefrier-
temperaturen bei hohen Feststoffkonzentrationen konnen folglich unter Verwendung einer

Konzentrationsreihe nicht ermittelt werden.
Gefrierkurven von Zellsuspensionen mit und ohne Schutzstoffe

Beide Methoden wurden auch fiir Zellsuspensionen in Phosphatpuffer mit Laktose
(0,25 g/gzelitrockenmasse) angewendet. Dabei sollte ermittelt werden, ob auch fiir dieses System
beide Methoden vergleichbare Ergebnisse liefern. Zur Ermittlung der Gefriertemperatur wur-
den Proben mit einer Feststoffkonzentration im Bereich von 15 %, 20 %, 50 %, 60 und 70 %
erstellt. Der genaue Trockenmasse- bzw. Wasseranteil wurde jeweils mittels Karl Fischer Tit-

ration bestimmt.

Die DSC-Messung bestand aus einem Kiihlzyklus von 20 °C auf -90 °C. AnschlieBend wur-
den diese Proben mit einer linearen Heizrate von 2 K/min (sowie einer Modulation von +

0,5 K/min) wieder erwdrmt und die Schmelztemperatur ermittelt.

Abbildung 31 zeigt den gemessenen Wérmestrom ¢ in Abhingigkeit von der Temperatur 7’
fir eine Suspension aus Lb paracasei ssp. paracasei in PBS mit Laktose
(0,25 g/gzelitrockenmasse) Nach der Aufreinigungsprozedur. Es sind der Abkiihlungsprozess und
der Erwdrmungsprozess markiert. Das Praparat weist eine Feststoffkonzentration ¢ von 14 %

auf.
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Abbildung 31: Wirmestrom ¢ in Abhiingigkeit von der Temperatur 7 wihrend des Abkiihlungs- und
Erwirmungszyklus fiir Lb paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/€zcntrockenmasse)- Feststoffkonzentra-

tion 14 %. Schmelzwirme bzw. Fliche des Schmelzpeaks 261 kJ/kg.

Wihrend des Abkiihlungsprozesses setzt bei einer Temperatur von ca. -17 °C die Kristallisa-
tion von Wasser ein. Durch die freiwerdende Kristallisationswirme steigt der Warmestrom
an. Die vordefinierte Kiihlrate ist vergleichsweise gering, so dass die freiwerdende Warme-
menge nicht schnell genug aus dem Produkt abgeleitet werden kann. Stattdessen wird die
Temperatur des Produktes (x-Achse) wihrend des Kristallisationsprozesses erhoht. Durch
diese Vorgénge erscheint die Kurve wihrend der Kristallisation ,,schleifenformig®. Wéhrend
des Gefrierens wird Eis aus der fliissigen Phase separiert und die gelosten Substanzen sowie
die Zellen werden aufkonzentriert. Wahrend der weiteren Abkiihlung bleibt der Warmestrom
konstant, es tritt kein Phaseniibergang mehr auf. Bei der anschlieBenden Erwidrmung, die bei
-90 °C beginnt, findet bei einer Temperatur von -35 °C das endotherme Schmelzen des Was-
sers statt. Der Schmelzvorgang erreicht bei einer Temperatur von -1,1 °C das Maximum des
benoétigten Wirmestroms ¢ fiir den Schmelzvorgang. Die Flache unter der Kurve ist ein Mal3
fiir die bendtigte latente Wéarme. In dem Beispiel von Abbildung 31 betrigt die latente Wérme
261 kl/kg.

Abbildung 32 zeigt den Warmestrom ¢ in Abhédngigkeit von der Temperatur 7 fiir Suspensio-

nen bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) 11 PBS, die
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unterschiedliche Feststoffkonzentrationen aufweisen. Die Proben wurden zunéchst eingefro-
ren und auf -90 °C abgekiihlt und anschlieend wieder erwdrmt. In Abbildung 32 ist das
thermische Verhalten von Zellsuspensionen mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) Mit unter-
schiedlichen Feststoffkonzentrationen ¢ dargstellt. Im Gegensatz zu Abbildung 31 ist in Ab-

bildung 32 nur der Warmestrom wihrend der Erwdarmung und nicht wihrend der Abkiihlung

dargestellt.
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Abbildung 32: Wirmestrom ¢ in Abhingigkeit von der Temperatur 7 fiir Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei mit Laktose (0,25 g/€zcntrockenmasse) i PBS mit Ausgangsfeststoffkonzentrationen der fliissigen,

nicht gefrorenen Suspension von 19 %(w/w), 48 %(w/w), 69 %(w/w). Das Verhiiltnis von Laktosemasse
und Zelltrockenmasse war fiir alle unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen Kkonstant

(0525 g/gZelltrockenmasse)-

Abbildung 33 zeigt die Gefriertemperatur in Abhingigkeit von der Feststoffkonzentration ¢

flir Suspensionen bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose

(0,25 g/gzelitrockenmasse)- Es sind sowohl die Temperaturen der Peakmaxima, 7. in Abhén-
gigkeit von der entsprechenden Ausgangsfeststoffkonzentration als auch die Ergebnisse aus

der Integration der Schmelzpeaks, AH,, p (T), dargestellt. Die Peakanfangstemperatur 7, lag
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bei -35 °C. Zusitzlich sind auch zum besseren Vergleich die Messwerte der wissrigen Lakto-

selosung (vgl. Abbildung 30) mit aufgetragen.
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Abbildung 33: Gefriertemperatur in Abhiingigkeit von der Feststoffkonzentration fiir eine Suspension
bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gz.trockenmasse) Mit Hilfe der Methoden
Tiax,(c) und 4H,, p(T) berechnet. Zum Vergleich ist der Verlauf der Gefriertemperatur der wissrigen

Laktoselosung mit einer Ausgangskonzentration von 21% (vgl. Abbildung 30) dargestellt.

Abbildung 33 zeigt, dass die Zellsuspensionen ab einem Gehalt an nicht ausgefrorenem Was-
ser von ca. 50 % einen etwas niedrigeren Gefrierpunkt aufweisen als die wéssrige Laktoseld-
sung. Bei gleicher Temperatur ist der Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser fiir Zel-
len/PBS/Laktose niedriger als fiir eine wéssrige Laktoselosung. Des Weiteren zeigt Abbil-
dung 33, dass die Messungen einzelner Konzentrationen gut mit den Ergebnissen der Integra-
tion der Peaks iibereinstimmen. Ferner ist deutlich, dass es durch die partielle Integration
moglich ist, auch den Gefrierpunkt des Wassers bei hohen Feststoffkonzentrationen zu be-
stimmen. Die Zellsuspension mit der hochsten gemessenen Ausgangskonzentration betrug
69 %. Dabei konnte eine Gefriertemperatur von -18 °C ermittelt werden (vgl. Abbildung 32).
Durch die Peakintegration kann festgestellt werden, dass bei weiterer Temperaturabsenkung

noch mehr Wasser ausgefroren werden kann.
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Im Folgenden wird die Gefrierkurve von Zellsuspensionen mit unterschiedlicher Zusammen-
setzung (ohne Schutzstoff in PBS, Magermilch/PBS) dargestellt. Die Ermittlung der Gefrier-
kurve erfolgte fiir die Formulierungen nach Methode (2) durch AH, r (T) (siche Kapitel
6.1.1).

Abbildung 34 zeigt den Warmestrom ¢ in Abhédngigkeit von der Temperatur 7 von aufgerei-
nigten Zellsuspensionen ohne Schutzstoff (PBS), sowie mit Magermilch 0,5 g/gzclitrockenmasse

(PBS) und zum Vergleich zusitzlich den Wirmestrom der Zellsuspension mit Laktose

0,25 g/ E7Zelltrockenmasse (PB S) .
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Abbildung 34: Wirmestrom ¢ in Abhiingigkeit von der Temperatur T fiir Zellen ohne Schutzstoff, mit
Laktose (0,25 g/2zcntrockenmasse) 0der mit Magermilchpulver (0,5 g/gzeiitrockenmasse) jeWeils in PBS direkt nach

der Aufreinigungsprozedur.

Wie erwartet fiihrt der Zusatz von Schutzstoffen zu einer Gefriertemperaturabsenkung bzw.
zu einer Absenkung des Peakmaximums des Wirmestroms g. Fiir Magermilchpulver ist die

Gefriertemperaturerniedrigung am stirksten ausgeprégt.

Abbildung 35 zeigt den Verlauf der Gefriertemperatur in Abhingigkeit von der Feststoffkon-
zentration in der nicht gefrorenen Phase fiir Zellen ohne Schutzstoff, mit Laktose

(0,25 g/gzelitrockenmasse) Und mit Magermilch (0,5 g/gzelitrockenmasse) jeweils in PBS. Fiir Mager-
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milch war das Gefrieren von Wasser bei einer Temperatur von -19 °C beendet. Unterhalb
dieser Temperatur konnte ein Glasiibergang bei einer Midpoint Temperatur von -
25,8 £2,4 °C festgestellt werden. Die Integration des Schmelzpeaks kann erst bei Temperatu-
ren oberhalb des Glasiibergangs stattfinden, weshalb als Anfangstemperatur 74 des Schmelz-

peaks fiir die Zellsuspensionen mit Magermilch der Wert -19 °C ausgewihlt wurde.
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Abbildung 35: Gefriertemperatur 7 in Abhéngigkeit von der Feststoffkonzentration ¢ von Zellsuspensio-
nen bestehend aus Lb paracasei ssp. paracasei ohne Schutstoff (¢), mit Laktose (0,25 g/gzcntrockenmasse) (®)

oder mit Magermilchpulver (0,5 g/2zcntrockenmasse) (A ), jeweils in PBS.

Wie aus Abbildung 35 zu ersehen, verlduft die Gefriertemperatur der Zellsuspension ohne
Schutzstoff tendenziell auf dem hochsten Temperaturniveau. Zellen mit Laktose weisen ten-
denziell einen etwas niedrigeren Verlauf auf. Werden die Zellen mit Magermilch versetzt, so
verlduft die Kurve auf dem niedrigsten Temperaturniveau. Aus diesen Gefriertemperaturver-
laufen folgt, dass bei gleicher Temperatur die Zellsuspension mit Magermilch den hochsten
Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser aufweist. So nimmt bei einer Temperatur von -20 °C
der Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser fiir Magermilch, Laktose bzw. PBS Werte von

34 % (w/w), 28 % (w/w) bzw. 29 % (w/w) (vgl. Abbildung 35) an.
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6.1.2 Einfluss der Kiihlrate und der Gefriertemperatur auf die Uberlebensrate von Lb.

paracasei ssp. paracasei

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei wurde in Phosphatpufferlésung ohne Schutzstoff, mit
Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) SOWie mit Magermilch (0,5 g/gzelitrockenmasse) b€l verschiedenen
Kiihlraten auf eine Temperatur von -20 °C gekiihlt. Diese Temperatur wurde ausgewéhlt, da
sie wiahrend der Trocknungsversuche die hochste Produkttemperatur wéhrend des ersten
Trocknungsabschnittes darstellte, wie im weiteren Verlauf in Kapitel 6.2 noch dargestellt
wird. Es wurde angestrebt, dass die Zellen nach dem Gefrieren beim Ubergang zur Haupt-

trocknung im gefrorenen Zustand nicht wieder erwirmt und aufgetaut wurden.

Abbildung 36 zeigt die Uberlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Phos-
phatpufferlosung ohne Schutzstoff, Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) 0der Magermilchpulver
(0,5 g/gzelitrockenmasse)» Nachdem die Zellen mit unterschiedlichen Kiihlraten auf -20 °C eingef-

roren und wieder aufgetaut wurden.
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Abbildung 36: Uberlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei nach dem Gefrieren auf eine
Temperatur von -20°C mit unterschiedlichen Kiihlraten wund Schutzstoffen. (Mittelwer-

texStandardabweichung).

In Phosphatpuffer ohne Schutzstoffe werden fiir die verschiedenen Kiihlraten (0,5 K/min,
2K/min, bzw. 100 K/min) etwas niedrigere Uberlebensraten (86+6 %, 89+7 % bzw 90+5 %)
erzielt als mit Laktose (95£5 %, 90+7 % bzw. 93+3 %) oder Magermilch (97£7 %, 95+7 %
bzw. 100 % (101+£7 %)). Es wird deutlich, dass die Uberlebensrate der Zellen zu einem ge-

wissen Grad davon abhingig ist, ob die Schutzstoffe Laktose oder Magermilch im Gefrierme-
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dium beim Gefrieren/Auftauen vorhanden sind. Des Weiteren ist deutlich, dass die Uberle-

bensrate kaum von der Gefrierrate abhingig ist, wenn die gleiche Endtemperatur von -20 °C

erreicht wird.

Es wurde ferner untersucht, welchen Einfluss die Endtemperatur auf die Uberlebensrate der
Zellen besitzt. Deshalb wurden die Zellen mit den Gefriergeschwindigkeiten 0,5 K/min, 2
K/min bzw. 100 K/min auf die Temperaturen 7» von -20 °C, -40 °C bzw. -196 °C abgekiihlt.

Abbildung 37 zeigt die Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei ohne Schutzstoff
sowie mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) 0der mit Magermilchpulver (0,5 g/gzelitrockenmasse) 1N
PBS nach dem Abkiihlen auf unterschiedliche Endtemperaturen 7p und anschlieBendem Auf-

tauen.
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Abbildung 37: Uberlebensrate S; von Lb. paracasei ssp. paracasei in unterschiedlichen Medien nach dem
Gefrieren bis zu unterschiedlichen Endtemperaturen und anschlieBendem Auftauen. (Mittelwerte+ Stan-

dardabweichung)

Fiir die Temperaturen -20 °C, -40 °C bzw. -196 °C werden ohne Schutzstoffe Uberlebensraten
von 86+6 %, 779 % bzw. 58+5 % erzielt. Fiir die Temperaturen -20 °C und -40 °C werden
in Laktose oder Magermilch héhere Uberlebensraten erzielt (Laktose: 95+5 % und 95+7 %,
Magermilch: 97+7 % und 98+11 %). Fiir eine Endtemperatur von -196 °C konnte nur fiir Ma-
germilch eine hohere Uberlebensrate (77+5 %) erzielt werden als ohne Schutzstoff. Bei einem

Zusatz von Laktose war die Uberlebensrate (54+11 %) nicht signifikant unterschiedlich von
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der Uberlebensrate im Gefriermedium ohne Schutzstoff. Die Inaktivierung ist bei der Anwe-

senheit von Schutzstoffen also weniger stark von der erreichten Endtemperatur abhéngig.

6.1.3 Zeitlicher Verlauf der Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei im gefro-

renen Zustand bei Einsatz unterschiedlicher Schutzstoffe

Fiir die Haupttrocknung wurden bei den Produkttemperaturen -20 °C und -30 °C unterschied-
liche Trocknungsgeschwindigkeiten (eingestellt durch unterschiedliche Stellflaichentempera-
turen Tg,) eingestellt und hinsichtlich der Entwicklung der Uberlebensrate im gefrorenen Zu-

stand in Abhingigkeit von der Verweilzeit analysiert.

Abbildung 38 zeigt den Verlauf der Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei im ge-
frorenen Zustand bei den Temperaturen -20 °C und -30 °C in Phosphatpuffer ohne Schutz-
stoff (A), mit Laktose (0,25) (B) oder mit Magermilchpulver (0,5) (C) als Schutzstoffe. Dabei
stellt die Uberlebensrate beim Zeitpunkt 0 den Wert dar, der nach dem Gefrieren auf die ent-

sprechende Endtemperatur erreicht wurde.
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Abbildung 38: Uberlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Abhiingigkeit von der Ver-
weildauer im gefrorenen Zustand bei unterschiedlichen Produkttemperaturen 7p. Die Zellen befinden sich
in einer Matrix (A) ohne Schutzstoffe, (B) mit Lactose (0,25 g/8zcntrockenmasse) 0der (C) mit Magermilch

(0,5 g/27entrockenmasse) (Mittelwerte = Maximal- und Minimalwert).
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Abbildung 38 zeigt, dass die Uberlebensrate wihrend des Verweilens im gefrorenen Zustand
abnimmt. Wenn die Zellen im gefrorenen Zustand ohne Schutzstoff gehalten werden, so ist
die Abnahme am stédrksten ausgeprigt. Der Zusatz der Schutzstoffe Laktose und Magermilch
fiihrt zu einer verminderten zeitlichen Abnahme der Uberlebensrate. Bei den Zellen ohne
Schutzstoff zeigt sich bei der Temperatur von -20 °C eine langsamere Abnahme der Uberle-
bensrate als bei den Temperatur -30 °C. Wird den Zellen Magermilch und Laktose als Schutz-
stoffe zugegeben, so zeigt der Verlauf der Uberlebensrate nur eine geringe Abhéngigkeit von

der Temperatur.

6.1.4 Diskussion der Prozesseinfliisse des Gefrierens auf die Uberlebensrate der Zellen

mit und ohne Schutzstoffe

Wie aus Abbildung 36 und Abbildung 37 ersichtlich, beeintrachtigt der Gefrierprozess die
Lebensfahigkeit von Lb. paracasei ssp. paracasei in einem gewissen, jedoch nicht sehr aus-
gepragten Malle, solange eine Gefriertemperatur von -40 °C nicht unterschritten wird. Durch
die Zugabe von Magermilchpulver oder Laktose wird die Uberlebensrate bei fast allen Pro-
zessbedingungen erhoht. Ferner ist die Uberlebensrate nicht signifikant von der Kiihlrate ab-
hiangig (vgl. Abbildung 36) und nur in geringem Malle von der Gefrierendtemperatur (vgl.
Abbildung 37). Im Hinblick auf die Endtemperatur (vgl. Abbildung 37) konnte ermittelt wer-
den, dass beim Gefrieren ohne Schutzstoff die Temperatur von -20 °C zur hdchsten Uberle-
bensrate fiihrte. Fiir die Formulierungen mit Schutzstoff fiihrten die Temperaturen -20 °C und
-40 °C zur hdchsten, nicht signifikant unterschiedlichen Uberlebensrate. Bei einer Endtemper-
tur von -196 °C wurde fiir alle Formulierungen die niedrigste Uberlebensrate festgestellt. Der
Einfluss der Temperatur zeigte sich fiir die Zellen ohne Schutzstoff am deutlichsten. Werden
den Zellen Schutzstoffe zugesetzt, so zeigt sich zwischen -20 °C und -40 °C nur eine geringe
Abnahme der Uberlebensrate bei der niedrigeren Endtemperatur. Die Messungen des ge-
schmolzenen Anteils an Wasser in Abhéngigkeit von der Temperatur zeigen, dass durch das
Gefrieren ohne Schutzstoff bei einer Temperatur von -20 °C ein etwas hoherer Anteil an Was-
ser kristallin vorliegt als mit den Schutzstoffen Laktose oder Magermilch. Dies fiihrt zu der
Vermutung, dass eine Ursache fiir das Absterben von Zellen wiahrend des Gefriervorgangs
ohne Schutzstoff der Dehydrierungseffekt ist. Die Dehydrierung ist umso hoher, je niedriger
die Temperatur ist. Diese Vermutung wird erhirtet durch die Erkenntnisse zum Inaktivie-
rungsverhalten von Erythrozyten (Mazur, 1984). Fiir Erythrozyten ist ebenfalls bekannt, dass
mit abnehmender Temperatur die Uberlebensrate abnimmt. Wenn ein Schutzstoff in der Sus-

sion vorhanden ist, so wird die Uberlebensrate zu niedrigeren Temperaturen verschoben. Dies
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ist in dem hoheren Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser beim Zusatz von Glycerin begriin-

det. Je hoher der Anteil an ausgefrorenem Wasser umso niedriger ist die Uberlebensrate.

Es wurde beobachtet, dass die Zellen wihrend des Verweilens im gefrorenen Zustand vor
allem in einer Losung ohne Schutzstoff innerhalb der untersuchten Zeiten fortlaufend inakti-
viert werden. Deshalb kann der Dehydrierungseffekt nicht der einzige Grund fiir die Abnahme
der Uberlebensrate sein. Fiir Proteine ist eine schidigende Wirkung des Phosphatpuffers auf-
grund der Konzentrierung im gefrorenen Zustand bekannt. Bei den hier gezeigten Ergebnissen
wurden Suspensionen aus Lb. paracasei ssp. paracasei in Phosphatpuffer mit einer Konzent-
ration von 0,01 M PBS / 0,15 M NaCl eingefroren. Man weil}, dass die Funktionalitit von
Biomolekiilen in Pufferlosungen wihrend des Gefrierens und im gefrorenen Zustand aufgrund
von pH-Verschiebungen und aufgrund erhohter Salzkonzentrationen in der nicht ausgefrore-
nen, konzentrierten Restlosung beeintrachtigt werden kann. Beispielsweise konnten Anchor-
doquy und Carpenter (1996) fiir das System Laktatdehydrogenase in einer Phosophatpufferlo-
sung aus 0,01 M PBS / 0,1 M NaCl einen pH-Shift von 7,5 auf 4,5 ermitteln. Sie stellten fer-
ner fest, dass die Dissoziation von Laktatdehydrogenase wahrend des Gefrierens mit der Ak-
tivitdt des Enzyms nach der Gefriertrocknung korreliert. Sie kamen zu der Schlussfolgerung,
dass die Dissoziation des Enzyms aus dem ermittelten pH-Shift durch das Gefrieren des Puf-
fers resultiert. Durch den Zusatz des Schutzstoffes Polyvinylpyrolidon konnte ndmlich sowohl

der pH-Shift als auch die Dissoziation des Proteins vermieden werden.

Fiir das in der vorliegenden Arbeit untersuchte System kann vermutet werden, dass Oberfli-
chenproteine durch den pH-Shift aus der Membran entfernt bzw. nicht mehr mit ihr assoziiert
sind, wodurch die Proteine auch ihre Funktionalitdt verlieren (vgl. Alberts et al., 1990). Ferner
kann auch die Konzentrierung des Elektrolyten NaCl im Phosphatpuffer und/oder die Kon-
zentrierung von Puffersalzen einen schédlichen Effekt auf Proteine bewirken (Lovelock,
1953; Pikal-Cleland et al., 2000). Des Weiteren konnen die niedrigen Temperaturen an sich
die Energie von Wasserstoffbriickenbindungen herabsetzen, wodurch die Abstoungskrifte
zwischen hydrophoben Gruppen im Inneren von Proteinen und der Proteinoberfldche herab-
gesetzt werden. Als Folge treten die hydrophoben Gruppen aus dem Molekiilinneren an die
Grenzflache zum Wasser, der gefaltete Zustand wird instabil und Untereinheiten konnen dis-
soziieren (Franks, 1985). Diese Schadigungsmechanismen liegen vermutlich auch bei dem
hier untersuchten System vor, weshalb die Uberlebensrate der Zellen wihrend des Verweilens
im gefrorenen Zustand abnimmt und die Abnahme fiir die Suspension ohne Schutzstoffe am

starksten ist.
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Fiir die Abhingigkeit der Uberlebensrate der Mikroorganismen von der Kiihlrate kann das in
Kapitel 3.1 beschriebene Modell herangezogen werden. Demnach bildet sich durch die extra-
zelluldre Eiskristallbildung ein Wasserdampfdruckunterschied zwischen Zellinnen- und
-aulenraum. Um diesen auszugleichen, gibt das Cytoplasma Wasser an die Umgebung ab
(osmotischer Stress), was eine Konzentrierung der intrazelluldren Lésung und ein weiteres
Anwachsen der extrazelluliren Eismasse zur Folge hat. Durch die Konzentrationsdnderung
kann es im Intrazelluldrraum zu Verdnderungen des pH-Werts und der lonenkonzentration

kommen, was zu Proteindenaturierung oder Zellmembranschiddigung fiihren kann.

Wie bereits in Kapitel 3.1 dargestellt, kann sowohl eine hohe als auch eine niedrige Gefrierra-
te die Zelle zerstoren. Fiir den hier verwendeten Organismus wurde kein Einfluss der Gefrier-
rate ermittelt, was vermutlich auf das mehrschichtige Mureinnetz von gram-positiven Mikro-
organismen zuriickzufiihren ist, wodurch die Wasserabgabe vom intra- in den extrazelluléren
Raum gehemmt wird. Dabei erhebt sich jedoch die Frage, ob bei einer Temperatur von
-20 °C, bis zu der die Zellen in der hier vorliegenden Arbeit eingefrorenen wurden, das Cy-
toplasma tiberhaupt gefriert, was vermutlich nicht der Fall ist. (Mazur, 1984). Folglich wiir-
den die hier verwendeten Mikroorganismen durch Diffusion des Wassers aus der Zelle ge-
schidigt. Dies wird allerdings durch das mehrschichtige Mureinnetzwerk verhindert, weshalb
der hier verwendete Stamm nicht sensibel auf die Gefrierrate reagiert. Werden die Zellen mit
einer hohen Gefrierrate auf -196 °C gekiihlt, so wird die Gefriertemperatur des Cytoplasma
sicher unterschritten. Aufgrund der hohen Gefrierrate und des Widerstands der Mureinschicht
wird die Wasserabgabe aus dem Zellinneren verhindert und es verbleibt vermutlich ein groBer
Anteil des Wassers im Zellinneren, das intrazelluldr gefriert und aufgrund der Dichteanomalie
des Wassers durch die VolumenvergrofSerung mechanische Schiden bewirkt. Darauf ldsst

sich die niedrigere Uberlebensrate bei einer Endtemperatur von -196 °C zuriickfiihren.

Die hoheren Uberlebensraten der Proben, denen Magermilch (0,5 g/gzclitrockenmasse) 0der Lakto-
se (0,25 g/gzelitrockenmasse) Zugesetzt wurden, lassen darauf schlieBen, dass die beiden Additive
als Cryoprotektoren wirksam sind, indem sie die Biomolekiile bei niedrigen Temperaturen
und méBigem Wasserverlust sowohl durch Absenkung der Gefriertemperatur und durch die
bevorzugte Anlagerung von Wassermolekiilen an der Grenzfliche zwischen Protein und um-
gebender Schutzstofflosung (preferential hydration) in ihrer Konformation stabilisieren. Die
Schutzmechanismen ,,water replacement und ,,Glaszustand* kommen wihrend des Gefrier-
prozesses noch nicht zum Tragen, da die Biomolekiile zu diesem Zeitpunkt noch in ausrei-

chendem Maf3e hydriert sind.
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6.2 Gefriertrocknung von Mikroorganismenpriparationen

Im Rahmen der Arbeit wurden die Einfliisse der entscheidenden Betriebsparameter der Ge-
friertrocknung, ndmlich der Kammerdruck px und die Stellflichentemperatur 7, den Trock-
nungsverlauf und die Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp paracasei wihrend des Wasser-
entzugs untersucht. Des Weiteren wurde ermittelt, ob und in welchem Mafe die Trocknungs-
geschwindigkeit durch die Probenzusammensetzung verindert und die Uberlebensrate der

Mikroorganismen gesteigert wird.

6.2.1 Trocknungsverlauf und Uberlebensrate fiir Lactobacillus paracasei ssp. paracasei

ohne Schutzstoffe fiir verschiedene Prozessbedingungen

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Trocknungsverlaufs und der Entwicklung der Uber-
lebensrate von Zellen zunichst in Phosphatpufferlosung (PBS) ohne Schutzstoff in Abhén-

gigkeit von Kammerdruck und Stellflichentemperatur dargestellt.
Produkttemperatur und Wasserentzug

Abbildung 39 zeigt den Verlauf der Produkttemperatur 7p, der Stellflichentemperatur 7, und
des Kammerdrucks px wihrend des Gefrierens und der Gefriertrocknung von Lb. paracasei
ssp. paracasei in PBS ohne Schutzstoff. Als Beispiel sind 7p, Ts, und py fiir die Trocknungs-
bedingung 4 (37/-30/-10) dargestellt.
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Abbildung 39: Verlauf der Produkttemperatur 7p, der Stellfliichentemperatur 75 und des Kammer-
drucks px wihrend der Gefriertrocknung von Lb. paracasei ssp. paracasei ohne Schutzstoff in PBS. Fiir
die Haupttrocknung wurde ein Kammerdruck px von 37 Pa gewihlt, was einer Sublimationstemperatur
des Wassers von -30 °C entspricht. Die Stellfliichentemperatur 75, wurde wihrend des Gefrierens auf
einen konstanten Wert von -20 °C eingestellt. Fiir die Haupttrocknung wurde fiir 7, ein Wert von -10 °C

gewiihlt.

In Abbildung 39 stellt sich der Verlauf der Produkttemperatur 7p, der Stellflichentemperatur
Ts; und des Druckes px wihrend des Gefrierens und der Gefriertrocknung folgendermalien
dar. Das Gefrieren wird bei einem konstanten Druck px von 1,013-10° Pa durchgefiihrt. Die
Stellflichentemperatur T, weist wahrend des Gefrierprozesses einen konstanten Wert von
-20 °C auf. Die Ausgangstemperatur der Zellsuspension 7p war zu Beginn des Prozesses
10 °C. Auf Grund des Kontaktes zwischen der Zellsuspension und der gekiihlten Stellfliche
wird der Zellsuspension Wérme entzogen und die Temperatur nimmt ab. Die Zellsuspension
wird bis zu einem Temperaturbereich von -7 °C bis -10 °C unterkiihlt. In diesem Temperatur-
bereich setzt die Kristallisation des Wassers ein. Durch die freiwerdende Kristallisationswiér-
me wird das Produkt erwdrmt und die Temperatur steigt auf ca. -2 °C an. Im weiteren Verlauf
wird dem teilweise gefrorenen Produkt wieder Wéirme entzogen, die Temperatur nimmt wie-

der ab. Nach einer Zeit von ca. 50 min erreicht die Produkttemperatur den Wert der Stellfli-
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chentemperatur T, von -20 °C. Die Bedingungen des Gefrierprozesses wurden fiir alle Trock-
nungsprozesse als Parameter konstant gehalten. Nach einer Gesamtzeit des Gefrierprozesses
von 1 h wird der Gefriertrocknungsprozess eingeleitet, der, wie spiter gezeigt wird, je nach
Kammerdruck und Stellflichentemperatur unterschiedliche Verldufe aufweist. Im dargestell-
ten Beispiel wird der Druck px von 1,013-10° Pa auf 37 Pa innerhalb von 3 min abgesenkt.
Die Stellflichentemperatur 7, wird von -20 °C auf -10 °C erhoht. Die Produkttemperatur 7p
weist zu Beginn der Druckabsenkung einen Wert von -20 °C auf. Entsprechend des Phasen-
diagramms von Wasser befindet sich Wasser bei einer Temperatur von -20 °C und einem
Druck von 37 Pa im gasformigen Aggregatzustand. Folglich setzt bei der Probe mit dieser
Temperatur bei 37 Pa Sublimation von Wasser ein, wodurch der Probe wiederum Sublimati-
onswirme entzogen wird. Durch den Entzug der Sublimationswirme nimmt die Temperatur
der Probe auf Sublimationstemperatur von -30 °C (Wasserdampftafel, Anhang) ab. Durch das
Beheizen der Stellfliche wird der Probe stindig Wéarme zugefiihrt, wodurch der Sublimati-
onsprozess bei einer Temperatur von -30 °C aufrechterhalten wird. Wahrend der Sublimation
besitzt die Probe also eine konstante Temperatur von -29 °C bis -30 °C fiir eine Trocknungs-
dauer von fast 2 h. Die konstante Temperatur zeigt, dass die liber die Stellfliche zugefiihrte
Energie vollstindig durch Sublimation verbraucht wird. Nach 2 h ist ein rascher Anstieg der
Produkttemperatur 7p von -30 °C auf Stellflichentemperatur 7, von -10 °C zu verzeichnen.
Bis zu diesem Zeitpunkt ist das freie Wasser aus der Probe entzogen. Weitere Zufuhr von
Energie wird also ab diesem Zeitpunkt nicht mehr in Sublimationswiarme umgewandelt son-
dern wirkt sich in Form einer Temperaturerhohung des Produktes aus bzw. bewirkt die De-
sorption von nicht gefrorenem Wasser. Wéahrend der Desorption bleibt die Produkttemperatur
konstant auf Stellflaichentemperatur. Der Druck px wird wihrend der Gefriertrocknung nicht

verdandert sondern bleibt konstant auf einem Wert von 37 Pa.

Der Verlauf der Betriebsparameter px und T, sowie die Produkttemperatur 7p wurden fiir alle
untersuchten Prozessbedingungen wahrend des Gefrierens und der Trocknung gemessen. Der
jeweilige Druck pg und die Stellflichentemperatur 7s; wurden dabei wihrend der kompletten
Trocknungsdauer vorgegeben, es dnderte sich lediglich die Produkttemperatur 7» aufgrund
der oben erlduterten Vorgénge. Der Verlauf der Produkttemperatur, der aus den verschiedenen
Einstellungen resultiert, wird in Abbildung 40 dargestellt. Die Beschriftungen der Kurven

zeigen:

Druck px/Sublimationstemperatur von Wasser 7y, ,/Stellflichentemperatur 75, (Klas-

sifzierung der Trocknungsgeschwindigkeit in schnell, mittel, langsam).
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Die Ergebnisse sind zur besseren Ubersicht in zwei Darstellungen aufgeteilt, wobei Diag-
ramm A die Produkttemperatur der Proben bei einem Druck von 102 Pa (7w = -20 °C) und
unterschiedlichen Stellflichentemperaturen zeigt. Diagramm B zeigt den Verlauf fiir die Drii-

cke 37 (Tsup,w = -30 °C) und 12 Pa (Tsyup,w = -40 °C) fiir unterschiedliche Stellflichentempera-

turen.
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Abbildung 40: Verlauf der Produkttemperatur 7p wihrend der Gefriertrocknung von Lb. paracasei ssp.
paracasei in PBS ohne Schutzstoff bei unterschiedlichen Prozessbedingungen. Die Prozessbedingungen
werden in den Kurvebeschriftungen entsprechend ,,Kammerdruck py/Sublimationstemperatur von Was-
ser T, wi/Stellflichentemperatur 7 wiedergegeben. In Diagramm A sind die Temperaturverliufe fiir
einen Druck von 102 Pa (7,,,, = -20 °C) und unterschiedlichen Stellfliichentemperaturen 7, dargestellt.
Das Diagramm B stellt die Verliufe fiir die Kammerdriicke 37 Pa (7, = -30 °C) und 12 Pa (T,;,,, =
-40 °C) dar.
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Aus Abbildung 40 wird deutlich, dass die Produkttemperatur der Zellsuspensionen zu Beginn
der Trocknungen jeweils annéhernd (+ 2 K) den Wert der Sublimationstemperatur von reinem
Wasser aufweist. Nach unterschiedlichen Zeiten steigt die Produkttemperatur relativ rasch an
und ndhert sich dem Wert der Stellflichentemperatur. Ausnahmen stellen die Trocknungen
bei hohen Stellflichentemperaturen mit den Prozessbedingungen (37/-30/50, schnelle Trock-
nung) und (102/-20/80, schnelle Trocknung) dar. Bei diesen Prozessbedingungen nimmt die
Produkttemperatur wéahrend des ersten Abschnittes der Trocknung, der Sublimation, Werte
von -20 bzw. -10 °C an. Bei dieser Heizleistung wird die Warme folglich nicht nur in Subli-
mationswiarme umgewandelt, sondern zusétzliche thermische Energie zugefiihrt, was sich in
einem Anstieg der Produkttemperatur bemerkbar macht. Auch nach dem Temperaturanstieg
wird bei diesen Bedingungen nicht die Stellflichentemperatur erreicht, sondern niedrigere
Werte von 26 °C bzw. 56 °C. Begriindet ist dies in einer Abfuhr der Warme durch den Eis-
kondensator, der eine Temperatur von -60 °C aufweist. Aufgrund der niedrigen Temperatur
wird dadurch die komplette Vakuumkammer gekiihlt. Auch wenn die Warmeleitung und
Konvektion im Vakuum sehr gering ist, stellt sich infolgedessen bei den Proben eine resultie-
rende Temperatur ein, die zwar hoher ist als die Temperatur der Vakuumkammer, aber niedri-

ger als die Temperatur der Stellfléche.

Fiir die unterschiedlichen Prozessbedingungen wurde der Verlauf des Wasserentzugs ermit-

telt.

Abbildung 41 zeigt den zeitlichen Verlauf des prozentualen Masseverlustes M(f) und des
Restwassergehaltes X(r) wahrend der Gefriertrocknung fiir die unterschiedlichen Prozessbe-
dingungen. Die Zellen wurden ohne Schutzstoff in Phosphatpuffer getrocknet. Die Ergebnisse
wurden entsprechend der Kammerdriicke px zur besseren Ubersicht in getrennten Diagram-
men dargestellt. So zeigen die Diagramme A und B die Trocknungsverldufe (X(¢) und M())
fiir einen Kammerdruck 102 mbar (-20 °C) und den jeweiligen unterschiedlichen Stellflachen-
temperaturen T, Die Diagramme C und D zeigen die Trocknungsverldufe fiir die Kammer-
driicke 37 mbar (-30 °C) und 12 mbar (-40 °C) mit den jeweiligen unterschiedlichen Stellfla-

chentemperaturen.
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Abbildung 41: Verlauf des Masseverlustes M, bezogen auf die Anfangsmasse mp,7, und des Restwasserge-
halts X wihrend der Trocknung von Lb. paracasei ssp. paracasei ohne Schutzstoff bei verschiedenen Pro-
zessbedingungen (Mittelwerte+Standardabweichung).

A: M(?) fiir Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (e), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-
schwindigkeit) (), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (0);

B: X(? fiir Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (e), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-
schwindigkeit) (), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (0);

C: M(?) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trocknung)
(A), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A);

D: X(¢) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (A),
37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A ), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A).
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Abbildung 41 zeigt, dass die Trocknungsgeschwindigkeit von den Prozessbedingungen ab-
hingig ist. Die Trocknungsgeschwindigkeit ist bei den hochsten Stellflichentemperaturen
(50 °C und 80 °C) bei Kammerdriicken von 102 Pa und 37 Pa am hochsten. Ein Kammer-
druck von 12 Pa und eine Stellflichentemperatur von -20 °C fiihren zur langsamsten Trock-
nung. Generell steigt die Trocknungsgeschwindigkeit mit steigender Temperaturdifferenz
zwischen der Probentemperatur und der Stellflachentemperatur. Bei gleicher Temperaturdiffe-
renz ist die Trocknungsgeschwindigkeit bei hoherer Produkttemperatur bzw. hoherem Kam-
merdruck groBer. Diese Ergebnisse stehen in Einklang mit Ergebnissen an Modellsystemen
(Glaskugeln) und Proteinen aus der Literatur (Chan und Fisher, 1995; Kessler, 1961; Over-
cashier et al., 1999). Des Weiteren konnen die Ergebnisse auch durch den Verlauf der Pro-
dukttemperatur bestétigt werden. So kann bei Vergleich der Abbildung 40 mit Abbildung 41
festgestellt werden, dass bei einer schnelleren Trocknung die Produkttemperatur zu einem
fritheren Zeitpunkt ansteigt, da das Produkt bereits zu diesem Zeitpunkt einen niedrigeren
Restwassergehalt aufweist. Es wird des Weiteren deutlich, dass der Restwassergehalt des
Produktes, an dem die Produkttemperatur fiir verschiedene Prozessbedingungen von Sublima-
tionstemperatur auf Stellflichentemperatur ansteigt, einen Wert von 25 % - 15 % aufweist.
Dieser Wert stimmt wiederum mit dem Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser iiberein (vgl.
Abbildung 33). Fiir die Trocknung der Prdparate konnte festgestellt werden, dass ab einem
Restwassergehalt von unter 20 % ein pordses Produkt erhalten wurde. Oberhalb dieses Rest-
wassergehalts wurden die Praparate nach der Trocknung aufgrund der anschlieBenden Tempe-

raturerhohung wieder fliissig. Als Endrestwassergehalt wurde ein Wert von 5 % angestrebt.

Bei Untersuchung der Uberlebensrate in Abhingigkeit von den Prozessbedingungen muss
berticksichtigt werden, dass bei unterschiedlichen Trocknungsgeschwindigkeiten der Rest-
wassergehalt nach gleicher Trocknungszeit unterschiedlich ist. Aus diesem Grund sind Uber-
lebensraten, die fiir unterschiedliche Prozessbedingungen nach der gleichen Trocknungsdauer
untersucht wurden, nicht ohne Einschrankungen miteinander vergleichbar. Zum aussagefahi-
gen Vergleich der erzielten Uberlebensrate wihrend der Trocknung unter verschiedenen Pro-
zessbedingungen ist es erforderlich, diese zundchst in Abhingigkeit vom Restwassergehalt

(X) zu betrachten.

Verlauf der Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei wihrend der Gefriertrocknung

ohne Schutzstoff in Phosphatpufferlosung

Abbildung 42 zeigt die Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei fiir verschiedene

Prozessbedingungen in Abhingigkeit vom Restwassergehalt. Analog zu Abbildung 40 sind
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die Uberlebensraten zur besseren Ubersicht auch hier in zwei Diagrammen dargestellt, diffe-

renziert nach dem Kammerdruck. Anfangswert fiir die Uberlebensrate ist der Wert nach dem

Gefrieren.
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Abbildung 42: Uberlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Abhingigkeit vom Restwas-
sergehalt fiir verschiedene Prozessbedingungen. (Mittelwerte+Standardabweichung fiir S7 und X)

A: SH(X) fiir Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (e),102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-
schwindigkeit) (¢),102/-20/-10 (langsame Trocknung) (0);

B: SH(X) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trocknung)
(A), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A).
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Aus Abbildung 42 und Abbildung 41 wird deutlich, dass die Uberlebensrate vom Restwasser-
gehalt abhingig ist und mit zunehmendem Wasserentzug abnimmt. Auerdem zeigen Abbil-
dung 42 und Abbildung 40, dass der Verlauf der Uberlebensrate in Abhiingigkeit von den
Prozessbedingungen Produkttemperatur 7p und Temperaturdifferenz zwischen 7p und Ty, eine
unterschiedliche Charakteristik zeigt. Fiir die Prozessbedingungen mit einem Kammerdruck
von 102 Pa liegt die Uberlebensrate bei einer hohen Trocknungsgeschwindigkeit (Stellfli-
chentemperaturen 10 °C und 80 °C, vgl. Abbildung 41) fiir hohe Restwassergehalte bei 60 —
70 %. Diese Uberlebensrate wird erreicht, solange der Restwassergehalt einen Wert von 15 —
20 % nicht unterschreitet. Nimmt der Restwassergehalt weiter ab, so sinkt auch die Uberle-
bensrate stark ab. Bei Restwassergehalten von ca. 5 % nimmt die Uberlebensrate fiir einen

Kammerdruck px = 102 Pa Werte von 10 — 20 % an.

Erfolgt die Trocknung bei gleichem Kammerdruck px von 102 Pa mit einer geringeren
Trocknungsgeschwindigkeit (Stellfiche -10 °C), so nimmt die Uberlebensrate bereits bei
Restwassergehalten von 90% - 80 % bis auf einen Wert von 35 % ab. Auf diesem Niveau
bleibt die Uberlebensrate bis zu einem Restwassergehalt von 15 % konstant. Bei weiterem
Wasserentzug unter 15 % erfolgt wiederum eine Abnahme vermehrungsfahiger Zellen. Auch
fiir die Prozessbedingung 102/-20/-10 stellt sich bei einem Restwassergehalt von 5 % eine
Uberlebensrate von 15 % ein. Dieser Wert ist also vergleichbar mit der Uberlebensrate nach
einer Trocknung mit hoher Trocknungsgeschwindigkeit bei einem Restwassergehalt von 5 %.
Fiir den Kammerdruck 102 Pa werden also am Ende der Trocknung vergleichbare Ubetle-
bensraten von 10 -20 % erreicht, unabhidngig von der Trocknungsgeschwindigkeit. Unter-
schiedliche Trocknungsgeschwindigkeiten fiihren lediglich zu unterschiedlichen Verldufen

der Uberlebensrate S7in Abhiingigkeit vom Restwassergehalt X.

Werden die Zellen ohne Schutzstoff bei niedrigerem Druck und damit einhergehender niedri-
gerer Sublimations- und Produkttemperatur Tp getrocknet, so ist der Verlauf der Uberlebens-
rate in Abhédngigkeit vom Restwassergehalt im Vergleich zu einem Druck von 102 Pa verin-
dert. Zu Beginn der Trocknung, also bei hohen Wassergehalten, nimmt die Uberlebensrate bei
einer Trocknung mit hoher Trocknungsgeschwindigkeit (37/-30/50) stérker ab, als bei einem
Druck von 102 Pa mit vergleichbar hohen Trocknungsgeschwindigkeiten (vgl. Abbildung 41).
Dabei nimmt die Uberlebensrate bis zu einem Wert von 35 % bei einem Restwassergehalt von
35 % ab. Im Gegensatz dazu nimmt die Uberlebensrate bei 102/-20/80 (schnelle Trocknung)
Werte von 60 % bei gleichem Restwassergehalt an. Nach weiterem Wasserentzug erreicht die
Uberlebensrate ca. 15 % bei einem Restwassergehalt von 5 %. Die Uberlebensrate erreicht

also ein vergleichbares Niveau wie nach Trocknungen bei hoherem Druck (102 Pa) und dar-
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aus folgender hoherer Produkttemperatur (-20 °C). Allerdings muss hier beachtet werden,
dass fiir die Prozessbedingung 37/-30/50 (schnelle Trocknung) wahrend der Sublimation nicht
die Sublimationstemperatur erreicht wurde, sondern eine hdhere Temperatur von -20 °C.
Wird die Trocknung bei einem Druck von 37 Pa (-30 °C) langsamer durchgefiihrt (Stellfliche
10 °C), so sinkt die Uberlebensrate bereits bei einem hohen Restwassergehalt von X = 80 %
auf einen Wert von 20 % ab. Dieses Niveau wird beibehalten, bis wieder ein Restwassergehalt
von 15 % erreicht wird. Ab diesem Restwassergehalt nimmt die Uberlebensrate wieder ab und
erreicht Werte von ca. 5—7 %. Bei einer Trocknung mit niedrigerer Stellflichentemperatur
von -10 °C und somit geringerer Trocknungsgeschwindigkeit ergibt sich ein dhnlicher Ver-
lauf. Allerdings verliuft die Uberlebensrate tendenziell auf einem noch niedrigeren Niveau als

bei 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit).

Wird die Trocknung bei einem noch niedrigeren Druck von 12 Pa mit einer Produkttempera-
tur von -37 °C und sehr niedriger Trocknungsgeschwindigkeit wihrend der Sublimation
durchgefiihrt, nimmt die Uberlebensrate ebenfalls bereits bei hohen Restwassergehalten nied-
rige Werte von 30 % an, bleibt auf diesem Niveau konstant und nimmt bei Restwasserge-
haltswerten unter 15 % noch weiter ab. Bei einem Restwassergehalt von 5 % wird eine Uber-

lebensrate von 4 % erreicht.

Bei den niedrigeren Temperaturen von -30 °C und -40 °C werden am Ende der Trocknung

niedrigere Uberlebensraten erreicht als bei einer Temperatur von -20 °C.

6.2.2 Diskussion und Modellierung der Einfliisse verfahrenstechnischer Bedingungen

auf die Uberlebensrate der Zellen in einer Matrix ohne Schutzstoffe

Es ist deutlich, dass die Uberlebensrate wihrend der Trocknung ohne Schutzstoffe von den
Prozessbedingungen abhingig ist. Sie wird beeinflusst von Produkttemperatur und Trock-
nungszeit. Eine hohere Produkttemperatur (-20 °C) wihrend der Sublimation wirkt sich scho-
nender auf die Zellen wihrend der Trocknung aus, die Uberlebensrate nimmt bei gleichem
Restwassergehalt schwiécher ab als bei einer Temperatur von -30 °C. Ferner ist deutlich, dass
wihrend der Sublimation eine hohere Trocknungsgeschwindigkeit bzw. niedrigere Verweil-
zeit zu einer hoheren Uberlebensrate bei gleichem Restwassergehalt fiithrt. Schidlich wirkt
sich sowohl der Wasserentzug als auch eine zeitabhingige chemische/physikalische Reaktion

aus.
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Summarische Bedeutung von Verweilzeit und Restwassergehalt fiir die Entwicklung der Uber-

lebensrate bei unterschiedliche Prozessbedingungen

Im Folgenden soll diskutiert werden, aus welchen Griinden sich der Verlauf der Uberlebens-
rate wihrend der Trocknung bei den unterschiedlichen Trocknungsbedingungen in Abhéngig-
keit von Restwassergehalt und Verweilzeit auf diese Weise entwickelt. Im weiteren Verlauf

wird die Bedeutung von Restwassergehalt und Verweilzeit jeweils separat betrachtet.

Um den Zusammenhang zwischen Uberlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paraca-
sei, Restwassergehalt und Trocknungsdauer bzw. Verweilzeit zu verdeutlichen, ist der Ver-
lauf dieser Grofen in Abbildung 43 dargestellt. In Abbildung 43A ist der Zusammenhang fiir
einen Kammerdruck px von 102 Pa (7y,,, w = -20 °C) dargestellt und Abbildung 43B zeigt
diesen Zusammenhang fiir einen Kammerdruck px von 37 Pa (7., w = -30 °C). In den beiden
Diagrammen ist auch der Verlauf der Uberlebensrate withrend des Verweilens im gefrorenen

Zustand fiir die Temperaturen -20 °C und -30 °C unter Normaldruck, wenn kein Wasser ent-

fernt wird, dargestellt.

{berlebensrate Sy (%0)

px=37Pa

Abbildung 43: Uberlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Abhingigkeit vom Restwas-
sergehalt X und von der Trocknungsdauer ¢ fiir Prozessbedingungen bei einem Kammerdruck von
102 Pa (A) und 37 Pa (B) mit jeweils unterschiedlichen Stellfl:ichentemperaturen. (¢) Messwerte Uberle-

bensrate nach Gefriertrocknung, (m) Messwerte Uberlebensrate wiihrend des Verweilens im gefrorenen
Zustand (vgl Abbildung 38).

Abbildung 43A zeigt fiir einen Kammerdruck von 102 Pa, dass die Uberlebensrate bei hohen
Restwassergehalten (bis ca. 20 %) stirker von der Verweilzeit als vom Restwassergehalt ab-

héngig ist. Allerdings ist die Abnahme der Uberlebensrate dS/dt im Bereich von Restwasser-
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gehaltswerten von 90 % - 20 % niedriger als bei einem Druck von 37 Pa (vgl. Abbildung
43B). Beim Vergleich der Steigung dS/dt bei einem Kammdruck von 102 Pa mit der Abnah-
me der Uberlebensrate im gefrorenen Zustand bei -20 °C stellt man fest, dass der Unterschied
im Verlauf der Uberlebensrate mit oder ohne Sublimation relativ gering ist. Der Unterschied
wird umso geringer, je schneller die Trocknung verlduft. Auffillig ist bei einem Kammer-
druck von 102 Pa zudem der Knick der Fldche bei einem Restwassergehalt von 20 %. Ab die-
sem Restwassergehalt verdndert sich auch der Zusammenhang zwischen den Einflussgroflen
Restwassergehalt und Verweilzeit. Besitzt bei den hoheren Restwassergehaltswerten die Ver-
weilzeit eindeutig den stirkeren Einfluss, so ist es ab einem Restwassergehalt von 20 % die

Wasserentfernung.

Abbildung 43B zeigt, dass die Uberlebensrate bei einem Kammerdruck von 37 Pa zu Beginn
der Trocknung sowohl durch den Restwassergehalt X als auch durch die Verweilzeit ¢ beeinf-
lusst wird. Je schneller ein bestimmter Restwassergehalt erreicht wird, umso hoher ist die
Uberlebensrate. Gleichzeitig wird nach einer bestimmten Zeit eine hohere Uberlebensrate
erreicht, wenn der Restwassergehalt hoher ist. Ferner ist deutlich, dass die Uberlebensrate zu
Beginn der Trocknung verhdltnismaBig stark abnimmt. Im weiteren Verlauf des Wasserent-
zugs ist die Abnahme schwécher ausgepréigt. Vergleicht man die Inaktivierung in Abhéngig-
keit von der Zeit wahrend der Dehydrierung mit der Inaktivierung im gefrorenen Zustand
(ohne Wasserentzug, vgl. auch Abbildung 38), so kann festegestellt werden, dass bei Dehyd-

rierung die zeitliche Abhingigkeit der Uberlebensrate stirker ist.

Gehrke (1991) stellte einen Verlauf der Uberlebensrate von Lactobacillus plantarum wihrend
der Gefriertrocknung bei einem Druck von 18 Pa (Produkttemperatur -30 °C bis — 25 °C) fest,
der mit dem hier ermittelten Verlauf bei niedrigem Druck vergleichbar ist. Wahrend einer
Sublimationsdauer von ca. 17 h konnte Gehrke (1991) ermitteln, dass aufgrund der Verringe-
rung der Temperatur zu Beginn der Trocknung eine starke Abnahme der Uberlebensrate er-
folgte. Wihrend der eigentlichen Reduktion des Restwassergehalts blieb die Uberlebensrate
relativ konstant. Wahrend der Desorption am Ende der Trocknung stellte Gehrke (1991)
nochmals eine Abnahme der Uberlebensrate fest. Dieser Verlauf kann auch durch die hier
ermittelten Ergebnisse bei einer niedrigeren Sublimationstemperatur bestitigt werden. Bei
diesen Prozessbedingungen nimmt die Uberlebensrate ebenfalls zu Beginn der Trocknung
stark ab, bleibt wihrend des Wasserentzugs konstant und erfahrt bei niedrigen Restwasserge-
halten nochmals eine Abnahme. Gehrke (1991) ermittelte den Verlauf der Uberlebensrate nur

bei den niedrigen Temperaturen und nicht bei Prozessbedingungen mit hoherer Temperatur,
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so dass aus seinen Untersuchungen keine Aussage iiber den Einfluss unterschiedlicher Pro-

zessbedingungen auf die Entwicklung der Uberlebensrate getroffen werden kann.

Bedeutung des Restwassergehalts fiir die Entwicklung der Uberlebensrate

Der Restwassergehalt von 20 % stellt fiir das hier untersuchte System einen kritischen Wert
dar. Gerade bei der hoheren Temperatur von -20 °C und den hohen Trocknungsgeschwindig-
keiten, bei denen die Uberlebensrate wihrend der Sublimation hohe Werte aufweist, nimmt Sy
unterhalb dieses Restwassergehalts sehr stark ab. Fiir die niedrigen Temperaturen und niedri-
gen Trocknungsgeschwindigkeiten ist die Abnahme geringerer. Ab einem Restwassergehalt
von 20 % wird vermutlich das stirker gebundene, nicht ausgefrorene Wasser entfernt, zu dem
auch das strukturierte Wasser in direkter Umgebung der Biomolekiile gehort. Dies wird auch
durch die Ergebnisse zum Einfluss der Trocknungsgeschwindigkeit bestitigt, die ab einem
Restwassergehalt von 20 % aufgrund des stirker gebundenen Wassers verlangsamt wird.
Durch dieses Strukturwasser werden Proteine und Phospholipide in ihrer nativen Struktur
durch hydrophobe Wechselwirkungen, van der Waals Krifte sowie Wasserstoffbriickenbin-
dungen stabilisiert. Wird dieses Wasser entfernt, treten Konformationsinderungen der Zell-
komponenten auf, wodurch diese ihre Funktion verlieren. Die Existenz eines kritischen Rest-
wassergehalts, ab dem die Stabilitdt/Vitalitit von Mikroorganismen stark abnimmit, ist flir die
Vakuumtrocknung und Lufttrocknung, allerdings nicht fiir die Gefriertrocknung bekannt.
Friesen et al. (2005) ermittelten einen Restwassergehalt von 30 % bei der Lufttrocknung von
Penicillium bilaiae Sporen. Bei der Wirbelschichttrocknung konnten Bayrock und Ingledew
(1997) fiir eine Bickerhefe einen kritischen Restwassergehalt von 10 % ermitteln. Jiang und
Nail (1998) untersuchten den Einfluss der Gefriertrocknungsbedingungen auf die Enzymsta-
bilitdt von Laktatdehydrogenase. Der kritische Restwassergehalt war bei diesem System eben-
falls 10 %, ab dem die Aktivitit mit weiterem Wasserentzug stark vermindert wurde. Betrach-
tet man das physikalische Verhalten von Phospholipiden in Doppelschichten, so zeigt sich
auch hier ein Restwassergehalt im Bereich von 20 — 30 %, ab dem verschiedene physikalische
Verdnderungen stattfinden. Beispielsweise steigt die Phaseniibergangstemperatur von Lipo-
somen im Bereich zwischen 30 und 20 % Restwassergehalt stark an, wéihrend sie bei hoheren
Restwassergehalten konstant bleibt. Ferner wurde ermittelt, dass die Diffusion von Wasser
zwischen Phospholipiddoppelschichten bis zu einem Restwassergehalt von 24 % stark ans-
teigt und oberhalb dieses Wertes um den Faktor 4 abnimmt und mit zunehmendem Restwas-

sergehalt konstant bleibt (Jain, 1988).
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Aus den hier ermittelten Ergebnissen und deren Vergleich mit anderen Arbeiten kann also
abgeleitet werden, dass es verallgemeinerbare Erkenntnisse zu den Verldufen der Uberlebens-
rate fir die Trocknung bei unterschiedlichen Temperaturen gibt. Bei hoheren Temperaturen
bleibt die Uberlebensrate bei hohen Restwassergehalten auf einem hohen Niveau und nimmt
ab einem kritischen Restwassergehalt stark ab. Bei der Gefriertrocknung ohne Schutzstoff bei
niedrigen Temperaturen nimmt die Uberlebensrate zu Beginn der Trocknung stark ab, am

Ende nur noch geringfiigig.
Bedeutung der Verweilzeit der Mikroorganismen in einer gefrierkonzentrierten Matrix

Abgesehen von der Dehydrierung werden die Zellen wihrend der Gefriertrocknung durch das
Verweilen in einer gefrorenen Matrix, in der aufkonzentrierte Puffersalze vorliegen, gescha-
digt. Die dargestellten Ergebnisse zeigen den Verlauf der Uberlebensrate von Lb. paracasei
ssp. paracasei in Phosphatpuffer mit einer Konzentration von 0,01 M PBS / 0,15 M NacCl.
Wie bereits in Kapitel 6.1 erldutert, nimmt die Funktionalitdt von Biomolekiilen in Pufferlo-
sungen wahrend des Gefrierens und wihrend des Verweilens im gefrorenen Zustand aufgrund
von pH-Shifts, erhohter Salzkonzentrationen und aufgrund der niedrigen Temperaturen, ab.
Anchordoquy und Carpenter (1996) konnten fiir das System Laktatdehydrogenase in einer
Phsophatpufterlosung aus 0,01 M PBS / 0,1 M NaCl feststellen, dass die Dissoziation der
Laktatdehydrogenase in Untereinheiten wihrend des Gefrierens mit der Aktivitit des Enzyms
nach der Lyophilisation korreliert. Der Erhalt der Quartérstruktur des Proteins wihrend des
Gefrierens ist also ein kritischer Faktor fiir den Erhalt der Aktivitdt nach der Gefriertrock-
nung. Dieser Schadigungsmechanismus liegt vermutlich auch bei dem hier untersuchten Sys-
tem wihrend der Gefriertrocknung vor. Durch diese Schiadigung kann die etwas niedrigere
Uberlebensrate der Zellen nach der Trocknung bei den niedrigeren Temperaturen und linge-
ren Verweilzeiten erklart werden. Die umgebende aufkonzentrierte Losung sowie die niedrige
Temperatur bewirkt vermutlich eine Schiadigung der Zellen, wodurch bei einem Restwasser-
gehalt von 5 % die Uberlebensrate bei den niedrigen Temperaturen (-30 °C und -40 °C) nied-

riger ist, als bei der hoheren Temperatur (-20 °C).
Modellierung der Uberlebensrate wihrend der Gefriertrocknung

Im Folgenden soll ein Modell zum Verlauf der Uberlebensrate unter Beriicksichtigung von

Restwassergehalt und Verweilzeit in einer gefrierkonzentrierten Matrix entwickelt werden.

Wie soeben dargestellt, resultiert die Uberlebensrate also aus einer Schiidigung im gefrorenen
Zustand aufgrund der niedrigen Temperaturen und des Verweilens in einer Umgebung mit

einer erhohten Konzentration an Puffersalzen und einem pH Shift. Gleichzeitig oder zeitlich
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versetzt findet die Entfernung des Strukturwassers durch tiefes Gefrieren und/oder durch De-
sorption des nicht gefrorenen, stirker gebundenen Wassers in der eisfreien, pordsen Schicht
statt. Beide Prozesse besitzen bei unterschiedlichen Restwassergehalten ein unterschiedliches
Gewicht bei der Gesamtinaktivierung bzw. bei der Abnahme der Uberlebensrate. So findet bei
hohen Restwassergehalten eine Inaktivierung aufgrund der umgebenden aufkonzentrierten
Pufferlosung (osmotischer Stress) und aufgrund geringer Dehydrierungsschéden statt. Bei
niedrigen Restwassergehalten findet Desorption des nicht ausgefrorenen Wassers und somit
auch Entfernung des starker gebundenen Strukturwassers statt, wodurch die Zellen geschédigt
werden. Dabei kommt zum Tragen, dass wéhrend der Gefriertrocknung ein System vorliegt,
das im oberen Teil aus einer pordsen, eisfreien Schicht mit einem Volumenanteil fo(?), und im
unteren Teil aus einer gefrorenen, eishaltigen Schicht mit einem volumenbezogenen Anteil
feis(?) besteht (vgl. Abbildung 4). Diese beiden Anteile verdndern sich in Abhédngigkeit von der
Prozesszeit. So verringert sich wihrend der Gefriertrocknung der eisenthaltende Anteil, und
der eisfreie Anteil nimmt zu. Folglich dndern sich auch anteilig die Schidigungsmechanismen
wihrend der Gefriertrocknung. Daraus ergibt sich, dass sich der Inaktivierungseffekt aus den
inaktivierenden Prozessen im getrockneten Teil und im gefrorenen Teil zusammensetzt. Da-
bei kann die Abnahme der Uberlebensrate in der gefrorenen, eishaltigen Fraktion f;;(#) mit der
Geschwindigkeit dSs/dt bei konstanter Temperatur 7 und konstanter Masse m beschrieben
werden. Die Inaktivierung in der pordsen, eisfreien Fraktion f.(?) verlduft mit der Geschwin-
digkeit dS,/dt. Die Abnahme der Uberlebensrate S7 nach unterschiedlichen Trocknungszeiten
resultiert also summarisch aus den Vorgidngen, deren Gesamtgeschwindigkeit dS7/dt nach

Gleichung (26) beschrieben wird.

aS; _ 45y

dt dt

d
’ ef“)"’( j;GJ 'feis(t) (26)

Wie soeben erldutert, wird die Hypothese zugrunde gelegt, dass im gefrorenen Anteil die Ge-
frierschddigung mit der Geschwindigkeit dS¢/dt stattfindet. Im eisfreien, pordsen Anteil setzt
entweder bereits wihrend der Sublimation des Eises (in der unteren Produktschicht) die De-
sorption der adsorptiv an den Porenwidnden gebundenen Restfeuchte ein. Somit wiirden die
Zellen in der eisfreien Schicht durch die Entfernung von Strukturwasser geschadigt, was zu
einer starken Abnahme der Uberlebensrate im getrockneten Teil fiihrt. Falls dies nicht der Fall
ist bleibt die Restfeuchte im porodsen, eisfreien Anteil zunichst konstant, bis die Sublimation
des Eises beendet ist und die Menge an vorbeistromendem Dampf abnimmt. In diesem Fall
wiirden die Zellen in der getrockneten Schicht nicht weiter geschidigt bis Desorption einsetzt.

dS,/dt wire also null. In der gefrorenen Schicht wiirde die Uberlebensrate entsprechend der
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ermittelten zeitlichen Abhingigkeit im gefrorenen Zustand abnehmen. Deren Anteil an der
Abnahme der Uberlebensrate im gesamten Produkt wird durch die zeitliche Anderung des

eishaltigen Abschnittes f.;(¢) berlicksichtigt

Dabei berechnet man f;(¢#) nach Gleichung (27) aus dem zeitlichen Verlauf des prozentualen
Masseverlustes M(t?) (vgl. Abbildung 41) und dem prozentualen Masseverlust bei Erreichen

eines Restwassergehaltes von 20 %, M(tx=20%), da das Priparat ab einem Restwassergehalt X

von 20 % eisfrei ist.

M)

JoO=1=5300 "5

(27)

M(tx=202;) wird aus dem Zusammenhang zwischen prozentualem Masseverlust M und dem
Restwassergehalt X ermittelt (vgl. Abbildung 41A, B). Dieser Zusammenhang ist in Abbil-

dung 44 fiir alle Prozessbedingungen und fiir alle untersuchten Zeiten dargestellt.
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Abbildung 44: Restwassergehalt X in Abhiingigkeit vom prozentualen Masseverlust M fiir die Trocknung

von Zellsususpensionen in PBS ohne Schutzstoff.

Durch Interpolation im Bereich von X =20 % kann M(#x=0) zu 83,3 % ermittelt werden.

Der eisfreie Anteil fo(?) berechnete sich nach Gleichung (28).
fef(t) :l_feis (1) (28)

Der zeitliche Verlauf des Aktivititsverlustes der Zellen im gefrorenen Zustand Ss(?) (vgl. Ab-
bildung 38) kann fiir -20 °C und -30 °C in guter Ndherung mit einer Reaktion 1. Ordnung
beschrieben werden. Die zeitliche Abhéngigkeit S¢(¢) wird fiir die Temperaturen -20 °C bzw.
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-30 °C nach Gleichung (29) beschrieben. Die Koeffizienten, die sich aus der Anpassung an

die Messwerte ergeben, sind in Tabelle 7 aufgelistet.
Sor(t)=Sg-¢ ™" (29)

Tabelle 7: Koeffizienten entsprechend Anpassung der Gleichung (29) an die Messwerte von Abbildung 38
(ohne Schutzstoffe)

T (°C) Sco (%) k(™
20 85,3 0,123
30 84,4 0,167

In Abbildung 45 ist der fiir f.;(¢) aus Gleichung (29) und Gleichung (30) berechnete Verlauf
der Uberlebensrate in Abhingigkeit von der Trocknungsdauer Sy (£) bis zu der Zeit darges-
tellt, bei der ein Restwassergehalt von 20 % erreicht wird. Dieser Verlauf wiirde sich ergeben,
wenn die Uberlebensrate nur aufgrund der schidlichen Effekte in der gefrorenen Schicht (2.
Term aus Gleichung (26)) abnehmen wiirde (dS./dt = 0). Der Restwassergehalt von 20 %
wurde mit den verschiedenen Prozessbedingungen nach unterschiedlichen Zeiten erreicht.
Aus diesem Grund sind die hier dargestellten Uberlebensraten bis zu unterschiedlichen Zeiten

dargestellt, ab denen das Préiparat eisfrei ist.
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Abbildung 45: Berechnete Uberlebensrate S in Abhiingigkeit von der Trocknungsdauer 7 unter der An-
nahme, dass die Zellen wihrend der Trocknung bis zu einem Restwassergehalt von 20 % nur durch che-
mische/physikalische Reaktionen im gefrorenen Anteil geschéidigt werden. Prozessbedingungen 102/-20/80
(schnelle Trocknung)(e), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (¢), 102/-20/-10 (langsame
Trocknung) (©), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (A), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit)
(A),37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A);
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Aus Abbildung 45 ist ersichtlich, dass das Modell mit der Annahme fiir die Trocknung bei
hohen Temperaturen bei Erreichen eines Restwassergehaltes von 20 % folgende Uberlebens-

raten flir die unterschiedlichen Trocknungsgeschwindigkeiten liefert:
e 81 % fiir Prozessbedingung 102/-20/80 (hochste Trocknungsgeschwindigkeit),
e 81 % fiir Prozessbedingung 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit),
e 73 % fiir Prozessbedingung 102/-20/-10 (niedrige Trocknungsgeschwindigkeit).

Die tatsichlich gemessenen Uberlebensraten nach der Trocknung in einem Restwasserge-

haltsbereich von 20 % betragen ca. 70 %, 70 % und 35 % (vgl. Abbildung 42).

Bei einer Temperatur von -30 °C liefert das entwickelte Modell folgende Werte:
e 79 % fiir Prozessbedingung 37/-30/50 (hdchste Trocknungsgeschwindigkeit),
e 75 % fiir Prozessbedingung 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit),
e 69 % fiir Prozessbedingung 37/-30/-10 (niedrige Trocknungsgeschwindigkeit).

Die Uberlebensrate nach der Trocknung bei X = 20 % nimmt allerdings Werte von ca. 35 %,
25 % bzw. 15 % an (vgl. Abbildung 43). Folglich werden bei allen Prozessbedingungen bei
einem Restwassergehalt von 20 % niedrigere Uberlebensraten gemessen, als das hier entwi-
ckelte Modell bei schiadlichen Prozessen ausschlieBlich im gefrorenen Zustand liefert. Die
Zellen werden also wihrend des Wasserentzugs zusétzlich geschidigt, auch wenn tiberwie-
gend nur Eis entfernt wird, das bereits wihrend des Gefrierens aus der Suspension ausgefro-
renen wurde. Die Inaktivierung kann nicht nur durch die Schidigung im gefrorenen Zustand

begriindet werden.

Daraus konnen zwei Schlussfolgerungen abgeleitet werden. Entweder werden die Zellen
durch das Gefrieren vorgeschéidigt, wodurch die Bakterien sensibler auf die Dehydrierung
reagieren und diese schlechter tolerieren, oder es findet neben der Sublimation bereits Desorp-
tion des Strukturwassers in der oberen eisfreien Schicht statt, in der somit ein nicht zu ver-
nachlissigender Feuchtegradient vorliegt. Beim Vorliegen eines Feuchtegradienten sollte die
Uberlebensrate am Ende der Trocknung allerdings fiir alle Prozessbedingungen wieder den
gleichen Wert annehmen, was aber gemiB Abbildung 43 nicht der Fall ist. Die Uberlebensrate
nimmt am Ende der Trocknung bei Temperaturen von -30 °C und -40 °C niedrigere Werte an
als bei einer Temperatur von -20 °C. Diese Ergebnisse bestdtigen eher die erste Schlussfolge-
rung, nach der die Zellen aufgrund des Gefrierens zu niedrigen Temperaturen den Wasserent-

zug schlechter tolerieren. Wenn kein Schutzstoff vorliegt, scheinen also die Mikroorganismen
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bei hoheren Temperaturen resistenter gegeniiber dem Wasserentzug zu sein. Ein zugesetzter
Schutzstoff sollte demnach dazu in der Lage sein, die Vorschiddigung aufgrund des Verwei-

lens in einer gefrierkonzentrierten Matrix bei niedrigen Temperaturen zu verhindern.

6.2.3 Phasenzustandsdiagramm und Trocknungsverlauf von Lb. paracasei ssp. paraca-

sei in einer Laktosematrix

Phasen-Zustandsdiagramm

Im Vergleich zur Gefriertrocknung ohne Schutzstoff werden im Folgenden die Ergebnisse der
Gefriertrocknungen mit Laktose als Schutzstoff fiir die gleichen Prozessbedingungen darges-
tellt und erldutert. Dabei wird die Bedeutung des Glaszustands fiir die Gefriertrocknung und

die Schutzwirkung untersucht.

Die Zellsuspensionen, die mit Schutzstoff versetzt werden, durchlaufen wéhrend eines Ge-
friertrocknungsprozesses verschiedene physikalische Zustdnde. Zunéchst wird aus der Sus-
pension Wasser ausgefroren, was zu einer Gefriertemperaturabsenkung mit zunehmendem
Gehalt an Eiskristallen und gleichzeitiger Abnahme des Wassergehaltes in der nicht gefrore-
nen Losung fiithrt. Bei Erreichen einer bestimmten Temperatur liegt also ein System vor, das
neben Eiskristallen eine aufkonzentrierte, amorphe Phase beinhaltet. Nach dem Gefrieren
wird zundchst das ausgefrorene Wasser durch Sublimation entfernt. Somit &ndert sich der
Restwassergehalt des nicht ausgefrorenen, aufkonzentrierten Anteils nicht. Wahrend der Sub-
limation verringert sich nur der Restwassergehalt bezogen auf die gesamte Probe (Eiskristalle
+ aufkonzentrierte Suspension). Erst nach Entfernung der Eiskristalle wird das nicht ausgefro-
rene Wasser aus der amorphen Phase mittels Desorption entfernt und der Restwassergehalt
des amorphen Anteils der Probe wird reduziert. Je nach Produkttemperatur und Restwasser-
gehalt befindet sich der amorphe Anteil wihrend der Gefriertrocknung entweder im Glaszu-
stand oder im Nicht-Glaszustand. Um diesbeziiglich einen definierten physikalischen Zustand
wihrend der Trocknung einstellen zu konnen, miissen zunédchst die Zusammenhinge zwi-
schen Glasiibergangstemperatur und Restwassergehalt fiir das jeweilige Zell-
Schutzstoffsystem ermittelt werden. Diese Zusammenhinge werden in einem Phasen-
Zustandsdiagramm dargestellt. Im Folgenden wird die Vorgehensweise fiir die Erstellung des

Phasen-Zustandsdiagramms (7,,(c) und T¢(c)) erldutert.

Zunichst wurden die Glasiibergangstemperatur und die Konzentration der maximal gefrier-

konzentrierten Suspension ermittelt.
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Abbildung 46 zeigt den mit Hilfe von thermischer Analyse (vgl. Kapitel 5.3.1) gemessenen
Wirmestrom ¢ in Abhéngigkeit von der Temperatur 7" einer Prédparation aus Lb. paracasei
ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) 1N Phosphatpufferlosung (vgl. Abbildung
32). Das Produkt weist eine Feststoftkonzentration von 69 % auf und wurde fiir die Analyse
zunéchst auf -90 °C in einem ersten Zyklus der DSC-Messung eingefroren und anschlieBend

wieder erwdrmt. Der Gefrierzyklus ist in Abbildung 46 nicht dargestellt.
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Abbildung 46: Wirmestrom q in Abhiingigkeit von der Temperatur T fiir eine Suspension aus Lb. paraca-

sei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/8zentrockenmasse) in Phosphatpufferlosung.

Abbildung 46 zeigt eine stufenformige Anderung von g bei einer Midpoint Temperatur von
38,2 °C. Diese stufenformige Anderung stellt den Glasiibergang der gefrierkonzentrierten
Mikroorganismensuspension mit der entsprechenden Glasiibergangstemperatur dar. Bei Tem-
peraturen oberhalb der Glasiibergangstemperatur ist der Schmelzpeak des ausgefrorenen Was-

sers sichtbar.

Fiir eine Feststoftkonzentration von weniger als 60 % konnte die in Abbildung 46 beispielhaft
dargestellte stufenférmige Anderung nicht gefunden werden. Es ist nahe liegend, dass dieser
Phaseniibergang in der amorphen nicht-ausgefrorenen Suspension stattfindet, da der Vorgang
bei hoherer Feststoffkonzentration deutlicher ausgeprégt ist. Bei Proben mit geringem Fest-
stoffanteil ist die Anderung im Wirmestrom bezogen auf die Probenmasse sehr gering, mog-

licherweise zu gering, um detektiert werden zu kdnnen.
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Die stufenformige Anderung wurde in dieser Arbeit, entsprechend Ablett et al. (1992) sowie
Roos und Karel (1991), als 7, festgesetzt. Dabei wurde aus den Messungen der Proben mit
den Feststoffkonzentrationen 60 % und 70 % ein Mittelwert mit einer Standardabweichung
von -37,2 +£2,2 °C fiir T, ermittelt. Bei der Temperatur 7, " wird maximale Gefrierkonzentrie-

rung bei der Konzentration ¢, " erreicht.

Zur Erstellung eines Phasendiagramms muss zusétzlich zu 7, " die entsprechende Konzentrati-
on ¢, der maximal aufkonzentrierten Losung ermittelt werden. Zur Ermittlung von ¢, " gibt es

folgende Moglichkeiten, die im Weiteren néher erldutert werden:

(a) Ermittlung der Konzentration c,” aus der Peakfliche des Schmelzpeaks von Wasser

(Levine und Slade, 1988),

(b) Extrapolation des linearen Zusammenhangs zwischen der Schmelzwdrme AH,, p und

dem Feststoffgehalt der fliissigen Probe zu AH,, /=0 (Simatos et al., 1975),

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ¢,” zur Erhértung der Ergebnisse entsprechend beider Me-

thoden ermittelt.

Fiir Methode (a) berechnet man den Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser nach den Glei-
chungen (10) — (14) aus Kapitel 4.3.1 Fiir diese Berechnungen wurden die Messungen der
Proben mit einer Ausgangsfeststoffkonzentration von 68,8 %, 63,2 % sowie 59,2 % verwen-

det. Das Ergebnis aus diesen Berechnungen ist ein Wert von 77,3 + 3,9 % fiir ¢, .

Entsprechend Methode (b) kann ¢, " aus dem Zusammenhang zwischen latenter Schmelzwir-
me der Zellsuspension mit Laktose AH,, p und Feststoffgehalt der fliissigen Probe ¢ berechnet
werden. Zur Ermittlung von ¢,” wird dieser Zusammenhang zu AH,, p = 0 extrapoliert. Abbil-
dung 47 stellt die Abhdngigkeit zwischen der gemessenen Schmelzwarme AH,,p und der

Feststoffkonzentration ¢ der fliissigen, nicht gefrorenen Proben dar.
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Abbildung 47: Schmelzwiirme AH,, p in Abhiingigkeit von der Feststoffkonzentration c der fliissigen, nicht

gefrorenen Probe.

Abbildung 47 zeigt, dass AH,, p mit zunehmender Feststoffkonzentration ¢ abnimmt und die
beiden GroBen einen linearen Zusammenhang aufweisen. Aus diesen Messungen kann

AH,, p(c) nach Gleichung (30) mit einer Korrelation R* = 0,98 ermittelt werden.

AH, ,(c)=-4,121-c+ 306, (30)
Fir AH,, p(c;’) = 0 erhilt man eine Konzentration ¢,” von 74,2 + 4,5 % (Standardabweichung
der Steigung 0,21).

Ermittelt man 7" und c¢,” nach Methoden (a) und (b) so erhélt man die in Tabelle 8 zusam-

mengefassten Werte.

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichung SA4 fiir 7, und c,” ermittelt nach den Methoden von
Levine und Slade (1988) (a) und Simatos et al. (1975) (b).

Methode |7, (°C) ¢y (%) SAT,”(°C) |S4c; (%)
a -37,2 77,3 2,2 39
b -37,2 74,2 2,2 4.5

Es ist deutlich, dass das tiber Methode (a) ermittelte Ergebnis fiir ¢,” etwas hoher liegt als das
Ergebnis aus Methode (b). Allerdings sind die Unterschiede relativ gering.

Es ist unklar, ob der Glasiibergang nur auf der Anwesenheit von Laktose beruht, oder ob auch

Bestandteile der Zellen in den Glaszustand tiberfiihrt werden. Aus diesem Grund wurden zu-
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sdtzlich zu den Priparaten aus Zellen mit Laktose (0,25 g/gzclitrockenmasse) @uch Zellen in Was-
ser ohne Phosphatpuffer und ohne Laktose getrocknet und das thermische Verhalten dieser

Suspensionen ermittelt.

Abbildung 48 zeigt das thermische Verhalten von Zellprépartionen ohne Zusatz von Schutz-
stoffen und im Vergleich das thermische Verhalten von Zellpripartionen mit Laktose. Beide
Priparationen wurden fiir 1,5 Stunden gefriergetrocknet (Wassergehalt Zellen ohne Zusitze
6 %, Wassergehalt Zellen mit Laktose 11 %) Die Proben wurden auf -90 °C gekiihlt und im

Anschluss erwédrmt. Abbildung 48 zeigt nur den Erwdrmungszyklus.
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Abbildung 48: Wirmestrom g in Abhiingigkeit von der Temperatur 7 fiir eine getrocknete Suspension
bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/€7cntrockenmasse) Und getrocknetem Lb. paraca-

sei ssp. paracasei ohne Schutzstoff. Trocknungsbedingungen: 37/-30/10, Trocknungsdauer 1,5 h

Die getrockneten Zellen ohne Laktose zeigen keinen Glasiibergang. Es kann also davon aus-
gegangen werden, dass die Komponenten der Zellen selbst nicht in den Glaszustand {iberge-

hen. Die Zellen mit Laktose zeigen einen Glasiibergang bei 4,7 °C.

Wie bereits erwédhnt, konnten Schmelzpeaks nur fiir Proben mit einem Restwassergehalt von
mindestens 30 % ermittelt werden. Bei niedrigen Restwassergehalten wird offenbar kein
Wasser mehr ausgefroren. Fiir die Proben, die im fliissigen Zustand einen Restwassergehalt in
diesem Bereich aufweisen, zeigte sich ein Mittelwert der Glasiibergangstemperatur der maxi-
mal gefrierkonzentrierten Losung von -37,2 °C bei einer Feststoffkonzentration der maximal

aufkonzentrierten Losung von 74,2 — 77,3 %. Dies war die niedrigste Glasiibergangstempera-
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tur, die bei dem hier verwendeten System erreicht werden konnte. Mit abnehmendem Rest-

wassergehalt nimmt die Glasiibergangstemperatur zu, was im Folgenden dargestellt wird.

Abbildung 49 zeigt den Warmestrom ¢ in Abhéngigkeit von der Temperatur T fiir Priparatio-
nen mit Mikroorganismen und Laktose (0,25 g/gzclitrockenmasse) 1N PBS, die zu unterschiedlichen
Restwassergehalten getrocknet wurden (Trocknungsbedingungen 0,37/-30/10). Die Restwas-
sergehalte dieser Proben liegen, wie aus Abbildung 50 ersichtlich, bei niedrigeren Werten als

30 %. Es findet also keine Kristallisation des Wassers mehr statt.
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Abbildung 49: Wirmestrom ¢ in Abhéingigkeit von der Temperatur 7 von Zellsuspensionen mit Lakto-
se (0,25 g/gzcntrockenmasse) i Phosphatpufferlosung getrocknet auf unterschiedliche Restwassergehalte X.

Trocknungsbedingungen 37/-30/+10.

Es ist deutlich, dass die Glasilibergangstemperatur 7, mit abnehmendem Restwassergehalt X

zunimmt.

Es fehlen Informationen dariiber, inwieweit die Prozessbedingungen des Trocknungsvorgan-
ges einen  Einfluss auf die  Glasiibergangstemperatur ~ von  Mikoorganis-
mus/Schutzstoffpriaparate besitzen. Beispielsweise konnte bei Trocknungsprozessen mit lan-
gen Verwelilzeiten im tibersittigten Nicht-Glaszustand die amorphe Komponente auskristalli-
sieren. Dies hitte zur Folge, dass kein Glasiibergang mehr messbar ist. Aus diesem Grund
wurde die Glasiibergangstemperatur fiir Proben ermittelt, die unter den folgenden unter-
schiedlichen Trocknungsbedingungen getrocknet wurden. Wie im weiteren Verlauf noch ge-

zeigt wird, fithren diese Trocknungsbedingungen zu unterschiedlichen Trocknungszeiten bzw.
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Verweilzeiten im Rubberzustand und zu unterschiedlichen Temperaturdifferenzen zwischen

Produkttemperatur 7p und Glasiibergangstemperatur 7,
e 102/-20/80 (schnelle Trocknung bei hoher Temperatur)
e 102/-20/-10 (langsame Trocknung bei hoher Temperatur)
e 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit bei niedriger Temperatur)
e 12/-40/-20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur)

Die Glasiibergangstemperatur der Praparate wurde nach unterschiedlichen Trocknungszeiten
ermittelt. Daraus resultieren Proben mit unterschiedlichen Wassergehalten X und unterschied-

lichen Glasiibergangstemperaturen 7.

Aus dem ermittelten Zusammenhang zwischen Glasiibergangstemperatur und Restwasserge-

halt X bzw. Feststoftkonzentration ¢ wird das Zustandsdiagramm ermittelt.

Abbildung 50 zeigt den Zusammenhang zwischen der Gefriertemperatur (vgl. Kapitel 6.1),
der Glastibergangstemperatur 7, und Feststoffkonzentration ¢ im nicht gefrorenen Anteil einer
Suspension bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) 1N
Phosphatpufferlosung. Des Weiteren ist in Abbildung 50 der Punkt 7,/c,” dargestellt, der
nach den Methoden (a) und (b) (vgl. S. 109) bestimmt wurde.
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Abbildung 50: Phasenzustandsdiagramm von Lb. paracasei ssp paracasei mit Laktose

(0,25 g/gzeitrockenmasse)- Glasiibergangstemperatur fiir Gefriertrocknungsbedingungen: 37/ -30 °C/+10 °C
(A), 102/-20 °C/+80 °C (@), 102/-20 °C/-10 °C (O), 12/-40 °C/-20 °C (m). In dem Diagramm ist auch die
Gefrierkurve dargestellt (vgl. Abbildung 35), sowie die Messwerte nach dem Vorgehen gemifl der partiel-

len Integration der Schmelzpeaks (H,, (7)) (®) und die Messwerte der Temperatur des Schmelzpeakma-
ximumx der Suspensionen mit unterschiedlichen Konzentrationen (®) T, .(c). Aullerdem zeigt das Diag-
ramm den Punkt 7,"/c,” aus der Extrapolation der Schmelzenthalpie A H,, p zZu AH,, p =0 (®) und aus der

Integration des Schmelzpeaks (¢) mit den entsprechenden Standardabweichungen.

Die T,-Kurve (durchgezogene Linie) wurde durch Anpassung der experimentellen Werte an

die Gleichung (1) nach Gordon und Taylor (1952) ermittelt.

Da die Glasiibergangstemperatur des wasserfreien Feststoffes experimentell schwierig zu er-
mitteln ist, wurde die Kurve durch Regression angepasst und die Koeffizienten dadurch be-
rechnet. Die ermittelten Werte der Koeffizienten sowie der Regressionskoeffizient der Gor-

don-Taylor-Gleichung sind in Tabelle 9 dargestellt.

Tabelle 9: Koeffizienten der Gleichung (1) nach Gordon und Taylor (1952)

Treststory (°C) k(-) R’

95,0 4,75 0.77
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Das erstellte Phasendiagramm (vgl Abbildung 50) gilt fiir Zellprapartionen aus Lb. paracasei
ssp. paracasei mit einer Laktosekonzentration von 0,25 g/gzclitrockenmasse- ES sollte ermittelt
werden, welchen Einfluss unterschiedliche Mischungen zwischen Zellen und Schutzstoff auf
den Verlauf der Glasiibergangstemperatur besitzen, da diese Grofle auch vom Gewichtsanteil
der im amorphen Zustand vorliegenden Substanzen abhingt (vgl. Kapitel 2.2) Zu diesem
Zweck wurden folgende Konzentrationen von Laktose, bezogen auf die Zelltrockenmasse

(g/8zelitrockenmasse), bZW. Probenzusammensetzungen untersucht.

e Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,01 g/gzelitrockenmasse) 1n Phosphatpuffer-

16sung

e Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) 1N Phosphatpuffer-

16sung

e Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,5 g/gzelitrockenmasse) Phosphatpufferlo-

sung

Durch die Ermittlung des thermischen Verhaltens sollte zum einen untersucht werden, inwie-
weit das Zustandsdiagramm vom Mischungsverhiltnis zwischen Laktose und Zellen beeinf-

lusst wird.

Abbildung 51 zeigt die Glasiibergangstemperatur 7, fiir Zellen in einer Laktose-
Phosphatpuffer-Losung fiir verschiedene Laktosekonzentrationen, 0,01, 0,25 und 0,5
(g/g7zeltrockenmasse)- Ferner sind die Gefrierkurve fiir ein Laktose/Zelltrockenmasse-Verhéltnis

von 0,25 g/g7elitrockenmasse UNd die nach (1) ermittelte Glasiibergangskurve dargestellt.
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Abbildung 51: Glasiibergangstemperatur 7g in Abhéngigkeit vom Restwassergehalt fiir Schutzstoffkon-

zentrationen 0,01 g/gZelltrockenmasse (O)a 0925 g/gZelltrockenmasse ( ) und 055 g/gZelltrockenmasse (.)' Trocknungsbe-

dingungen 37/-30/10.

Es ist deutlich, dass der Verlauf der Glasiibergangstemperatur weitestgehend unabhéngig vom
Mischungsverhéltnis zwischen Mikroorganismen und Laktose ist. Das erstellte Zustandsdiag-
ramm gilt also fiir alle untersuchten Prozessbedingungen sowie fiir alle untersuchten Mi-

schungsverhéltnisse von Mikroorganismen und Laktose in Phosphatpufferlésung.

Trocknungsverlauf der Suspensionen aus Lb. paracasei ssp. paracasei und Laktose in Phos-

phatpufferlosung

Fiir die Prédparationen aus Zellen mit Laktose mit einem Mischungsverhdltnis von
0,258/ gTrocknemasse Wurde der Verlauf des Restwassergehalts und des entfernten Wassers sowie

der Temperaturverlauf wiahrend der Gefriertrocknung ermittelt.

Abbildung 52 zeigt den zeitlichen Verlauf von Restwassergehalt X und vom prozentualen
Masseverlust M fiir die untersuchten Prozessbedingungen. Zur besseren Ubersicht sind die
Ergebnisse von X(z) und M(?) jeweils auf zwei Diagramm aufgeteilt. Die Diagramme A und B
zeigen die jeweils die Grofen fiir einen Druck von 102 Pa und unterschiedlichen Stellflachen-
temperaturen, die Diagramme C und D stellen die Ergebnisse bei den Kammerdriicken 37 Pa

und 12 Pa dar.
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Abbildung 52: Restwassergehalt und entfernter Massenanteil wihrend der Gefriertrocknung von Lacto-

bacillus paracasei ssp. paracasei mit Lactose 0,25 g/g7.iitrockenmasse fill’ verschiedene Prozessbedingungen.

(Mittelwerte=Standardabweichung)

A: M(?) fiir Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (e), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-
schwindigkeit) (), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (©);

B: X(?) fiir Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (e), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-
schwindigkeit) (¢), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (0);

C: M(?) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trock-
nung) (A), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A ), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A);

D: X(#) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (A),
37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A ), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A).

Aus Abbildung 52 ist analog zu Abbildung 41 (Trocknungsverlauf von Zellpripartionen ohne
Schutzstoff) zu ersehen, dass die Trocknungsgeschwindigkeit sowohl von Kammerdruck als
auch von der Stellflichentemperatur abhingig ist. Bei gleichem Kammerdruck ist die Trock-

nungsgeschwindigkeit umso hoher, je hoher die Stellflichentemperatur ist. Bei gleicher Tem-
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peraturdifferenz zwischen Produkttemperatur und Stellflichentemperatur ist die Trocknungs-

geschwindigkeit bei hoherem Kammerdruck héher.

Abbildung 53 zeigt den Verlauf der Produkttemperatur fiir die unterschiedlichen Prozessbe-

dingungen.
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Abbildung 53: Verlauf der Produkttemperatur von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Laktose

(0,25 g/g7entrockenmasse) Wahrend der Gefriertrocknung bei unterschiedlichen Prozessbedingungen.

Abbildung 53 zeigt analog zu Abbildung 40 (Produkttemperatur wihrend der Gefriertrock-
nung von Zellpraparationen ohne Schutzstoff), dass die Produkttemperatur zu Beginn der Ge-
friertrocknung annidhernd den Wert der Sublimationstemperatur von Wasser aufweist. Je nach
Trocknungsgeschwindigkeit steigt die Produkttempertur nach unterschiedlichen Zeiten an und

ndhert sich dem Wert der Stellflaichentemperatur. Es konnen wiederum (vgl. Abbildung 40)
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fiir die Trocknungsbedingungen mit hohen Stellflaichentemperaturen (Prozessbedingungen
37/-30/50 sowie 102/-20/80, hohe Trocknungsgeschwindigkeiten) Abweichungen von dieser
pauschalen Aussage festgestellt werden. Bei diesen Prozessbedingungen nimmt die Produkt-
temperatur auch wihrend der Sublimation hohere Werte als Wassersublimationstemperatur
mit einem A7 von 10 K an. Bei diesen Bedingungen werden nach der Sublimation niedrigere
Werte als Stellflichentemperatur erreicht, was in einer Abfuhr der Warme durch den Eiskon-

densator (-60 °C) begriindet ist.

Aus den getrennten Messungen von Produkttemperatur und Restwassergehalt in Abhidngigkeit
von der Trocknungszeit ist es moglich, Produkttemperatur 7p und Restwassergehalt X fiir den
gleichen Zeitpunkt zu ermitteln. Auf diese Weise wird der Zusammenhang 7p(X) bzw. Tp(c)
erstellt. Abbildung 54 zeigt die Vorgehensweise, mit der die Produkttemperatur 7p fiir einen

entsprechenden Restwassergehalt ermittelt werden kann.
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Abbildung 54: Produkttemperatur 7p und Restwassergehalt X wihrend der Trocknung von Lb. paracasei
ssp. paracasei fiir die Prozessbedingung 37/-30/-10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit). Die Pfeile mar-
kieren sowohl die Produkttemperatur als auch den Restwassergehalt X, die nach einer Trocknungszeit ¢

von 2 Stunden erreicht wird.

Im gezeigten Beispiel (Abbildung 54) betrdgt die Produkttemperatur 7 flir eine Trocknungs-
dauer von 2 h -10 °C und der Restwassergehalt X = 5,8 %.

Die fiir bestimmte Restwassergehalte ermittelten Produkttemperaturen werden dann mit den
Glastibergangstemperaturen bei den gleichen Restwassergehalten verglichen. Abbildung 55

zeigt das erstellte Phasenzustandsdiagramm. Zur Verdeutlichung sind die Produkttemperatur
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Tr in Abhéngigkeit von der Feststoftkonzentration ¢ eingetragen. Fiir den Verlauf der Pro-
dukttemperatur sind in diesem Diagramm zur besseren Ubersicht nur die beiden Prozessbe-
dingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) und 102/-20/80
(schnelle Trocknung bei hoher Temperatur) als niedrigster (unterhalb von 7,)und hochster
(oberhalb von Tg) Verlauf der Produkttemperatur, die erreicht wurden, dargestellt. Alle ande-

ren Prozessbedingungen verlaufen zwischen diesen Grenzlinien.
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Abbildung 55: Phasenzustandsdiagramm und Verlauf der Produkttemperatur 7p fiir die Prozessbedin-
gungen der Gefriertrocknung 102/-20/+80 (schnelle Trocknung bei hoher Temperatur) (e) sowie
12/-40/-20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) (m).

Es ist deutlich, dass durch die Wahl der Prozessparameter unterschiedliche Trocknungsbedin-
gungen im Hinblick auf den physikalischen Zustand erreicht werden. Die Produkttemperatur
Tp verlauft fiir die Prozessbedingung 102/-20/+80 (schnelle Trocknung bei hoher Temperatur)
oberhalb und fiir 12/-40/-20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) unterhalb der

Glastibergangstemperatur 7.

Wie aus der Literatur hervorgeht, wird die Stabilitdt einer amorphen Substanz von der Diffe-
renz zwischen der Produkttemperatur 7» und der Glasiibergangstemperatur 7, bestimmt. Je
groflere Temperaturdifferenzen oberhalb der Glasiibergangstemperatur erreicht werden, umso
geringer ist die Viskositit und umso hoher ist die molekulare Mobilitét. Infolgedessen miiss-

ten die Zellen bei einem groeren Abstand zwischen 7p und T, schneller destabilisiert werden.

In Abbildung 56 ist der zeitliche Verlauf der Temperaturdifferenz (7p-7,) fiir die verschiede-

nen Prozessbedingungen dargestellt. Die Diagramme sind wieder entsprechend dem Kam-
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merdruck in zwei Einzeldarstellungen aufgeteilt. Diagramm A zeigt den Verlauf der Tempe-
raturdifferenz fiir einen Kammerdruck 102 Pa mit unterschiedlichen Stellflichentemperaturen
und Diagramm B die Verldufe fiir die Kammerdriicke 37 Pa und 12 Pa mit unterschiedlichen

Stellflachentemperaturen.
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Abbildung 56: Verlauf der Temperaturdifferenz Tp-T, filr Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose
(0,25 g/87entrockenmasse) IN Abhéngigkeit von der Trocknungsdauer. Es wurden verschiedene Trocknungsbe-
dingungen analysiert: 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m); 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (A);
37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A); 37/- 30/-10 (langsame Trocknung) (A);
102/-20/80 (schnelle Trocknung) (e); 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (¢);
102/-20/-10 (langsame Trocknung) (©)
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Es ist deutlich zu erkennen, dass die Prozessbedingungen mit einem Druck von 102 Pa wéh-
rend der Haupttrocknung die grote Differenz zur Glasiibergangstemperatur aufweisen. Dies
liegt zum Einen an der hoheren absoluten Temperatur aber auch an der dem Restwassergehalt
entsprechend niedrigen Glasiibergangstemperatur 7,, die bei dieser Feststoffkonzentration
von 71 % in der nicht gefrorenen Phase rechnerisch bei -73 °C liegt. Je nach Stellflichentem-
peratur wird die Zeit, wihrend der das Produkt im Nicht-Glaszustand verweilt, verdndert. So
tritt die Probe fiir die Prozessbedingung 102/-20/80 (schnelle Trocknung) nach 1,5 Stunden in
den Glaszustand ein. Fiir die Bedingung 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit)
befindet sich die Probe fiir 1 h im Nicht-Glaszustand und fiir die Bedingung 102/-20/-10
(langsame Trocknung) verlauft die Trocknung fiir 2,5 h im Nicht-Glaszustand. Bei der Pro-
zessbedingung 37/-30/50 (schnelle Trocknung) befindet sich die Probe fiir 1 h im Nicht-
Glaszustand, allerdings mit einer geringeren Temperaturdifferenz (7p-7,) als fiir den Kam-
merdruck 102 Pa. Die Trocknungsbedingung 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit)
fiihrt zu einer Trocknung im Nicht-Glaszustand fiir 1,5 h mit einer noch geringeren Tempera-
turdifferenz von 20 K. Die Bedingung 37/-30/-10 (langsame Trocknung) fiihrt ebenfalls zu
einer Temperaturdifferenz von 20 K. Dabei verweilt die Probe allerdings 2,5 h lang im Nicht-
Glaszustand. Die Bedingung 12/-40/-20 (langsame Trocknung) erlaubt eine Trocknung bei
T,'. Aufgrund der geringen Temperaturdifferenz zwischen Probentemperatur und Stellfla-
chentemperatur verlduft die Trocknung hier sehr langsam. Die Probentemperatur 7p ist nach

einer Trocknung von 5 h geringer als die Glasiibergangstemperatur 7.

Mit den verschiedenen Trocknungsbedingungen konnten also unterschiedliche Temperatur-
differenzen, kombiniert mit gleichen Zeiten im Nicht-Glaszustand, und auch unterschiedliche
Zeiten im Nicht-Glaszustand, kombiniert mit gleichen Temperaturdifferenzen, erreicht wer-

den.

Abbildung 57 zeigt das makroskopische Erscheinungsbild von getrockneten Zellen, die ent-
weder bei 7p>T, (A) oder Tp nahe T, (B) getrocknet wurden.
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Abbildung 57: Gefriergetrocknete Priparationen von Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose
(0,25 g/g7eitrockenmasse) N Phsophatpuffer. Die beiden Pellets wurden bei unterschiedlichen Prozessbedin-
gungen getrocknet. A: Trocknung mit 102/20/80 (schnelle Trocknung) im Nicht-Glaszustand; B: Trock-
nung mit 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) nahe bei 7.

Abbildung 57 zeigt, dass der physikalische Zustand die Produktstruktur der Préparate stark
beeinflusst. Eine Trocknung oberhalb von 7, resultiert in einem Produkt mit einer inhomoge-
nen Oberfldche, in der groe Poren vorhanden sind. Diese Poren entstehen aufgrund der redu-
zierten Viskositit im Nicht-Glaszustand, wodurch die Probe ihr Eigengewicht nicht mehr hal-
ten kann, zu flieBen beginnt und kollabiert (vgl. Roos, 1995). Werden die Zellen bei Tempera-
turen nahe der Glasiibergangstemperatur getrocknet, so wird ein Préparat mit einer glatten

Oberflache und kleinen Poren erhalten.

6.2.4 Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose fiir unterschiedliche

Trocknungsbedingungen

Auf Basis der physikalischen Charakteristik wéhrend der Trocknung wurde nunmehr die
Uberlebensrate der Mikroorganismen mit Laktose als Schutzstoff wihrend der Trocknungen
mit unterschiedlichen Prozessbedingungen ermittelt. Dabei sollte die Uberlebensrate mit den

Bedingungen oberhalb bzw. unterhalb von 7, korreliert werden.

Abbildung 58 zeigt den Verlauf der Uberlebensrate in Abhiingigkeit vom Restwassergehalt X.
Die Ergebnisse sind zur besseren Ubersicht in zwei Darstellungen aufgeteilt. Diagramm A
zeigt die Uberlebensrate bei einem Druck von 102 Pa (Tsup,w = -20 °C) und unterschiedlichen
Stellflichentemperaturen. Diagramm B zeigt den Verlauf fiir die Driicke 37 Pa (Tsyp,w = -

30 °C) und 12 Pa (T = -40 °C).
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Abbildung 58: Uberlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Laktose
(0,25 g/g7eitrockenmasse) i Abhéngigkeit vom Restwassergehalt X fiir verschiedene Prozessbedingungen.
(MittelwertexStandardabweichung fiir .S und X).

A: S(X) fiir Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (e), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-
schwindigkeit) (¢), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (0);

B: S(X) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trocknung)
(A), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A).
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Uberlebensrate fiir alle Prozessbedingungen annihernd auf
gleichem Niveau verlduft. Bei Restwassergehalten von 90 % - 20 % werden fiir alle Prozess-
bedingungen Uberlebensraten von 50 % erreicht. Erst ab einem Restwassergehalt von 20 %
nimmt die Uberlebensrate stark ab. Bei einem Restwassergehalt von ca. 5 % wird fiir alle

Prozessbedingungen eine Uberlebensrate von ca. 15 % erreicht.

6.2.5 Diskussion der Bedeutung des Glaszustands und Einfluss der Prozessbedingun-
gen Ip>Tound Tp <T,
Das Phasenzustandsdiagramm fiir Zellsuspensionen mit Laktose als Schutzstoff entspricht
anndhernd dem Phasenzustandsdiagramm der reinen Laktose in Wasser. Die Zellen beeinflus-
sen diesen Zusammenhang nur geringfiigig. Dieses Ergebnis steht in Einklang mit den Ergeb-
nissen von Fonseca et al. (2001a). Die Autoren konnten ebenfalls ermitteln, dass der Zusatz
von Lactobacillus bulgaricus zum Trocknungsmedium den Zusammenhang zwischen Glas-
libergangstemperatur und Restwassergehalt nicht beeinflusst. Allerdings ermittelten diese
Autoren lediglich ein Phasen-Zustandsdiagramm fiir Zellpréparationen und nicht die Bedeu-

tung des Glaszustands fiir die Stabilisierung wihrend der Trocknung und Lagerung.

Das Phasenzustandsdiagramm diente in der hier vorliegenden Arbeit als Grundlage zur Aus-
wahl von Gefriertrocknungsbedingungen, die zur Trocknung im Glaszustand und im Nicht-
Glaszustand flihrten. Es konnte gezeigt werden, dass die Zellpriparationen bei einer Trock-
nung im Nicht-Glaszustand aufgrund der niedrigen Viskositdt ihr Eigengewicht nicht mehr
halten konnen und wihrend der Trocknung kollabieren. Im Gegensatz dazu konnte eine glatte
Oberfldache der Zellpraparation erreicht werden, wenn die Trocknung nahe bei der Glasiiber-

gangstemperatur durchgefiihrt wurde.

Im Hinblick auf die Uberlebensrate wurde als Ergebnis erwartet, dass diese bei den Prozess-
bedingungen unterhalb von 7, (12/-40/-20 (Tp < T,)) am hochsten ist. Die Zellen sollten also
bei diesen Prozessbedingungen besser geschiitzt werden als bei den Prozessbedingungen, die
zur Trocknung im Nicht-Glaszustand (7p» > T,) fiihrten. Allerdings zeigten die Ergebnisse,
dass sich die Uberlebensrate fiir die unterschiedlichen Prozessbedingungen nicht signifikant
unterscheidet. Es kann gefolgert werden, dass eine Trocknung im Glaszustand nicht zu einer
besseren Stabilisierung fiihrt als eine Trocknung im Nicht-Glaszustand. Die Uberlebensrate
verweilt fiir alle Prozessbedingungen auf einem hohen Niveau zu Beginn der Trocknung und
nimmt bei niedrigen Restwassergehalten stark ab. Es muss allerdings beachtet werden, dass
die hier betrachteten Trocknungszeiten im Vergleich zur Lagerung {iber mehrere Wochen und

Monate relativ kurz ist. Folglich verweilen die Zellen nur eine kurze Zeit im instabilen Nicht-
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Glaszustand. Mdglicherweise ist die Zeit zu kurz, um Unterschiede in der Uberlebensrate zu
detektieren, die aus dem physikalischen Zustand resultieren. Wenn beriicksichtigt wird, dass
Abbaureaktionen im Nicht-Glaszustand zeitabhéngig und zusétzlich von der Temperaturdiffe-
renz zwischen Glasiibergangstemperatur und Produkttemperatur abhingig sind, so kann ge-
folgert werden, dass die Trocknungszeit zu kurz war, um eine Schiddigung im Nicht-
Glaszustand hervorzurufen. Eine Verlidngerung der Verweilzeit im Nicht-Glaszustand bei
unterschiedlichen Temperaturdifferenzen wird im weiteren Verlauf der Arbeit in Kapitel 6.3

(Lagerung) behandelt.

Nachfolgend werden Uberlegungen geschildert, die erliutern sollen, welche Erklirung fiir

dieses unerwartete Ergebnis in Betracht kommt.

Die Gefriertrocknung wurde bei Temperaturen durchgefiihrt, die normalerweise unterhalb der
Phaseniibergangstemperatur der voll hydratisierten Zellmembran von Mikroorganismen lie-
gen. Fiir die Phaseniibergangstemperatur der Zellmembran von Bakterien lassen sich Werte
im Bereich von 5 - 10 °C finden (Leslie et al., 1995). Das heifit, dass die Membran im hyd-
rierten Zustand in den Gelzustand iiberfiihrt wurde, bevor der Schutzstoff das Wasser um die
Phosphatreste ersetzen konnte. Des Weiteren ist der Ersatz von Wasser durch einen Schutz-
stoff in einer Matrix mit niedriger Temperatur moglicherweise ebenfalls durch die verminder-
te molekulare Mobilitit erschwert. Das konnte ebenfalls ein Grund dafiir sein, dass der Glas-

zustand nicht das bestimmende Stabilitétskritertum wéhrend der Gefriertrocknung ist.

Um den Zusammenhang zwischen Verweildauer, Restwassergehalt und Uberlebensrate weiter
zu verdeutlichen, zeigt Abbildung 59 die Uberlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp.
paracasei mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) 1N Abhéngigkeit vom Restwassergehalt X und
Trocknungsdauer ¢ in einem dreidimensionalen Bild. In Abbildung 59A ist der Zusammen-
hang fiir einen Kammerdruck px von 102 Pa (7, w = -20 °C) dargestellt und Abbildung 59B
zeigt diesen Zusammenhang fiir einen Kammerdruck px von 37 Pa (T, w = -30 °C). In den
beiden Diagrammen ist auch der Verlauf der Uberlebensrate withrend des Verweilens im ge-

frorenen Zustand fiir die Temperaturen -20 °C und -30 °C dargestellt.
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Abbildung 59: Uberlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Laktose
(0,25 g/g7eitrockenmasse) als Schutzstoff in AbhéAngigkeit vom Restwassergehalt X und von der Trocknungs-
dauer ¢ fiir Prozessbedingungen bei einem Kammerdruck von 102 Pa (A) und 37 Pa (B) mit jeweils unter-

schiedlichen Stellflichentemperaturen. (e) Messwerte Uberlebensrate S nach Gefriertrocknung, (m)

Messwerte Uberlebensrate nach Gefrierlagerung.

Abbildung 59A zeigt eine relativ geringe Abhingigkeit der Uberlebensrate vom Restwasser-
gehalt bei hohen Restwassergehalten. Die Steigung dS7/dt im Bereich des Restwassergehalts
>20 % ist bei einem Zusatz von Laktose verhéltnismédBig niedrig. Der Knick der Flache bei
einem Restwassergehalt von 20 % ist ebenfalls wieder deutlich ausgepréigt. Damit zeigt sich
wiederum die Verdnderung in der Auspragung der Einfliisse. Im Bereich von hohen Restwas-
sergehalten besitzt die Zeit einen groBen Einfluss auf die Uberlebensrate, im Bereich von
niedrigen Restwassergehalten besitzt der Restwassergehalt den groBten Einfluss auf die Uber-
lebensrate. Hier verhalten sich die Zellen sehr sensitiv im Hinblick auf die Entfernung von
sehr geringen Wassermengen. Es existiert also auch bei Anwesenheit eines Schutzstoffes ein
kritischer Restwassergehalt, ab dem die Zellen sehr stark geschiddigt werden. Ein kritischer
Restwassergehalt konnte bereits fiir die Trocknung der Zellen ohne Schutzstoff detektiert
werden. Allerdings wiirde man bei einem Zusatz von Zuckern erwarten, dass die Uberlebens-
rate ab dem Wassergehalt, bei dem das Strukturwasser entfernt wird, nicht so stark abnimmt,
denn fiir Zucker im Glaszustand wird vermutet, dass sie das Strukturwasser um die Membran
nach der Trocknung ersetzen konnen. Folglich miisste die Uberlebensrate gerade am Ende der
Trocknung auf einem hoheren Niveau bleiben, wenn das Strukturwasser entfernt wird. Vor

allem bei einer Trocknung bei der Glasiibergangstemperatur 7,, bei welcher der Schutzstoff
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im Glaszustand vorliegt, sollte die Uberlebensrate an diesem Punkt nicht abknicken. Das war
fiir das untersuchte System allerdings nicht der Fall. Der Zustand der absoluten Trockenheit

verursacht trotz Schutzstoff eine irreversible Schadigung.

Vergleicht man den Verlauf der Uberlebensrate im gefrorenen Zustand ohne Dehydrierung
mit dem Verlauf wihrend der Dehydrierung, so ist deutlich, dass der Unterschied zwischen
beiden Zustinden nur gering ist. Wird den Zellen Laktose zugesetzt, so findet im eisfreien
Abschnitt keine starke Inaktivierung statt. Auch fiir eine niedrigere Temperatur und niedrige
Gefrierrate nimmt die Uberlebensrate nicht so stark ab wie bei der Trocknung ohne Schutz-
stoff in Phosphatpuffer. Der Zusatz von Zucker bewirkt also tiberwiegend bei hohen Restwas-
sergehalten und bei niedrigen Temperaturen einen Schutzeffekt. Moglicherweise ist dies darin
begriindet, dass durch die hygroskopische Wirkung der Laktose die Desorption in der bereits
eisfreien Schicht verzogert ist und das Strukturwasser erst entfernt wird, wenn die Probe
komplett eisfrei ist. Eine weitere Schutzwirkung konnte darin bestehen, dass die Laktose ei-
nen pH-Shift des Puffers verhindert und sich infolgedessen die umgebende Losung weniger
schédlich auf die Mikroorganismen auswirkt. Ferner ist es auch moglich, dass die schiadlichen
Einflusse der niedrigen Temperatur an sich durch eine giinstige Verteilung von Wasser und
Schutzstoffmolekiilen an der Grenzfliche der Biomolekiile verringert werden und somit die

Zellen eine verbesserte Dehydrierungstoleranz zeigen.

Aus den dargestellten Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der Schutzmechanismus
der Laktose fiir das untersuchte System nicht ,,Water Replacement* ist, da dieser Schutzme-
chanismus nur ab Restwassergehalten unterhalb von 0,3g/gH,O (hier bezogen auf die Tro-
ckenmasse) zum Tragen kommt (Hoekstra et al. (2001)). Dieser Wassergehalt entspricht ei-
nem Restwassergehalt bezogen auf die feuchte Probenmasse von 25 %, wie er nach Glei-
chung (15) berechnet wurde. Da die hohe Uberlebensrate nur fiir Restwassergehalte oberhalb
von 15 % gefunden wurde, interagiert Laktose vermutlich nicht direkt mit den Zellen. Statt-
dessen kann die Aussage getroffen werden, dass Laktose Zellkomponenten im nativen Zu-
stand bei hohen Restwassergehalten im gefrorenen Zustand stabilisiert, indem der Zucker
vorzugsweise ausgeschlossen wird. Mit der Entfernung von gebundenem Wasser werden die
Zellen dann so stark geschédigt, dass sie nicht mehr dazu in der Lage sind, sich nach der
Trocknung wieder zu vermehren. Der verwendete Schutzstoff schiitzt die physiologischen
Funktionen nur, wenn eine minimale Menge an Wasser zur Verfiigung steht, durch die so-
wohl Schutzstoff als auch die Biomolekiile hydriert werden. Die Laktose verhindert also eine

Vorschiidigung der Zellen aufgrund der niedrigen Temperaturen. Deshalb ist die Uberlebens-
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rate auch bei niedrigen Temperaturen vergleichbar mit den héheren und im Gegensatz zur

Trocknung ohne Schutzstoffe verbessert.

6.2.6 Uberlebensrate in Abhingigkeit vom Restwassergehalt fiir verschiedene Trock-

nungsbedingungen und verschiedene Formulierungen

Die Uberlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei wurde neben verschiedenen
Prozessbedingungen auch im Hinblick auf die stoffliche Zusammensetzung der zu trocknen-
den Suspension untersucht. Damit sollte der fiir Laktose ermittelte Schutzeffekt mit dem
Schutzpotential von anderen Schutzstoffen bei unterschiedlichen Prozessbedingungen vergli-
chen werden. Fiir die Untersuchungen wurden die Prozessbedingungen verwendet, die bereits
fiir die Trocknung der Zellen ohne und mit Laktose Anwendung fanden. Im Hinblick auf die
Formulierung wurde eine hohere Laktosekonzentration von 0,5g/gzclitrockenmasse Untersucht so-
wie das Schutzpotential der Schutzstoffe Magermilchpulver und Trehalose, die laut Literatur
als sehr effektiver Schutzstoff gilt. Magermilchpulver enthélt neben Laktose Proteine und eine
Reihe weiterer minorer Komponenten, so dass der Effekt eines komplexen Mediums gegenii-

ber einfachen Schutzstoffen untersucht werden konnte.
Relativer Massenanteil von Laktose 0,5 g/2zeirockenmasse

Abbildung 60 zeigt die Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei mit einem relativen
Massenanteil an Laktose von 0,25 g/gzclitrockenmasse UNd 0,5 €/87elitrockenmasse flr die Prozessbe-

dingungen 37/-30/10.
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Abbildung 60: Uberlebensrate S in Abhiingigkeit vom Restwassergehalt X wihrend der Gefriertrocknung
von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit einem relativen Massenanteil an Laktose von
0,25 g/87entrockenmasse (A) und 0,5 g/8zcntrockenmasse (3) fiir die Prozessbedingung 37/-30/10 (mittlere Trock-

nungsgeschwindigkeit).
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Abbildung 60 zeigt, dass eine hdhere Laktosekonzentration keine Erhohung der Uberlebens-
rate bewirkt. Es konnte lediglich festgestellt werden, dass die Erhéhung der Schutzstoftkon-
zentration auch einen etwas hoheren Restwassergehalt nach der gleichen Trocknungsdauer
zur Folge hat. Deshalb liegt die niedrigste Uberlebensrate, die mit einem relativen Massenan-
teil von 0,5 g/gzclitrockenmasse Laktose ermittelt werden konnte bei einem hoheren Wert. Auch
bei einem relativen Laktosemassenanteil von 0,5 g/gzelitrockenmasse Z€1gt sich eine Abnahme der

Uberlebensrate ab einem Restwassergehalt unter 20 %.

Magermilchpulver

Fiir ein 50 % (w/w) Laktose enthaltendes Magermilchpulver wurde ein relativer Massenanteil
von 0,5 g/gzelitrockenmasse D€ZOgen auf die Biotrockenmasse verwendet. Folglich war der auf die
Zelltrockenmasse bezogene Massenanteil der Laktose gleich dem relativen Massenanteil in

den Proben, die nur Laktose mit 0,25 g/gzclitrockenmasse als Schutzstoff enthielten.

Abbildung 61 zeigt den Verlauf des prozentualen Masseverlustes M und des Restwasserge-
halts X wéhrend der Trocknung von Lactobacillus paracasei ssp paracasei mit Magermilch-
pulver (0,5) in Phosphatpufferlosung. Die Ergebnisse sind zur besseren Ubersicht in vier Dar-
stellungen aufgeteilt. Diagramme A und B zeigen X(?) und M(?) jeweils bei einem Druck von
102 Pa (Tsup,w =-20 °C) und unterschiedlichen Stellflichentemperaturen. Diagramme C und
D zeigen die Verldufe fiir die Driicke 37 Pa (Tsu,w = -30 °C) und 12 Pa (Tsyp, w = -40 °C)
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Abbildung 61: Restwassergehalt und entfernter Massenanteil wihrend der Gefriertrocknung von Lacto-
bacillus paracasei ssp. paracasei mit Magermilchpulver 0,5g/€zctrockenmasse fill verschiedene Prozessbedin-
gungen:

A: M(¢) fiir Prozessbedingungen 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (¢), 102/-20/-10 (lang-
same Trocknung) (0);

B: X(?) fiir Prozessbedingungen 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (¢), 102/-20/-10 (lang-
same Trocknung) (0);

C: M(¥) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trocknung)
(A), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A ), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A);

D: X(?) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (A),
37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A ), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A).

Abbildung 61 zeigt, dass die Trocknungsgeschwindigkeit von den Prozessbedingungen Stell-

flichentemperatur und Kammerdruck abhéngig ist.
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Abbildung 62 zeigt den Verlauf der Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei in
Abingigkeit vom Restwassergehalt X widhrend der Trocknung mit Magermilchpulver

(0,5 g/g7elitrockenmasse) fiir unterschiedliche Prozessbedingungen.
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Abbildung 62: Uberlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Magermilchpulver
(0,5 g/87entrockenmasse) iN Abhéingigkeit vom Restwassergehalt X fiir verschiedene Prozessbedingungen. (Mit-
telwertetStandardabweichung fiir S und X).

A: S(X) fiir Prozessbedingungen 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit (¢), 102/-20/-10 (lang-
same Trocknung) (0);

B: S(X) fiir Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37/-30/50 (schnelle Trock-
nung) (A), 37/-30/10 (mittlere Tocknungsgeschwindigkeit) (A ), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (A);
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Die Gefriertrocknung mit unterschiedlichen Prozessparametern beeinflusst den Verlauf der
Uberlebensraten von mit Magermilchzugabe getrockneten Zellsuspensionen weniger als dies
bei den Zellen in Phosphatpuffer der Fall war. Die Uberlebensrate zeigt fiir alle Prozessbedin-
gungen den gleichen Verlauf und erreicht bei einem Restwassergehalt von 5 % anndhernd

gleiche Werte im Bereich zwischen 15 und 25 %.

Trehalose

Die Entwicklung der Uberlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei wurde auch
mit Trehalose als Schutzstoff untersucht. Fiir diesen Schutzstoff wurden die Prozessbedin-
gungen verwendet, die bereits fiir Laktose verwendet wurden, die zu einer Trocknung ober-
halb von 7, und unterhalb von T fiihrten. Abbildung 63 zeigt den Verlauf des Restwasserge-
halts und des entfernten Wassers von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Trehalose

als Schutzstoff fiir verschiedene Prozessbedingungen.
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Abbildung 63: Entfernter prozentualer Massenanteil M(?) (A) und Restwassergehalt X(z) (B) wihrend der
Gefriertrocknung von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Trehalose 0,25 g/g7cntrockenmasse fUI ver-

schiedene Prozessbedingungen: 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37-30/10 (mittlere Trocknungsge-
schwindigkeit) (A).

Aus Abbildung 63 ist zu erkennen, dass X bei der schnellen Trocknung bereits nach 2 h am

Ziel von 5% angekommen ist, wihrend der Vorgang bei der langsamen Trocknung 6 h

dauert.

Fiir die Prozessbedingungen wurde auch die Uberlebensrate in Abhiingigkeit vom Restwas-

sergehalt ermittelt. Der Verlauf der Uberlebensrate in Abhéngigkeit vom Restwassergehalt ist

in Abbildung 64 dargestellt.
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Abbildung 64: Uberlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Trehalose
(0,25 g/g7entrockenmasse) iN Abhéngigkeit vom Restwassergehalt X fiir verschiedene Prozessbedingungen:
12/-40/-20 (langsame Trocknung) (m), 37-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (A) (Mittelwer-
tetStandardabweichung fiir S7 und X)

Abbildung 64 zeigt, dass auch beim Zusatz von Trehalose die Uberlebensrate in Abhéingigkeit
vom Restwassergehalt fiir die unterschiedlichen Prozessbedingungen den gleichen Verlauf
aufweist. Auch mit diesem Additiv ist die Inaktivierung geringer von den Prozessbedingun-

gen abhingig.

6.2.7 Diskussion des Schutzpotentials unterschiedlicher Schutzstoffe und Konzentra-

tionen

Die erhohte Laktosekonzentration besitzt keinen zusatzlichen Schutzeffekt. Es wird bei glei-
cher Trocknungsdauer lediglich ein etwas erhohter Restwassergehalt erreicht, aus dem ver-
mutlich die etwas erhohte Uberlebensrate resultiert. Diese Ergebnisse scheinen nicht in Ein-
klang mit den Ergebnissen von Abadias et al. (2001) zu stehen, die bei einer héheren Kon-
zentration an Laktose auch eine hdhere Uberlebensrate gefunden haben. Allerdings wurde bei
Abadias et al. (2001) der Restwassergehalt der Proben, die alle gleich lange getrocknet wur-
den, nicht bestimmt. Insofern ist es mdglich, dass auch bei deren Arbeit die hohere Uberle-

bensrate aus einem hoheren Restwassergehalt resultiert.

Die Vitalitit wihrend des Gefriertrocknungsverlaufs mit Magermilchpulver oder mit Laktose
kann als gleich hoch angesehen werden. Demzufolge besitzen die zusdtzlichen Komponenten

der Magermilch neben Laktose keinen zusitzlichen Schutzeffekt auf die Uberlebensfihigkeit
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von gefriergetrocknetem Lb. paracasei ssp. paracasei. Diese Ergebnisse stehen nicht in Ein-
klang mit den Ergebnissen von Palmfeldt et al. (2003), der fiir die Magermilch sogar niedrige-
re Uberlebensraten ermittelte als fiir die gleiche Konzentration an Laktose. Palmfeldt et al.
(2003) ermittelten die Uberlebensrate fiir unterschiedliche Zusammensetzungen der Trock-
nungsmedien fiir Pseudomonas chlororaphis jeweils nach einer Gefriertrocknungsdauer von
17 h. Angaben zum Restwassergehalt sind in deren Arbeit lediglich fiir Saccharose und Ma-
germilchpulver, nicht jedoch fiir Laktose gegeben. Der Zusatz von Saccharose fiihrte dabei zu
einem hoheren Restwassergehalt als der Zusatz von Magermilchpulver (6,4 % fiir Saccharose,
3,3 % fiir Magermilch). Ebenso war die Uberlebensrate fiir Saccharose héher als fiir Mager-
milchpulver. Moglicherweise liegt auch bei einem Zusatz von Laktose ein hoherer Restwas-
sergehalt nach der Trocknung vor, weshalb auch die Uberlebensrate hohere Werte annimmt.
Aufgrund fehlender Angaben bei Palmfeldt et al. (2003) kann diesbeziiglich jedoch keine kla-
re Aussage iiber den Vergleich der Schutzpotenziale von unterschiedlichen Schutzstoffen re-
lativ zur vorliegenden Arbeit getroffen werden. Allerdings ist es sehr wahrscheinlich, dass
auch die hier vorliegenden Unterschiede auf die Unterschiede im Restwassergehalt zuriickzu-

fithren sind.

In verschiedenen Arbeiten wurde Trehalose als effektiver Schutzstoff filir verschiedene Bio-
materialien ermittelt (Allison et al., 1999; Conrad et al., 2000; Zhou et al., 2006). Fiir das in
dieser Arbeit untersuchte System erwies sich Trehalose jedoch nicht als besserer Schutzstoff
als Laktose oder Magermilch. Obwohl Trehalose in der Natur von trockenheitstoleranten Sys-
temen akkumuliert wird, um biologische Komponenten zu schiitzen, existieren Informationen,
die zeigen, dass die Zugabe von Trehalose nicht notwendigerweise zum besten Schutzeffekt
nach der Trocknung von Zellen fiihrt. Linders et al. (1997) zeigten, dass Trehalose zwar ex-
trahierte Phospholipide von Lactobacillus plantarum wéhrend der Trocknung schiitzt. Aller-
dings konnte die Funktionalitdt der ganzen Zelle wahrend der Dehydrierung in Anwesenheit
von Trehalose nicht besser erhalten werden als von anderen Zuckern. Trehalose zeigt in wiss-
riger Losung das gleiche Glasbildungsverhalten wie Laktose (vgl. Tabelle 1). Nachdem sich
in dieser Arbeit herausgestellt hat, dass die Zellen die Glasiibergangstemperatur nicht verin-
dern, kann fiir die Trehalose mit den Zellen ebenfalls das bekannte Zustandsdiagramm zu-
grunde gelegt werden. Demnach miissten bei der Trehalose die Prozessbedingungen 12/-
40/20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) zu einer verbesserten Stabilitdt der
Mikroorganismen fiihren. Dies konnte allerdings nicht gefunden werden, was mit der bereits

getroffenen Schlussfolgerung bei der Diskussion der Laktoseversuchsreihe iibereinstimmt.
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Die Vitalitidt der Mikroorganismen nimmt unabhédngig von der Schutzstoffzugabe durch den
fortschreitenden Wasserentzug und die vermutlich damit verbundenen Schéddigungen an
Zellmembranen und -proteinen im Trocknungsverlauf immer weiter ab. Die Uberlebensfzhig-
keit von Lb. paracasei ssp. paracasei in einem Trocknungsmedium mit Laktose, Trehalose
oder Magermilchpulver ist allerdings bei gleichen Restwassergehalten fiir ungiinstige Pro-
zessbedingungen (im Hinblick auf die Temperatur) vergleichsweise hdher als ohne diese
Substanzen (vgl. Abbildung 42). Da im Trocknungsverlauf die Vitalitdt der Zellen, welche
Magermilch enthalten, mit den unter Laktose- und Trehalosezusatz getrockneten Proben ver-
gleichbar ist, kann die Schutzwirkung der verschiedenen Stoffe als gleich hoch eingeschétzt
werden. Der positive Einfluss der Magermilch auf die Uberlebensfihigkeit von gefrierget-
rocknetem Lb. paracasei ssp. paracasei kann demzufolge vor allem auf die Schutzwirkung
der Laktose zuriickgefiihrt werden, zumal Laktose den Proben in der gleichen Menge zuge-

setzt wurde, in der sie im Magermilchpulver vorhanden ist.

Der Zusatz des Schutzstoffes setzt die Vorschidigung der Zellen durch die niedrigen Tempe-
raturen, was zu einer verringerten Dehydrierungstoleranz der Zellen ohne Schutzstoffe fiihrt,
herab. Dadurch werden wéhrend der Gefriertrocknung und am Ende der Trocknung bei un-
giinstigen Prozessbedingungen bei Anwesenheit von Schutzstoffen héhere Uberlebensraten
erreicht, als ohne Schutzstoffe. Der Schutzeffekt von Laktose, Trehalose und Magermilchpul-
ver wihrend der Gefriertrocknung ist also auf eine verminderte Vorschddigung und eine dar-

aus folgende erhohte Dehydrierungstoleranz verbunden.
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6.3 Lagerung von gefriergetrockneten Mikroorganismen in einer Laktose- und einer

Trehalosematrix bei Bedingungen 7> T, und T < T,

Im Hinblick auf eine erfolgreiche Gefriertrocknung von Starterkulturen ist nicht nur die Uber-
lebensrate nach der Trocknung, sondern auch die Lagerstabilitit der getrockneten Produkte
von Bedeutung. Die Lagerstabilitit hingt von den Lagerbedingungen Temperatur, Atmosphi-

re und Restwassergehalt im Produkt ab, der mit zunehmendem Trocknungsgewicht abnimmt.

Es geht aus der Literatur hervor, dass der Nicht-Glaszustand einen metastabilen Zustand dar-
stellt, in dem chemische und physikalische Reaktionen beschleunigt ablaufen. Fiir den Nicht-
Glaszustand sind mathematische Modelle bekannt, die eine Temperaturabhidngigkeit physika-
lischer Vorginge, wie beispielsweise der Diffusion, beschreiben. Entsprechend einer Diffusi-
onslimitierung chemischer Reaktionen im Glaszustand wiirde das fiir die Lagerung von ge-
trockneten Mikroorganismenpréparaten bedeuten, dass fiir Lagerbedingungen unterhalb der
Glastibergangstemperatur die Lagerstabilitit erhoht sein sollte. Bei einer Lagerung oberhalb
der Glasiibergangstemperatur sollte demnach die Inaktivierung der Mikroorganismen be-
schleunigt ablaufen. Ob diese Hypothese fiir die Lagerstabilitdit von Mikroorganismen in einer
Schutzstoffmatrix zutrifft und inwieweit die Temperaturabhéngigkeit der Inaktivierung mit
den Modellen nach Arrhenius (vgl. Gleichung (5)) oder Williams-Landel-Ferry (WLF) (vgl.

Gleichung (6)) beschrieben werden kann, wurde im Rahmen dieser Arbeit ermittelt.

6.3.1 Sorptionsisothermen X(a,) und Zustandsdiagramm 7,(a,) fiir getrocknete Mik-

roorganismenpréparationen in einer Laktosematrix

Die in dieser Arbeit fiir die Lagerung verwendeten Proben wurden alle der gleichen Trock-
nungsprozedur unterzogen (Prozessbedingung 37/-30/10, mittlere Trocknungsgeschwindig-
keit bei niedriger Temperatur, fiir 3 h). AnschlieBend wurden die Proben bei konstanten Tem-
peraturen und Luftfeuchten gelagert. Dabei stellte sich je nach Gleichgewichtsfeuchte eine
entsprechende Glasiibergangstemperatur in den Proben ein. Es war nicht bekannt, ob die
Glasiibergangstemperatur ein konstantes Niveau erreicht und wie lange es dauern wiirde, bis
ein konstanter Wert erreicht ist. Aus diesem Grund wurde von Beginn der Konditionierung an

der Verlauf der Glasiibergangstemperatur wahrend der Lagerung untersucht.

Abbildung 65 zeigt die zeitliche Entwicklung der Glasiibergangstemperatur beispielhaft fiir
die Wasseraktivititen 0,11, 0,22 und 0,33. Die Lagertemperatur betrug 20 °C.
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Abbildung 65. Zeitlicher Verlauf der Glasiibergangstemperatur der getrockneten Priparationen aus Lb.
paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/8zciitrockenmasse) VON Beginn der Lagerung fiir eine Lagertempe-
ratur von 20 °C und unterschiedliche Wasseraktivitiiten der Salzlosungen a,,s.5ung: (A) 0,11, (B) 0,22, (C)
0,33. ((©) Bestimmung 1, (o) wiederholte Bestimmung 2). Die Ausgangswasseraktivitit direkt nach der

Trocknung vor der Lagerung betriit 0,09.
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Abbildung 65 zeigt, dass zu Beginn der Lagerung die Glasiibergangstemperatur bei ca. 55 °C
liegt. Wird eine Probe mit einer Wasseraktivitit a,, einer Atmosphére ausgesetzt, in der eine
hohere relative Luftfeuchte vorliegt, so erfolgt aufgrund des Wasserdampfpartialdruckgefilles
zwischen Luft und Probe eine Wasseraufnahme der Probe. Je nach Luftvolumen und Luftbe-
feuchtung nimmt der Wassergehalt der Luft ab. Aufgrund der Zunahme des Restwasserge-
halts in der amorphen Matrix erfolgt eine Abnahme der Glasiibergangstemperatur. Die Ab-
nahme der Glasiibergangstemperatur bis zum Erreichen eines konstanten Wertes erfolgt in

einem Zeitraum von 5 — 8 h.

Analog zur Anderung der Wasseraktivitit indert sich auch der Restwassergehalt X. Der Zu-
sammenhang X(a,) wird fiir eine jeweils konstante Temperatur in Form von Sorptionsiso-
thermen dargestellt. Abbildung 66 zeigt die Sorptionsisotherme fiir getrocknete Priaparationen
von Zellen mit Laktose fiir die Temperaturen 4 °C, 20 °C und 37 °C.

50
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Restwassergehalt X (%)

. /j// 2‘0 °C
P 22 8
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Abbildung 66: Wasseraktivitit in Abhingigkeit vom Restwassergehalt X fiir gefriergetrocknete Zellen mit

einer Laktosekonzentration von 0,25 g/€z.ntrockenmasse D€l einer Temperatur von (o) 4 °C, (A) 20 °C und

(m) 37 °C.

Abbildung 66 zeigt, dass fiir eine konstante Wasseraktivitdt der Restwassergehalt umso héher

ist, je niedriger die Temperatur ist.

Entsprechend der ermittelten Zeit fiir die Verdnderung der Glasiibergangstemperatur aufgrund
der Befeuchtung bei Beginn der Lagerung wurde festgelegt, dass die Glasilibergangstempera-
tur 7, fir die Erstellung des Zustandsdiagramms 7,(a,,) nach 25 Tagen Lagerung bestimmt

wird.
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Abbildung 67 zeigt den Warmestrom ¢ in Abhingigkeit von der Temperatur 7 flir getrocknete
Prédparate aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose nach 25 Tagen Lagerung bei einer

Temperatur von 20 °C und unterschiedlichen Wasseraktivitéten.

0.2

——— T,=51,5°C

Warmestrom q (W/g)

Exo Up Temperatur T (°c) Universal V4. 2E TA Instruments

Abbildung 67: Wirmestrom ¢ in Abhéngigkeit von der Temperatur T fiir Zellen mit Laktose nach einer

Lagerdauer von 25 Tagen bei 20 °C bei unterschiedlichen Wasseraktivititen.

Abbildung 68Abbildung 67 zeigt, dass die Glasiibergangstemperatur mit zunehmender Was-
seraktivitit niedrigere Werte annimmt. Aus diesen Messungen kann der Zusammenhang
Ty(a,) ermittelt werden, der als Grundlage fiir die Auswahl von Lagerbedingungen im Hinb-
lick auf Produkttemperatur 7p und Wasseraktivitit aj fiir die Lagerung entweder im Glaszu-

stand oder im Nicht-Glaszustand dienen soll.

Abbildung 68 zeigt die gemessene Glasiibergangstemperatur von Préparationen bestehend aus
Mikroorganismen mit Laktose (0,25 g/gzelitrockenmasse) fiir die Temperaturen 4 °C, 20 °C und
37 °C in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitét. In Abbildung 68 sind auch die ausgewihlten
Lagerungsbedingungen (7, und ap) fiir die Lagerung im Glaszustand oder im Nicht-

Glaszustand dargestellt, fiir welche die Uberlebensrate der Zellen untersucht wurde.
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Abbildung 68: Gemessene Glasiibergangstemperatur 7, in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitit nach 25
Tagen Lagerung. Aullerdem sind die Lagerungsbedingungen Temperatur/Wasseraktivitit dargestellt, bei
denen die Zellen gelagert wurden. (®) Lagertempertur 4 °C, (A) Lagertemperatur 20 °C, (m) Lagertem-

peratur 37 °C. (0) Lagerbedingungen Tp/a,. (MittelwertetMaximal- und Minimalwert). Koeffizienten der
linearen Anpassung Gleichung (31): T, = 59,1 °C, Steigung d7,/day = -132,7 °C.

Abbildung 68 zeigt, dass aufgrund der Abhéngigkeit T¢(ay) durch die Einstellung von ay die
Einstellung von 7, moglich ist. Durch die Auswahl verschiedener Lagertemperaturen 7p bei
verschiedenen Glasiibergangstemperaturen 7, ist es moglich, eine Lagerung im Glaszustand
oder im Nicht-Glaszustand auf einem Temperaturniveau aber auch vergleichbare physikali-

sche Zustdnde auf unterschiedlichen Temperaturniveaus zu realisieren.

Abbildung 68 zeigt, dass der Zusammenhang zwischen 7, und a,, fiir unterschiedliche Tempe-
raturen (4 °C, 20 °C, 37 °C) keinen signifikant unterschiedlichen Verlauf aufweist (Konfidenz
0,95).

Abbildung 68 zeigt, dass 7, mit zunehmendem a,, abnimmt. Die Glasiibergangstemperatur 7,
zeigt eine lineare Abhingigkeit von der Wasseraktivitit (R*=0,99). Gleichung (31) beschreibt

den linearen Zusammenhang 7(a,,) fiir alle untersuchten Temperaturen.

dT
T(aW):da_g'aW+Tgo €2)

w
mit
Ty = 59,1 °C und dT/day = -132,7 °C fiir Lb. paracasei ssp. paracasei in einer Laktosemat-

rix.



Lagerung in Laktosematrix 139

Eine lineare Abhéngigkeit von Ty(a,,) steht in Einklang mit anderen Untersuchungen von Le-
bensmitteln und und Polysacchariden (Ahmed et al., 2005; Moraga et al., 2006; Roos und
Himber, 1994). Auch fiir diese biologischen Materialien konnte ein linearer Zusammenhang

zwischen T, und ay ermittelt werden.

Aus Abbildung 68 konnen nun fiir unterschiedliche Temperaturen die Wasseraktivititen er-
mittelt werden, die eine Grenze zwischen dem Glaszustand und dem Nicht-Glaszustand dar-
stellen. Das bedeutet, dass bei diesen Wasseraktivititen die Lagertemperatur 7p der Glastiber-
gangstemperatur 7, entspricht. Bei einer konstanten Lagertemperatur 7p befindet sich das
Priparat oberhalb dieser Grenzwasseraktivititen im Nicht-Glaszustand und unterhalb der ent-

sprechenden Wasseraktivititen befindet sich das Praparat im Glaszustand.

Tabelle 10 zeigt die nach Gleichung (32) berechneten Grenzwasseraktivititen a,,, fiir die die

hier untersuchten Lagertemperaturen 7 und die Glasiibergangstemperatur 7, gleich sind.

Tabelle 10: Interpolierte Grenzwasseraktivitit a,, fiir 7p=T, nach Gleichung (32).

Lagertemperatur 7p (°C) Grenzwasseraktivitit a,,, (-)
4 0,42
15 0,33
20 0,29
30 0,21
37 0,17

Diese Wasseraktivitidten markieren also eine Grenzlinie zwischen dem Glaszustand und dem
Nicht-Glaszustand. Die Grenzwasseraktivitdt fiir eine Lagertemperatur von 37 °C ist 0,17 und
fiir 4 °C betrégt sie 0,42. Folglich muss also eine erhdhte Temperatur durch eine verringerte
Wasseraktivitdt kompensiert werden um den Glaszustand zu erhalten. Dieser Effekt steht qua-
litativ im Einklang mit dem Zustandsdiagramm von reiner amorpher Laktose (Thomsen et al.
(2005)). Fiir reine Laktose ist bei einer Temperatur von 20 °C die Grenzwasseraktivitét 0,40.
Der Unterschied zwischen diesen Werten und den Werten des Zellsystems ist wohl haupt-
sachlich auf die Anwesenheit der Salze aus dem Phosphatpuffer zuriickzufiihren (K,HPOs,
KH,POy4, NaCl). Der spezifische Effekt eines Salzes in einem Glassystem ist allerdings noch
unbekannt. Moglich ist ein erhohter Absorptionseffekt von Wasser oder ein rein spezifischer

weichmachender Effekt.
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In Abbildung 68 sind die im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Lagerungsbedingungen ein-
getragen. Die Bedingungen wurden so gewéhlt, dass verschiedene physikalische Zustinde
wihrend der Lagerung erreicht wurden. Die Mikroorganismen wurden also fiir alle untersuch-
ten Temperaturen im Glaszustand oder im Nicht-Glaszustand, je nach Wasseraktivitét, gela-
gert. Dabei wurde die Temperaturdifferenz 7p-7, durch die Verdnderung unterschiedlicher

GrofBen variiert:

1. Beeinflussung der Temperaturdifferenz Tp-T, durch die Anderung der Lagertempera-

tur Tp

2. Beeinflussung der Temperaturdifferenz Tp-T, durch die Anderung der Wasseraktivitit

a,, und dadurch Anderung von T,

Im Folgenden wird untersucht, welche Bedeutung die Lagertemperatur per se, die Tempera-
turdifferenz zwischen Produkttemperatur und Glasiibergangstemperatur 7p-T, sowie die Was-

seraktivitét ay flir die Lagerstabilitit des verwendeten Testmikroorganismus besitzt.

6.3.2 Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp.paracasei in einer Laktosematrix wihrend

der Lagerung im Glaszustand und im Nicht-Glaszustand

Fiir die unterschiedlichen Lagerbedingungen wurde die Uberlebensrate wihrend der Lager-
dauer von 30-60 Tagen gemessen. Fiir jede Lagerbdingung ist zur besseren Ubersicht jeweils
eine Einzelbestimmung dargestellt. Dabei wurden die Proben fiir eine einzelne Kurve aus
demselben Fermentationsansatz gewonnen. Zur Quantifizierung der Streuung der Uberlebens-
rate ist im Weiteren Verlauf die Geschwindigkeitskonstante k7., mit der entsprechenden

Standardabweichung dargestellt.

Als Referenz fiir die Uberlebensrate bei den Temperaturen 4 °C - 37 °C wurde der Verlauf der

Uberlebensrate wihrend der Lagerung bei der Temperatur -40 °C ermittelt.

Abbildung 69 zeigt den Verlauf der Uberlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei bei
-40 °C. In den folgenden Darstellungen ist jeweils die Keimzahl N nach einer bestimmten
Lagerdauer auf die Keimzahl Ny, die direkt nach der Gefriertrocknung ermittelt wurde, bezo-

gen.
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Abbildung 69: Keimzahl N/N, wihrend der Lagerung bei einer Lagertemperatur von -40 °C

Abbildung 69 zeigt, dass die Keimzahl N/Nj bei einer Temperatur von -40 °C wihrend eines

Lagerzeitraumes von 42 Tagen konstant bleibt, also kein Verlust eintritt

Abbildungen 70 — 74 zeigen den Verlauf der Keimzahlreduktion N/N, fiir die Lagertempera-
turen 4 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C und 37 °C fiir unterschiedliche Wasseraktivititen.
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Abbildung 70: Keimzahl N/NV, wihrend der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 4 °C und unter-
schiedlichen Wasseraktivititen a,,: (m)0,22; (=) 0,33; (A) 0,43 und (*) 0,75.
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Abbildung 71: Keimzahl N/N, wihrend der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 15 °C und unter-
schiedlichen Wasseraktivititen a,,: (m) 0,22; (A) 0,43 und (¢) 0,75
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Abbildung 72: Keimzahl N/N, wihrend der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 20 °C und unter-
schiedlichen Wasseraktivititen a,,: (V) 0,07; (A) 0,11; (m) 0,22; (=) 0,33; (A) 0,43.
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Abbildung 73: Keimzahl N/V, wihrend der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 30 °C und unter-
schiedlichen Wasseraktivititen a,: (V) 0,07; (A) 0,11; (m) 0,225 (=) 0,33; (A) 0,43.
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Abbildung 74: Keimzahl N/N, wihrend der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 37 °C und unter-
schiedlichen Wasseraktivititen a,: (V) 0,07; (A) 0,11; (m) 0,225 (=) 0,33; (A) 0,43.

Abbildungen 70 — 74 zeigen, dass die Uberlebensrate mit zunechmender Wasseraktivitit und
zunehmender Temperatur schneller abnimmt. Aulerdem ist deutlich, dass die Abnahme der

Keimzahl mit einer Reaktion 1. Ordnung in guter Nidherung beschrieben werden kann.

Im Folgenden wird die Bedeutung der Lagerbedingungen im Bezug zur Glasiibergangstempe-

ratur diskutiert.
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6.3.3 Diskussion der Bedeutung von Lagerbedingungen im Glaszustand und im Nicht-

Glaszustand

Es wurde gezeigt, dass die Keimzahl fiir eine Lagerung bei hoherer Temperatur und hoherer
Wasseraktivitdt schneller abnimmt. Der kombinierte Effekt von Wasseraktivitdt und Tempe-
ratur steht in Einklang mit Ergebnissen von anderen Autoren und anderen Stimmen

(Andersen et al., 1999; Castro et al., 1996; King et al., 1998).

Zum besseren Vergleich und zur Beschreibung der Temperaturabhédngigkeit der Inaktivierung
wurde entsprechend einer Reaktion 1. Ordnung die Geschwindigkeitskonstante k7, berech-

net.

Die berechnete Geschwindigkeitskonstante k7, ist fiir die unterschiedlichen Temperaturen in
Abhéngigkeit von der Wasseraktivitit der Salzlosung in Abbildung 78 dargestellt. Die Zah-
lenwerte sind im Anhang in Tabelle 15 dargestellt. AuBerdem zeigt Abbildung 78 die Grenz-
linie zwischen Glaszustand und Nicht-Glaszustand bei den entsprechenden Produkttemperatu-

ren bzw. die interpolierte Grenzwasseraktivitét (vgl. Tabelle 10).
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Abbildung 75: Geschwindigkeitskonstante kz,, fiir die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in
einer Laktosematrix in Abhingigkeit von der Wasseraktivitiit a,, fiir unterschiedliche Temperaturen per

se: (8) 4°C; (2) 15 °C; (A) 20 °C; (A) 30 °C; (m) 37 °C.
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Abbildung 75 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante k7, fiir alle Temperaturen in Ab-
hingigkeit von der Wasseraktivitit ansteigt. Fiir Wasseraktivitdten von 0,07 und 0,11 konnten
nur geringe Unterschiede zwischen den Geschwindigkeitskonstanten k7, fiir die unterschied-
lichen Temperaturen gefunden werden. Fiir diese Bedingungen wird das gefriergetrocknete
Kulturenpraparat bei allen Temperaturen im Glaszustand gelagert (vgl. Tabelle 10). Fiir Be-
dingungen im Glaszustand ist somit nur ein geringer Effekt der Temperatur ersichtlich. Im
Gegensatz dazu steigt die Geschwindigkeitskonstante bei einer Lagerung im Nicht-
Glaszustand (vgl. Tabelle 10) fiir die Temperaturen 30 °C (ay > 0,2) und 37 °C (ay > 0,17)
stark an. Fiir die Lagertemperaturen 4 °C, 15 °C und 20 °C ist die Geschwindigkeitskonstante
in geringerem Malle von der Wasseraktivitdt abhidngig. Die Feuchtigkeit, die in zunehmen-
dem Malle eine stirkere Inaktivierung bewirkt, besitzt also einen schidigenderen Effekt bei

héheren Temperaturen.

Zur Ermittlung, ob die FEinfliisse von Wasseraktivitdit und Temperatur in Einklang mit
k= ATp-T,) stehen, sind die berechneten Geschwindigkeitskonstanten in Abbildung 76 in Ab-
héngigkeit von (7p-T,) dargestellt. Zusdtzlich ist auch der mathematische Zusammenhang
nach Williams-Landel-Ferry (WLF, Gleichung (6)) fiir die universellen Konstanten (C;=17,4
und C,=51,6 K) dargestellt. Die gezeigten Kurven wurden entsprechend WLF an die ermittel-
ten Werte angepasst. Die berechneten Koeffizienten der WLF-Gleichung sind im weiteren

Verlauf in Tabelle 11 dargestellt und werden an spéterer Stelle diskutiert.
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Abbildung 76: Geschwindigkeitskonstante k fiir die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in einer
Laktosematrix mit unterschiedlichem a,, in Abhéngigkeit von (Tp - T,) fiir unterschiedliche Temperaturen

per se. Die an die Messwerte angepassten Kurven entsprechen der WLF mit den Konstanten aus Tabelle

11.

In Abbildung 76 bezieht sich eine Kurve jeweils auf eine konstante Produkttemperatur 7p per
se. Je nach Wasseraktivitit werden die Zellen dabei im Glas- ((7p-7,)<0) oder im Nicht-
Glaszustand ((7p-T)>0) gelagert. Die Verdnderung von Tp-T, erfolgt bei dieser Auftragung
durch die Verdnderung von 7,. In Ergéinzung dazu sollte auch der Zusammenhang von k74,
und 7p-T fiir eine konstante Glasiibergangstemperatur und unterschiedliche Produkttempera-
tur per se im Nicht-Glaszustand verdeutlicht werden. Deshalb ist in Abbildung 77 der Verlauf
fiir eine konstante Wasseraktivitdt von 0,43, fiir die die Préparate bei allen Temperaturen im

Nicht-Glaszustand gelagert wurden, dargestellt.
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Abbildung 77: Geschwindigkeitskonstante kz,, in Abhiingigkeit von Tp-T, fiir die Inaktivierung von Lb.
paracasei ssp. paracasei wihrend der Lagerung bei einer Wasseraktivitit von 0,43 und unterschiedlichen
Temperaturen 7p (Alle Temperaturen fiihren zur Lagerung im Nicht-Glaszustand). Die an die Messpunk-
te angepasste Kurve entspricht der WLF mit den Konstanten in Tabelle 11.

Abbildung 76 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante k7, fiir Bedingungen im Glaszu-
stand (7p-T; <0) fiir alle Lagertemperaturen 7» und Wasseraktivitdten sehr niedrige Werte
annimmt. Die Geschwindigkeitskonstante kr,, ist fiir Bedingungen im Glaszustand (7p-
T, <0) niedriger als fiir Bedingungen im Nicht-Glaszustand (7p-7, > 0). Im Glaszustand wird
die Reaktion also verlangsamt. Es ist auch deutlich, dass k7., flir Lagertemperaturen von
30 °C und 37 °C bei Uberschreitung der Glasiibergangstemperatur sehr stark mit zunehmen-
der Differenz zur Glasiibergangstemperatur 7, ansteigt. Dieser Anstieg ist fiir Lagertempera-
turen von 4 °C, 15 °C sowie 20 °C vergleichsweise gering ausgepragt. Die Geschwindigkeits-
konstante k7, besitzt fiir diese Temperaturen eine niedrigere Abhéngigkeit von der Differenz

zwischen der Produkttemperatur 7p und der Glasiibergangstemperatur 7.

Wenn die der Inaktivierung zugrunde liegende Reaktion ausschlieBlich diffusionslimitiert
wire, konnte die Temperaturabhéngigkeit von k7., entsprechend WLF (Gleichung 6) mit
kraw= f(Tp-T,) dargestellt werden (vgl. Kapitel 2.3). Dabei wiirden die Kurven theoretisch in
einer einzigen Masterkurve zusammenfallen. Abbildung 76 zeigt jedoch deutlich, dass dies

nicht der Fall ist. Die auf den Glaszustand zurlickgefiihrte Diffusionslimitierung ist somit
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nicht der einzige Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstante k7., Obwohl deutlich zu er-
kennen ist, dass die Geschwindigkeitskonstante k7, unterhalb der Glasiibergangstemperatur
T, fiir die Temperaturen 30 °C und 37 °C sehr viel niedriger ist als im Nicht-Glaszustand,
wird die Inaktivierungsreaktion in der hochviskosen Matrix nicht nur durch die abnehmende
Viskositdt beschleunigt, sondern auch noch durch andere Faktoren begiinstigt. Fiir die Inakti-
vierung im Nicht-Glaszustand miissen somit zusétzliche Effekte von Temperatur und Wasser-

aktivitit beriicksichtigt werden, was nachfolgend diskutiert wird.

Es ist bekannt, dass die Geschwindigkeitskonstante im Nicht-Glaszustand sehr stark mit zu-
nehmender Differenz zur Glasilibergangstemperatur ansteigt. Dieser Anstieg wird durch die
universellen Konstanten der WLF-Gleichung von C; = 17,4 und C; = 51,6 K ausgedriickt. Im
Gegensatz dazu ist aus Abbildung 76 ersichtlich, dass durch eine Anderung von Tp-T, nur
mifBige Anderungen in der Geschwindigkeitskonstante k7, fiir die Inaktivierung der Mikro-
organismen hervorgerufen werden, die viel niedriger sind, als man aus den entsprechenden
Viskosititsdnderungen vermuten wiirde. Fiir die einzelnen Temperaturen wurden zur Be-
schreibung der Abhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten kr,, von Tp-T, fiir die WLF-
Gleichung (6) die in Tabelle 11 aufgelisteten Konstanten ermittelt. Dabei wurde Crrp zum
besseren Vergleich zu den universellen Konstanten konstant bei 50,0 K gehalten und C;7p

wurde angepasst.
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Tabelle 11: Produkttemperatur 7p, Geschwindigkeitskonstante kr,,, bei Tp-T,=0 und Konstanten der
WLF-Gleichung C;7p und C,7p fiir die einzelnen Produkttemperaturen 7, fiir die Inaktivierung von Lb.

paracasei ssp. paracasei in einer Laktosematrix.

Tp (°C) bzw. a,, (-) k7gaw (d) (bei Tp- Core Core (K)
konstant 7,~0)
4 0,056 0,824 50,0
15 0,018 2,7 50,0
20 0,075 1,8 50,0
30 0,093 2,7 50,0
37 0,056 3,8 50,0
0,43 0,002 7,3 50,0

Tabelle 11 zeigt, dass die Konstanten C;7p wesentlich niedriger liegen als der Wert fiir die

universelle Konstante C; (17,6) der WLF-Gleichung.

Die WLF-Koeffizienten wurden auch von Sun (1997) fiir die Stabilitdt unterschiedlicher
pflanzlicher Samenarten wéhrend der Lagerung bei konstantem a, und unterschiedlichen
Temperaturen ermittelt. Sun (1997) erhielt dabei Werte fiir C;sgmen von 37,5 — 22,3 und fiir
Cosamen Werte von 179,2 — 269,8 K. Die von Sun (1997) ermittelten Konstanten waren eben-
falls nicht gleich der universellen Konstanten. Allerdings argumentierte der Autor, dass diese
Werte fiir unterschiedliche Systeme separat ermittelt werden miissen. Vergleicht man jedoch
die von Sun (1997) ermittelten Konstanten mit den hier erhaltenen und mit den universellen
WLF-Konstanten, so stellt man fest, dass die hier ermittelten trotzdem noch sehr viel niedri-
ger sind als die fiir bisher bekannte Systeme. Folglich wiirde man eine Temperaturabhéngig-
keit der Aktivierungsenergie £, im Nicht-Glaszustand und eine viel stirkere Anderung von
kraw auf der Grundlage der klassischen Theorie des Glaszustands erwarten. Die experimentel-
len Ergebnisse stimmen nicht mit der WLF Theorie iiberein, wenn nur die Temperaturabhén-
gigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k7, betrachtet wird. Allerdings muss berticksichtigt
werden, dass diese Theorie fiir die Viskositidt und die Relaxation von Polymersystemen ers-

tellt und erfolgreich angewandt wurde. Reine Polymere bestehen aus sich wiederholenden
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Einheiten von gut charakterisierten Molekiilen, und die Faktoren, die Stabilitdt und Reaktivi-
tdt beeinflussen sind viel weniger komplex fiir reine Polymere als fiir biologische Systeme

wie Mikroorganismen.

Fiir das hier untersuchte System wurde eine endliche und von Null verschiedene Geschwin-
digkeitskonstante k7, der Inaktivierung im Glaszustand gefunden. Auch wenn die Inaktivie-
rung der Mikroorganismen im Glaszustand langsamer verlduft als im Nicht-Glaszustand, wird
sie aufgrund der reduzierten molekularen Mobilitit nicht komplett unterbunden, wie es zu-
nédchst entsprechend der Theorie vermutet wurde. Inaktivierung tritt im Glaszustand auf und
die Geschwindigkeitskonstante k7., hidngt von der Wasseraktivitit ab. Mit anderen Worten
kann gesagt werden, dass die Glasiibergangstemperatur nicht der absolute Grenzwert fiir die
Stabilitdt der gefriergetrockneten Bakterien darstellt. Im Hinblick auf die geringe Zunahme
der Geschwindigkeitskonstanten kr,, fiir das hier untersuchte System liegt die Vermutung
nahe, dass die Inaktivierung mit einer konstanten Aktivierungsenergie £, iber den kompletten
Temperaturbereich nach Arrhenius beschrieben werden kann. Wie bereits in Kapitel 2.3 erldu-
tert, kann die Geschwindigkeitskonstante k7, von Reaktionen, in einem sogenannten stabilen
System (vgl. Kapitel 2.3) mit Hilfe der Arrheniusgleichung (Gleichung 5) als k= f{(1/7) be-
schrieben werden. Dieser Zusammenhang wurde auch fiir das hier vorliegende getrocknete

System untersucht.

Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten k7, der Zellinaktivierung bei Lagertemperatu-
ren von 4 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C sowie 37 °C sind in Abbildung 78 fiir die unterschiedlichen
Wasseraktivitdten als Funktion von reziproker Absoluttemperatur dargestellt. Des Weiteren
ist in dem integrierten Diagramm auch die Geschwindigkeitskonstante k7., bei einer Lage-

rung der getrockneten Zellen bei -40 °C als Referenz dargestellt.
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Abbildung 78: Geschwindigkeitskonstante kr,, fiir die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei
(PBS+Laktose 0,25 g/g7cntrockenmasse) il Abhéingigkeit von der reziproken Absoluttemperatur 1/7 fiir unter-
schiedliche Wasseraktivitiiten a,: (V) 0,07 (A) 0,11; (m) 0,22, (=) 0,33, (A) 0,43; (®) 0,75. AuBlerdem ist

die Inaktivierungsgeschwindigkeit bei einer Lagertemperatur von -40 °C dargestellt (o).

Abbildung 78 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante k7, eine logarithmische Abhéngig-
keit von der reziproken Temperatur aufweist und mit zunehmender Temperatur ansteigt. Au-
Berdem ist deutlich, dass die Steigung von k7 ,,(1/7T) mit zunechmender Wasseraktivitit steigt.
Die Steigung ist ein MaB fiir die Aktivierungsenergie E, der Inaktivierung. Die Aktivierungs-
energie £, sowie k (fiir (1/T) —0) wurden nach Arrhenius entsprechend Gleichung (5) fiir die
unterschiedlichen Wasseraktivititen berechnet (vgl. Abbildung 79 sowie Zahlenwerte Tabelle
17 im Anhang).
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Abbildung 79: Aktivierungsenergie E, fiir die Inaktivierungsreaktion von Lb. paracasei ssp. paracasei

wihrend der Lagerung in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitit a,,.

Es ist deutlich, dass die Aktivierungsenergie bei einer Wasseraktivitidt von 0,07 einen Wert
aufweist, der typisch fiir diffusionslimitierte Reaktionen ist, ndmlich 14 kJ/mol. Bei einer
Wasseraktivitdt von 0,11 betrdgt die Aktivierungsenergie 45 kJ/mol. Dieser Wert befindet
sich an der Grenze zwischen diffusionslimitierten Reaktionen und chemischen Reaktionen
(vgl. Tabelle 18 im Anhang). Fiir die Wasseraktivitidten 0,11 und 0,07 befindet sich das Sys-
tem bei den untersuchten Temperaturen im Glaszustand, in dem theoretisch eine Diffusions-

limitierung der Reaktion vorliegt.

Fiir Wasseraktivititen von 0,22 und 0,33 ergeben sich Aktivierungsenergien von 70—
75 kJ/mol. Fiir Wasseraktivitidten von 0,43 und 0,75 steigt die Aktivierungsenergie nur noch
geringfiigig an und erreicht Werte von 85 — 90 kJ/mol. Aufgrund der strukturellen Relaxatio-
nen im iberséttigten Nicht-Glaszustand wiirde man nahe der Glasiibergangstemperatur fiir
diffusionslimitierte Reaktionen jedoch hohere Werte von 200 — 400 kJ/mol, vermuten. Aller-
dings gelten diese Werte nur fiir fragile Systeme. Fiir eine stabile Matrix steigt die Aktivie-

rungsenergie schwicher an (Angell et al., 1994).

Bei ndherer tiefgehender Betrachtung der Messwerte zeigt sich, dass fiir das hier verwendete
getrocknete System die Aktivierungsenergie im Nicht-Glaszustand nicht temperaturabhingig
ist. Bei einer Wasseraktivitdt von 0,22 befindet sich das System bei den Lagertemperaturen

von 30 °C und 37 °C im Nicht-Glaszustand, bei den Temperaturen darunter im Glaszustand.
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Man wiirde also vermuten, dass an dieser Stelle eine Anderung der Aktivierungsenergie der
Reaktion zu verzeichnen ist. Bei einer Wasseraktivitdt von 0,22 sollte der Anstieg zwischen
30 °C und 20 °C erfolgen und bei 0,33 zwischen 20 °C und 15 °C. Stattdessen bleibt die Stei-

gung bzw. die Aktivierungsenergie E, liber den gesamten Temperaturbereich konstant.

Daher stellt sich die Frage, welche Reaktionen im Nicht-Glaszustand ablaufen und welche
Reaktionen im Glaszustand bzw. bei niedrigen Wasseraktivititen limitiert werden. Die hier
ermittelten Aktivierungsenergien bei Wasseraktivititswerten ab 0,22 bis 0,75 von
74-90 kJ/mol sind vergleichbar mit den Werten fiir die Lipidoxidation (50 — 150 kJ/mol)
Kessler (1996). Die Lagerung wurde unter Sauerstoffatmosphére durchgefiihrt, weshalb fiir
die bei den Wasseraktivitdten von 0,22 bis 0,75 auftretende Inaktivierungsreaktion ,,Oxidation

von Membranlipiden* verantwortlich gemacht werden konnen.

Fiir die Bedingungen im Glaszustand ist eine verringerte Temperaturabhiangigkeit der Ge-
schwindigkeitskonstante zu verzeichnen, es wurden Aktivierungsenergien von 14 und
45 kJ/mol ermittelt. Dies kann auf eine Diffusionslimitierung der Reaktanden aufgrund der
hohen Viskositét zuriickgefiihrt werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass
die Reaktion unterhalb der Glasiibergangstemperatur nicht durch die hohe Viskositit limitiert
ist, sondern aufgrund der chemisch limitierten Verfiigbarkeit von Wasser. Im Rahmen weite-
rer Untersuchungen sollte eine erhohte Wasserverfligbarkeit bei gleichzeitiger Limitierung
durch die hohe Viskositdt im Glaszustand untersucht werden. Dazu miisste ein Polymer mit
einer hoheren Glasiibergangstemperatur verwendet werden, bei dem sich das Produkt auch bei

starkerer Hydrierung noch im diffusionslimitierenden Glaszustand befindet.

Bei der Inaktivierung von Mikroorganismen muss beriicksichtigt werden, dass diese hetero-
genen Systemen aus multiplen Phasen bestehen und somit die Koexistenz von vielen unter-
schiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften moglich ist. Somit konnen unter-
schiedliche Inaktivierungsmechanismen mit unterschiedlichen Geschwindigkeitskonstanten
zu einer Inaktivierung der Zellen fithren. Es muss beriicksichtigt werden, dass in dem ge-
trockneten Préparat moglicherweise Bereiche vorliegen, die sich nicht im Glaszustand befin-
den, aber auch Bereiche, die durch einen Zucker im Glaszustand kinetisch stabilisiert werden.
Aufgrund der Komplexitét der Inaktivierungsreaktionen ist keine sprungartige bzw. ,,scharfe*
Anderung von kr ., bzw. eine starke Temperaturabhingigkeit von E, zu erkennen. Stattdessen
sind mehrere verschiedene Mechanismen fiir die Zellinaktivierung verantwortlich. Ein Me-
chanismus dominiert bei niedrigen Wasseraktivitidten. Dieser Mechanismus ist scheinbar we-

niger temperaturabhéngig, und ein anderer dominiert bei hoheren Wasseraktivitéten.
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6.3.4 Lagerung der Zellen in einer Trehalosematrix

Zusitzlich zur Untersuchung der Lagerstabilitdt in einer Laktosematrix wurde die Lagerstabi-
litdt in einer Trehalosematrix untersucht. Der Trehalose wird ein ausgezeichneter Schutzeffekt
zugeschrieben. Allerdings besitzt der Zucker die gleichen Glasbildungseigenschaften wie
Laktose. Es sollte ermittelt werden, ob Trehalose trotzdem eine chemisch begriindete hohere
Lagerstabilitdt bewirkt. Fiir die Untersuchungen der Lagerstabilitét in einer Trehalosematrix
wurden ausgewdhlte Lagerbedingungen untersucht und dabei mit der Laktosematrix vergli-

chen.

Abbildungen 80 - 82 zeigen die ermittelten kr.,~-Werte fiir die Lagerung von Lb. paracasei
ssp. paracasei mit Trehalose im direkten Vergleich mit den bereits dargestellten Messwerten

fir Laktose.
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Abbildung 80: Geschwindigkeitskonstante ky,, fiir die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in
einer Laktosematrix (0,25 g/€z.ntrockenmasse) (©) und in einer Trehalosematrix (0,25 g/gzeiitrockenmasse) (®) fiir

eine Lagertemperatur 7p von 4 °C.
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Abbildung 81: Geschwindigkeitskonstante ky,, fiir die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in
einer Laktosematrix (0,25 g/gz.ntrockenmasse) (©) und in einer Trehalosematrix (0,25 g/gzeiitrockenmasse) (®) fiir

eine Lagertemperatur 7p von 15 °C.
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Abbildung 82: Geschwindigkeitskonstante kz,, fiir die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in
einer Laktosematrix (0,25 g/€zeitrockenmasse) (©) und in einer Trehalosematrix (0,25 g/g7cntrockenmasse) (®) fiir

eine Lagertemperatur 7p von 30 °C.
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Aus Abbildung 80 - Abbildung 82 wird deutlich, dass die A~~-Werte fiir die Inaktivierung in
einer Trehalosematrix vergleichbar sind mit den k7 ,,~Werten in einer Laktosematrix. Treha-
lose erhoht die Stabilitdt wahrend der Lagerung wie auch wéhrend der Gefriertrocknung (vgl
Kapitel 6.2.7) also nicht. Die erhohte Stabilisierungswirkung der Trehalose wird auf ihre Fa-
higkeit zurtickgefiihrt,

Diskussion

Werden die Mikroorganismen in einer Trehalosematrix gelagert, so ergibt sich die gleiche
Inaktivierungsgeschwindigkeit wie in einer Laktosematrix. Bei einer Lagerung im Glaszu-
stand ist die Inaktivierung in einer Trehalosematrix ebenso verzogert im Vergleich zum
Nicht-Glaszustand. Fiir den hier untersuchten Stamm kann festgestellt werden, dass Zucker
mit gleichen Glasbildungseigenschaften eine vergleichbare Lagerstabilitit der Mikroorganis-
men bewirken. Aus dem Vergleich der Ergebnisse der Inaktivierungsgeschwindigkeit in einer
Laktosematrix mit der in einer Trehalosematrix kann gefolgert werden, dass es ein universel-
ler Stabilisierungsmechanismus, wie beispielsweise der Glaszusand, ist, der von den Zuckern

ausgetibt wird und nicht auf die chemischen Eigenschaften der Zucker zuriickzufiihren ist.
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7 SCHLUSSFOLGERUNG

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Inaktivierung von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei
wihrend des Gefrierens, der Lyophilisation und wéhrend der Lagerung untersucht. Dabei soll-
te ermittelt werden, welche Rolle die verfahrenstechnischen Bedingungen und der Zusatz von
Schutzstoffen spielen, um den Verlust lebensfdhiger Zellen wahrend dieser Prozesse so gering
wie moglich zu halten. Ferner sollten der Prozessabschnitt und die Prozessbedingungen ermit-
telt werden, fiir die die Uberlebensrate am stirksten abnimmt und unter welchen Bedingungen
der Zusatz von Schutzstoffen notwendig ist. Als Schutzstoffe wurden im Rahmen dieser Ar-
beit Disaccharide (Laktose und Trehalose) sowie ein laktoseenthaltendes Magermilchpulver
verwendet. Dabei sollte zum Einen die Schutzwirkung generell im Vergleich zur Trocknung
ohne Schutzstoffe ermittelt werden. Des Weiteren sollte mit Hilfe der Laktose beispielhaft der
Glaszustand als Schutzmechanismus, der fiir isolierte Systeme, wie Proteine und Liposomen
teilweise erforscht ist, wihrend der Trocknung und Lagerung auf seine Bedeutung fiir die
Stabilitit von getrockneten Mikroorganismen iiberpriift werden. Die Schlussfolgerungen der

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt.

Bedeutung der Verfahrenstechnik wihrend des Gefrierens und der Gefriertrocknung mit und
ohne Schutzstoffe

Generell wird die Vermehrungsfihigkeit von Lb. paracasei ssp. paracasei durch das Gefrie-
ren an sich verhéltnisméBig wenig beeintrachtigt, wenn die Zellen unmittelbar nach dem Ge-
frieren wieder aufgetaut werden. Der Gefrierprozess ist also nicht der schédlichste Prozessab-
schnitt bei der Gefriertrocknung. Dennoch wirkt sich die niedrige Temperatur im Verlauf der
Gefriertrocknung negativ auf die Stabilitdt der Zellen aus. Vor allem wenn die Zellen ohne
Schutzstoffe gefroren und getrocknet werden, erfolgt eine schnellere und stirkere Inaktivie-

rung bei niedrigeren Temperaturen.

Wihrend des Gefrierens hat sich herausgestellt, dass die Kiihlrate, unabhingig davon, ob die-
se sehr niedrig oder sehr hoch gewihlt wird, keinen Einfluss auf die Uberlebensrate nach dem
Gefrieren besitzt. Dies konnte sowohl fiir Zellsuspensionen mit als auch ohne Schutzstoffe
ermittelt werden. Dabei kann das von Mazur (1984) erstellte und von Gehrke (1991) erweiter-
te Modell, das den Einfluss der Kiihlrate in den Unterschieden im intrazelluliren Wasserge-
halt begriindet, mit dem hier verwendeten System zusitzlich bestitigt werden. Gram positive
Mikroorganismen sind unempfindlicher gegeniiber Unterschieden in der Kiihlrate, weil das
intrazelluldr vorliegende Wasser am Austritt aus der Zelle aufgrund des mehrschichtigen Mu-

reinnetzwerkes gehindert wird. Somit weisen die Zellen bei unterschiedlichen Kiihlraten nur
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geringe Unterschiede im intrazelluliren Wassergehalt und folglich auch bei der Uberlebensra-

te auf.

Wihrend die Kiihlrate keinen Einfluss auf die Uberlebensrate besitzt, erweist sich der ver-
wendete Mikroorganismus als verhéltnismdBig empfindlich im Hinblick auf eine Verringe-
rung der Temperatur, wenn keine Schutzstoffe vorhanden sind. Die Inaktivierung wihrend
des Verweilens in einer gefrierkonzentrierten Matrix bei niedriger Temperatur kann in einer
Zellsuspension mit Phosphatpuffer und ohne Schutzstoffe durch einen pH Shift, eine erhdhte
Salzkonzentration und/oder durch abgeschwichte AbstoBungskriafte hydrophober Gruppen
von Proteinen aufgrund abgeschwichter Wasserstoftbriickenbindung verursacht werden.
Durch diese Vorgéinge werden die Zellen im Hinblick auf die Lyophilisation vorgeschadigt.
Aufgrund dessen wirkt sich die Dehydrierung noch negativer aus als ohne diese Vorschidi-
gung, weshalb bei einer Trocknung bei nierigerer Temperatur die Uberlebensrate auf einem

niedrigeren Niveau verlduft und auch am Ende niedrigere Werte annimmt.

Durch den Zusatz von Schutzstoffen kann die Uberlebensrate nach dem Gefrieren fiir alle
Bedingungen gesteigert werden. Ferner kann auch die Vorschddigung durch die niedrigen
Temperaturen, was zu einer verringerten Dehydrierungstoleranz der Zellen ohne Schutzstoffe
fiihrt, herabgesetzt werden. Dadurch wird am Ende der Trocknung mit sehr niedrigen Pro-
dukttemperaturen bei Anwesenheit von Schutzstoffen eine hohere Uberlebensrate erreicht, als
ohne Schutzstoffe. In der Arbeit hat sich gezeigt, dass Laktose und Magermilch als Cryopro-
tektoren fungieren. Der Schutzeffekt ist sowohl in einer Absenkung der Gefriertemperatur
begriindet als auch in der Eigenschaft von Disacchariden, in einer wiéssrigen Losung mit
Biomolekiilen eine bevorzugte Anlagerung von Wassermolekiilen an der Grenzfliche zwi-
schen Biomolekiil und umgebender Schutzstofflosung (preferential hydration) zu bewirken.
Dadurch werden die Zellkomponenten stabilisiert. Die Schutzstoffe sind wiahrend der Gefrier-
trocknung also dafiir notwendig, um die Vorschddigung der Zellen aufgrund des Verweilens
in einer gefrierkonzentrierten Matrix bei niedrigen Temperaturen zu verhindern, damit die

Zellen auf diese Weise trocknungsresistenter werden.

Neben der Tatsache, dass durch den Zusatz von Schutzstoffen die Uberlebensrate nach dem
Gefrieren und auch nach der Trocknung bei niedrigen Temperaturen erhéht wird, fiihrt deren
Zusatz auch dazu, dass der Einfluss unterschiedlicher Prozessbedingungen fiir beide Prozesse
reduziert wird. Der Zusatz von Schutzstoffen ist folglich bei ungiinstigen Prozessbedingungen

erforderlich.

Ferner hat sich gezeigt, dass es durch eine Trocknung bei hohen Produkttemperaturen sogar

ohne Schutzstoffe moglich ist, gleiche Uberlebensraten zu erreichen wie bei einer Trocknung
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mit Schutzstoffen. Die optimale Prozessfiihrung bei der Gefriertrocknung ohne Schutzstoft ist
folglich eine ,,schnelle Trocknung mit hohen Sublimationsraten und hohen Produkttempera-
turen. Hohe Trocknungsraten werden durch grofe Differenzen zwischen Stellflachen- und
Produkttemperatur sowie hoheren Kammerdriicken erreicht. Durch schnellen Wasserentzug
wird die Uberlebensrate weniger beeintrichtigt, da die schidigenden Produkteinfliisse kiirzer
einwirken. Zudem ist eine Zeit- und Kostenersparnis bei Trocknungen mit hohen Temperatu-
ren und hohen Sublimationsraten moglich. ,,Schnelle* Trocknungen sind deshalb als wirt-

schaftlicher einzuschétzen.

Im Hinblick auf den Verlauf der Uberlebensrate der Zellen in Abhingigkeit vom Restwasser-
gehalt konnte ermittelt werden, dass diese in unterschiedlichen Abschnitten der Trocknung
unterschiedlich stark abnimmt. Es existiert fiir alle Prozessbedingungen und alle Formulie-
rungen ein kritischer Restwassergehalt, ab dem die Uberlebensrate mit zunehmendem Was-
serentzug stark abnimmt. Dieser kritische Restwassergehalt liegt im Bereich von 15 - 20 %.
Die starke Inaktivierung wird auch durch den Zusatz von Schutzstoffen (Laktose, Trehalose,
Magemilch) nicht mehr verhindert. Ab diesem Restwassergehalt findet vermutlich die Entfer-
nung des Strukturwassers der Biomolekiile statt. Die verwendeten Schutzstoffe konnen bei
der Gefriertrocknung dieses Wasser nicht ersetzten und als Folge tritt eine irreversible, starke
Schidigung der Zellkomponenten auf. Aus diesem Grund sollte im Hinblick auf die Uberle-
bensrate unabhingig von Prozessparametern oder Schutzstoffzugabe nur soweit getrocknet
werden, wie es fiir den Stabilitdtserhalt des Produkts wihrend der Lagerung unbedingt nétig

ist.

Bedeutung des Glaszustands wdhrend der Gefriertrocknung und Lagerung fiir die Stabilitdit

der Mikroorganismen

Bei getrockneten Zellen ohne Schutzstoff ist kein Glasiibergang messbar. Die Komponenten
der Mikroorganismen selbst gehen also wahrend der Dehydrierung nicht in den Glaszustand

uber.

Fiir Mikroorganismen in einer Laktosematrix konnte ein Phasen-Zustandsdiagramm erstellt
werden und anhand dieses Diagramms Prozessbedingungen ausgewihlt werden, die zur
Trocknung im Glaszustand und im Nicht-Glaszustand fiihrten. Das erstellte Zustandsdiag-
ramm kann mit Hilfe der Gordon-Taylor Gleichung mathematisch beschrieben werden und
unterscheidet sich nicht vom Zustandsdiagramm von Laktose in wéssriger Losung. Die Mik-
roorganismen beeinflussen den Zusammenhang zwischen der Glasiibergangstemperatur und

dem Restwassergehalt folglich nicht.
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Die Hypothese, dass die Uberlebensrate wihrend der Trocknung bei Prozessbedingungen, die
zum Glaszustand der extrazelluldren Matrix fiihren, am Ende der Trocknung hoher ist, konnte
nicht bestitigt werden. Es hat sich gezeigt, dass die Uberlebensrate fiir alle Prozessbedingun-
gen die gleiche Abhdngigkeit vom Restwassergehalt besitzt. Der Glaszustand ist also nicht
der Schutzmechanismus, der von der Laktose widhrend der Trocknung ausgeiibt wird. Das
bedeutet, dass die Trocknung auch bei hoheren Temperaturen durchgefiihrt werden kann, und
die Glasiibergangstempertur nicht den absoluten Grenzwert darstellt. Hier ergibt sich ein gro-
Bes Potential fiir alternative Trocknungsverfahren zur Gefriertrocknung, bei denen das Pripa-
rat nicht erst einem energie-, zeit- und kostenintensiven Gefrierprozess unterzogen werden
muss, damit die Trocknung mit einer moglichst geringen Temperaturdifferenz zwischen

Glastibergangstemperatur und Produkttemperatur durchgefiihrt wird.

Zwischen Glasiibergangstemperatur und der Wasseraktivitét flir gefriergetrocknete Priparate
aus Lb. paracasei ssp. paracasei konnte ein linearer Zusammenhang ermittelt werden. Der

ermittelte Zusammenhang war von der Lagertemperatur unabhéngig.

Die Abnahme der Uberlebensrate withrend der Lagerung kann in guter Niherung mit einer
Reaktion 1. Ordnung sowohl im Glaszustand als auch im Nicht-Glaszustand beschrieben wer-
den. Die Abnahme der Uberlebensrate erfolgt schneller bei hdheren Temperaturen und hdhe-
ren Restwassergehalten. Bei Lagerbedingungen im Glaszustand ist die Geschwindigkeits-
konstante kr, fiir alle untersuchten Lagerbedingungen am niedrigsten. Somit wird die Schi-
digungsreaktion im Glaszustand limitiert. Im Gegensatz zur Vorhersage auf Basis der klassi-
schen Glastheorie ist k7., im Nicht-Glaszustand jedoch nicht nur von der Temperaturdiffe-
renz Tp-Tg, wie durch die WLF Gleichung postuliert wird, abhingig. Stattdessen ist eine deut-
liche Abhéngigkeit von kr,, von der Temperatur per se als auch von der Wasseraktivitit zu
finden. Es ist keine sprungartige Zunahme von £;,, bei Uberschreitung der Glasiibergangs-
temperatur im Nicht-Glaszustand und keine Temperaturabhidnégigkeit der Aktivierungsener-
gie deutlich. Diese Tatsache ist entweder darin begriindet, dass die Mikroorganismen in einer
stabilen Matrix vorliegen, die auch im Nicht-Glaszustand eine Temperaturabhédngigkeit der
Viskositit entsprechend Arrhenius aufweist. Oder das Ausbleiben einer sprungartigen Ande-
rung bei 7, ist in der Komplexitit der Inaktivierungsreaktionen von Mikroorganismen be-
griindet, die in dem untersuchten Temperaturbereich sehr wahrscheinlich unterschiedliche
Geschwindigkeitskonstanten und unterschiedliche Sensitivititen fiir die Anderung der visko-

sitditsbedingten Diffusionslimitierung aufweisen.
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Die Temperaturabhingigkeit der Geschwindigkeitskonstante k7., kann im Nicht-Glaszustand
sowohl mit dem Ansatz von Williams-Landel-Ferry als auch mit dem Arrhenius-Ansatz be-
schrieben werden. Allerdings liefert die WLF-Gleichung verhéltnisméBig niedrige Konstan-
ten. Theoretisch miisste die Geschwindigkeitskonstante k7, mit zunehmender Temperatur

viel stirker ansteigen, wenn die klassische Glastheorie zugrunde gelegt wird.

Generell kann ausgesagt werden, dass eine Lagerung im Glaszustand angestrebt werden soll,
da hier die niedrigsten Inaktivierungsgeschwindigkeiten vorliegen. Bei einer Lagerung im
Nicht-Glaszustand muss eine niedrige Lagertemperatur angestrebt werden, da in diesem Be-

reich eine starkere Temperaturabhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten vorliegt.

Bezieht man diese Ergebnisse auf die Ergebnisse der Trocknung, so wird auch verstindlich,
warum bei der Gefriertrocknung bei niedrigen Temperaturen und relativ kurzen Verweilzeiten
kein schidlicher Einfluss des Nicht-Glaszustands ermittelt werden konnte. Die Koeffizienten
der WLF Gleichung sind relativ niedrig und beschreiben eine geringe Temperaturabhéngig-
keit von k7., im Nicht-Glaszustand. Folglich ist es nicht moglich, innerhalb der kurzen
Trocknungszeit einen Einfluss von Glas- und Nicht-Glaszustand wéhrend der Trocknung zu
detektieren. AuBerdem wird die Haupttrocknung bei niedrigen Temperturen durchgefiihrt und
aufgrund des Temperatureinflusses per se im Nicht-Glaszustand, der bei niedrigen Tempera-
turen auch zu einer niedrigen Geschwindigkeitskonstanten k7, fiihrt, konnte kein Effekt des

Glas-bzw. Nicht-Glaszustands detektiert werden.
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8 ZUSAMMENFASSUNG

Zur Minimierung destabilisierender Einfliisse auf Mikroorganismen wéhrend der Trocknung
und Lagerung werden vor der Trocknung Schutzstoffe wie z.B. Disaccharide zum Trock-
nungsmedium gegeben. Bisherige Ergebnisse zeigen zwar eine hohere Aktivitit der Zellen
nach der Trocknung und Lagerung bei Anwesenheit von Schutzstoffen. Es ist jedoch nicht
moglich, die experimentell ermittelten Ergebnisse zu generalisieren. Es fehlt das Verstandnis
tiber die grundlegenden Schutzmechanismen fiir diese komplexen Systeme und iiber das Zu-
sammenspiel zwischen verfahrenstechnischen Parametern, dem Potential von Schutzstoffen
und der Inaktivierung der Mikroorganismen. Ferner liegen keine Informationen vor, in wel-
chem Abschnitt der Gefriertrocknung und Lagerung der grofite Vitalititsverlust der Zellen
stattfindet. Die Kenntnis iiber diese Zusammenhénge ist fiir eine zielgerichtete Verfahrensfiih-

rung der Trocknung und Lagerung allerdings erforderlich.

Ein theoretisch vorgeschlagener, jedoch fiir Mikroorganismen bisher nicht erforschter
Schutzmechanismus von Zuckern ist die Ausbildung einer Glasmatrix. Dabei liegt die Hypo-
these zugrunde, dass in einem amorphen, libersittigten System diffusionslimitierte destabili-
sierende Reaktionen mit den strukturellen Relaxationsprozessen der Matrix gekoppelt sind.
Demnach werden sie in einer Glasmatrix aufgrund der extrem hohen Viskositét sehr stark
verzogert, dagegen im Nicht-Glaszustand mit zunehmender Temperatur sehr stark beschleu-
nigt. Die Temperaturabhiingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten im Nicht-Glaszustand
wird dabei nicht nach Arrhenius, sondern nach einem von Williams et al. (1958) empirisch
ermittelten mathematischen Modell (WLF) beschrieben. Ob diese Hypothese des Glaszu-
stands als Stablisierungskriterium auch fiir die Inaktivierung von Mikroorganismen gilt, ist
bisher nicht bekannt. Jedoch wiirde unter dieser Annahme den verfahrenstechnischen Parame-
tern wiahrend der Trocknung und Lagerung eine entscheidende Rolle zukommen. Denn diese
miissen demnach so gewédhlt werden, dass die Matrix schnell in den Glaszustand tiberfiihrt

wird und wihrend der Trocknung und Lagerung in diesem verweilt.

Die wesentlichen Ziele dieser Arbeit waren die Ermittlung der schidigenden Einfliisse der
Prozessfiihrung wéahrend der Gefriertrocknung auf die Vitalitdt der Mikroorganismen in Mat-
rizes mit und ohne Schutzstoff. Ferner sollte untersucht werden, ob die Schutzwirkung eines
zugesetzten Schutzstoffes auf seiner Glasbildung beruht und die Zellen somit bei Trock-
nungsbedingungen im Glaszustand besser geschiitzt werden. Des Weiteren sollte die Bedeu-
tung des Glaszustands fiir die Stabilitdt der Mikroorganismen wéhrend der Lagerung ermittelt

werden. Dabei war das Ziel, die Inaktivierung der Zellen im Glaszustand und im Nicht-
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Glaszustand mit bekannten Modellen fiir die Temperaturabhéngigkeit struktureller Relaxa-

tionprozesse des Priparates vorhersagen zu konnen (WLF oder Arrhenius).

Zu diesem Zweck wurde der Zusammenhang zwischen Glasiibergangstemperatur, Zusam-
mensetzung, Restwassergehalt und Wasseraktivitit (Zustandsdiagramme) von Zell-
Schutzstoff-Praparationen erstellt. Die erstellten Zustandsdiagramme dienten als Grundlage
fiir die Auswahl geeigneter Prozessparameter sowie zur Kenntnis des physikalischen Zustands
bei den ausgewéhlten Bedingungen fiir Trocknung und Lagerung. Es hat sich gezeigt, dass die
Abhéngigkeit der  Glasiibergangstemperatur vom  Restwassergehalt  fiir  Zell-
Schutzstoffpréparationen gleich der fiir wéssrige Schutzstoffpraparationen ist. Die Glasiiber-
gangstemperatur der Mikroorganismenpréparate wird folglich durch die Glasiibergangstempe-
ratur des zugesetzten Schutzstoffes bestimmt. Ferner hat sich bei der thermischen Analyse
von getrockneten Zellen ohne Schutzstoff gezeigt, dass bei dieser Zusammensetzung kein
Glasiibergang stattfindet. Die Zellkomponenten selbst gehen also nicht in den Glaszustand

uber.

Beim Gefrieren, als erstem Schritt der Lyophilisation, hat sich gezeigt, dass die Uberlebensra-
te mit und ohne Schutzstoffe im Allgemeinen nur geringfiligig abnimmt, wenn die Zellen di-
rekt im Anschluss wieder aufgetaut werden. Der Gefrierprozess ist also nicht der schéddlichste
Prozessabschnitt bei der Gefriertrocknung. Dennoch erwies sich die niedrige Temperatur und
das Verweilen in einer gefierkonzentrierten Matrix im Verlauf des Trocknungsprozesses als
negativ im Hinblick auf die Stabilitdt der Zellen, vor allem wenn die Zellen ohne Schutzstoffe
gefroren und getrocknet wurden. So nahm die Uberlebensrate mit abnehmender Endtempera-
tur sowohl nach dem Gefrieren, wihrend des Verweilens im gefrorenen Zustand und wéhrend
der Gefriertrocknung ab, wenn keine Schutzstoffe im umgebenden Medium vorhanden waren.
Dagegen konnte ein groBerer Anteil an Zellen seine Vermehrungsfahigkeit erhalten, wenn die
Prozesse bei hoheren Temperaturen durchgefiihrt wurden. Bei der Anwesenheit eines Schutz-
stoffes im Gefrier- und Trocknungsmedium konnte die Abnahme der Uberlebensrate ebenfalls
verlangsamt und auch der Einfluss der Temperatur reduziert werden. Zudem zeigte sich, dass
bei hohen Trocknungstemperaturen (-20 °C) und hohen Trocknungsgeschwindigkeiten die
Uberlebensrate ohne Schutzstoff sogar gleich hohe Werte annimmt, wie bei einer Trocknung
mit Schutzstoff. Durch giinstige Prozessbedingungen bei der Gefriertrocknung kann die Uber-
lebensrate ohne Schutzstoffe also soweit gesteigert werden, dass Schutzstoffe fiir die Stabilitét

wihrend der Trocknung unnétig wiren.
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Der Zusatz von Schutztoffen ist folglich dann wichtig, wenn die Zellen bei niedrigen Tempe-
raturen mit niedrigen Trocknungsraten getrocknet werden. Dabei werden die Zellen in einem
gefierkonzentrierten Medium bei niedrigeren Temperaturen wéhrend der Trocknung vorge-
schidigt, was in einer verringerten Dehydrierungstoleranz resultiert. Durch den Zusatz von
Schutzstoffen werden diese Vorschidigungen vermindert und die Zellen somit trocknungsre-

sistenter.

Im Hinblick auf den Verlauf der Uberlebensrate in Abhiingigkeit vom Restwassergehalt konn-
te ermittelt werden, dass ein kritischer Restwassergehalt von 15 — 20 % fiir alle Formulierun-
gen existiert, ab dem die Uberlebensrate sowohl mit als auch ohne Schutzstoff mit zunehmen-
dem Wasserentzug stark abnahm. Durch den Zusatz von Schutzstoffen kann also nur die Vor-
schddigung aufgrund des Verweilens in einer gefrierkonzentrierten Matrix bei niedrigen
Temperaturen herabgesetzt werden. Der Dehydrierungsschaden an sich kann bei der Gefrier-
trocknung durch den Zusatz von Schutzstoffen und auch durch entsprechende Wahl von Pro-
zessbedingungen nicht verhindert werden. Aus diesem Grund ist der Zusatz von Schutzstoffen
fiir die Stabilisierung wihrend der Trocknung nur bei ungiinstigen Prozessbedingungen not-

wendig, um die Dehydrierungstoleranz der Zellen zu erhohen.

Der Glaszustand des Schutzstoffes besitzt bei der Gefriertrocknung fiir die Uberlebensrate
keine Bedeutung. Der Verlauf der Uberlebensrate zeigte sich fiir alle Prozessbedingungen in
gleicher Weise, unabhingig davon, ob die Trocknung im Glaszustand oder im Nicht-

Glaszustand verlief.

Wihrend der Lagerung hat sich herausgestellt, dass die Stabilitit der Mikroorganismen mit
abnehmender Temperatur und abnehmender Wasseraktivitdt gesteigert wird. Fiir die Lager-
stabilitét ist der Glaszustand von Bedeutung. Es hat sich gezeigt, dass die Lagerstabilitét bei
allen Bedingungen, die zu einer Lagerung im Glaszustand fiihrten, am hdchsten war. Bei einer
Lagerung im Nicht-Glaszustand nahm die Uberlebensrate schneller ab. Bei der Analyse der
Temperaturabhédngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten konnte jedoch festgestellt werden,
dass diese nicht auf Basis der klassischen Glastheorie beschrieben werden kann. Die Ge-
schwindigkeitskonstante konnte sowohl im Glaszustand als auch im Nicht-Glaszustand nach
Arrhenius und auch nach WLF beschrieben werden. Allerdings wurden fiir die WLF-
Gleichung sehr niedrige Konstanten ermittelt, die wiederum zeigen, dass die Aktivierungs-
energie im Nicht-Glaszustand nicht temperaturabhéngig ist. Die Zunahme der Geschwindig-
keitskonstanten k7, der Inaktivierungsreaktion mit zunehmender Temperatur im Nicht-

Glaszustand ist also nicht mit strukturellen Relaxationsprozessen gekoppelt. Ferner war die
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Geschwindigkeitskonstante k7., im Nicht-Glaszustand nicht nur von der Temperaturdifferenz
zwischen Produkttemperatur und Glasiibergangstemperatur abhéngig sondern auch von der
Temperatur per se. Die komplexen chemischen und physikalischen Vorgénge bei der Schédi-
gung von Mikroorganismen wihrend der Lagerung im Nicht-Glaszustand kdnnen also nicht
mit der Temperaturabhéngigkeit struktureller Relaxationsprozesse gekoppelt werden, sondern
es muss ein komplexes Zusammenspiel zwischen verschiedenen Reaktionen mit unterschied-
lichen Geschwindigkeitskonstanten beriicksichtigt sowie deren Sensitivitit im Hinblick auf
die Temperatur und auf die Anderung der viskosititsbedingten Diffusionslimitierung der

Reaktanden mit einbezogen werden.
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9 SUMMARY

Protective solutes, such as disaccharides, are added to cell suspensions in order to minimise
inactivation of microorganisms during drying and storage. Indeed, results from literature
show that stability of microorganisms can be improved by adding protective solutes. How-
ever, general conclusions about the deteriorative and protective mechansims of such sub-
stances can not be drawn. Furthermore, there is a lack of knowledge in terms of interaction
between process conditions, protective potential of protective solutes and the inactivation of
microorganisms. There is no information about the drying stage in which cell vitality is lost
maximally. However, the knowledge about these interactions is important for a precise drying

process and storage in order to keep cells viable during the processing steps.

A theoretic protective mechanism is the embedding of biomolecules in a vitrified (glassy)
sugar matrix. This protective mechanism is verified for isolated biomolecules, such as pro-
teins or liposomes. The hypothesis of this theory is the coupling of reaction rates of diffusion
limited reactions with the molecular mobility of the system. In a supersaturated glassy matrix
molecular mobility and reaction rates are strongly reduced, whereas they are increased in the
supersaturated non glassy state. For the supersaturated non glassy state the temperature de-
pendence of the reaction rate can be theoretically calculated by using the empirical equation
of Williams et al. (1955) (WLF). However, it is not known whether the glass theory is valid
for the stability of microorganisms and whether it is possible to predict their stability in the
non glassy state with WLF. Provided that this theory is valid, the choice of appropriate proc-
ess conditions becomes very important to achieve maximum stability. The process conditions
need to be adjusted to reach the glassy state very fast and keep the sample in the glassy state

during the process.

The main objectives of this work were the determination of deteriorative influences of the
process conditions on cell viability along the whole freeze drying process using matrices with
and without protective solutes. Especially, it should be determined whether the protective
effect of a protective solute depends on its glass forming ability and whether cells are pro-
tected best when process conditions were adjusted leading to the glassy state of the matrix. In
the same way, the importance of the glassy state for cell stability during storage should be

investigated.

For this purpose the relationship between glass transition temperature, composition, residual

water content and water activity of cell-sugar-preparations was established. The established
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state diagrams served as basis for choosing appropriate process conditions leading to the su-

persaturated glassy or non glassy state. The follwoing results were obtained:

Influence of process conditions on survival of bacteria during freeze drying with and

without protective solutes

Inactivation of cells during freeze drying proceeds faster at low temperatures when the
cells are dried without protective solutes. Low temperature during freeze drying is det-
rimental for cell stability. Accordingly, the optimal freeze drying process of cells
without protective solutes exhibits a high drying rate and relatively high product tem-
peratures. Inactivation of cells at low temperatures without protective solutes added
can be due to a pH shift, an increased salt concentration and/or due to alleviated repul-
sive forces of hydrophobic groups of cell proteins. Accordingly, the cells are damaged
partyl previous to water removal. Therefore, dehydration has a more detrimental effect

to cells at low temperatures (< -20 °C) compared to higher temperatures.

The addition of lactose as protective solute leads to a reduced influence of drying con-
ditions and a slightly higher survival at the end of drying but only for low product
temperatures and low drying rates. The protective effect consists in a reduced prema-
ture damage of the cells and stabilisation of hydrated cell components (preferential
hydration) at low temperatures and therefore in an increased dehydration tolerance of

the cells.

With regard to the course of survival during drying with dependence on residual water
content it was determined that the degree of cell loss is dependent on the drying
stages. When the residual water content falls below a critical value cell survival de-
creases very strong with continuous removal of water. This critical water content is in
the range of 15 -20 (w/w%). The strong inactivation below this value occurs both with
and without protective solutes. At this water content the structured water of bio-
molecules is probably removed, which causes irreversible damage, and can not be re-

placed by the protective solute used.

Importance of the glassy state during freeze drying and storage on cell stability

It was possible to establish a phase-state diagram for microorganisms in a lactose ma-

trix. On the basis of this diagram process conditions for freeze drying and storage
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could be chosen which lead to drying and storage in the glassy or in the non glassy

state.

The hypothesis that freeze drying conditions below the glass transition temperature
lead to a higher survival of the cells at the end of drying can not be confirmed by the
results from these studies. It was shown that freeze drying of cells in a lactose matrix
leads to identical curves of survival during freeze drying at different process condi-
tions, independent from a product temperature above or below the glass transition

temperature. The protective effect of lactose does not rely on the glassy state.

During storage it was determined that survival decreases faster with higher storage
temperature and higher relative humidity. For storage conditions which lead to the
glassy state the inactivation rate constant k7., was lowest. That means that the glassy
state is important for cell stability during storage. However, in contrast to the classical
glass theory the rate constant k7, is not only dependent on the temperature difference
between product temperature and glass transition temperature, 7p-Ty, in the non glassy
state accoring to the Williams Landel Ferry equation. A clear dependence of k7, on
temperature per se as well as on relative humidity was found. Accordingly, the glassy
state is not the unifying mechanism as explanation of the effect of water activity and
temperature. Separate effects of temperature and water activity per se have to be con-

sidered.
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Tabelle 12: Verwendete Chemikalien

Substanz

Anwendung

Hersteller

Agar-Agar, 1.01614

Fiir Oberflachenkultur

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Anaerogen®

Sauerstoffbindendes Agens
fiir anaerobe Inkubation

Oxoid, Hampshire, UK

Hydranal®-Composite, 5, 34805 (Rie-
del-de Haén)

Agens fiir Karl Fischer Tritra-
tion

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Hydranal®-Formamid dry, 34724
(Riedel-de Haén)

Agens fiir Karl Fischer Tritra-
tion

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Hydranal®-Methanol Rapid, 37817
(Riedel-de Haén)

Agens fiir Karl Fischer Tritra-
tion

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Hydranal®-Water Standard, 10.0
(Riedel-de Haén)

Kalibration Karl Fischer

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Indium, G10M24

Temperaturkalibration DSC
Q1000

TA Instruments, Eschborn,
Deutschland

Kaliumacetat, 1.04820

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéhrend der Lage-
rung

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Kaliumcarbonat, 1.10614

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéhrend der Lage-
rung

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Kaliumflourid, 1.05030

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéhrend der Lage-
rung

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Kaliumhydroxid, 1.05033

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéhrend der Lage-
rung

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Laktosemonohydrat, 1.07657

Vewendung als Schutzstoff

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Lithiumchlorid, 00621 (Fluka)

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéhrend der Lage-
rung

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Magermilchpulver, 1.15363

Verwendung als Schutzstoff

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land
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Magnesiumchlorid, 8.14733

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéihrend der Lage-
rung

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Magnesiumnitrat Hexahydrat, 1.05853

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéihrend der Lage-
rung

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

MRS-Boullion, 1.10661, pH 5,7+0,2

Nahrmedium fir Fermentati-
on und Oberlfachenkultur

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Natriumchlorid, 1.06404

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéhrend der Lage-
rung; Phosphatpuffer

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Natriumhydroxid, 30620 (Riedel-de
Haén)

Salz fiir gesattigte Losung zur
Einstellung definierter Luft-
feuchten wéhrend der Lage-
rung

Sigma-Aldrich, St. Louis,
USA

Phosphatpufferlosung (PBS) (0.10 M,
0.15 M NaCl, pH 7.0)
K,HPO,, 1.05104

KH,PO,, 1.04873

Wasch- und Trocknungsme-
dium

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land;

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Ringerlésung, 1.15525

Verdiinnung der Zellsuspen-
sionen fiir Oberflachenkultur

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land

Stickstoft (fliissig)

Kaltemittel fiir das Gefrieren
der Zellsuspensionen

Linde, Miinchen, Deutsch-
land

Trehalose, 1.08353

Verwendung als Schutzstoff

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land
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Tabelle 13: Verwendete Geriite

Gerat

Verwendung

Hersteller

Alkoholbad

Verweilen der Zellsuspensio-
nen bei -30 °C

Haake,

Analysenwaage AP 250 D, Ablesbar-
keit 0,00001g

Bestimmung der Einwage fiir
DSC-Messungen

Ohaus, Pine Brook New
Jersey, USA

Analysenwaage AE 200, Ablesbarkeit
0,0001g

Alle Einwagen auler DSC

Mettler Toledo, Greifensee,
Schweiz

Differential Scanning Calorimeter,
DSC Q1000

Thermische Analyse

TA Instruments, Eschborn,
Deutschland

Drehschieber Vakuumpumpe RZ 2
(Evakuierungsgeschwindigkeit
2,2m’/h, Minimaldruck 0,04 Pa)

Kammerdruck Gefriertrockner

Vacuubrand, Wertheim,
Deutschland

Gefriertrockner, Martin Christ Alpha
1-4

Gefriertrocknung von Mik-
roorganismensuspensionen

Martin Christ, Osterode,
Deutschland

Glasflaschen 2 1,4 1

Fermentation

Schott, Mainz, Deutschland

Glasvials 10R, 127580

Gefriertrocknung der Zellsus-

Martin Christ, Osterode,

pensionen Deutschland
) . Abdecken und VerschlieBBen Martin Christ, Osterode,
Gummistopfen, geriffelt, 127651 der Glasvials Deutschland

Hermetisch verschlieBbare Alumi-
niumtiegel, ELC 001077 (Tiegel),
ELC001078 (Deckel)

Thermische Analyse

TA Instruments, Eschborn,
Deutschland

Karl-Fischer Titrator, Titro Line KF

Bestimmung Wassergehalt

Schott, Mainz, Deutschland

Magnetriihrer, Variomag Biomodul
40B

Riihren der Fermentationssus-
pension

H+P Labortechnik Miin-
chen, Miinchen, Deutsch-
land

Petrischalen 633180

Oberflachenkultur

Greiner Bio One, Krems-
miinster, Osterreich

Spektralphotometer, Lambda 25

Messung der optischen Dichte
der Fermentationssuspension

Perkin Elmer, Wellesley,
USA

Vortex Mischer, Vortex Genie 2

Mischen der Zellsuspensionen
fiir Verdlinnungsreihen und
Mischen der Schutzstoffe in
Zellsuspensionen

Scientific Industries , Bo-
hemia, USA

Wasseraktivitdtsmessung, Novasina
Sprint

Messung der Wasseraktivitét

Novasina, Lachen, Schweiz

Widerstandstemperatursensor Pt 100,
M-416

Messung Temperaturverlauf
wihrend des Gefrierens und
wihrend der Gefriertrocknung

Heraeus Sensor Technolo-
gy, Kleinostheim, Deutsch-
land

Zentrifuge, Multifuge 1S-R

Zellernte und -aufreinigung

Kendro, Langenselbold,
Deutschland
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Tabelle 14: Wasserdampftafel (Kessler, 1996)

9 P A h* r o P Ve h* r
°C Pa m'/kg kl/kg klJ/kg °C Pa m'/kg kJ/kg kJ/kg
-50 3,980 25880 2402 2845 +60 19917 | 7,682 2609,2 23584
-45 7,226 14571 2411 2844 62 21839 | 7.046 2612,6 23534
-40 12,28 8764 2421 2843 64 23909 | 6473 26159 23484
-35 22,46 4895 2432 2841 66 26145 |5951 26193 23434
-30 38,13 2044 2441 2839 68 28557 | 5,478 26226 2338,3
-25 63,49 1804 2451 2838 70 31156 | 5,049 26264 23337
-20 103,5 1138 2460 2837 72 33960 | 4,658 26297 2328,7
-15 165,5 721 2471 2836 74 36961 4,302 2633,1 23237
-10 260,1 467 2480 2834 76 40188 | 3,977 26364 2318.6
-5 401,9 309 2490 2833 78 43649 | 3,681 2639.8 23132
0 610,8 206,3 25004 25004 80 47356 | 3410 2643,1 2308,2
2 7054 180,0 2503,7 24953 82 51328 | 3,162 2646,5 2303,2
4 812,9 157,3 25079 2491,1 84 55574 | 2936 26494 2297,7
6 934,6 137,8 2511,2 2486,1 86 60105 | 2,728 2652.8 22927
8 1072 121,0 2515,0 2481,5 88 64949 | 2,537 2656,1 2287.6
10 1227 106,4 25188 24769 90 70108 | 2,361 2659,0 22822
12 1401 93,85 2522.5 24723 92 75609 | 2,200 2662.4 22772
14 1597 82,81 25263 2467,7 94 81464 | 2,051 2665,7 22722
16 1817 73,39 2530,1 24631 96 87691 1,914 26687 2266,7
18 2062 65,10 25334 2458,1 98 94301 1,789 2672,0 2261,7
20 2337 57.84 25372 24535 100 101325 1,673 26749 2256,3
22 2642 51.49 2541,0 2448 9 105 120800 1,419 26825 22425
24 2982 45,94 25447 24443 110 143270 1,210 2690,0 2229,1
26 3360 41,04 2548,1 24392 115 169060 1,036 2697.6 2215,2
28 3779 36,73 25519 24346 120 198540 |0,8914 2704,7 22010
30 4241 32,93 2555,6 2430,0 125 232080 | 0,7701 27118 21872
32 4753 29,58 25594 24254 130 270110 | 0,6680 2718,5 2172,5
34 5318 26,61 2562,7 24204 135 313030 | 0,5817 27248 2157,5
36 5940 23,97 2566,5 2415,8 140 361380 | 0,5084 27319 21432
38 6624 21,63 25703 2411,2 145 415510 ]0,4459 2738,2 21277
40 7375 19,55 25736 2406,2 150 476020 | 0,3924 27444 2112,7
42 8198 17,70 25774 2401,5 155 543290 | 0,3464 2750,3 2096,7
44 9100 16,04 2580,7 2396,5 160 618020 | 0,3068 2756,2 2080,8
46 10085 14,56 2584,1 2391,5 165 700780 | 0,2724 2761,6 2064,5
48 11162 13,24 25879 2386,9 170 791990 | 0,2426 2767,1 20482
50 12335 12,05 25916 23823
52 13613 10,98 2595,0 23773
54 15002 10,02 2598,3 23727
56 16509 9,164 2602.1 2368.1
58 18146 8,385 2605,4 2363,0
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Tabelle 15: Mittelwert der Geschwindigkeitskonstante k7, und Standardabweichung Akz,,, fiir die Inak-

tivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in einer Laktosematrix bei unterschiedlichen Temperaturen 7p

und unterschiedlichen Wasseraktivititen a,,.

Temperatur T (°C) | ay, (-) | Geschwindigkeitskonstante k7, (d") | StandardabweichungAky, (d™)
0,22 0,017 4,5x 107
0,33 0,023 6,4x 107
4
0,43 0,053 0,017
0,75 0,13 0,018
0,22 0,024 52x10°
15 0,43 0,089 8,3x10”
0,75 0,53 0,11
0,07 0,014 7,5x 107
0,11 0,034 2,5x 10"
20 0,22 0,077 4,1x10°
0,33 0,11 0,034
0,43 0,20 0,051
0,07 0,019 1,8x 107
0,11 0,043 2,5x 107
30 0,22 0,19 0,054
0,33 0,33 0,095
0,43 1,05 0,21
0,07 0,019 7,3x 107
0,11 0,098 0,015
37 0,22 0,44 48x107°
0,33 0,56 0,017
0,43 2,49 0,53
-40 Gefr. 4,0x 107 3,3x 107




ANHANG 185

Tabelle 16: Mittelwert der Geschwindigkeitskonstante k7, und Standardabweichung Ak, fiir die Inak-
tivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in einer Trehalosematrix bei unterschiedlichen Temperaturen

Tp und unterschiedlichen Wasseraktivititen a,,.

Temperatur T (°C) | ay, (-) | Geschwindigkeitskonstante k7, (d") | StandardabweichungAky, (d™)

0,33 0,034 9,4x 107

4 0,43 0,088 0,037
0,75 0,20 0,048
0,22 0,023 2,2x10°

15 0,43 0,056 53x10°
0,75 0,41 0,074
0,07 0,037 2,9x 107
0,11 0,056 1,7x 107

30
0,22 0,16 0,08
0,33 0,46 0,068

Tabelle 17: Wasseraktivitit, Aktivierungsenergie E, und Stofifaktor k, fiir die Beschreibung der Tempe-
raturabhiingigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k der Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei

nach Arrhenius (Gleichung 5).

Wasseraktivitdt a,, (-) ko (d7) Aktivierungsenergie £, (kJ/mol)
0,07 5.6 14
0,11 3-10° 45
0,22 9-10" 74
0,33 410" 70
0,42 210" 90
0,75 10" 84
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Tabelle 18: Groflenordnung der Aktivierungsenergie E, fiir verschiedene Vorginge Kessler (1996).

Bereich Aktivierungsenergie E,

Vorgang

10 — 20 kJ/mol

Diffusion

50 — 150 kJ/mol

Chemische Reaktionen wie Vitaminabbau, Briu-
nungsreaktionen, Serumproteinaggregation, Lysinblo-
ckierung, Oxidation, Bildung von Hydroxymethylfur-
fural, Enzyminaktivierung

250 — 400 kJ/mol

Abtotung von Mikroorganismen, Enzyminaktivierung,
Proteinauffaltung
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